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1. RESUMEN 

La simbiosis existente entre las bacterias de la familia Rhizobiaceae y plantas 

leguminosas es altamente específica. Para el adecuado reconocimiento de ambos 

simbiontes, se requiere de un intercambio de señales moleculares: en respuesta a 

flavonoides exudados por la raíz, la bacteria responde con la síntesis y exportación de 

lipooligosacáridos (factores Nod) que son reconocidos por la planta, provocando en 

ella una serie de respuestas que culminan en la formación de nódulos radiculares 

capaces de llevar a cabo la fijación biológica de nitrógeno. 

Para la síntesis de los factores Nod se requiere de la expresión de toda una 

bater(a de genes bacterianos, llamados genes nodo Existen genes nod comunes y 

genes nod determinantes de la especificidad de hospedero(hsn). Los genes nod 

comunes sintetizan el esqueleto del factor Nod, constituído por oligomeros de quitina 

de diferentes longitudes, los cuales llevan un grupo acilo sobre su extremo no 

reductor. Por otro lado, [os genes hsn proveen una serie de "decoraciones" para el 

esqueleto del factor Nod, al incorporarle grupos sulfato, metilo, azúcares, etc. Estas 

modificaciones al factor Nod son importantes determinantes de la específicidad de 

hospedero. 

En este trabajo se presentan datos experimentales que indican que el gen nodS 

de Rhizobium tropiG/ CIAT899 (gen tipo hsn) participa en la metilación de los factores 

de nodulación producidos por esta especie. Usando técnicas de reemplazamiento 

génico, se obtuvieron cepas mutantes nodS- que tienen este gen interrumpido con un 

interposón de resistencia a kanamicina. Los factores Nod producidas por estas 

mutantes se analizaron usando cromatografía en capa fina, y los datos obtenidos 

indican que NodS resulta indispensable para [a metilación de los factores Nod que 

produce R. trop/e/. Así mismo, los resultados obtenidos en experimentos de nodu\ación 

indican que nodS es importante para lograr una adecuada simbiosis, ya que cepas 

mutantes en éste gen, provocan una disminución en el número y tamano de los 

nódulos en plantas de frijol y Leueaena. Estudios de microscopia y cromatograficos, 

muestran que en Leueaena los nódulos inducidos por la mutante presentan 

alteraciones en su desarrollo y no fijan nitrógeno. 



11. 1 NTRODUCCIÓN 

La fijación biológica del nitrógeno es un proceso natural exclusivo de 

microorganismos procariotes, que consiste en la reducción del nitrógeno 

molecular (N z) a amonio (NH3), el cual es aprovechado por otros 

microorganismos osi como también por plantas superiores. Ex;sten mL.:chos 

géneros bacterianos que son capaces de llevar o cabo este proceso, el 

cual aporta una gran cantidad de nitrógeno orgánico a lo biósfero, Lo 

disponibilidad de nitrógeno orgánico en el suelo es un factor íimitcnte que 

influye en la producción agrícola, a pesar de que cuatro quintas partes de la 

atmósfera está constituída por nitrógeíJo molecu:ar. El uso de fertilizantes 

r,itrogenados por la agricultura moderno presenta varios prob:err.as, uno de 

ellos es el elevado costo de producción de estos compuestos, yo que su 

s:ntesis requiere de una gran cantidad de energía que es suministrado 

principalmente por derivados del petróleo. Por otro lado, los fert:lizantes 

nitrogenados son solubles en agua, por lo que se lavan fócilmente e'el suelo y 

es necesario aplicarlos periodicamente a lo !ergo de la cosecha, con el 

consiguiente encarecimiento de lo proo'L,:cción, Esta mismo carocter!stlca de 

solubilidad hace que estos compuestos contaminen el manto freórico que 

posteriormente desemboca en ríos, mores y lagunas, favoreciendo de esta 

manera !a sobre población de microorganismos que desbalar;cean el 

equilibrio ecológico en estos ecosistemas, ademós de contaminar el agua 

para el consumo humano (Delwiche CC, 1970; Delwiche ce" 1981). 

Una alternativo al uso de fertilizantes químicos consiste en aplicar 

organismos fijadores de nitrógeno al suelo, reduciendo osi, o inc:usive 

evitando, el uso de fertilizantes nitrogenados. El problema estriba en que el 

rendimiento de la cosecho suele ser mayor cuando se aplican fertiiizontes 

químicos. Ademós, las cepos de m:croorgonisrr,os seleccionados ell 

laboratorio por su gran eficiencia de fijación de r,itíógeno, suelen ser 

desplazados por poblaciones autóctonas que estón mejor adoptadas a las 

condiciones del suelo, La familia bacteriana Rhizobiaceae desarrolla 
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simbiosis con leguminosas, resultando en fijación biológica de nitrógeno. 

Actualmente, el modelo de simbiosis leguminosa·Rhizobium se estudia 

intensamente con el objetivo de entender y controlar adecuadamente en un 

futuro la fijación biológica de nitrógeno. 

11. 1 La Simbiosis Rhizobiaceae·Leguminosa 

Dentro de la gran variedad de microorganismos fijadores de nitrógeno, 

algunos miembros de la fcmilia bacteriano Rhizobiaceae son de especiel 

interés, ya que forman asociaciones simbióticos con plantas legeminosos , 

muchas de los cuales son ce gran importancia económico, El amonio 

producido durante el píoceso de fijación de nitrógeno es osimi:cco por lo 

planta, mientras qL:8 la bacteria recibe ft..:entes de carbono prcdL.:cto c'e lo 

fotosíntesis vegetal. Se ha calculado que la cantidad de N2 incorporado al 

mote riel orgánico que resulta de lo simbiosis Rhizobioceae-Ieguminosos, se 

aproxima a un tercio del totol de nitrógeno requerido por lo agricultura 

mundial, y es proporcionol a la producción de fertilizantes nitrogenados 

producidos en un año (Economou y Downie, 1992). 

Dentro de la femilia Rhizobiaceae, existen cuatro gér.eros que 

desarrollan simbiosis con plantas leguminosos (Azorh/zob/um, Brao'yrhizobium, 

Sinorhizobium y ,Rhizobium). Otros miembros, tales como Agrobocterium, son 

patógenos de ur,a gran variedad de especies y su espectro de acción no 

se limito a las leguminosas (Voung & Johnstone, 1989). Uno singular sirT,biós:s es 

la que ocurre entre lo leguminosa acuático Neptunio notons y lo bactmia 

arbitrariamente conocida como ,Rhízobium sp. (Neptunio), debido o que fué 

aislado de nódu:os de esto planta (Subba·Rao el 01,1995). Hasta lo fecho 

sólo se cor.oce una especie de planto no leguminosa (Porasponio) qLie es 

capaz de ser r,odulada por Phizobium (Dénarie el ai, 1992) El género 

,'7hizobium ¡nc'uye especies de crecimiento rápide '/ con esoect.'os de 

nodulación que varían de limitados a moderadamente omolios, Los 

miembros del género Azorhízobium han sido menos estudiados, de 

crecimiento lento, con un espectro de ncculoción limitado y son capaces de 
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formar nódulos no solo en los roices de lo planto sino también en los tallos ( 

Elkon, 1984; Mortinez elol, 1990), 

Uno de las características más importantes de estas asociaciones 

simbióticas, es que son muy específicos, es decir, cada especie bacteriano 

es capaz de nodulor o determinados especies de plantos (Tabla 1), AsÍ, R, 

!eguminosarum bv. frito/i; es uno bacteria copaz de establecer simbiosis con 

ciertos plantos del género Trifo!ium, pero es incapaz de noduiar a otros 

leguminosos como Phoseolus o Medicogo, Asimismo, R, mellloli nodula 

eficientemente a plantos de los géneros /08Ii/ofus, Medicago y Trigonel/o. 

pero no establece asociaciones compatibles con otros géneros de 

leguminosas. 

La mayoría de los especies del género I?hizob/Lim han sido closificadas 

como bacterics noduiadoras de espectro [¡mita do. En contraste, los especies 

del género Bradyrhizobium suelen ser capaces de nadulor o un mayor 

número de leguminosas, y se les ha closificado como especies de amplio 

espectro de nodulación, Sin embargo, dentro del género Rhízobíum también 

se encuentran especies con un amplio espectro de nodulación, como lo son: 

,7 Iropiei o Rhizobium sp, NGR234, Esta último cepo es capaz de nodu'or o 

mós de 70 especies distintos de leguminosas (Dénarié el 01" 1992), 

El desarrollo de lo simbiosis teguminosa-Rhizobíum requiere de uno 

interacción precisa entre el hospedero y el microbio, Un control recíproco por 

porte de los dos simbiontes permite que ccurra el proceso simbiótico de una 

rr.anera regulado, resultando en un ber,eficio mutuo de !o asociación, Al 

rr.enos dos posos de señalamiento molecular parecen estar implicados en lo 
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Especies bacterianas 

/7hizobiurn legurnincsorurn 
b:Qvar vicíae 

c:ovar frifel':; 

c:ovar phosecll 

,I(h/zcbium me/i/oN 

r(hizobiurn tropioí 

Pnizcbiurn ioN 

i?hizobium (redii 

Brodvrhizob/um jopon/cum 

Brac'yrh/zcb/um sp, 

/?,hizcbium sp. NG.'<23¿, MPIK1030 

Azorhizobium cou/inodons 

Piantas hospedadoras 

Vicía (anleja), (guisante)', 
Lofhvrus, Lens (lenteja) 

ir/fo/:'um (trébo:) 

Fhosec/us (fri~ol. judía) 

Me/i/ofus, Medicogo (cl~c;fa), 
~r,"gcne//o' 

Phosec/us (frijol), Leucceno 
(Ieucena), Mocropf/lium (s:ratro) 

Phcseo/us vu/gcr:'s (fri,:ol), 

Lofhl...'S, Ar;fhyli/s 

G1vc/ne max (soya). V/gno Cco','/pea) 

Glvclne (soya), V/gno (cowpea) 

Lupinus (lupino), Orr,ithopus 

Plantes tropicales y no leguminosos 
como la ulmácea Pcrasponia anc'ersor,i,' 

Sesbania rostrata 

• Los cepas de los m;smos especies pueden nodulor uno o varios de los hospecadores 

c6scri:cs. 

Tabla l. Relación de especies que comprenden los géneros Rhlzobium, 

Bradyrhízobíum y Azorhízobíum, así como los grupos de inoculación cruzado 

que presenta cada uno, 
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determinación de la nodulación específica del hospedero. En el primer paso, 

flavonoides producidos por la planta inducen la transcripción de una batería 

de genes bacterianos denominados genes nod, cuyos productos proteícos 

resultan de sumo importancia para el inicio del desarrollo de :0 simbiósis 

(Carlson el al, 1995). 

La específicidad apropiada del hospedero también involucra a la 

proteína bacteriana NodO, que presumib:emente interactúa con los 

flcvonoides. En el segundo paso, y como resultado de la expresión de los 

genes nod, la bacteria produce el llamado factor de nodulcción (factor 

!'Cod), que es un morfógeno que activa distintos genes en la plcnta y 

cdemás, provoco la deformación de los pe!os rodicu~ares, así cemo lo 

'nducción meristemófica del nódulo (Kondorosi, 1989; Long, 1989), (Fig. 1). 

Actualmente se conoce ia naturaleza de distintos eventos involucrados 

en la fose inicial del proceso simbiótico. La bacteria presento quimiotóxis 

hacia muchas substancias exudadas por la raíz de la planta, incluyer.do 

aminoácidos y carbohidrotos, osi como flavonoides (Peters & Verma, 1990; 

Hungria el al" 1991; León-Barrios el 01., 1993). A pesar de que la qu'miotóxis 

con~ribuye a la competitividad del rhizobio, este evento no es esencial pa~a 

lo nodulación, como tampoco es un factor que influye en la determ:noción 

de la especificidad del hospedero (Greck el al" 1995; Dharmatllake & Bauer, 

1992). 

El proceso de adhesión de las células bacterianas ocurre en dos ~ases; 

i:--,icialmente se unen débilmente a la raíz, y posteriormente, se ger,era una 

adhesión firme y se lleva o cabo lo acumulación de bacterias en lo punta del 

pelo radicel. La primero fose del proceso de adhesión está mee'ieda por 

una proteína de superficie bacteriano que une calcio, llamado ricadhesina, 

::n la segL:r.da fase de adhesión, intervienen fibrillas de ceiulosa sintetizados 

por lo bactG~;a. En lo p.lon~a, se he suger:do c,L:e intervieren lect,inos 

específices, los cuales son polipéptidos capaces de unir po!isacéridos 

extraceluiares de Rhizobiurn (VandenBosch el al., 1994), aunque tarnb:én 

se han reportado lectinos de Rhízobíum que tienen cierto específicidod a 
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galactosa y a otros carbohidratos que se acumulan en la zona infectiva (Ha 

el al., 1994; Wisniewski el al., 1996), Se ha sugerido que las lectinas juegan un 

papel importante en la especificidad de lo interacción, ya que cuando se ha 

introducido por transformación o células de trébol el gene que codifica poro 

una lectina de guisante, estos raíces adquieren la capacidad de ser 

noduladas por R, leguminosarum bv. vicíae, un huésped no usual en esto 

planta (Kijne, 1991), 

Lo zona de pelos radiculares emergentes (indifererlcicdos), 

der:ominada zona infectiva. es [a región donde preferencic:mente se 

acumulan los fectores Nod, y donde se concentran la mayoría de ros efectos 

de los factores de nodulcción (f-:eidstra et 01., 1994), Estos inducen uno serie de 

cambies morfológicos, dirigidos probablemente por el citoesque'eto de lo 

cé!ula vegetal, que incluyen curvatura, deformación y ramificación c'e los 

pelos radiculares. Dichos cambios parecen ser un prenequisito pa~a que se 

produzca el posterior secuestro de la bacteria (Smil, et al., 1987; Mylona et al" 

1995), Los pelos radiculares maduros (diferenciados) también resconden a 

Rhízobium con una gran variedad de deformaciones, ta:es como 

englobamiento, alargamiento, bifurcaciones y enrroscamiento, aunque 

normalmente no pueden ser infectados. Todas estos respuestas a ,Rhizobium 

son inducidas rápidamente, en un lapso entre 12 a 24 hrs, aunque existen 

exper:mentos en los que usando factores Nod purificados, se logran 

respuestas en las primeras horas de incubación (Heidstra et 01" 1994). En la 

actualidad, es bien conocido que esta serie de respuestas dependen de la 

participación de los genes nod bacterianos, los cuales son responsables de 

la síntesis del factor Nod, 

Tras el e:--:rroscam:ento del pelo radicular, se inicio propiamente el 

p~oceso de infecc!ón por la bacteria. lo membrana vegetol sufre de una 

;'nvogir~lcc:ón c,:Je C::J in!'cio o ur,o est.'~cturo llamada h.:lo de irlfección Por 

":ledio de éste, los células bacterianos penetran hasta el cortex vegetal, 

donde son !'Iberados el interior del citoplasma de algunos células corticales, 

ademós de ser cubiertos con una membrana de origen vegetal conocido 
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como membrana peribacteroidal (Eco nomo u &Downie, 1992). A lo largo de 

la formación del hilo de infección y en la liberación de las células bacterianas 

dentro de las células del cortex, los exopolisacóridos de Rhtzobium juegan un 

papel fundamental (Leigh & Walker, 1994), ya que mutantes exo' de distintas 

especies de Rhizobium, son incapaces de formar nódulos efectivos (Milner el 

01" 1992). Probablemente, los exopolisacóridos extrccelulares de la bacteria 

enmascaran o Rhízoblum, lo qL:e les permitiría escapar 01 sistema de defensa 

de lo planta. Sin embargo, lo infección exitoso es un evento poco frecuente, 

sólo una pequeño cantidad de pelos radiculares llegan a ser infectados. No 

todas las infecciones culminan con lo formación de nódulos (Dart, 1977), 

muchos hilos de infección son abortados cerca de la base del pelo radícular, 

mientras que otros cesan en la base del pelo, o inclusive en el córtex. Tanto la 

infección como las aborciones van acampanados de uno reacción 

hipersensible que podría estar formando parte del mecanismo por medio 

del cual lo planto controlo las infecciones y regulo la noduloción CMcKhonn & 

Hirsch, 1994). 

Simultóneamente o la formación del hilo de infección, las células del 

cortex se dividen y forman un primordio del nódulo, que más adelante dorá 

lugar al nódulo maduro. El nódulo es un órgano nuevo de la planta que t'ene 

una estructura perfectamente definida (Vasse el al" 1990; Hirsch el 01" 1992). 

Durante la diferenciación del nódulo se activan un grupo de genes 

específiCOS ~cnto en el meristemo del nódulo como en lo corteza que lo 

rodea, a los cuales se les ha dado el nombre de nodulinas (Legocki & 

Vermo, 1980), La expresión de algunos nodulinas no sólo se restringe o lo 

d:ferer,ciac:ón del nódulo, yo que también se han detectado en otros 

órganos en donde se encuentran participando en papeles s;milares a los 

'levados o cabo en el érgano simbiótico. 

Tomor--:do en cuento los potror'.es de expresión y lo ¡"unción que ejeTen, 

los nodulinas se han dividido en dos tipos: nodulinas tempranos y nodulinas 

tordías (Verma el o/., 1992; Sónchez e/ol" 1991; Nap & Bisseiing, 1990). 

Los nodul:nas que se expresan antes del inicio de lo fijación de nitrógeno 
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se conocen como nodulinos tempranas (Enod). Se cree que lo nodulinas 

tempranas participan en las etapas iniciales de la interacción entre la 

bacteria y la planta (deformación de pelos radiculares, formación de hilos de 

infección), así como en la morfogénesis del nódulo (división de las células 

corticales, formación del primordio y el establecimiento del meristemo). 

Ejemplos de nodcllnos tere.pronos son: MsENOD 12 de M. solivo Ca cual no es 

ir,dispensable poro la formación del nódulo) (Csanódi el 01.,1994) ENODI2, 

también se detectó en V. sotivo, así como también VsE/\/OD5 y VsEN0060 (Vijn 

el al" i995), las cuales son activas en los primordios nodulores inducidos por 

¡'(hizobium, 

Los geres de la planta que se expresan justo antes y/o durante !a fijoc:én 

de nitrógeno son !Iamados nodulinas tardías. Estos ger,es se encuer,tron 

implicados principalmente en los diferentes actividades me~cbólicos 

necesarios poro el funcionamiento del nódulo. Varios ejemplos de ncculinos 

tardíos se encuentran en Phoseolus vulgaris, donde se ha detectado lo 

existencia de una glutamino sintetasa nódulo específica, la cual juega un 

papel crucial en !a asimilación amon:o en los nódulos (Sánchez eto!. 1987), 

Otro es la nodulina Npv30, cuyo nivel de transcripción es muy abundan:-e, 

aunque al parecer la vida media de la proteína que codifico es muy corto, 

ya que fué inmunolocalizada en el citoplasma de celulas infectes cen una 

'serlal muy débil; lo función exacta de la Npv30 se desconoce hasta el 

re.omento (Carsolio et al, 1994: Conepos et al, 1995). La nodulino tardío 

conocida como uricasa II tambien se ha estudiado en frijOl, La uricasa II 

participa en el metabolismo nitrogenado de la planto, particularmente en :0 
síntesis de ureidos a partir de ácido úrico, Se loca!iza preferenterr.er,te en los 

peroxisomas de células no infectadas del nódulo (Nguyen et al., 1985), y 

consti-:-uye aproximadamente el 2% de la proteína total soluble del nódu!o 

(5ónchez et el, 1987), Durante la simb;osis se produce un aumento de unas 

108-130 veces en los niveles de ARNm, proteina y actividad uricoso, our,que se 

ha visto que esto proteína también participo durante el desorroilo de lo 

p:óntula. Estos son sólo unos cuantos ejemplos de los muchos reportes donde 
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caracterizan nuevas nodulinas tardías. Sin embargo. la función exacta de la 

mayoria de ellas se desconoce hasta el momento. 

Una vez dentro de la membrana peribacteroidal. las bacterias se 

diferencian a bacteroides y se dá paso a la fijación del nitrógeno. El nódulo 

maduro contienen haces vasculares y dos tipos de células: infectadas 

(aquellas que contienen o los bacteroides). y no infectadas. cuyo papel 

consiste en meto bol izar el amonio que se produce en la fijación del 

nitrógeno. además de aportar fuentes de carbono a los bacteroides. El 

amonio producido por :0$ bccteroides es exportado a los célu~as no 

infectadas donde se convierte en glutomina, que a su vez es utilizada paro la 

síntesis de ureídos o amidas, Finalmente, estos compuestos son transportados 

hacia el resto de los tejidos vegetales. 

Por otro lodo. la planta determino el t;po de nódulos que formerá. así 

como también la forma y el tamcF.o de los mismos. Basándose en lo 

presencio o ausencia de un meristemo permanente, los nódulos se clasifican 

en dos tipos: indeterminados y determinados, respectivamente. 

Los nódulos indeterminados se forman en leguminosos de zonos 

templadas, como es el caso de chícharo, alfalfo y arveja, los cuo~es 

presentan meristemos permanentes de nódulo. El rneristemo de este tipo de 

r',ódulos consta de un grupo de células en división en el extremo distol del 

mismo, y los células derivados pueden diferenciarse en otros tipos celulares o 

bien permanecer como porte del meristemo, Lo contínua producción de 

células en el extremo distal provoco !a formación de nódulos alargados y en 

formo de garrote. Los nódulos contienen diferentes zonas que representan los 

estados del desarrollo del nódulo. o saber (1) el meristemo. (2) lo zena de 

invasión, que consiste de númerosos hilos de infección y de células 

recientemente infectadas, (3) lo zona simbiética temprana, donde los células 

:n~ectedas están empaquetados cpretodo;-nente cen bcctero1des que so~ 

lo forma de Rhizobium fijadora de nitrógeno, (4) Le zena s!mb:,ótico tcrcío, 

que tiene un nível decreciente en lo actividad de fijación de nitróger:o, y (5) 

lo zona de senecencio, Recientemente se ha oñodido a lo descr:pción 
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anterior una nueva zona, la interzona 11-111, que se localiza entre las zonas 

simbióticas de invasión y la temprana, lugar donde se lleva a cabo la 

diferenciación de los bacleroides (Vasse et al., 1990), 

En los nódulos determinados, la actividad mitótica se detiene durante el 

desarrollo del nódulo, El incrementa en el tamaño del nódulo se debe, 

principalmente, al agrandamiento celular, lo que resulta en un nódu!o con 

fOíma esférica. El tejido central consiste en la zona fijadora de nitré geno, Les 

nódulos determinados se presentan generalmente en leguminosos 

tropicales, por ejemplo, en soya (G/yeine max), frijol (Phaseofus vu/gor/s),Q en 

Lofus, En Sesbonia rostrata, una peculiar leguminoso tropical, los nódu~os se 

localizan tonTo en raíz como en el tallo. Los nódulos rcdiculcres parecen 

intermedios entre los tipos determinados e indeterminados, yo que los 

r.óduios fijadores de nitrógeno mantienen lo actividad meristemático durante 

un corto tiempo (Ndoye et al" 1994). 

11.2 Les GENES nodv LA Sí~TES.S DE LIPO-OLIGCSA,CÁRIDOS 

Los llamados genes de nodulación (genes nod y no/) son ger,es 

bacterianos involucrados en [os eventos tempranos del proceso de infección 

y de noduiación, Estos genes están regulados por compuestos derivados de 

la planta a través de lo proteína NodD (Rossen el 01, 1985: Djordjevic elal, 

1987: Horvath eto/" 1987). 

En e[ género Rhizobium lo mayoría de los genes de nodu[ación, fijación 

de nitrógeno y otros funciones simbióticos, se encuentran [ocalizados en un 

megaplásmido denominado p[ásmido simbiotico (pSym), aunque también 

existen otros loei simbióticos en e[ cromosoma o en otros p[ásmidos (Johnston 

el o/" 1978: Nuti el 01" 1979; Toro & Olivares, 1986). En contraste, en los géneros 

Brodyrhizobium y Azhorhizobium [os genes simbióf:cos están ubicados en e[ 

cromosoma (Van Den Eede eto/., 1987) 

En lo figura 2 se muestra la organización genético de muchos de los 

genes de nodulación descritos hasta ahora poro varias especies de 

rhizobios. Estos genes están organizados en distintas unidades 
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tronscripcionoles que comporten uno secuencio consenso, corriente arribo, 

que se conoce como cojo de nodulación (nod box), o través de lo cual se 

llevo o cabo su regulación. 

Los genes de nodulación están involucrados en lo síntesis y en el 

transporte de lipo-oligosácaridos (factores Nod), que sen moléculas 

reconocidos por 10 planto y que disparan lo organogénesis del nódulo, En 

algunos casos, en plantos estériles de alfalfo, se ha podido inducir lo 

formación de un nódulo completo con sólo añadir estos compuestos o muy 

bojas concentraciones (Lerouge el al" 1990). Lo estructura básico de estos 

compuestos consta de varias unidades de N-acetil-glucosamina (de 3 o 5) 

unidos por enloces 8-1-4 y N-aciladas en el extremo no reductor del azúcar 

(F'gura 3 y Tabla 2). Yo que lo producción de estos compuestos es nodASe­

dependiente y dado que este grupo de genes ha sido identificado en todos 

!os rhizobios estudiados, se sugiere que el mecanismo que induce :a 

formación del nódulo es similar en todas los especies, y que se medio o 

través de compuestos que pertenecen o lo mismo familia químico, es decir, 

o los lipo-oligosacáridos. 

Estudios en varios especies distintos y poco relacionados 

genéticamente como Rhízobíum sp. NGR234, R. Iropicí. S. japon/cum, 

Rhizabium latí, Rhizobium etlf, y A, caulinodans, han demostrado que todas 

estos especies producen lipo-oligosócoridos con lo estructuro bósica antes 

mencionada (Fig. 3 Y tabla 2) (Price el al, 1992: San Juan el al., 1992: Mergaet 

el al" 1993: Poupot el al" 1993, Cárdenos el 01.,1995: Folch-Mallol el 01,1996, 

López-Lara el al .. 1995). Sin embargo, existen algunos diferencias químicas 

entre estos compuestos dependiendo de la especie de la cual provengan, 

lo que apunto a un segundo mecanismo paro la específicidad ce la 

simbiosis. Así, los factores de nodulación de R. me/f/off y R. tropfci estén 0-

SL.;lfotcdos, mientras que los de R. leQuminosarum no lo estón, Por otro lado, 

los lipo-o!igosáccridos de está última especie presentan L:n I:pido altamente 

insaturado que no se ha encontrado en otros espec:es. De esto manero, la 

rr,etilación en el extremo no reductor de los factores de nodulación de R. etli, 
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R. sp. NGR234. R. Iropiel, A. cau/inodans y en algunos cepos de B. japonicum. 

se encuentro ausente en los factores Nod producidos por R. meli/otí. R. fredii, y 

en todas los biovoriedodes de R. leguminosarum. En lo tabla 2 se muestran los 

diferentes substituciones que presentan varios lipo-oligosáridos prover.ientes 

de distintos especies de rhizcbics. 

Lo actividad biológico de estós moléculas ha sido estudiado con cierto 

detalle en algunos especies de ,~hizobium, especialmente en R. 

/eguminosarum bY. viciae, R. eil!, R. sp. NGR234 y en R. me/iloN. La adición de 

factores de nodulación purificados o raíces de leguminosas provoca una 

serie de respuestos ontogénicas en distintos grupos de célu!as de raíz, A 

concentraciones pico o nonomolores, estos compuestos inducen 

deformación, ramificación y cuvotura de los pelos rodículcres (Lerouge et el.. 

1990; ¡<oche el al., 1991; Spcirok el 01" 1991. Relic el al" 1993). Cucr,do se añaden 

factores de p, leguminosarum by, vicios a raíces de Vicia sativa, en les célu!os 

del cortex externo y medio se observa lo formación de unos estructuras 

citoplásmaticas alineados radialmente que se han propuesto como 

precursores de los hiios de infección (van Brussel eto! .. 1992). Mientras que. en 

el cortex interno, estos factores disparan ~a mitósis o tal grado que com:enza o 

noiarse un abultamiento en lo raíz (Truchet et al., 1991; van Brussol elal .. 1992). 

Cuando los factores de R. melftati se añaden a raíces de alfalfo, se ha 

observado lo formación de meristemos que don lugar a nódulos con 

:déntica anatomía y ontogenia que aquellos inducidos por lo bacter:a. Estos 

nódulos estón vocios y por lo tonto no fijan nitrógeno (Truchet el al. 199;) En 

otros sistemas como Sesbania o Phoseotus se han podido observar 

estructuras muy similares a verdaderos nódulos cuando se or,aden los 

~actores producidos por especies compatibles (Mergaet ei ol., 1993. 

Cárdenos el al" 1995). En los cosos antes mencionados, los datos 'nd'con que 

lo simple adición de estos compuestos induce porte de los camb:os 

provocados durante el desarrollo de :a relación s'mbiótico, y asimismo, 

sug:eren que !os plantos contienen lo información genética necesaria poro el 

desorrol!o del nódulo. 
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FIGURA 3 Y Tcb~a 2. Los tipos de grupos sustituventes han sido reportados en '/arios 
Fcctores Nod, en diferentes espec;es,Me= rnetil, C16:0 = ácido pa:míticQ, e18:l '" 
écic'o \/cccénico, etc.; Ac = aceti1;Fuc = fucosa: MeFu = 2-0 -metilfL;COSQ: Aro "" 
Aroc'ir:oso; Gro = glicercl: Cb = corbamil: S = sulfOlQ, 
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Haciendo uso de factores de noduloción modificados químicamente o 

por técnicos de ingenierio genético, se han montado ensayos poro 

relacionar lo estructuro química de estos compuestos con su actividad 

biológico. Spoink y colobarodores (1991) han demostrado que ningún 

oligómero de quitina es activo biológicamente, senalando así que la 

presencia del lípido en los factores de noduloción es indispensable paro su 

activ:dod biológica. También se ha indicado que la estructuro del !ípido 

juego un papel importante, yo que si existe alguno modificación en lo 

hidrogenoción del ácido groso, lo actividad biológico de los factores l'Iod 

de R. mel/lot/disminuye considerablemente (Truchet etal" 1991; Bloemberg et 

01" 1995) 

Por otro Iodo, los O-substituciones en el lipo-oligosácaricio juegan 

también un popel determinante en lo actividad biológico. En R. me///otl el 

grupo sulfato es esencial poro la actividad del factor; por otro lado, si está 

ausente el grupo O-acetilo en los factores de R. melílot/ y de R. 

(egumlnosarum bv. v/cioe estos muestran uno actividad muy reducido (Spaink 

etol, 1991; Truchet eto/" 1991). 

Otro factor importante en lo actividad biológico de estos compuestos es 

los longitud del esqueleto ce quitina, yo que se ha observado que dentro de 

los fectores proo'ucidos por R. mell/oti, el tetrómero es mós activo que los 

:rimeros o los pentámeros (Shultze et 01., 1992). 

Actualmente se estón llevando o coba estudios poro determinar el 

mecanismo biológico por medio del cual estos factores ejercen su actividad 

en lo planto. Dado que lo concentración o lo cual actúan los lipo­

o:¡gosócaridos es extremadamente boja, se postula [a existencia de 

receptores de a:ta afinidad en la planta. La evidencia de que existen O:stintos 

requerimientos estructura~es del rector para distintas respuestas en la plenta, 

Tombién hace pensar en que existan varios tipos de receptores con 

diferentes afir,idades poro distintos partes del lipo-oligosócaridos ylo distinta 

:ocalización celular. Sin embargo, fué reportada la caracterización de en sitio 

de unión poro el factor de r.odulación mayoritario que produce R. meliloti 
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NodRm-IV(Ac, S, CI6:12), Dicho faelor, además de ser biologicamente activo, 

se une de manero saturable y reversible a una fracción de raíces de M. 

truncatula, presentando uno afinidad (Kd) de 86nM, Los característicos de este 

sitio de unión, son consistentes con un sitio de unión de ciase individual. Lo 

cusencia de los grupos sulfato y acetilo reducen lo afinidad por este sitio de 

unión, sin embargo, cuando sólo uno de estos substituyentes esta ausente, lo 

afinidad no se modifico de manero importante (Bono el 01" 1995), En rc'ces 

de Tomate también se encontro un sitio de unión con coroc-:-erísticas 

serr.ejontes (Boureithel et al., 1994), Por lo antericr, estos sitios de un:ón o los 

;actores de noduloción (llamados NFBS 1), presentes en legum,ncsas y otros 

plantas, podrían tener un papel más general, y no un ice mente restringidos a 

participar en la simbiosis. No se ha determinado si estos receptores están 

lecalizados en la membrana plasmática o en alglJn otro compartimento 

celular. Recientemente, se ha obtenido la síntesis química ccmq!eta del 

factor mayoritario de R, melilotí (Nicolau el 01., 1992), lo cual ofrece lo 

posibilidad de la síntesis de factores radioactivos o fotoactivos que permitan 

su seguimiento dentro de la raíz para lograr la identificación de receptores y 

Sl..,'S genes. 

La vía de transeucción de la señal provocada por los factores de 

nodulación también se encuentro bajo estudio, Ehrhordt y colaboradores 

(1992), han encontrado un sistema de ensayo mediante el cual se puede 

detector una depolarización del potencial de membrana en les pelos 

radiculares de alfalfa cuando se añaden factores puros de R. me/l/a ti. Esto 

permitirá el uso de metodologías electrofisiológicas en el estudio de lo 

transducción de la señal provocada por los factores de nodulacién. 

Por último, se está explorando lo posibilidad de que ros lipo­

oligosócaridos producidos por Rhizobium sean en realiead una r,"'úmica de 

'os señales endógenas de la pianta. Existen varios evidencias poro considerar 

esta posibilidad, en primer lugar, pese a que los géneros r?hizobíum, 

Azorhizobium y Brodyrhizobium son genéticamente lejanes, todos los 

especies analizados producen factores de nodu~ación similares: ei~. segundo 
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lugar, el hecho de que los genes nodABe sean requeridos paro nodular o lo 

planto ulmácea Porosponio, indico que los lipo-oligosácaridos son capaces 

de inducir respuestos en plantos no leguminosos, lo que sugiere un 

mecanismo mós general en el desarrollo ontogénico; y por último, 

recientemente se ha podido complementar uno mutación que afecto el 

desarrollo ontogénico de uno línea celular de zanahoria (que tampoco es 

'eguminoso), meeiante lo edición de factores de nodulación percs (deJong 

eta/,1993). 

11,3 LA FUr\CiÓN DE Les GE~,IES CE ~ODI-':LP.Dé>'1 

Los genes de ncduloción han sido clasificados en tres grupos. El primer 

grupo se compone por la familia de genes reguiotorios nodO, de les cuales 

existen verios olelos y algunos cepos tienen múltiples copias de ellos, El 

segundo grupo se encuentra constituído por la familio de genes noo' 

comunes, que se han denominado así porque son funcionalmente 

intercambiables entre distintos especies de Rhizobium, Bradyrhizobium y 

Azorhizobíum. Aunque como se verá mós adelante, reportes r8c!entes 

sugieren lo necesidad de reconsiderar ésta nomenclatura de "nod 

comunes" poro los genes nodA y nade, yo que no necesariamente tienen lo 

misma especificidad cuando reemplozan al mismo gen de otro espec!e de 

Rhizobium (Ritsemo et 0/.,1996; Oebellé et 01.,1996). Fir,a:mente, en el tercer 

grupo encontramos a I'OS genes nod específicos (o genes hsn), CL"y'a fur.c:ón 

determina la específicidad de la simbiosis al nivel de la producción de 

factores Nod (Kondorosi et 01., 1984). 

11.3.1 EL GEN NeDO '( LA REGUI..AC.Ó\J DE LOS GEI\ES nod 

La indL:cción de los genes de nodu~oción requiere de (l) flavono:des 

excretados por la planto r,osoedera, (2) ros proteínas NcdO (aervedoras 

tronseripciona!es), y (3) !a caja nod (elemer.to regulotorio el que se une 

NodO en cis), 

El gen nodO se ha encontrado en todos los rhizobios (Phizobium, 
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Sinorhizobium, Brodyrhizobium y Azorhizobium) estudiados hasta la fecha. En 

algunas cepas de Rhizobium el gen nodO se encuentra en una sola copia, 

mientras que en otras se han encontrado hasta cuatro copias (Rodriguez 

Quiñones el o/" 1987: Sousa" 1993). Por otro lado, en R. me/i/oli existe una 

proteína conocida como SyrM, que muestra homología con el producto del 

gen nodO y está involucrada en la regulación de su transcrpción. (Long el al. 

1989). La proteína NodD es el activa dar tronscripcional de los genes nod y nol, 

y muestra diferentes afin:dodes por flovonoides, dependiendo de [a especie 

de la cual provengo (Rossen el al" 1985: Spoink el 0'" 1987: van Rhi)n el o/" 1993: 

van Re.ijn el al" 1994: Sousa el al" 1993). Por lo general, los inductores de 

¡~hizobium son flavo nas y flavo nonos, mientras que para Bradyrhizcbiurn son 

isoflovonos, Poro cedo especie o biovoriedod de rhizobio existe un grupo 

de flavonoides que determinan una tasa óptima de oc~ivoción 

tronscripcionol. Al parecer esta específicidad depende únicamente del tipo o 

tipos de proteína NodD presente en la bacteria. Sólo cuando la proteína 

NodD interacciona con flovonoides cumple su función como activador 

transcripcior.al. Esto característica de NodD hace que juegue un pcpel 

determirJonte en lo específicidad de la simbiosis, ya que diferentes plantos 

eXcíeton distintos combinaciones de flovonoides, y sólo aquella proteína 

NodD que reconozco o estos moléculas podrá activar lo transcripción de los 

genes de ncdulación y, de esta manera. capacitar o la bacteria paro lo 

r,odulación del e.ospedero (Gyógypal el al.. 1988: Spa:nk el 01., 1989). Por otro 

ledo, también se ho demostrado que algunos flavcnoides pueden actuar 

como inhibidores de lo función de NodD. Esta primera barrera de 

específicidad se ha derr,ostrado al introducir distintos genes nodO a cepas 

heterólogas de modo c;ue su espectro de nodulac'ón se ve alterado, Por 

ejemplo, si el gen nodO de R. tropici es introducido a r?, !egumínosarum bv 

trifo;',:;', e3te ocqu;'ere :10 ccpecJ'dod de ncdu,'or piantes de ,ohaseolus eso usa sr 
0'/" 1993). Sin embargo, existen experimentes similares en donde no se ha 

logrado extender el espectro de noduloción de 10 cepa receptora, 

indicando así Que el reconocimiento a flovonoides por NodD no es la única 



barrera en la especificidad. Una explicación para este fenómeno es que la 

planta no sea capaz de reconocer a los factores de nodulación de la cepa 

en cuestión, aunque esta los produzca bajo la inducción de la proteína NodD 

heteróloga. 

La proteína NodD presenta homología con miembros de la familia de 

reguladores bacterianos LysR, En su región omino terminal se encuen-:-ra un 

dominio de unión a ONA y uno secuencio llamada módulo receptor que se 

ha propuesto como un dorr,inio de interacción proteína-proteína. El extremo 

corboxilo terminol no está ton conservado entre los diferentes especies de 

/<hizobium, por lo que se ha postulado que esta región de la prote:na es lo 

er.cargada de reconocer a los flovonc:des. Sin embargo, existen evidencias 

de que NodO no actúa como dos dominios separados, sino que es la 

estructura terciaria global de la cual depende su actividad (Spaink el al., 1989: 

Scusa el 01" 1993). Lo anterior se refuerzo con los dotas obtenidos a partir de 

mutontes de nodO (mutantes nodO FITA. par Flovonoid Independent 

Transcription Activotion) que han perdido la regulación por flavonoides y 

activan constitutivamente la transcripción de los genes nod y no/. Alguncs de 

estas mutaciones se encuentran en el extremo carboxilo terminel, 

favoreciendo lo hipótesis de que es en este dominio donde interactúa con el 

flovono'de. 

Lo transcripción de nodO generalmente es constitutivo, aunque existen 

d:ferentes fac~ores que intervienen en su regulación, Dentro de estos faCTores 

se encuentran: (1) los niveles de nitrógeno combinado, ya que en algunos 

promotores de noa'O existen secuencias que son reconocidas por NtrC 

(píOteír.a regu[atorio de la expresión de [os genes de asimilación de 

nitrógeno), (2) algunos compuestos exudados por la pianta e inclusive (3) 

clgunas proteínas regulotorios del sistema como es el coso de NolR (una 

c:,rcteína represora de Genes nod encontrado en ¡~, me/ilofi), SyrM y la 

proteír,a NodD, que en algunos sistemas es una proteína autoregulatoria 

(Cren el al., 1995: Rossen el 01" 1985: Horvath el al" 1987; Bonta!vi el al. 1988: 

Dusho el 01, 1989: Kondorosi el 01" 1989: Dovis & Johnston, 1990: Mail!et el al., 
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1990). La regulación de nodO no está totalmente esclarecida. aunque se 

sabe que se lleva a cabo por un sistema complejo. Por ejemplo, en 

mutantes en groEL (una 'chaperona' molecular) de R. me/íloti, la expresión 

de nod03 se reprime, mientras que la de nodO 7 y nod02 disminuye. Por otro 

iado, también existe regulación cruzada entre difeísntes alelas de nodO, En 

R. me/l/o ti, nod03 se induce por SyrM y, simultáneamente, la proteína NodD3 

induce la transcripción de syrM en un circL.:ito de auto-alimentación positiva, 

Tanto nod03 como syrM se outoregulan positivamente y NocD 1 regula 

positivo mente o nod03 en presenc!a de fiavonoides que lo activen G\~o"let et 

01.,1990; Kondorosi el 01.,1991). NodD de .~ /eguminosarum bv. vicioe y NcdD2 

de ,R, legumínosorum bY. phoseoli reprimen su propio transcripción (Cavis y 

~ohnston, 1990). Hosto el marl,ento, el gen syrM sólo ha sido idert:ficcdo en ¡,7. 

mell/otl (Kondorosi efol., 1991; Barnett 8t 01.,1990) Y más recientemente en .r? /, 

bv. phaseoli (Michie's el al, 1993). Este conjunto de datos ir.dica que 

probablemente varias proteínas participen en el procesa de activación de 

los genes nodo 

Lo gran mayoría de los operan es nod tienen uno secuencio 

conservado de aproximadamente cincuenta pares de bases Ilorr,ada cojo 

de noduloción que se sitúa corriente arribo del inicio de lo transcripción de 

varios genes nod (Figuras 2 y 4). Es en esta secuencia dende se une la 

proteína NodD poro activar lo -:-ranscripción, Estudios recientes (~ong er o{,' 

1993), han demostrodo que la proteína NodD se une sólo a un :ado de la 

doble hélice de DNA y provoco que ésta se doble sobre sí mismo, de 

r.lanera similar a lo acción de la proteína regulatoria bacteriana ¡Iarr.ada !H:= 

(Integration Host Factor), que está involucrado en !a regulación de operones 

nif (Kustu el o/" 1992). Aún no está claro si la proteína NodD actúa como 

rnonómero o como multimero poro activar !a transcripción, pero la preser.cia 

del módulo receotor en su estructuro hoce pensar que interacciono con otras 

proteínas o con otros molécu:os de NodD para ejercer su función A este 

respecto, se ha encontrado en todas los cojas de nodu:ación estUdiados una 

estructura que favorece [a hipótes!s de que NodD se L:ne a ell,a ~studios de 



deleción en los cojos de nodulación también favorecen este modelo (Long 

el 01" 1993), Al parecer existen dos pares de tripletes importantes paro lo unión 

de NodD en lo cojo de nodulación, Estos tripletes muestran uno simetría en 

cuanto que son tres pares de bases complementarias invertidas, lo que 

explicaría como lo proteína NodD doblo 01 DNA 01 unirse o ellos, Se ha 

mencionado anteriormente que sólo cuando NodD interacciono con 

flavono:des es copaz de activar lo transcripción de los operanes nao' y no!, 

cúnque no se ha demostrado una interacción directa entre NodD y [os 

flovonoides, Por otro lodo, algunos estudios hon demostrado que NcdD es 

copaz de unirse o las cejas de noduioción aún en ausencia de flovonoides, 

aunque lo afinidad de esta unión es mucho mayor en presencia de estos 

compuestos CSchlaman el 01" 1992), Como lo pcoteíno NodD se ha locclizodo 

en la membrana plasmática de la bocteiio, se postula que su inte:occión con 

flavonoides, debe ocurrir en el espacio periplásmico. Estudios de transporte 

y acumulación del flovonoide naringenina en célu!as de R. leQurnfnosarurn 

bv. v/cloe apoyan este modelo (Recourt, 1992: Schlamon el 01" 1992), 

Los genes nodVW de B, joponicum son necesorios paro lo noduloción 

de "mung beon", "cowpea" y siratro (Góttfert el o/" 19900). Tomando en 

cuenta los anólisis de secuencio, probablemente NodV seo un sensor quinosa 

que respondo a estímulos externos aún no identificados, mientras que Nod\N 

pt..:diera ser un regulador de respuesto. Se ha propuesto que ambos 

participan en lo activación de la expresión de genes de especificidad aún 

desconocidos y que son requeridos poro lo noduloción de los piantas 

!',ospederas, Un candidato o ser regulado por NodVW es el gen nodz' que se 

regula de manera independiente o NodD y además, es necesario poro lo 

eficiente nodulación de sirotro (Stocey et 01" 1994). Estl1dios íecientes indican 

que nodlN es esencial para la inducción mediado por isoflavonos de los 

cperanes noo'YABC y noo'O I (Son Juan er o/" 1994). l_os daTOS de este trcca."o 

sug:eren un efecto sínérgíco de NodD1 y NodW en lo activación de les genes 

nodo Aún no esta cloro como interacciona NodVI con el promotor nod y 

como participa en lo regulación transcripcional mediado por NodD. 
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11,3.2 Los GENES NOO COMUNES y SU FUr'¡CIÓN BiOQuíMICA 

Los genes nodABe/J se han denominado genes nod comunes y se han 

encontrado en todos los rhizobios estudiados a la fecha, Estos genes son 

funcionalmente intercambiables entre diversos especies de rhizobios y de ahí 

que se les hoyo denominado "comunes", Los genes nadABe son esenciales 

poro el proceso de nodulación, yo que uno mutación en cualquiera de ellos 

bloquea por completo este proceso. Por otfO ledo, mutaciones en los genes 

nod/J sólo provocan un fenotipo de retraso en la nodulacrón Este par de 

genes muestran homologío con algunos proteínas bacterianos invo:ucradas 

en el transporte transmembranal (Eva,cs &Dcwnie, 1986), por lo que se ha 

postulado que su papel es el de transportar los lipo-oiigosácaridos fuero de la 

célula (Vázquez el al, 1993), Sin erebargo, es claro que debe existir otro 

sistema alterno para el transporte de estos compuestos ya que las 

mutaciones en estos genes no bloquean lo nodulación, además, se ha 

observado lo presencio de lipo-oiigosacaridos en sobrenadantes de células 

mutantes en nodl y nodJ de R, elli y R, 1, bv, vicia e (Cárdenas el al" 1996; 

Spaink el al" 1995), 

Recientemente se ha esclarecido lo función bioquímico de los 

productos de los genes nodABe La proteína NodC muestra homología con 

quitina-sintasas (Fisher & Long, 1992), y se ha comprobado que su función es 

sintetizar 01 esqueleto de N-acetilglucosamina, La proteína producto del gen 

nadB está involucrada en desacetilar la molécula de N-ocetilglucosomina en 

el extremo no reductor del esqueleto de quitina, de modo qce en ésto 

posición puedo entrar después !a molécula lipídica del factor de r,oC:uloción, 

Lo unién del grupo acilo 01 extremo no reductor del oligosácarido es ilevada 

a cabo por la proteína NadA (Tabla 3), Recieniememente, Ritsema y 

colaboradores (1996) propusieron que habia que reanalizar el titulo de 

"común", al meros poro nadA. Dicho propuesto se baso en el hecho de que 

en p, l. bv. viciae, lo proteína NodA determino el tipo de ácido groso que va 

a unir 01 esqueleto del factor Nod, tenierldo cierto específicidad pcr lipidos 

a'ltamente insarurodos. 1_0 importancia de este reporte estribo en que por 
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primera vez se demuestra que al menos NadA no es completamente común 

en todos los casos. Cuando intentan complementar una mutante en este 

gen. con un nadA heterologo de Bradyrhlzob/um sp .. este gen complementa 

a la perfección para la función de NadA. es decir. la cepa mutante ahora es 

capaz de producir factores Nod, con [a única diferencio de que lo 

preferencia por la incorporación de lípidos poli-in saturados desaparece. 

(Rltsema el o/ .. 1996). 

I1 ,3.3 FU~'CIÓN BIOQuíMICA DE LOS GENES nod ESPECIFicas (hsn) 

Los genes nod específicos (también llamados genes hsn) r.o se 

encuentran presentes en todas los especies de rhizobics, en contraste con los 

genes nod comunes o el gen nodO, Mutaciones en estos genes o su 

introducción en especies heterólogos provocan un cambio en la 

espeCificidad del hospedador. Hasta la fecho. se han descrito un gran 

n(:mero de genes nod específicos pero se desconoce la función de muchos 

de ellos. Lo anterior se debe a que los mutantes obtenidos en estos genes 

presentan fenotipos poco claros; por ejemplo, existen muchos mutaciones 

distintos que sólo provocan retraso en la nodulación o bajo número de 

nódulos pero no bloquean por completo el proceso. sin embargo. en 

algunos cosos se ha esclarecido perfectamente la función bioquímica de 

c:ertos genes nod específicos. 

En R. me/l/oll los determinantes de específicidad del hospedador mós 

importantes son los genes nodPQ y nodH. Mutantes de R. me/l/al! en el gen 

nodH pierden lo capacidad de nodular a su hospedador habitual. lo alfalfo. 

pero adquieren la capacidad de nodular veza. Al analizar los lipo­

ol;gosácoridos producidos por mutontes nodH- se ha descubierto c;ue estos 

cepos producen factores carentes del grupo sulfato. Estos factores no tienen 

cctividad biológica en raíces de alfalfa pero sí en raíces de veza, de 

acuerdo al fenotipo observado (Rache el 01.1991). Por otro ledo. mutantes 

en los genes nodPQ producen uno mezcla de lipo-oligosácaridos sulfatados 
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y no sulfatados, y son capaces de nodular tanto a su húesped habitual como 

al hospedador heterólogo veza, Cabe hacer notar que en R. melllotl se han 

detectado homólogos cromosoma les de los genes nodPQ, pero estudios 

con dobles mutantes han demostrado que las copias cromosamoles son 

incapaces de complementar totalmente mutaciones en los genes del 

plósmido simbiótico. Estudios de secuencio indican que los genes nodPQ 

tienen homologío con enzimas que sintetizan intermediarios activadcs de 

grupos sulfato, mientras que nodH presenta homología con sulfotransferosos 

bacterianas. Así. los productos de estos tres genes han sido propuestos como 

responsables de lo sulfatación del factor de nodulación en R. melilotl (Rache 

et 01, 1991). De hecho, existe un reporte en lo IJeratura donde se habla ya de 

la función bioquímica de les productos de los genes nodP y nodQ, 

demostrando que estas proteínas forman en conjunto un "complejo de 

cctivación de sulfatos', donde ambos, NadP y NodQ, tienen actividades de 

ATP sulforilasa y APS kinosa y se encuentran formando un complejo proteíco 

multifuncional que lleva o la sintésis de PAPS (donde PAPS es 3'­

fosfoadenosina 5' -fosfosu:foto, un probable donador del grupo sulfato paca el 

factor Nod)(Schwedock et 01" 1994). Por otro lado, la función bioquímica de 

NodH también ya fué esclarecido: NodH es una sulfotronsferaso que catoliza 

la transferencia del grupo sulfato desde PAPS hasta la posición 6-0 terminal de 

los factcres I\od de R. mell/otl (Schultze et al" 1995: Ehrhardt el 01" 1995). Ambos 

reportes co!nciden en que primero se debe llevar a cabo la síntesis del 

esqueleto del factor pera que después se efectúe la sulfatación, aunque lo 

previo oci!oción del factor no es un estricto requerimiento para lo su:fatoción, 

La presencia de los genes nodH y nodPQ también ha sido reportado paro 

'as cepas CIAT899 y CFN299 de R. troplcl (Folch-Mallol el 01., 1996: Poupot el 01 , 

1995) Los resultados presentadOS por Folch-Ma"o' y colaboradores, 

demuestran que el grupo sulfato presente en los factores de nodulación 

silvestres de ,~. troplel CIAT899, juega un popel importante en la nodulaclén de 

plantos de Leucaeno, 

En R, /eQuminosorum bv, vicíoe los genes mós importantes poro lo 
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especificidad de huesped son los genes nodF y nadE, Estos genes están 

localizados en un operán y son homolágos a una proteína transportadora de 

grupos acilo y a una cetoacil sintasa, respectivamente (Shearman eta/" 1986: 

Spaink et al" 1989) Se ha demostrado que estas proteínas están involucradas 

en la síntesis del ácido graso polHnsoturado e 18:4. presente en los factores 

Nod de R, legumlnosarum bY, vicia e (Spaink et al" 1995), Estos genes, en R, 

mel/lol/, sintetizan un ácido graso de 16 carbcnos con 2 á 3 insafurac;ones, 

indicando así que diferentes alelas de nodFE pueden sintetizar distintos ácidos 

grasos dependiendo de la especie a la que pertenezcan (Shultze etal, :992; 

Demont et al., 1993), A'gunos estudios sugieren que estos ácidos grasos son 

sintetizados por la ruta de los fosfolípidos, puesto que se han identificado a 

algunos de ellos con los mismos insoturcciones que los presentes en los 

factores de nodulacián (Gelger et al" 1994), Sin embargo, los datos obtenidcs 

por Philip-Hollingsworth en R, 1, bv. trllolll, muestran que en esta especie no se 

presentan alteraciones en el espectro total de lipo-oligosacoridos 

producidos por mutantes en nadE, ni aún cuando sea incrementado el 

número de copias de este gen (Philip-Hollingsworth et al" 1995). En R melllotl 

se ha descrito otro gen involucrado en la síntesis del ácido graso: ncdG, Este 

gen presenta homología con una alcoholdeshidrogenoso y con una 3-

oxoocil (proteína translocadora de acilos) reducfasa (Fisher el 01" 1987; 

Sheldon el 01" 1990), 

nodM es un gen específico que se ha encontrado en R, me/i/otl, en 17. 

leguminosarum bv. vicioe y en R. leguminosorum bv. frifo/li. Presenta 

hcmología con lo N-acetilglucosomina sintasa de E. colf, por lo que se ha 

propuesto lo mismo función en Rhizobium, esto es, el aportar uno mayor 

cantidad de este precursor poro la síntesis de los lipo-oligosocoridos, yo que 

está regulado por NodD, Mutaciones en este gen no alteran el fenotipo de 

noduioción yo que puede ser substituído por un homólogo crcrT.osomcl 

(Baev el 01, 1991; Boev et 01" 1992). 

En los lipo-oligosocoridos producidos por R. melilot!', R. leguminosarum 

bv. viciae y R. feguminosorum bv. frifo!/i se ha encontrado lo presencio de un 



grupo O-acetilo en el extremo no reductor de la molécula (figura 3). 

Bloemberg et al (1992), mediante ensayos de actividad enzimática, 

demostraron que el producto del gen nodL es el responsable de la 0-

acetilación del oligómero de quitina Aporentemente, ellípido presente en el 

ractor de nodulación no es reconocido por esto enzima, yo que un factor de 

r,odulación obtenido a portir de mutantes nodL - de R. meliloti ( y que por lo 

lanto no están O-acetilo dos pero contienen el ácido graso de 16 carbonos) 

es capaz de ser acetilado por NodL de R leguminosarum bv. vicioe. 

Existe un gen específico en R. leguminosorum by, vicioe que no está 

presente en todos los cepos de esto especie y que aparentemente no 

interviene en la modificación directa del factor de nodulación, Este es el gen 

nodO, el cual presenta homologío con uno hemo,'isino de E. cofi (Downie et 

01" 1992). Y es capaz de complementar lo incapacidad de nadular veza de 

cepas mutantes de nodFE de R, /egumínosarum by. vicio e, aunque no está 

claro el por qué lo hoce, Se ha demostrado que la proteína NodO pUrificada 

es capaz de formar canales transmembranoles selectivos a cationes, los 

cuales son muy semejantes a los poros producidos por la hemo,lis¡:no. Estos 

experimentos fueron llevados a cabo en un sistema de bicapas lípidicas que 

emula a la membrana plasmatica vegetal. Por ello. a esta proteína se le ha 

adjudicado la función de permear el factor de nodulación a través de lo 

membrana plasmatica vegetal (Sutton el 01" 1994). 

El gen nolR, descrito en R. mel/lot/, forma porte de la compleja 

maquinaria de regulación de los genes nod y nol. Se ha demostrado que el 

producto de este gen se une a la cojo de nodulación actuando como 

represor de la transcripción de nodO (Schalaman, 1992). 

En Azorhizobium cou/inodons, se ha propuesto que la N-metilación de los 

factores Nod que produce esta especie se debe a la actividad del 

Draducto del gen nodS (Geelen el al. 1993). nodS también está presente en 

Rhizobium sp. NGR234 (Lev/in el 01., 1990). B. joponicum (Góttfert el 01., 1990 (b)) Y 

en R. Iredii (Krishnan el 01, 1992) Hemos reportado lo secuencia completa del 

gen nodS identificada en R. ef¡i, osi como también un análisis filogérletico de 
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todos los secuencias reportados paro nodS en los especies de RhtLobium 

antes mencionados (Villa lobos el 01" 1994), En lo mayoría de los especies 

donde éste gen ha sido identificado, nodS se encuentro localizado dentro 

de un gran operón siempre inmediatamente corriente abajo de node. Sólo 

en R, sp NGR234 Y en R, Iredii nodS poseé su propio cojo de noduloción, 

aunque en el coso de R, Iredii se sobe que su región promotora presento uno 

deleción que le impide tener uno adecuada transcripción, 

Otros genes nod específicos no han sido profundamente estudiados y 

octuolrr:ente se desconoce su popel o se sabe muy poco acerca de él, Por 

ejemplo, el gen nodX de R, leguminosorum bv, viciae está involucrado en lo 

noduloción de un cultivar de chícharos CAIganislan peas) y presento 

homología con el gen exoZ, involucrado en lo síntesis de exopotisácoridos. 

De formo similar, el gen nalA de B, japonicum permite o los especies 

portadoras nodular ciertos cultivares de soya (Sodowsky el o/. , 1991), 
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111 ANTECEDENTES 

111.1 CLASIFICACiÓN FIlOGÉNETlCA DE Rhizobium etlí y DE Rhizobium trapici. 

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli inicialmente había sido 

clasificado en dos tipos. Las cepas de tipo I fueron definidas tanto por la 

reiteración de los genes estructurales de lo nitrogenasa como por r::resentor 

un espectro restringido de hospederos. En contraste, los cepos del ~ipo 1I se 

caracterizaron en base a la presencia de una sola copia de estos genes 

estructurales, ademós de contor con un amplio espectro de hospederos 

(Brom el al., 1988). Posteriormente, se reclasificó a las cepas de tipo I como R. 

leguminosorum bY. phaseofi , y a las cepos de tipo II en Rhízobium trapiCl', A 

diferencia de R. leguminosorum by, phoseofi, r? trap/el to!e~a citos 

temperaturas y elevados niveles de acidez en los cultivos (Martínez-:,(cmero 

et al., 1991). En la cctualidad, fihizobium leguminosarurn bv. phoseell esta 

reclasificada como Rhizobium etll, en base a un análisis de secuencia de sus 

RNA's ribosomoles (Segovia el al., 1993). 

111.2 LOC.ALllA.Clé~ y REGULACiÓN DE nodS. 

En nuestro grupo de trabajo estamos interesados en la re[aciónes 

simbióticas llevados a cabo entre Phoseelus vulgar!s y Rh!zobium et!í cepa 

CE3, y P. lrapíei CIAT899 y P vulgaris. La organización estructural de Ics genes 

nod comunes en R, et/! presenta lo singularidad de que el gen nadA se 

encuentra seporado, al menos, por 20kb de los genes nodBC. Ceda ur.a de 

estos unidades transcripcionales tienen su propia región promotora con su 

respectiva caja de noduloción (Vázquez el al., 1991). Además, regulados por 

la misma región promotora de los genes nadBC, se localizaron !os genes 

nod/J, aproximadamente a 2Kb del final de nede, lo que indica que se trota 

de un operón considerablemente grande (Vózquez et al., 1993) 

Recientemente se identificó un marco abierto de lectura 

inmediatamente hacia abajo del gen nade, el cual presenta homologia con 

el gen nodS de Rhizobíum sp. NGR234 (Lewin el al., 1990), BradvrhIZobíum 
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japonicum (Góttfert el al" 1990), Rhizobium Iredii (Krishnan el al" 1992) y 

Azorhizobium caulinodans (Geelen el al" 1993). Asimismo, se ha reportado la 

secuencia completa de nodS en R. elli, y hacia abaja de este la secuencia 

parcial de un marco abierto de lectura con homología a nodU de R. sp. 

NGR234 (Villolobos et al, 1994). 

En B. japonicum, los genes node y nodS se encuentran sobrelapados 

por 71 pb. Se han analizado de los extremos C-terminal de los productos de 

node en B, japonicum, R. meliloli (Tórok el 0/,1984) y en R. leguminosarum bv. 

viciae (Rossen el al" 1984). Estas proteínas están altamente conservados 

hacia arriba del residuo de arginina codificada por los nucleotidos 45-47. Sin 

embargo, las proteínas codificados por node en R. me/i/oti y de R. 

leguminosarum bv. vicio e son más cortas que la proteína NodC de B. 

joponicum, ya que esta se extiende por otros 90 aminoácidos. Lo hipótesis 

que sugiere que el gen nodS inicio su traducción antes de la terminación del 

gen node se apoya además por el hecho de que los primeros 24 

aminoácidos de nodS codificados dentro de la región de sobrelape son 

similares en un 63% con respecto a lo región N-terminal de la proteína NodS 

de Rhizobium sp. NGR234 (Gómert el al., 1990). 

Otro característica de B. joponicum es su composición y organización 

de los genes nod comunes. la cual es muy diferente o la reportada en otros 

sistemas. En R, leguminosorum by. vicioe y trifo/li, así como en R. me/i/ofi, los 

genes nodABe están seguidos directamente por los genes nodlJ (Long, 1989). 

En B. japonicum, los genes nodABe se encuentran precedidos por nodY 

(Bonfalvi el al" 1988) y seguidos por nodSUlJnolMNO (Góttfert el al" 1990). Por 

el contrario, tanto en R. sp. NGR234 como en R. Iredi!, los genes nodSU se 

encuentran alejados de los genes nod comunes y son regulados bajo su 

propio promotor. Los niveles de expresión de nodSU en R. sp, NGR234 son 

altos si se les compera con R. efil. B. joponícum o A coulinodons 

Curiosamente, éste no es el caso paro el nodS de R. Ired!!, debido a que su 

región promotora presento uno deleción que [e impide ser inducido por 

flavonoides (Krishnan el al.. 1992). 
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111.3 FENOTIPO DE MUTANTES nodS~ 

Resulto interesonte que cepos mutantes en nodS y nodU en B, 

japon/cum no muestren alteraciones en su capacidad de nodular soya u 

otros plantos hospederos, Se ha sugerido que los genes nodSU en cepas 

silvestres de esta especie pudieron ser impOTtantes para lo noduloción de 

otros plantos hospederos desconocidas hasta ahoro, o bien, estos pudieran 

participar en alguno función que seo necesario sólo bajo ciertos condiciones 

naturales (Lewin et 01" 1990), 

Lo cepo ORS571 de A. caul/nodans nodula a la leguminosa tropical S, 

rostrata, El gene Nodl de la cepa ORS571 fcrma porte del operón 

confOTmado por los genes nodABCSU/J, que están organizados de manero 

similar o los genes nod en B, japon/cum (Geelen et 01" 1993), En A. caul/nodans 

ORS571, el fenotipo mostrado por mutontes nodS- y nodU- es uno disminución 

en su capacidad de noduloción, evidenciada por [a formación de un 

reducido número de nódulos sobre lo raíz y tollo de S, rostrata, su huesped 

nativo, 

Similarmente, la inoculación de una cepa nodS- de R, ell/ sobre raíces 

de p, vulgar/s, muestro un retraso en lo aparición de nódulos, y uno reducción 

en su número y tamaño (Villa lobos, 1993), Aunque como se veró mas 

cdelante, este fenotipo pudiera ser el resultado de un efecto polar sobre los 

genes nodl y nodJ, o bien un efecto sinérgico, 

Pareciera ser que en los casos antes mencionados, nodS no t:ene un 

papel importante en lo determinación de lo especificidad de hospederos, 

pero si participa de alguno manero en el control de lo eficiencia de lo 

noduloción. 

Un coso especial es el del fenotipo mostrado por uno cepa mutado en 

el gen nodS de R, sp, NGR234, donde es claro que lo mutante deja de inducir 

nódulos en Leucaeno leucocephala, una de sus mós de 70 leguminosos 

hospederos, t,demós, el fenotipo observado por una cepa mutante nodSU­

sugiere que, en conjunto, ambos genes regulan lo nodulación de 

Oesmodium /nlorlum y V/gna ungu/culata (Lewin el al., 1990), 



111.4 INTENTOS POR COMPLEMENTAR MUTANTES nodS-

Experimentos de complementoción de una cepa nodS- de R. sp. 

NGR234 con el gen nodS silvestre de B. joponlcum fracasaron, al igual que los 

intentos realizados por complementar una cepa mutante en nodS de B. 

japonlcum con el gen nodS silvestre de R. sp. NGR234 (Lewin st al" 1990; 

Gómer! stal" 1990). En contraste, experimentos de complementación 

llevados o cabo en R. fredii cepa USDA257, demuestran que los genes nodSU 

de ,~. sp. NGR234 son capaces de extender el espectro de huespedes de R. 

fredll, permitiéndole nodular o los leguminosos tropiccles L. leucacephala y L. 

diversifo/io. En esta especie, el gen nodS, precedido por su cojo nod, fué 

capaz de incluir a L. leucocephola dentro del rango de hospederos de I?, 

(redil (Krishnan et al" 1992) 

111,5 FUNCiÓN BIOQuíMICA DE NodS 

En A caullnodans, Geelen y colaboradores (1993) encontraren 

homología en NodS con secuencias consenso reportados pora proteínas 

con actividad de metiltransferasas. Usando cromatografía en capa fina y L­

(metil-3H)metionina en ensayos in vivo, observaron que los lipooligosócoridos 

producidos por la cepa silvestre incorporaban la morca radioactiva. mientras 

que una cepa nodS- dejaba de hacerlo. Estos datos sugieren que NodS 

pudiera ser una metiltransferasa que incorporo grupos metilo 01 fector de 

noduloción en esta especie, 

]11.6 PLANTEAM!ENTO DEL PROYECTO DE TESiS 

Resulta por demás interesante la participación de nodS de R. sp. NGR234 

en lo nodulación específico de l. leucocephola, aunado al hecho de que la 

:ntroducción de este gen o R. (redil le provoca uno alteración del espectro 

c'e hospecercs, permitiéndole r.odular ef!cientemente a L. leucoce;::holo y L. 

diversífolia. Dentro de los especies de Rhizobium en donde un gen naoS ha 

sido descrito, sólo R. sp. NGR234 y R. troplcl CIAT899 nodulan de manera natural 

o Leucaena. 



Rhizobium trapici es una especie de amplio espectro de huespedes, 

capaz de nodular a un gran número de leguminosas no relacionadas 

genéticamente entre sí. Entre los hopederos naturales más importantes de 

esto especie se cuentan plantas de importancia económico como son 

aquellas pertenecientes a los géneros Phaseolus, Medicago, Leucaena y 

Macroptilium, Actuolmente, R, tropie/ se utilizo, en combinación con bacterias 

del género Azospiri/lum como inóculo para reíces de árboles de Leucoena 

como parte de un programa de reforestación de la selva baja caducifolia 

del estado de r-v~orelos,México ( J. Cabellero, comunicación personal). 

Los interrogantes planteados son: ¿R, trap/e/ tiene nodS? ¿La presencio 

de nodS en R, trapiei CIAT899 influye en la determinación de espectro de 

hospederos de esta especie?, ¿La partic:pación de nodS en R, tropiei esta 

directamente relacicnada con la capacidad de esta especie poro nodulor 

Leueaena?, ¿Cúal es el papel de nodS en la síntesis de los factores Nod 

producidos por R, tropier?, ¿Puede nodular Leucaena una mutante nodS' de 

R, etli complementada con el gen nodS de R, tropicr? 

Para responder a estas interrogantes,se planteó cubrir los objetivos que 

se señalan o continuación, 



IV OBJETIVOS 

GENERAL: 

1) ANALlSIS DE LA PARTICIPACiÓN DE nodS EN LA DETER'Vllr"IACIÓN ES?ECIFICA DE 

ESPECmO DE HOSPEDEROS EN Rhizobium trapie! CIAT899. La estrategia que se 

propone para lograr dicho propósito consiste en el aislamiento del gen y su 

caracterización a través de la obtención de una mutante en el gen nodS, así 

como la purificación y anólisis de los I'po-oligosácaridos producidos por ésta, 

Ensayos de nodulación de esta mutante en Leucaena y frijol, permitirán 

entender el papel que juega nodS en la nodulación de estas leguminosas, 

ESPECIFICOS 

1) CLONACiÓN y SECUENCIACIÓN DEL GEN nodS DE Rhizobium trap/el CEPA 

CIAT899, Ademós de asegurarnos de la presencia de un marco abierto de 

lectura homológo o nodS, la clonación y secuencioción de este gen nos 

permitirá situar la localización exacta del mismo y. adicionalmente, mostrarnos 

los sitios adecuados para generar una mutante, 

2) MAPEAR FISICAMENTE El GEN nodS DE ,R troplcl CIAT8999, 

3) OBTENER UNA MUTANTE NO POLAR nodS- DOBLE RECOr,.'18INA,~TE, USANDO 

M UTAGÉNESIS SITiO DIRIGIDA. El gen nodS clonado se mutagenizaró in vifra, 

interrump:endolo con un interposón que confiera resistencia a algún 

antibiótico, Bacterias que contengan el gen mutado, se obtendrán 

seleccionando dobles recombinontes, producto de conjugación entre !a 

cepo silvestre y los bacterias que contengan el plásmido con nodS mutado. 

Poro seleccionar los dobles recombinantes, se usara socR y el antibiótico 

elegido. El interposón selecionado no deberá presentar terminadores de lo 
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transcripción, con el fin de evitar que los genes que se encuentren hacia 

abajo de este tentativo operón se vean afectados. Las mutantes obtenidas, 

deberán analizarse por "Southern", lo que permitirá comprobar el 

reemplazamiento de la región deseada, 

4) ANALlSIS DE LOS F.ll.CTORES Noo PRODUCIDOS POR LA MUTANTE nodS- USAr-\DO 

CROrv1ATOGRAFíA EN CAPA FINA. Incubando in vivo a lo mutante con L-(metil-

3Hlmetionina como precursor de grupos metilo, y analizando los 

lipooligosácaridos producidos por las cepas mutonte y silvestre, estudiaremos 

el papel de nodS en la metilación de los factores Nod de R. tropiei, usando 

cromatografía en capa fina poro la visualización de tos lipo-oligosacaridos. 

Para comprobar la producción de factores Nod por parte de la mutante, se 

¡ealizarán los mismos experimentos usando glucosa mino 14C como precursor 

de los lipo-oligosacaridos, Paralelamente, se analizarán los factores Nod 

producidos por una mutante nodS- en R. etli que fué obtenida previamente, 

con el fin de determinar su función. 

5) DETERMINACiÓN DEL FENOilPO DE NODULACIÓN DE LA MUlA.NTE OBTENIDA EN RAíCES CE 

Leucaena y P. vulgor(s. Mediante experimentos de noduloción en maceta. se 

intentará probar la hipotesis de que nodS de R. tropici es importante para la 

nodulación efectiva de Leucaena, 

6) ENSAYOS Oc COMPLErJ1ENTACIÓN DE lA MUTAN TE nodS-, Para confirmar la 

participación de NodS en los fenotipos observados, dentro del fondo 

genético de lo mutcnte y con el gen nodS silvestre clonado en un plásmido 

adecuado, se llevará o coba la complementación ee la cepa mutaea. Se 

analizaran fenotipos de nodulación en lo planta, así como la producc¡ón de 

factores Nod. De igual forma, se complementará a !a mutante nodS- de R. etli 

con el gen nodS silvestre obtenido a partir de R. tropici. 
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V MATERIAL y MÉTODOS 

V.I BACTERIAS y PLÁSMIDOS 

En la tabla 3 se muestran las cepas bacterianas y los plásmidos (o 

cósmidos) que se han utilizado en el presente estudio. 

Tob:o 4. Bacterias y plésmidos utilizados en este estudio. 

Cepa bocte~io;¡a 
o p1ásm:do 

1.- Ceoas bacterianas 

,Rhizobium fropici 
CIAT899 

RSP900 

nodS: :kom 1-20 

Rhizobium et!i 
CE3 

CFN2001 

Escherichia coli 
XLl-Blue3 

CH5u. 

Corocter:sticos releventes FL:en~e o 
referenc:a 

Si~'/estre. i>Jod +Fix+ en fi!':J1 y L euccena ~,1 ortínez-r;:crnero ei :.Ji 
¡;:,f"No,"C:-nR ' (19:;1) 

Rif" ,derive-:::ia de CI.AT899 curoc'o cel Vargos ef al. (,v90) 
plésr:lido simbiótico 
RifR.\JciRKrrP, derivada de CI.AT899.nco'S- Este trabo:o 

S:lvestre. StrRNolR, Nod+Flx+ en friJol.derivcdo ~~oel etc!. (1984) 

de CFN42 
,';U R, derivada de CF~M2 cuado de los Palccios Gt el. (1983) 
,:=:léJ;midos p420 y p42d 

.cecA J. er,dA ¡. 91'rA96, n',I-I, hsd,() 7, supE¿¿, Buileck el el. (: 987) 

relA " loc, (F' proAR Icd~ ZJM 15, Tn JO(7etR)) 

F-, cSOd, iecl..'lM 15,r8cl-.1, endA 1, ,1lsoR17 Homhon, D. (1983) 

(r.,- m" +), supE44, th,~ 1 d-, 9,/rA96, 

j. UoclYA·orgF), U169 

II - Plósmidos 'i cósmidos 
pUCl9 P!ésmido vecter, replicón CelEL 

Lac, Ar;¡pR 

pSK+ 
pVKlO2 
pRK404 
pJQ200SK 
pUC4K 
oSL301 
pCATl9 
pRK2013 
pCV38 

n+, CotE), LocZ, Amp:< 

Cósmido derivado de p'(K290, Km R, ícR 

P:ésm:do derivado de p:<K290, Loe, Te R 

Vehículo ouieida, soeB, Lac+,Gm R 

Derivado c'e pUC4, AmpR, Km R, LoeZ 
Ceri'/odo de pUc. i'-.'T,pR, SL2, LccZ 

Ce,i'!cdo de pUC19. f-mpr<, Cm l<, Lacz 

1'~mR, plósmido ayudador pero trcm~e~e;-,,cja 

Irserto de 28.8 kb cel pSym de CIAT599 
clonado en el SitiO h'ir,;o;if de p\!i<102 

Yoniseh·Perron et ol 
(1985) 
Siratogene 

Knouf y Nes:8r (1982) 
D:tia 8t 01. (1955) 

Quondt y H'(r,es (1993) 

Fc:mccia 

l'lvltcgen 

Cloibcrnc V/. (1 Cfc; l) 
ri;;;udi y r'el:r.s'.(i (1979) 

Verges eta!. (199::;) 

pCV3804 ¡::agmento Hindli! de 6.4 '{b (digestion percio:) Vc:gos el ci. (1990) 
ce pCV38 ~ubclonodo en pRK404 
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Tabla 4. (continuación) 

Cepo bacteriano 
o plásmido 

pSM991.25 

pRP17.1 

pBH3 

pSH24 

pCC59 

pPH 11 

pMA2-5 

pBE41 

pSLEX6 

pKam19 

pSHKam3 

pJQnodS::Kam3 

pMP3510 

pMP2421 

pMPRL3510 

pMPAnodS 

Característicos relevantes Fuente o 
referencia 

18.5 kb del p42d de R, etli clonado en el si~io Cevollos et al. (1989) 
EcoRI de pSU?205, Te R, Kmi< 
pS'v1.991 .25 con noc'S: ,I'duoUPr(73 Ceva:los et 0.1. (1 C59) 
TeR CmR KmR 

Fragmento SamH,I-/--;'ino'¡'il de 2.5 kb pro'ier,'ente Este trebejo 
del pCV3504, ligado en pUC19 

Fragmento Soff-,l--find'::'1 de 2.2 kb proveniente Este trabc;o 
del pEH3, y ligado en pSK+ 

:nserto Cic/-Co! de O 6 kb, aislado de Este t:occjo 
pEH3 y ligodo en pSK+ 

!n5erto Psc¡'-,"-;,:nd:'l! de 1.1 kb, liberado de Este tretejo 
pEH3 y 1'90:::'0 en pSK'" 

Fragmento 3clT:h'/-Bcmh'¡ de 0.7 kb o:s'odo Villalobos ~1A (tesis 
cel pS~/,991 25 (,'loeS), ligado en pUC19 de LicerlCie7L;;CJ 19?3) 

Inserto 50rr:h',I-Eco de 0.4 kb aislado del 991 ,25 Este trobajo 
y ligado en pUC 19 (Sondo nodlJ) 

Fragmento Ecot?/-Xhol de 2,2 kb liberado del Este trebejo 
pSH24 y ligado en pS!..301 

Cessette de Kanamieina del pUC4K aislado con Este traba;o 
Pst/y ligado en pCAT19 (sin el cassette de Cm) 

Derivado del pSH24, con el cassette de Este traba,:o 
kcnorr.ic!na dentro del sitio úr.ico Sphl, 

Ir,serto 5o/¡,-fcoRV del pSHKam3 ligado en los Este trabajo 
sitios 50ll-Srr:ol de pJQ200SK 

IneP, vee~or de expresión con el promotor Spair,k et el. (1995) 
de r;odA (pA) de R.1. bv, vicioe, TeR 

I:'KVJ, cen:iere les aenes nooUce R, I bv. H. Spairl( 
vicios bO;O pA. Sm'R 

Frog:-nento Xbo/-Ciol (nodS) de t? loti H. Spoir.~ 
e lo noco en p.\~ P351 O 

Inse:to Kpnf-8omHI (nodS) del pSH24 Este trebajo 
y clonado en el prV1P3510 

V,2 Mlr;J!?REPARACONES DE O[\IA PLASMID:CO 

Se inocularon 5mL de medio Lurio conteniendo el antibiótico adecuado 

con uno colonia bacteriano aislada y se incubaron a 37°C toda una nocne 

con agitación vigoroso, 1.5mL del cultivo se pasó a un tubo eppendorf y se 

centrifugó por 1 minuto. El resto del cultivo se guardó o 4°C. Se removió el 

medio por aspiración. dejando la postilla bacteriana tan seca como fué 
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posible. Se resuspendió la pastilla en 100~L de una solución fría de 50mM 

glucosallOmM EDTN25mM Tris-HCI (pH 8.0) Se dejó el tubo 5 minutos a 

temperatura ambiente (es necesario que la tapa del tubo permanezca 

abierta durante este período). Se adicionaron 200~L de una solución recién 

preparada de 0.2 N NaOHll o¡, SDS y se dejó en hielo por 5 minutos. 

Transcurrido el tiempo, se adicionaron 150~L de una solución fría de acetato 

de potasio (pH 4.8) preparado de la siguiente manero: o 60mL de acetato 

de potasio se le adicionaron 11.5mL de ácido acético glacial y 28.5mL de 

H20. La solución resuitante es 3M con respecto 01 potasio y 5M con respecto 

al acetato. Se mezcló suavemente en vortex el contenido en posición 

invertida durante 10 segundos, y el tubo se colocó en hielo durante 5 minutos. 

Ur.a vez que el tiempo transcurrió. los tubos se centrifugaron 15 minutos o 4°C y 

se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adicionó un volúmen igual 

de fenal-cloroformo, y los tubos se mezclaron con lo ayuda de un vortex. Se 

centrifugaron dos minutos a 10.000 rpm y el sobrenadante se transfirió o un tubo 

nuevo. Fueron adicionados dos volúmenes de etanol a temperatura 

ambiente, se mezció con un vortex, y se dejaron los eppendorf a 

temperatura ambiente durante dos minutos. Transcurrido el tiempo se 

centrifugaron 15 minutos o 10.000 rpm o temperatura ambiente. El 

sobrenodonte fué removido y los tubos se colocaron en posición invertido 

sobre un papel absorbente paro drenor todo el líquido. Uno vez escurridos. 

se adicionó 1 mL de etanol 01 70'10 o codo tubo paro quitar el exceso de sales 

y se volvió a centrifugar. Se removieron los sobrenadantes y los pasti!las se 

secaron 01 vado. 

Las postillas se resuspendieron en 50.uL de T.E. (10:1) conteniendo RNasa 

pancreático libre de DNasa (20 mg/ml). 

V.3 A:SLA.MHHO DE DNA PLAsr'.í'CICO A G:<PJ~ ESC,AL.A PO,,", G';.L.D!,=~m: DE CsCI.-BRC'/URO 2C: 

ETIDIO 

Los resu,ltodos que éste método presenta son de gran utilidad en varios 

de las técnicos que requieren de DNA extremadamente limpio, toles como 
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subclonaciones, secuenciación, transformación, etc. 

Se comenzó con un cultivo nocturno fresco en medio Lurio bajo presión 

selectiva. Se inoculó medio Lurio con una dilución 1: 100 del cultivo crecido 

anteriormente y se creció otra vez con selección. Fueron usados 250mL de 

medio en un matraz de 1000mL, ó 500mL de medio en un matraz de 2000mL y 

los cultivos se agitaron a 300RPM, 37° por 16-24 hrs. 

Cuando se utilizaron 250mL se procedió de la siguiente menera: se 

cosecharon las bacterias por centrifugación a 6000RPM durante 10 minutos, Se 

decantó el sobrenadante y se drenó bien la pastilla. Se resuspendió en 1 CmL 

de T 20E 10. Se midió el volúmen de la suspensión célular y se transfirió a un 

recipiente adecuado (se adicionaran 3,5 volumenes más). Se aciicionaron 2 

volúmenes de NaOH 0.2M/SDS 1% y se mezcló por inversión. Se dejó a 

temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Se adicionó 1/2 volúrnen de 

acetato de amonio 7.5M y se mezcló bien con agitación vigorosa. Se dejó 

en hielo 30 minutos. Los residuos se separaron por centrifugación a 6000RPM, a 

4°C por 15 minutos. Se transfirió el sobrenadante a un tubo corex de centrífuga 

usando una pipeta, evitando a lo móximo los resíduos. Se adicionó 1 

volúmen de isopropanol y se dejó el tubo a -20°C durante 30 minutos. Los 

ócidos nucleicos se colectaron centrifugando a 10000RPM, a 4°C por 20 

minutos. Se decantó el sobrenadante y se drenó muy bien la pastilla poro 

después resuspenderla en 3mL de T IOEO.'. Se adicionó un volúmen de 1: 1 O de 

acetato de sodio 3M pH 5.5 Y se mezcló bien. Se adicionaron 2 volúmenes 

de etanol y los tubos se dejaron a 40 C durante 2 hrs. El DNA se recuperó 

centrifugar,do a 10000RPM, o 40C por 20 minutos. Se decantó el sobrenadante 

y se drenó muy bien el material centrifugado. Lo pastilla de ácidos nucleicos 

se resuspendió en 3mL de T IOEo.'. Se midió el volúmen total de la solución y se 

transfirió a un tubo de polipropileno de 12mL con tapa de seguridad. Se 

adicionaron 0.6mL de bromuro de etidio 5mg/rnL Se multiplicó el volúmen 

total por 0.98 (la cifro resultante es lo cantidad de cloruro de cesio que debe 

odicionarse). El tubo se topó y se mezcló perfectamente poro disolver el 

cloruro de cesio, El tubo se dejó a temperatura ambiente 1 hr. Después, se 



centrifugó el tubo en una centrífuga tipo Sorvall durante 15 minutos a 7000RPM. 

El sobrenadante se transfirió a un tubo de ultracentrífuga, llenándolo hasta el 

cuello con una solución de cloruro de cesio (0.98 grs por cada mL de T IDEO.1) Y 

se selló. Se centrifugó a 5000RPM a 16°C por 16 hrs. Los tubos se observaron 

bajo luz UV para visualizar las bandas (la banda más baja es el DNA 

plasmídico). Se perforó el techo del tubo con una jeringa de 5mL. Con otra 

jeringa, se picó 2mm mós abajo de la banda plasmídica para succionarla. El 

DNA se transfirió a un tubo corex limpio, y se adicionó un volúmen igual de 

isopropanol equilibrada con SSC 20X, y se mezcló con ayuda de un vortex. 

Se centrifugó brevemente pora separar los fases y se descartó lo fose 

superior de isopropanol. Se repitió hasta que no ver trazas de coloración en 

el tubo. Se adicionaron 2 volúmenes de TIDEO.l Y se mezcló. Se adicionaron 2 

volúmenes de etanol absoluto. Se mezcló bien, y se dejó a 4°C por 2 hrs. Se 

centrifugó a 1O,000RPM. 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante se tiró. y se 

drenó bien para resuspender lo pastilla en 2mL de TIDEo.1. Se adicionó un 

volúmen de 1: 10 de acetato de sodio 3M pH5.5 Y se mezcló. Se adicionaron 2 

volúmenes de etanol absoluto, se mezcló bien y se dejÓ 2 hrs. a 4°C (o en 

hielo seco 30 min.). Se centrifugó y secó como se hizo anteriormente. Se 

resuspendió nuevamente lo pastilla en 2mL de TIDEO.l Y se repitió el paso de 

precipitación con etanol. La postilla se lavó adicionando 5mL de etanol 01 

75% Y se centrifugó a 1O,000RPM durante 5 mino La pastilla se secÓ bajo 

condiciones de vacío y, finalmente, se resuspendió en un pequeno volúmen 

de TIDEO.l (0.5-1 mL). Se transfirió a un tubo Eppendorf estéril y se almacenó a 

200C bajo cero. 

V.4 EXTRACCiÓN DE DNA TOTAL DE Rhizobium 

Se inoculó un volúmen de 3-5 mi de PV-Ca 2+ (10 mM) con el antibiótico 

cdecuado y se incubó de 16-24 hrs a 30°C con agitación y obscuridad Se 

centrifugaron las células en un tubo eppendorf o 4°C, por 2 minutos a 7000RPrv1. 

La pastilla celular se resuspendió en 1 mL de uno solución fría deTscE20 pH8, se 

cgitó con vortex ó con pipeta Pasteur y se adicionaron otros 400,uL de T 50E20. 
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Además, 50 ¡.tI de pronasa 5mg/mL (predigerida una hora en TsoE2o) Y 50¡.tL de 

RNasa a la misma concentración fueron agregados. Inmediatamente 

después, se agregaron 50 ¡.tI de SDS 10% en TE pH8 (50/20) Y mezcló por 

inversión varias veces. Los tubos se incubaron a 37°C durante 60 minutos. A los 

30 minutos se observaron fibras de DNA. Se pasó el lisado en tres ocasiones 

por una aguja de jeringo de 1 mI, y se agregaron 500¡.tL de fenokloroformo· 

isoamilíco (24·24·1) Y se agitaron en vortex hasta hacer emulsión. Se 

centrifugaron 3 minutos a 7000RPM y se tomó la fase acuosa para ser 

transferida a otro tubo (se repetió este paso dos veces). Se adicionaron 500¡.tL 

de CHCI3 y se agitaron los tubos con vortex para posteriormente ser 

centrifugados 3 minutos a 7000RPM, se tomó la fase acuosa y se repitió dos 

veces más este paso. Se agregaron 15¡.tL de NaCI 5M y 800.uL de etanol 

absoluto a ·20oC y los tubos se colocaron durante 10·15 minutos a ·70°e. 

Se centrifugaron 10 minutos a ·4°C a 7000RPM y las pastillas de DNA se lavaron 

dos veces con etanol al 70% a -200 e, para ser secados 01 vacío y 

resuspendidas en 40.uL de H20. El DNA puede ser usado así, o se puede 

purificar más digiriendo el RNA. Para esto, se evaporó el agua y se 

resuspendió la pastilla en 500¡.tL de TIOE" a lo que se le agregaron iO pi de 

RNasa (5mg/ml), se mezcló bien y se incubó 1 hr a 37°e. Transcurrido el 

tiempo se extrajo dos veces con fenol-c1oroformo-isoomílico y dos veces con 

cloroformo. El DNA se precipitó con 15.uLde NaCI 5M y 800.uL de etanol 

absoluto durante 10 minutos a ·70°e. La pastilla se lavó tres veces con una 

SolLición fría de etanol 01 70% Y se secó 01 vacío pora ser resuspendida en 

50uL de H,O tetradestiloda. 

V.5 TéCNICAS DE TRANSFERENCIA DE DNA 

Conjugación en placa (cruza triparental). 

Las cruzas triporentales se realizaron siempre en cojas de Petri con 

medio py, Los cepas o ensayar se crecieron hasta lo fase estacionario 

temprano, se centrifugaron o 5000RPM durante un minuto, se lavaron con 

MgS04 IOmM, se centrifugaron igual y se mezclaron en una proporción de 
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1: 1 :0, 1 (células donadoras, células receptoras y células portadoras del 

plásmido ayudador pRK2013) , Se centrifugaron de la misma manera, y las 

células se resuspendieron en un volúmen de -1 OO,uL, los cuales se esparcieron 

en una caja de Petri conteniendo medio py, Depués de 12 horas de 

crecimiento a 30°C, los células fueron recuperadas con la ayuda de una asa 

de siembra, resuspendidos en ImL de MgS04 10mM, centrifugadas y lavadas 

en 1 ml de una solución de MgS04 IOmMTween 0,01%, y vueltas a centrifugar 

para resuspenderlas finalmente en 1 mL de la solución anterior, Se hicieron 

diluciones, y estas se plaquearon sobre el medio selectivo, 

Transformación de E. co/i. 

Para la transformación de células de E. co/I, se usaron dos protócolos 

diferentes: I)Usando cloruro de calcio, y 2) Mediante electroporación, 

Transformacion de células de f, co/I usando cloruro de calcio, 

Las células de E. coli se crecieron hasta la fase exponencial, se 

transfirieron a tubos de plástico para centrifuga tipo Sorvall y fueron 

centrifugadas a 6000RPM a 40C durante 10 min, El sobrenadante fué eliminado, 

y la pastilla resuspendida en una solución fría de NaCl IOmM para ser 

centrifugadas durante cinco minutos a 6000rpm, 4oC, Se decantó 

perfectamente y se resuspendió la pastilla en el buffer de transformación con 

cioruro de calcio (frío) hasta aforarla a 50ml y se colocaron en hielo durante 

20 min, Transcurrido el tiempo, se centrifugó a 6000 rpm, 10 min" 4o C. El 

sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en 1 ml del buffer de 

transformación para ser usado como stock de células competentes, Pora 

transformar se colocaron 100ul del buffer de transformación y 200fll de células 

competentes en un tubo de ensaye chico con tapo hermético, y se adicionó 

1 pL del DNA con el que se deseaba tronsforrr.or, Se dejó 1 hr. en hielo y se 

incubó 2 min, a 42 c C. Descués de esto se adicionaron 3mL de lB líquido y se 

incubó a 370C con agitación durante 1 hr, Se plaquearon 100 fll de cada tubo 

en cajas con medio selectivo. 
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Eleclroporoción de células de E. coli. 

Preparación de células electrocompetentes. Se inoculó 1 L de medio LB 

con un volúmen de 1/100 de un cultivo fresco. Los células se crecieron o 37°e 

con agitación hasta uno ABS600 de 0.5·0.8 (es mejor cosechar los células en lo 

fose temprano o medio de lo fose logarítmico: lo densidad celular 

apropiado depende de lo cepo y condiciones de cultivo). El matraz con el 

cultivo se puso en hielo por 15-30 minutos, y se centrifugó en un rotor frío a 4000 x 

gmox durante 15 minutos. El sobrenodonte se removió, se resuspendieron 

cuidadosamente los células en 1 L de aguo bien frío, y se centrifugó de lo 

mismo manero. Se resuspendió en 0.5L de aguo frío y se centrifugó igual. Se 

resuspendió en -20mL de glicerol 01 10% previamente enfriado en hielo y se 

centrifugó, Se resuspenc'ió en un volúmen final de 2-3 mL de uno solución fría 

de glicerol al 10% (la concentración célulor debe ser de olrrededor de 1-

3xlO'o céluloólmL). Esto suspención se repartió en oliquotos de -70~L que se 

congelaron en hielo seco, y se almacenaron o ·700 e. Boja estos condiciones, 

los células permanecen en buen estado 01 menos durante 6 meses. 

Electrotronsformoción. Se descongelaron lentamente los células 

electrocompetentes e inmediatamente depúes se pusieron en hielo, al igual 

que los celdas. En un tubo eppendorf frío de 15mL, se mezciaron los células 

con 1·2flL de DNA (el DNA debe estar en un buffer de fuerzo iónico boja, 

como el TE 10 1). Se mezcló lentamente y se dejó en hielo -0.5·1.0 minuto. El 

electropcrodor se ajustó o 25flF, 200 Q Y 2.50 kV cuando se usaron celdas de 

02cm (cuando se usan celdas de O.lcm se ajusto el aparato o 1.5·1.8 kV). Lo 

mezcla de DNA y células se transfirió a una celda fría, golpeondolo 

ligeramente pora que lo suspención S8 fuera 01 fondo, Se pulsó una vez, 

Inmediatamente despúes de pulsar, se adicionó 1 mL de medio see (o LB) o 

la celda y se resuspendieron las células con una pipeta Pasteur, Las células se 

posaron o un tubo estéril paro recuperarlos o 37°e por uno hcra o 225 RPM. El 

tiempo constante durante el pulso debe estar entre 4 y 5msec (la fuerza de 

campo puede ser calculado como volts actuales (V1espocio de celda 



(cm)). Las celulas se plaquearon en medio selectivo. 

Medio SOC: 

Bacto triptona 2.0% 

Extracto de levadura 0.5% 

NaCI 10mM 

KCI 2.5mM 

MgCI2 10mM 

MgSO, 10mM 

Glucosa 20m M 

V.6 REEíl?LAlArv',IENTO GÉr\)!CO EN Rhizobium. 

Para la mutagenesis de nodS se usó la técnica descrita por Quandt y 

Hynes (1993). Los vectores pJQ200SK y PJQ200mpl8 permiten reemplazar un 

gen silvestre por uno mutado en muchos bacterias Gram-negativas. Estos 

vectores contienen el origen de replicación (orr) P15A. y poseen el gen socB 

de Bocílfus sub tllis , cuya expresión es inducible por sacaroso, lo que resulta 

letal para bacterias Gram-negativas (como Rhizobium). Dichos vectores 

también tienen un marcador de resistencia a gentamicina. y el sistema /acZa:, 

lo cual facilita la selección de fragmentos clonados. Además, estos vehículos 

llevan la región mob del plásmido de amplio rango RP4, lo que les permite 

ser transferidos por conjugación o un gran número de bacterias Gram­

negativas; debido a que estos vehiculos sólo se pueden replicar en 

enterobacterias, funcionan como vectores suicidas, El sitio cos del foga 

lambda presente en estos vehículos, permite que sean utilizados poro lo 

construcción de boncos genomicos que pueden acarrear insertos de hasta 

40kb. Por poseer estos característicos, estos vehículos son extremadamente 

Gtiles pora lo mutagénesis dirigida, yo que permiten lo selección directa de 

los dobles recombinantes, 

Poro la mutagenesis de nodS de Rhizobium tropici, se usó un sitio único 

de Sphl para la introducción del cassette de resistencia a konomicino 
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proveniente del vehículo pUC4K. El vehículo pUC4K contiene el mismo sitio de 

clonación multiple a cada extremo del gen de resistencia a kanamicina. el 

cual no incluye el sitio Sph/. por lo que fué necesario crear sitios de restricción 

Sph/ a cada extremo del cassette. Para esto. se cortó el pUC4K con la 

enzima PsI/. y se insertó en el vehículo pCATI9. resultando en la subclona 

pKam 19 que lleva los sitios Sph/ flanqueondo al cassette de kanamicina. Para 

la introducción del cassette en el siiio único Sph/ del gen nodS, se utilizó la 

subclona pSH24, que es un pSK+ que contiene un fragmento Sall-Hindlll de 

2.2kb del genoma de R. tropici, dentro del cual se ubicó a nodS. La subclcna 

resultante fué denominoda pSHKam3, lo cuol fué digerida con los enzimos 

5011 y EeoRV paro liberar el inserto de -3.2kb que contienen el gen nodS 

interrumpido con el gen de resistencia a kanomicino. Dicho inserto fué 

posteriormente ligodo en los sitios 5011 y Smal del vehículo pJQ200SK, 

resultando en el plásmido pJQnodS:Kam3, el cual fué utilizado paro el 

reemplazamiento génico. Paro esto, el vehículo pJQnodS::Kam3 fué 

movilizado a Rhizobium tropiei CIAT899, y se seleccionó paro la adquisición de 

resistencia a kanamicina y/o sacarosa al 10%. Se aislaron 100 colonias 

resistentes a kanamicina y a sacarosa 01 10% (candidotos dobles 

recombinantes), que fueron resembradas en los mismos condicl'ones, y en 

gentomicina por separado. Cerca del 80% fueron sensibles a gentomicino, 

Poro su análisis por Southern, se seleccionaron al ozor 12 colonias. 

V.7 RECUPERACiÓN DE DNA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA 

Los fragmentos de DNA se recuperaron de los geles de agarosa 

mediante utilizando los kits "GenecleonGl I y Geneclean® 11" siguiendo las 

recomendaciones del fabricante 

V.S ANÁLISIS DE DNA GENOM:CO POR HIBRIDACiÓN TIPO "SOUTHERN" 

Los estrategias paro la localización de secuencias particulares dentro 

de un DNA genómico, generalmente son acompañados por los técnicos de 

transferencia descritos por Southern (1975). El DNA genómico es digerido con 



una ó mas enzimas de restricción, y los fragmentos resultantes son separados 

por tamaños por electroforesis a través de un gel de agarosa. 

Posteriormente. el DNA es desnaturalizado in situ, y transferido desde el gel a 

un soporte sólido (generalmente un filtro de nitrocelulosa o membrana de 

nylon). Las posiciones de los fragmentos de DNA son conservadas durante su 

transferencia al filtro. El DNA "anclado" al filtro es hibridado con DNA ó RNA 

morcado radioactivomente, A continuación se usan técnicos de 

autaradiografia para localizar las posiciones de las bandas complementarias 

a la sonda. El protocolo usadó fué el siguiente: 

Se corrió un gel de agorosa con las muestras de DNA a analizar, con la 

misma técnica descrito anteriormente poro electroforesis en geles de 

agarosa. Por otro lado. un recipiente o charola de cristal se llenó con buffer 

SSC 20X. se construyó una plataforma con un cristal apropiado y se colocó 

sobre éste 3 pedazos de papel filtro Whatman 3MM (de un tamaño 

semejante al del gel) saturados con un poco de SSC 20X, sobre los cuales se 

depositó el gel, el cual se cubrió con un pedazo de membrana Hybond-N+ 

con el tamaño exacto del gel. 

Sobre la membrana, se colocaron otros tres pedazos de papel filtro del 

mismo tamaño mojados con SSC 20X, y encima de estos se pusó una "torre" 

de papel absorbente (apróximadamente de 5 cm), la cual fué cubierta con 

un cristal de tamaño adecuado y se colocó sobre este un objeto con un 

peso de 0.75-1 Kg. El aparato de transferencia se desmontó después de 

transcurridas 8 hrs. Antes de remover el gel, se marcó la membrana con un 

lápiz para la posterior ubicación exacta del mismo. La membrana se colocó 

dentro de una charola con NaOH O.4M hasta cubrirla perfectamentey se dejó 

allí por 20 minutos. Se enjuagaron los membranas suavemente con agitación 

moderada (máximo 1 minuto) en una solución de SSC 5X. A un tubo de 

hibridizoción de un tomarlo adecuado, se le onodieron 5mL de solución de 

prehibridizoción de fosfatos 01 50% Y se introdujeron los membranas o hibridor 

para ser incubadas por 1 hr en un baño de agitación a 65° C. después de lo 

cual fuerón añadidas los sondas radioactivas o examinar. Se hibridó 01 menos 



durante 12 horas o 65°C, Posteriormente, se lavaron los filtros dos veces en SSC 

2XjSDS 0,1 % (pjv) o temperatura ambiente durante 10 minutas, Se volvieron o 

lavar los membranas con SSC lXjSDS 0,1% (pjv), incubando o 65°C. durante 

15 minutos, Dependiendo del coso, lo membrana estuvó lista paro ser 

expuesto o la autoradiografía, o se siguió lavando en condiciones mas 

astringentes. 

Formamida 

SDS 20% 

NaH2P04 2M pH7.2 

EDTAO,5M 

25,OmL 

17.5mL 

7,5mL 

100~L 

Concentración final 

50,0% 

7.0% 

0.3M 

10rrM 

Noto, Paro lo prepar 1 L de lo solución de NaH2P04 2M pH7,2: 

NaH2P042M 275,98 gr 

NaOH 42.00 gr 

Aguo 900,00 mL 

Ajustar el pH con NaOH 1 ON, Aforar o 1 L, 

V.9 Secuenciación Nucleotídico, 

En general, la secuencia mostrada en este trabajó se realizó usando el 

"kit de Sequenasa" 2,0 (USB), según especificaciones del fabricante, bojo el 

principio de Sanger et al" 1977, 

Electrofaresis de geles de secuencio, Lo cantidad y lo exactitud de lo 

lectura de la secuencia nucleotídica está determinada por lo calidad de los 

geles de pOliacrilamida usados paro separar los fragmentos de DNA 

morcados radioactiva mente, Bajo condiciones óptimas, puede ser posible 

leer entre 300 y 400 nucleótidos de un solo gel. La concentración de lo 

acrilamida usado paro preparar los geles depende del tamaño de los 

fragmentos de DNA que van a ser analizados. Para poder leer los primeros 50 

nucleótidos pegados al prímero. los geles deberan de prepararse con 



concentraciones mós altas que los preparados para leer nucleótidos muy 

alejados del primero. Para separar los fragmentos de DNA marcados. fueron 

utilizados geles de acrilamida al 6% y 8%. dependiendo de las condiciones y 

requerimientos del fragmento a secuenciar. El tiempo de las corridas también 

fué variable para ajustarse a las necesidades de la lectura; generalmente los 

geles se corrieron por periodos que oscilaron entre 1 y 10 hrs. 

Tomando en cuenta todo esto. los geles se corrieron de manera que se 

ajustasen a los paró metros requeridos en cada caso. La fórmula para la 

preparación de los geles de acrilamida fué tomada del manual editado pcr 

Maniatis el al (1989): 

Geles 01 8%: 

lOmL de Acrilamida-Bis 38:2 

5mL de TBE 10X 

20mL de agua tridestilada 

21grdeUrea 

Geles al 6%: 

7.5mL de Acrilamida-Bis 38:2 

5.0mL de TBE 10X 

14.5mL de agua tridestilada 

24.0gr de Urea 

Preparación de TBE 10X: 

162 grs de Tris base 

9.5 grs de EDTA 

27.5 grs de Acido bórico 

Aforar a 1 L Y filtrar a troves de papel Wattman # 1 bajo vacío. 

Debido a que se ut,lizó (a-35S)-dATP como marca radioactiva. los geles 

tuvieron que ser fijados después de la corrida con una solución de ácido 

acético lO%-rr,etonol 10% durante 15 minutos. Posteriormente, los geles fueron 

transferidos a uno hoja de papel Wattman # 1 Y cubiertos ccn pcpel egapack 
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para ser secados con calor y al vacío con un equipo de secado Bio-Rad 583 

durante 1 hr. 

Una vez que los geles estaban completamente secos se les retiró el 

papel egapack, y el gel seco adherido al papel Wattman fué expuesto, 

generalmente por un día en un casette apropiado con un film para 

autaradiográfia X-OMAT Kodak. Al término del período de exposición, los films 

fueron revelados con técnicas convencionales para films de rayos X. 

V, 1 O DETECCiÓN DE METABOLITOS NOD USANDO TLC 

Las cepas de Rhizobium se crecieron en medio B- durante 24 hr y se 

diluyeron a un volar de 0.1 de D.O. 0600 nm, inoculándolas en 1 mL de medio 

S-. Para inducir la síntesis de factores de nodulación, se adicionó 1.5 mM de 

naringenina, añadiendo además 1.0 ~Ci de D-(l_14C)_glucosamina 

hidroclorada (50 mCVmmol, Amersham), o 0.5 .uCi de L-(melilJ4C)-metionina 

(55 mCVmmol. Amersham), o en su coso 2.0 .uCi de Sodio(35SlSulfato (100 

mCVmmol, Amersham). Los cultivos se incubaron a 30°C durante el tiempo 

requerido del experimento (1-12 hr), La extracción de los meta bolitas Nod se 

realizó con 500~L de n-butanol saturado con agua, como describe Spaink el 

01. (1992), Y se agitaron los tubos por 2 hr. Lo centrifugación se llevó o cabo o 

8CCOX g,40C, 10 mino Después de la centrifugación, el sobrenadante (contiene 

los factares Nod excretados) se separó de la pastilla celular (contiene los 

metabolitos Nod asociados a los células), se tomó unicamente el 

sobrenadante, el cual fué evaporado, y el polvo resultante fué resuspendido 

en 30~L de butanol saturado con agua. Las muestras se almacenaron a 4°C y 

se separaron mediante cromatografía en copa fino (TLC) como describe 

Spaink el al. (1992) aplicando 3 ,uL de cada muestra. Se utilizaron placas de 

sílica C 18 de fase reverso (ODS-IOO% octadecyl silanization obtenidas de 

Sigma). Los placas se corrieron usando uno cámara saturada con 

acetonitrilo/agua (1: 1, vlv). Para la identificación de los metabolitos Nod 

morcados radiooctivamente, las placas se expusieron de 24-72 hr en 



pantallas hipersensibles poro equipo de "Molecular Dinamics 

Phosphorlmager" y se analizaron con software "Image Quant". 

V. 11 EXPERiMENTOS DE NOOULACIÓN 

Primeramente. se esterilizaron superficialmente las semillas de frijol ó 

Leucaena con una técnica apropiado. dependiendo del tipo de semilla. Lo 

variedad de frijol usado fué la negro jamapa, y lo especie de Leucaena no 

fué determinado. 

Esterilización superficial y germinación de semillas de frijol: se lavaron 2 

veces los frijoles con agua corriente para quitar basura y polvo. Se lavocon 1 

mino con etanol al 100%. Se enjuagaron 2 ó 3 veces con agua corriente. A partir 

de aquí todo se hace bajo condiciones de esterilidad. Se mantuvieron les 

frijoles en uno solución de hipoclorito de sodio al 30% durante! 5 min, Se 

enjuagó 5 veces (o los que fueron necesarios) con aguo estéril hasta que el 

olor o cloro desapareció. Los frijoles se tranfirieron una charolo que contenía 

una bueno cantidad de toallas absorbentes empopados en aguo corriente 

y cubierto con papel aluminio, previamente esterilizado. Se depositaró lo 

charolo a 26-28oC durante dos días paro permitir lo germinación de las 

semillas. 

Esterilización superficial y germinación de semillas de Leucoeno: Los 

semillas se colocaron en un matraz con tapa de rosca (estéril) y se virtió ácido 

sulfúrico 01 100% hasta cubrirlas. El matraz topado se agitó suavemente 

durante 15 minutos. El ácido sulfúrico se vació o otro recipiente, escurriendo el 

matraz lo sufiente paro dejar lo menor cantidad posible de ácido dentro de 

el, haciendo lo cuidadosamente poro evitar la perdido de semillas. 

Inmediatamente después, se lavaron los semillas rapidomente con por !o 

menos 5 L de aguo estéril (resulta crucial este punto, yo que es importante 

lover los semillas rapidomente y con mucho aguo paro evitar que se 

"quemen" con lo reacción producida por el ácido 01 contacto con el aguo). 

Una vez alcanzado lo anterior, los semillas se dejaron en hipoclorito de sodio 

01 20% durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo. se enjuagaron las semillas 



con agua estéril hasta que e[ olor a cloro desapareció. Las semillas se 

transfirieron a una charola que contenía una buena cantidad de toallas 

absorbentes empapadas en agua corriente y cubierta con papel aluminio, 

previamente esterilizada. La charola se depositó a 26-28oC durante dos días 

para permitir [a germinación de [as semillas. 

Experimentos de noduloción en maceta. 

1) Lo vermiculito se lavó con agua corriente por lo menos tres veces, con 

[a ayuda de una bolsa grande de maya plástica de poro fino. Se vació la 

vermiculito en macetas y se dejaron escurriendo durante una noche. Codo 

maceta se tapó con papel aluminio y se sellaron con cinta adhesiva. Se 

estérilizoron en aUToclave durante 45 minutos, 

2) En [a campana de flujo [ominar, se transp[antaron 4 p[anfu[itas por 

maceta (sin cubrir a [os cotl[edones con [a vermicu[ita), se regaron [entomente 

con 250m[ de medio fáhraeus y se inoculó cada p[antulita con 2mL de un 

cultivo saturado de [o cepa de Rhízobíum adecuada. Todavía en [a 

campana. codo maceta se topó con papel egopock, setlandolos con cinto 

adhesiva, Después de esto. los macetas se colocaron en un cuarto obscuro 

o en una cámara de cúltivo (en obscuridad) a una temperatura de 28 c C, por 

un período no mayor o 12 hrs, para permitir [a etio[ación de [a p[ántu[as. 

Transcurrido el tierr,po, las macetas se Ilevron otro vez a una campano de 

flujo [ominar, en donde se [es retiró [a película plástica. Inmediatamente 

después, se agregó una copa de aproximadamente 2-3cm de arena (tipo 

cero grueso, esterilizada por 45 minutos en autoclave) a la superficie de la 

maceta, teniendo cuidado de no cubrir los cotiledones de las piantulitas, Las 

macetas se trasladaron a un invernadero, y se regaron el cuarto dio con 

200m[ de agua estéril. y en lo siguiente ocasión con medio fáhraeus (cada 3 

dios en e[ caso de frijol, y cada 5 ciias en e[ caso de Leucaena). Se 

monitoreó la nodulación a los tiempos adecuados. 



V.12INClUSIÓN EN PARAFINA DE NÓDULOS DELeucaena 

A.-Preparacion y fijacion del tejido: 

El tejido fresco que se fijó, se cortó a un tamaño adecuado para su 

manejo y se colocó en viales de vidrio (en este punto se pueden dejar 

momentaneamente en hielo, pero jamás debe congelarse). El tejido se 

cubrió inmediatamente con el fijador (si el tamaño del tejido lo permite, el 

corte puede hacerse sobre fijador, y, de realizarse así, se debe utilizar 

tapabocas). Los viales se transfirieron a una campana de vacío y se les 

aplicó un vocío suave durante 10',01 término de los cuales, se eliminó, Se 

volvió a aplicar vacío por 10 minutos mas (todo aquel material que 

permaneció en flotación después de este períOdO se desechó). El tejido se 

dejó en el fijador por doce horas con agitación suave en un rotor, Después, 

los viales se guardaron a 4°C hasta lo posterior inclusión en parafina de los 

tejidos. 

B.-Impregnacion en parafina: 

Después del período de fijación, se realizaron dos lavado con PBS. de 

medio hora coda uno, con la idea de eliminar cualquier rastro de fijador. Se 

comenzó la deshidratación del tejido con alcoholes graduales: 10,30,50,70, 

90,96 Y 100% etanol, Xilol (los tejidOS permanecieron en coda alcohol ce 20-30 

minutos)(Si se tiene que detener la deshidratación en algún punto, se 

recomienda que sea en alcohol 70% y que se almacene a 4°C). Después 

del Xilol, se trató al tejida con una mezcla de Xilol-Parafina en proporciones 

de 75%-25%, 50%-50% Y 25%-75%, dejando en cada mezcla una hora o 5SoC , 

Después de la última mezcla en Xilol-Parafina, el tejido se impregnó con 

parafina y se dejó, 01 menos dos días en impregnación ( se recomienda 

hacerle algún cambio de parafina durante este período). Terminado el 

período de impregnación en parafina, se transfirió el tejido a los moldes con 

oyuda de unas pinzas (se recomiendo tener a mono uno lán:pora de 

ol,cohol poro calentar las pinzas y, una aguja de disección para "dirigir" el 

tejida), El tejido ya impregnado en parafina puede conservarse así por largos 

períodos de tiempo antes de continuar su procesamiento. 
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c.- Montaje y tinción de los cortes de nódulo: 

Se cortaron secciones de 8¡tm de nódulos impregnados en parafina (en 

microtomo), y se expandieron en H,O a 42°C, Los cortes se recuperaron con 

portacbjetos (previamente tratados con "subbing") y se pusieron a secar a 

42°C por 12 horas, Posteriormente se desparafinaron con xilol durante IOmin, 

dos veces, Terminado este período, los tejidos se rehidrataron con alcoholes 

grcduales 100,90,80,70,50,30, 10% etanol (1 hora en cada alcohol) Se lavaron 

con PBS, se tiñeron con azul de bromofenol y se montaron con bálsamo de 

Canada, 

Fijador formaldehido-g lutaraldehido ': 

Concentración final 

Paraformaldehido 2gr 4% 

Glutaraldehido (25%) 2mL 1% 

Buffer PBS (IOX) 5mL 1% 

Agua bidestilada 50mL 

'N07C' Disolver el poroforrnaldehido en 30mL de agua a 508 C. añadiendo NcOH hasta que la 

so:ución se torne transparente. Ag:egar el PBS y el glutoro!dehido, mezclor bien y aforar o 50mL. 

Preparación del buffer PBS IOX pH7,3 (cacodilato) 

Concentración final 

NaCl 80 gr 134mM 

KCI 2 gr 2.7mM 

Na2HP04·7H,O 1l.5gr 4,3mM 

KH,P04 2 gr 1,4mM 

H,O bid estilada I L 



VI. ReSULTADOS 

VI.I AISLAMIENTO y CARACTERIZACiÓN FíSICA DEL GEN nodS DE Rhizobium tropici CIAT899 

Carmen Vargas y colaboradores (1990) reportaron el aislamiento de uno 

región de DNA del plósmido simbiótico de R. tropici CIAT899 en donde se 

encuentran varios genes de nodulación (entre ellos los nad comunes: 

nadABC). Esto clono (pCV38. Figuro 5) fue aislado por su capacidad de 

complementar el fenotipo de nodulación o uno cepo curada del plósmido 

simbiótico derivada de CIAT899 (RSP900. Tabla 4) y consta de un fragmento de 

DNA en el cual no se encuentran los genes de fijación de nitrógeno por lo que 

produce nódulos Fix-. 

Lo figuro 7 (A) muestro lo hibridación tipo "Southern" que se realizó sobre 

el DNA genómico (digerido con Hindlli) de los cepos CIAT899 y RSP900. 

usando como sondo el fragmento de 382pb que se liberó del plósmido 

pMA2-5 CM. A. Villalobos. tesis de Licenciatura. tabla 4) al digerirlo con las 

enzimas BamH/ y Xho/: dicho fragmento contiene los nucleotidos 

correspondientes o los ominoacidos que codifican pora la región de la 

proteína NodS de R. etli que presenta homología a metiltransferasas. y que se 

encuentra conservada en todas las proteínas NodS conocidas. Como lo 

figura 7 (A) lo muestro. en la cepa CIAT899 se detectó una banda de 

hibridación de 4kb. usando condiciones de alta astringencia. 

Usando la misma sondo se realizó una hibridación sobre el DNA de los 

cósmidos pCV38 y pCV3804. Dentro de estos cósmidos. Vargas et al. (1990) 

reportan la presencia de los genes nadA. nadB y nodC dentro de un 

fragmento de 4 kb de Hindlll del genomo de R. tropici CIAT899. 

Lo figuro 7 (B) muestro que en ambos cósmidos digeridos con Hind!/I se 

detectó una banda de 4kb. similar o lo encontrada en la cepo CIAT899. Esto 

sugiere que el gen no d S de R, fropici se enCL1entra en 10 región 

correspondiente a los genes de noduloción comunes, 

Al analizar los datos anteriores, se decidió subclonor la región corriente 

abajo o nadC. Se digirió DNA del cósmido pCV3804 con las enzimas de 
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restricción BamHI y Hindlll (ver Figuro 5), y los fragmentos resultantes se ligaron 

en pUC19, Usando esto estrategia, se obtuvo la clona pBH3 que contiene un 

fragmento de aproximadamente 2.5kb (tabla 4), Para determinar si en 

realidad esta clona llevaba la región de hibridación con nodS, se realizaron 

una serie de hibridaciones usando DNA de este plósmido digerido con 

diversos enzimas y lo misma sonda anteriormente descrito, los cuales sirvieron 

también para determinar con mayor exactitud la región de hibridac'ón con 

nodS. Como se puede observar en la figura 8 CA y B), lo región de hibridación 

más fuerte con la sonda interna de nodS se encuentra en el fragmento 

liberado por la enzimas Ps ti-Hin dlll, indicando que el tentativo gen nodS se 

encuentra loca!izado hacia abajo de nade, como es el caso poro R. ef/f, 8. 

japonicum y A, cauJinodans, Como resultado de este"mopeo" mas preciso, 

se encontraron algunos modificaciones 01 mapa de restricción q'u8 de esta 

región publicaron Vargas y colaboradores (1990), las cuales se muestran en la 

figuro 8 (E). 
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VI.2 LOCALIZACiÓN FíSICA DEL GEN nodU DE Rhizobium tropici CIAT899 

En B, japonicum, A caullnodans y R, etli el gen nod5 se encuentra 

localízado entre los genes nodC y nodU (Fig, 6), Para explorar si este era el 

coso también poro R, trepici, se hicieron una serie de hibridaciones bajo las 

mismas condiciones a los mostradas en la figura 8 (A Y B), pero usando una 

sonda intragénica del gen nodU de R, e 111, Para obtener la sonda, se digrrió el 

cósmido 991,25 (figura 6) con las enzimas BamHI y EeoRI, y los fragmentos 

resultantes se ligoron en pUC 19, De esta manera se aisló el plásmido pBE41, el 

cual contiene un inserto de O.4kb intragénico de nodU. Los 

resultados mostrados en la figura 8 ce y O) indican que existe una regién de 

hibridación con nodU en el genomo de R, tropiel CIAT899, y que dicha región 

se localiza hacia abajo de la región de hibridación con nodS. Tomar.do en 

cuenta el tamaño del gen nodU en otras especies (-1 Jkb), parece ser que 

este gen se encuentro truncado en el cósmido pCV3804 y, por lo tonto, 

también en el plásmido pBH3, 

VI,3 SSCUENCIACIÓN NucLEariclCA DEL GEN nod5DE R, tropieiClAT899 

Poro la secuenciación nucleotídico de la región de hibridoc:ón con 

nod5, se subclonaron varios fragmentos de la región de DNA de R tropiei 

contenida en el plásmido pBH3. Usando como referencia los resu:tados 

mostrados en las figuras 8 A) Y 8 B), se subclonaron en pSK+ los fragmentos 5011-

Hlndlll (2,2kb), Clal-Clal (Q,6kb) y Pstl-Hlndlll (1,1 kb), resultando en las plásmidos 

aSH24, pCC59 y pPH 11, respectivamente, Las primeras reacciones de 

secuencia obtenidas de estos plásmidos se realizaron usando los 

oligonucleotídos M13-20 y reverso del pBluescript811 (Stratagene) A partir de la 

secuencia obtenida, se disenaron uno serie de oligonúcleor:dos poro 

extender las iecturas (Fig. 9 A Y B). 

Usando qsta estrategia se secLJer,ciarcn 888 pb (fig 10) que contienen 

un morco abierto de leCTL.;rO homológo al del gen nodS de R. etfj CE3, ESTO 

secuencio se obtuvo con la subclona pCC59, la cual fué secuenciada en su 

totalidad en ambas direcciones, mientras que la pPH 11 se secuenció sólo 
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parcialmente. Lo secuencio obtenido se muestro en lo figuro 10. Lo secuencio 

nucleotídica, osi como lo de aminoácidos deducido de esto, fueron 

analizados usando el programo de computo GeneWorks® (IntelliGenetics, 

Inc.). 

El morco abierto de lectura homológo o nodS comienzo en el 

nucleotído 249 de lo secuencio mostrada en la figura 10, del cual se 

dedujeron 213 aminoócidos (Fig. 11) que presentan alta identidad a proteínas 

NodS reportadas: 57% con NodS de R. etl/, 53% con NodS de R. sp. NGR234, 

45% con NodS de B. jopon/cum, y ccn NodS de A eaulinodans presenta sólo 

16% de identidad. La figura 12(A) muestro un alineamiento de esta secuencia 

de aminoácidos con la proteína NodS de R. etlí, que es con la presenta 

mayor identidad. Ademós, en la figura 12(8) se muestra un alineamiento 

multiple de las estructuras primarias de los proteínas antes mencionados, 

donde entre todos ellos se encontró uno identidad de 19%, 

El objetivo inicial de este trabajo, ademós de asegurarnos de que 

teniomos un marco abierto de lecturo, ero el de secuenciar lo región de 

hibridación con nodS poro encontrar un sitio de restricción adecuado e 

insertar en el un cassette de resistencia a konamicino para la mutagénesis, 

Durante el desarrollo de este trabajo, Waelkens y colaboradores (1995) 

publicaron un artículo en el que muestran lo secuencia nucleotídico de los 

genes nodSU de P. fropie/ cepa CIAT899. La secuencia nucleotidica obtenida 

en este trabajo presenta una identidad de 99% con la región correspondiente 

de la publicada por Waelkens y colaboradores. La longitud total del gen 

nodS reportadO por Waelkens es de 717 pb. Por otro lado, la secuencia de 

aminoácidos del morco abierto de lectura reportado por Woelkens pera 

NodS, presenta una identidad del 98% con la región correspondiente al 

morco abierto de lectura encontrado en este trabajo (Fig. 13). 
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Secuencia 5' ~ 3' 

Te TT ;,:1 ;'.P.GAJ..AG]..jo. e cceG 
GG'::.GCA T TTG CGCGTG.:'.C CG 
GCGGCCGGCGCCTTC.;CGG 
G.:'.. TJ:._"t;.TTGTCGTGCGTTTTC 
G.~.G.h. TGC G;'_ h. ?CGC; G TTGG 

GCC.~.ATTTCGATTT lo. TCGGC 

Figura 9. A) Muestra la ubicación aproximada de los 
oligonúcleotidos disenados en este trabajo para la 
secuenciación del gen nodS de Rhizobium tropici 
CIAT899, y B) la secuencia de los mismos. 



e/al Pst/ 
IATCGAitACC ATGATCCGFT GCAGFGTCGC AGCGGTTCGT GCTCGCCAAT 50 

TTCGATTTAT CGGCTTCTCC CTGCATACCT TCATCAACAT CTTTTTCCTG 100 

CTGCCCTTGA AGGCCTACGC GCTCTGTACG TTGAGCAATA GCGATTGGCT 150 

GTCGCGCGGC TCTGCTGCCA AGGCAACAGG CAAGGGTGGA AAGCTGGACG 2 O O 

CCATCCAAGA CCCGGTTGCT GCATCAAGCC CGAGAGAATC GCAAG~ 250 

~GCTCCGC TTCGCCGGCA CAATCTTGCG AGAGATGCTA 
eral 

CCAGfTCGATI300 

GGCATATGAC GGCATTTGCA CCGACCAGTA ATGATCGCTC TATCAAGGTA 350 

GACGGCTTGA AAACGCACGA CAATTATCAA CTTTTAAATC GCGAACTG~ 4 O O 
PslI 

TGCAijATGAT CCGTGGCGTC GCGACGGAAA TCCGTTCGAA CGCAACGGTC 4. 5 O 

ACGCGCAAAT GCTCCTCGTG TCGCTTGCCC AGGGGCCCAT CGCAAATGCA 500 

CTCGAAGTCG GGTGTGCGGC CGGCGCCTTC ACGGAAAAAC TGGCGCCCCA 550 
~IQl 

TTGCCAGCGC CTCACCGTTf' TCGATpTCGT GCCAGMGCG ATTGATCGAA 600 

CGCTCCGGCG CATGAACAAG CCGGCACATA TCAGCTGGGT TGTCTCAGAC 650 

GTACAACAGT TTTCCTCTGA AGAGCTTTTC GATCTGATCG TGGTTGCAGA 7 O O 

AGTTCTTTAT TACCTCGGAG ACATTGCCGA GATGCGAATG GCAGTTGGGA 750 
Sl2.hl 

ACCTGCTTq:; CATGC~TGCG CCGGGCGGGC ATCTGGTCTT CGGCTCGGCT BOO 

CGCGATGCGA ACTGCCAGCG CTGGGGTCAT GTTACCGGCG CTGAGACGGT B50 

CATTGCCATT CTCACCGAAA TGTTGGTCGA GGTAGAGC BBB 

Figura 10. Secuencia cbtenida en este trabajo. Los recuadros muestran 
los sitios de restricción representativos, así como el codon de inicio del 
marco abierto de lectura del putativo gen nodS. 
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Figura 12. A) AI:r,eomiento de aminoácidos reaiizGde entre la prcteína NedS de R. eTJ'¡ 
y la putativo proteína (truncada) NodS de R. tropici, mostrando una iden7idad de 57%, 
B) Alineamiento múltiple entre los aminoácidos de la putativo NodS de I{, trap/el y los 
de las proteínas NodS de A. coulinodans, R, etil, R, sp, NGR234, Y B, joponicurn (!a 
identidad entre ellas es de 19%). 
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Figura 13. Alineamiento de aminoácidos realizado entre los deduci­
dos del marco abierto de lectura encontrado en este trabajO y el 
reportadopor Waelkens y col. (1995), poro NodS de R. tropiel (el 
tamaño total de la proteína NodS reportada por Waelkens es de 
238 resíduos aminoácidicos). La identidad mostrada entre ambas 

en la región representado en el alineamiento es de 98%. 
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VI.4 MUTAGÉNESIS DEL GEN nOdSDE R. trop/c/CIAT899 

Para la mutagénesis del gen nodS se eligió el sitio interno de Sphl para la 

inserción del cassette de kanamicina contenido en el plósmido pUC4K (figura 

14), ya que se trata de un sitio único dentro del gen, y del plásmido pSH24. 

Como prirner paso, se tuvieron que crear sitios Sphl a ambos extremos 

del cassette de kanamicina, para esto se digirió el plásrnido pCATl9 (un 

derivado de pUCI9 que contiene un cassette de resistencia a cloramfenicol 

flanqueado por sitios PsII y Sphl, entre otros) con la endonucleasa de 

restricción Pstl para desechar el cassette que contiene, El cassette de 

kanomicíno contenido en el plósmido pUC4K se liberó con la enzima Psi/, y 

pcsteriormente se ligó en el plásmido pCATI9 (sin el cassette de Cm), 

resultando en el plósmido pKarnl9 (con el cassette de Km flanqueado por el 

sitio Sphl), Posteriormente, el cassette se libero con Sphl y se ligo en el sitio 

interno Sphl del gen nodS contenido en el plásmido pSH24, resultando en el 

plásmido pSHKam3. Para la subclonación del gen nodS (interrumpido por el 

cassette de Km) en los sitios Sa//-EcoRV del vehículo suicida pJQ200SK, se 

purifico el fragmento Sal/-EcoRV del plásmido pSHKam3 y se ligó en el 

vehículo anteriormente descrito, resultando en el plásmido pJQnodSKam3. 

Poro provocar un reernplazamiento del gen nodS por el gen 

interrumpido, se siguió el protócolo descrito en material y métodos, Como 

resultado de esto, se se:ecionoron 100 colonias bacterianos que crecieron en 

sacarosalrifompicinalnalidíxicolkanamic ¡na, de las cuales 23 fueron 

posteriormente desechados por presentar resistencia a gentamicino (lo cual 

habla de eventos de recombinación sencilla, ya que aún presentan 

resistencia selectiva al vehículo suicída pJQ200SK, (figura 15). Del resto, se 

tomaron 12 colonias para ser analizadas por "Southern" paro la 

comprobación del reemp!azamiento génico. Los resultados se mostrados en 

los f,ig uras 16, 17 Y 18 demostraron que efectivamente lo mutogénesis del gen 

noo'S tuvo exito. 

Poro el posterior análisis de su fenotipo de noduloción y de producción 

de factores de nodulación, se eligió al azar lo mutante nodS:Kaml-20. 
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F:gura 14. Construcción de los plósmidos pKam 19, pSHKam3 y 
pJQnodS:',(am3. 
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Figura 16. Hicridcción tico 'Sou~r,ern" 118VOO'0 a cabo sobre DNA genóm;co de 12 
tentativos mutom8S en nooS, Lo sor,do usado fué el plósmido pSH24 lineorizado 
con Hino'l//, Los cepos 3-52, 3-53, 3-54 Y 3-55 lleven el cassette de kanomic:na en 
orientación invertido, Los mapas de restriccién muestran la :ocolizGción física del 
gen nodS antes y después de !a mutogénesis, 
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F:guro 17 Hibridcc!ón t:sc Sourl¡ern" I!evodo e cobo sobre DNA. genénl'co de 
l2 putativos mutonfes en noo's. La sonda L.'soda fué el fragmento EcoP/-Xhol 
I'berado del plósmido pSf-i24. Les cepos 3-52. 3-53. 3-54. Y 3-55 ;Ievon el cassette 
de konomicino en orientación inveriido. Los mapas de restr~cción muestren 'o 
localización física del gen naoS antes y después de la mutogénesis, 
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Figura 18, Hibridación t:po Southern" llevado o cebo sobre DN,A. genér:-lico de 
12 putativos mutontes 81 naoS, La sondo usado fL;é el fragmento libe'ado del 
plósmido pUC4r< el diGerirlo con Pstl, Los cepas 3-52, 3-53, 3-54 V 3-55 !ievon el 
cassette de kcncm:c:no en orientación invertida. Los mapas de restricción 
muestran lo Iccolizoc ón física del ge" naoS entes y después de lo mutagér,esis. 
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VI,5 ANÁLISIS EN TLC DE lOS FACTORES Nao PRODUCIDOS POR CEPAS MUTANTES EN nodS, 

Los factores de noduloción producidos por 4 de las 12 cepas anólizadas 

por hibridación, fuerón estudiados en cromatografia en capa fina (TLC), 

Al incubar los cepos con 1,0 ~CVmL de O-(/-14C)-glucosamina como 

precursor de los factores Nod y 1,5 ,uM de naringenina como inductor de los 

genes de noduloción se observó en TLC en todas los mutcntes lo 

desaparición de uno de los dos bandas típicas de factares Nod producidas 

por la cepo silvestre CIAT899, La banda que no se produjó es la que 

corresponde a los factores Nod que se encuentran sulfatados por lo acción 

de NodH, según datos de J, Folch el 01, (1996), lo cuól indicó un posible 

correlación entre lo metllcción y lo sulfatación en los factores Nod producidos 

por R, fropiciCIAT899 (fig, 19 A), El experimento se llevó a coba por duplicado, 

Para comprobar lo pérdida de actividad de metiltransferoscs, los 

mismos 4 cepos mutantes fueron incubados con 0,5 ,uCVmL de L-(me¡il-14C)­

metionina como donador del grupo metilo, ademós de 1 ,5 ~M de 

naringenina como inductor de los genes de nodulación, Extractos bufanólicos 

de estos cultivos corridos en uno placa de sitica demostraron que todos las 

mutontes analizadas resultaron incapaces de metilar sus factores Nod. Los 

resultados presentados en lo figuro 19 (8) comprobaron que los cepos 

obtenidos en lo mutagenesis efectivamente tenian nulificada la actividad de 

NodS, De igual manero, el experimento se llevó o coba por duplicado. 

76 



Factor Nod su!latado ~ ~ • 

Factor Nod no sulfatado ~ ...... 

A) 

- " " o O ,~ ... o C> .. 
'" '" o o '" '" o o N N "' "' '" '" o ~ - - N N "' "' "' "' ~ ~ '" 

, , , , , , , , 
;; :¡ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

"' "' E E E E E E E E 
U 1] '" '" o o o o o o o o 

'" '" '" '" '" '" '" '" 
"' "' "' v; "' "' 

v; "' "O "O "O "O "O "O "O "O 
o o o o o o o o o o o o o o o o 

Factor Nod meliJado~ -- _ 

--- --,.------, 
B) 

'" '" o o '" '" o o N N "' "' '" '" o o - - N N '" "' "' "' ~ 

~ '" '" 
, , , , , , , 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

~ "' "' E E E E E E E E 
U 1] '" '" o o o o o o o o 

'" '" '" '" '" '" '" '" 
"' "' "' "' 

v; v; "' v; 
"O "O "O "O "O "O "O "O o o o o o o o o 
o o o o o o o o 

Figura 19. Cromotogrofias en capa fina de los factores de nodulación 
producidos por algunas de las mutantes nodS- obtenidos. A) Extractos 
butanólicos de cultivos bacterianos incubados con 1.0 ~Ci/mL de 0-
(I-14C)-glucosamina como precursor de los factores Nod y 1.5 ~M de 
naringenina como inductor de los genes de nodulación. B) Extractos 
butonólicos de cultivos bacterianos incubados con O 5 ~Ci/mL de 
L-(meti/- 14C)-metionina como donador del grupo metilo y 1.5 ~M de 
naringenina. 
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VI6ANÁLlSIS DE LOS FACTORES Nao PRODUCIDOS POR LA CEPA MUTANTE nodS::Koml-20 

COMPLEMENTADA CON LOS GENES nodS DE R. tropici y nodS DE R. loti. 

La construcción del plásmido para complementar a la mutante 

nodS::Kaml-20 se realizó de la siguiente manera: el plósmido pSH24 (tabla 4). 

se digirió con las enzimas de restricción Kpnl y BamHI (Kpnl se encuentra en 

el polylinker del pBluescript). liberando un fragmento de 2.2 kb que fue ligado 

en el vehículo pMP3510 (tabla 4). resultando en el plósmido pMPAnodS. Así. el 

gen nodS quedó integrado a un vehículo que es rep!icable en Rhlzobium y 

además. bajo la regulación del promotor del gen nodA de R. leguminosarum 

bv. viciae. Estos dos vehículos (pMPAnodS y PMPRL3510). fuerón transferidos 

de manera independiente a la mutante nodS::Kaml-20 por medio de cruzas 

¡riparentales, resultando en las cepas nodSRt/I-20 y nodSRI/I-20, 

respectivamente 

Ambos cepos fueron estudiados en su capacidad de complementar lo 

fclta de actividad de NodS, usando cromatografía en capa fir.a paro 

determinar el tipo de factores de nodulación producidos. En los ensayos 

llevados a cabo exponiendo los cultivos a glucosamina marcada 

rodioactivamente, no se observa la banda superior (factores Nod sulfatados) 

en ninguna de las cepas complementantes (Fig 20 A Y B). Los niveles de 

complementoción en la síntesis de factores Nod metilo dos fueron muy bajos 

(Fig. 20 C y D) , aunque los mejores resultadas se observan en la cepa que 

llevo el nodS de R. trap/el (nodSRt/ 1-20). 

Para comprobar que lo mutante nodS::Kam 1-20 es incapaz de sintetizar 

faclores Nod sulfatados (además de no producir faclores Nod metilados), se 

realizó otro experimento incubando los cultivos con 2 ~C,'mL de 

sodio(35S)su!fato como donador del grupo sulfato, induciendo además los 

cultivos con 1.5 ~M de naringenina. Los resultados obtenidos muestran que 

efectivamente lo mutonT8 nodS- resulto incapaz de sulfatar los factores Nod 

que produce. Inesperadamente, los cepos complementadas fueron 

incapaces de producir factores Nod sulfatados, mientras que las cepos 

nodSRt/899 y nodSRV899 (CIAT899 portando una copio extra de ncdS de R 
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tropíeí y R. legumínusorum, respectivamente) muestran un incremento en su 

capacidad de producir lipo-oligosácoridos sulfatados (Fig. 21), 
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Figura 20, Cromatografías en capa fina (TLC) de los factores de nodulación 
producidos por la mutante nodS::Kam 1-20 complementada con el gen 
nodS de R, lraploí (SRt/l-20) o con el nodS de R, 1011 (SRI/l-20), I y 111) comple­
mentodón con SRtjl-20, re'spectivamente usando glucosamino y metionina. 
11 y IV) Complementación con SRI/l-20, respectivamente usando gluccsamino 
y metionina, A) RSP900, B) CIAT899, C) SRt/l-20, D) 1-20, E) pMP3510/l-20, Y 
F) SRI/ 1-20, 
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figura 21. Cromatografía en copa fina de extractos butanólicos de 
distintos cultivos de cepos bacterianas incubadas con sodio(3sS) sulfato. 
Los cepas SRtj899 y SRt/l-20 contienen el gen nodS de R. trop/cí. Las 
cepas SRlj899 y SRI/l-20 contienen el gen nodS de R. latí. La cepa 
3510/899 fué usada como un control, ya que únicamente porta el 
plásmido pMP3510 (donde se subclonaron los genes ncdS de R. trop/el 
y de R. loti. 
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VI,7 ANÁLISIS EN TLC DE LOS FACTORES Nao PRODUCIDOS POR UNA MUTANTE EN nodS DE 

Rhizobium et/i (pRPI7.1). 

Dado el estudio previa de la caracterización inicial del gen ncdS de R. 

el!i (M.A. Villalobos, tesis de licenciatura, 1993) quisimos también análizor la 

participación del nodS de R. elli CE3 en la metilación de factores de 

noduloción. Poro ésto, se rea:izaron una serie de TLes usando g:ucosomina V 

meticn!na marcada rad!ooctivamente. 

En un primer experi~ento, extracTOS butanólicos de los cepos CE3, 

RSP900. 2001/991.25 y 2001/pRPI7.1 (ver tabla 4) fueren incubcdos con 0.5 

~Ci'mL de L-(metil-14C)-metionina y 1.5 ~M de naringenina como inductor de 

los genes de r,odu1ación, Los resultados obtenidos muestran que :0 cepa 

muton~e en nodS es incapaz de incorporar el grupo metilo radiccct:vo e sus 

factores de ncdulación (Fig. 22 A). 

Para estudiar en 2001/pRP17, 1 un posible efecto polar sobre :os genes 

nod/J de R. ell! provocado por la inserción del mini MudPRI3 en el gen nodS, 

se realizó una c:nético de exportación de los factores Nod de esta cepa, 

comparandola con aquellos exportados por el cósmido silvestre (991.25). El 

experimento se hizo con ambos cósmidos dentro del fondo genético de la 

cepa curada del pSym (2001) Las dos cepas se incubaron con 1.0 .LICVmL de 

O-(!-14C)-g!uccsamina y se extrajeron los r:po-oligosacaridos con butano!. A los 

extractos butanólicos se les cerrio en TLC, Los resultados presentados en lo 

f:gura 22 (6), m': .. ;estron que efect:vamente existe un restraso en :a capacidad 

de exportación de factores Nod por parte de la cepa 2001/17.1. 

Con ia idea de complementar lo disminución en la exportación de los 

factores Ncd por perte de !a cepa 2001/17.1, a esta se le transfirió el plásmido 

pMP2421 el ccal porta los genes nod/J de R. leguminusarum bv. viciae (ver la 

tabla 4), resultando en lo cepo 2001 /pMP2421. Los transconjugantes 991.252001. 

r=RP17,1'2C:J 1 V le ;:::;MP2Li21'2COl se cr:ólizoron per TLe en l)na cinético de 

expertación de ~acto~es Í"~od, :ncubando los cultivos cen i ,O .uCl.'rrL de O-(l­

/4C)-glucosarn:na corno precursor de los lipo-oligosácaridos y "! ,5 ,ltM de 

na;:ngenino poro induci.' el prernotor nadA de los vehículos derivados del 
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piósmido pMP351O(ver la tabla 4). Los resultados obtenidos muestran que la 

complementoción se llevó a cabo. aunque el nivel de exportación de factor 

mostrado por la cepa 2001/pMP2421 resultó mayor al producido por la cepa 

con el cósmido silvestre (2001/991.25). demostrando que las proteínas NodlJ 

de R. /eguminosorum bv. vicioe son octivas poro lo exportación de los 

fcctores Nod producidos por .~ er/i (Figuro 22 e). 
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VI.8 CINÉTICA DE NODULACIÓN DE LA MUTANTE nodS::Kaml-20 EN RAíCES DE Leucaena 

Se llevaron a cabo experímentos para determínar el fenotipo de 

nodulación de la mutante nodS::Kaml-20 sobre raíces de leucaena, 

realizando cinéticas de nodulación de plantas inoculados con las cepos 

C1AT899, RSP900 y nodS:Kaml-20, de acuerdo al protocolo experimental 

descrito en la sección de material y métodos de este trabajo, La Cocduloción 

fue monitoreada primero a los 11 días después de la inoculación, y despeés 

a los 13, 15, 16, 17, 18,21, 25 Y 51 dios, Desde los 11 hasta los 18 días los raíces 

fueron teñidas con azul de metileno y analizadas 01 microscopio 

estereoscopico debido al pequeño tamaño de [os primordios y nódulos 

tempranos. De los 21 a !os 51 dios lo cuantificación de nódulos se reolizó a 

simple visto. Los resL;ltados obtenidos muestran una clara disminución en el 

número (Figura 23) y tamaño (Fig, 24) de los nódulos inducidos por la mLtante 

nodSKaml-20 01 compararlo con el fenotipo de nodulación de la cepa 

silvestre CIAT899 en Leucaena, A los once días de haber sido iniciado el 

experimento, las plantos inoculadas con la cepa silvestre presentaron un 

promedia de 3,25 nódulos por planta, contra 0,9 nódulos por planta por pcrte 

de la cepa r,odSKoml-20, 
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Figura 23, Cinética de nodulación de lo cepo mutante nodS::Kam 1-20 
sobre raíces de Leucaena. Los datos mostrados corresponden a un 
sólo experimento. cuantificando los nódulos de 12 plantas por cada 
monitoreo 
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Figura 24. Nódulos formados en plantas de Leucaeno por las cepos 
CIAT899 y nodS::Kam 1-20 Las raíces inoculadas con la cepa RSP9CO, 
asi como con otras sin inocu!or se incluyeron como controles nega­
tivos (ver la sigUiente página), 
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Figura 24. (Continuación). 
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VI.9 FIJACiÓN DE NITRÓGENO EN LOS NÓDULOS INDUCIDOS POR nodS::Kom 1-20 EN RA.íCES DE 

Leucaena, 

Ademós, los nódulos formados por las plantas inoculadas con la mutante 

nodS- presentan una coloración blanca, mientras que los nódulos inducidos 

por la silvestre presentaban el tipico color rosado de los nódulos fijadores de 

nitrógeno (Figuro 24). 

Para análizor lo capacidad de fijación de nitrógeno de nódL[os de 30 

dios, inducidos en Leucaena por la mutante nodS:Kaml-20, se real:zó un 

experimento de determinación de reducción de oeetiler,o, usando diez 

roíces compietas y recién cortados por cada una de :05 cor,diciones de 

ir,oculación usados, La tabla 5 muestra claramente que !o cepo mutont8 

::odS::Kaml-20 presenta valores de ARAa muy similares a los lectwas basales 

encontradas tanto en las raíces no inoculados como en las inoculados con la 

cepo curada del plósmido simbiótico. 



CEPA Muestra ". Tiempo I # nódulos! I Unidad de ARAa 
Plantas muestra Area , 

CIAT899 I 1 2 I 1 hr I 48 I 21637 609.3 
, 

11 2 I 1 hr 20 I 3927 110.5 
, 

111 I 2 I 1 hr 38 I 13080 368.3 
., 

IV I 2 1 hr 88 I 34634 I 975.2 

I 
, 

I 1 hr I , 

I V 2 36 , 19857 559.1 I 

Prcmed'cs 
I 

I 
I 46 501.4 I I , 

nodS;;Kam1-20 1 
I 2 I 

1 hr 1
1 2 O I O 1 1 

, 
11 I I 

, 
4 I 2 1 hr I , O O I 

, 
111 1 2 I 1 hr I 4 I 116.0 99 1 

, 
IV 2 I 1 hr I O I O I O 

, 
V 2 I 1 hr I 5 I O O I 

Promedies 
I 

3 
I I 

1.98 

RSP900 I 1 I 2 I 1 hr I O 
1 

O I O 
., 

11 I 2 I 1 hr I O I O O 

" 111 2 1 hr O I 116 I 3.26 
-, , 

IV I 1 I 1 hr O I O I O 

Promed:cs 
I I 

O 
I 

0.815 

SIN INOCULAR I 1 2 I 1 hr I O I O O 

~ 
, 

11 2 I 1 hr I O I O I O 
, 

I 111 2 I 1 hr I O I O O 
I ,-

, 
I I 

, 
hr I I IV 1 , 1 O 112 6.3 

I , 

1 1 
O I I 1.575 Promedios ¡ I I 

I 1 

ToC·IO V, Resultados cb:enidos poro la reducción de acéti!eno, 



VI. 10 ESTUDIOS H,STOlÓG,COS DE LOS NÓDULOS PRODUCIDOS POR nodS::Kam 1-20 EN 

RAíCES DE Leucaena. 

Los estudios histológicos realizados en nódulos de Leucaena inducidos 

por las cepas CIAT899 y nodS::Kaml-20 muestran que estos nódulos presentan 

grandes diferencias (fig. 25). Primero, el número de células infectadas se 

reduce considerablemente en los nódulos inducidos por la mutante, 

Segundo, sin excepción todos los nódulos infectados por la mutante que se 

analizaron presentan una zona de aparente "colapsamiento" celular, la cual 

se localiza en la región cont:gua 01 meristemo nodular. La presencia de 

presuntos taninos aumenta en los nódulos infectados con la mutante, en 

relación de los infectados con lo silvestre. La morfología general de los 

nódulos es más conservado en los inducicos por la silvestre, mientras que por 

el contrario, los inducidos por lo mutonte presentan uno morfología variada 

que va desde redondos hasta ovalados, pero siempre con "occidentes" o 

lo largo de su circunferencia, 

Tomando en cuenta todos los resultados anteriormente descritos, 

algunas macetas con plantas de Leucaena inoculadas con las cepas 

CIAT899 y nodS:Kaml-20 fueron mantenidas en el invernadero por es pecio de 

64 dios para su posterior estudio. La figura 26 muestra que las plantas 

inoculadas con lo cepo mutonte en nodS presenta una seria deficiencia en 

su capacidad de crecimiento, ademós de cierto nível de clorosis. 
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Figura 25. A, B Y C) Micrografías de luz de nódulos de Leucaena infectados 
con la cepa CIAT899. D, E Y F) Micrografías de luz de nódulos de Leucaena 
infectados con la cepa mutante nodS::Kaml-20. 
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Figura 26. Ejemplares representativas de un experimenta de nadulación 
en plantas de Leucaena, 64 días después de haber sida inoculadas. 
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VI,lI FENOTIPO DE NODULACIÓN DE LA CEPA MUTANTE nodS::Kaml-20 SOBRE RAlcES DE 

Phaseolus vufgaris VAR. NEGRO JAMAPA. 

Para estudiar la Importancia de la metllaclón de los factores Nod de R. 

tropici en la nodulación de frijol, se realizó una cinética de nodulación 

inoculando con la cepa mutante nodS: Kam 1-20 y se comparó con la cepa 

silvestre CIAT899. Después de la inocUación, las ralees se sacaron de los 

macetas a los 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 16 Y 20 dios, y se tiñeron con azul de metileno 

,00:0 facilitar la observación de primordios nodulares incipientes. Los dOTOS 

presentes en lo figura 27, muestran uno disminución en la capacidad de 

nodu:or frijol por porte de lo cepo mutante en ncdS, Se usaron como 

centro les negativos o plantos sin inoculo y a plantas !noculcdas con la cepo 

curada del plósmido simbIótico. 
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Cinética de nodulación de Rhizobium tTopiei CIAT899 y de la mutante 
nodS::Kaml-20 sobre raíces de Fhaseolus vu/garis. 
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Figura 27. Cinética de nodulación de las cepas CIAT899 y nodS::Kam 1-20 en 
plantas de P. vulgar!s variedad negro Jamapa. 
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VII DISCUSiÓN 

Rhizobium Iropici es una especie de amplio espectro de nodulación 

que es capaz de nodular plantas de Phaseolus, Leucaeno, Medicogo y 

Mocropliiium. Además de esta capacidad para nodular muchas leguminosas 

no relacionados filogenéticamente y que son de importancia agronómica, 

ésta especie es tolerante o pHs óddos y o citos temperaturas, lo que lo hoce 

un modelo de estudio interesante. 

En este proyecto de investigación, nos hemos centrado en estudiar 

algunos eventos moleculores que determinan la capacidad de la cepa 

CIAT899 de R. tropici para nodular varias leguminosas (particularmente 

Phoseo{us y Leucaena). Como ya se rrencionó en lo Introducción, los 

barreros de especificidad dentro de esta simbiosis se encuentran 

determinados principalmente por los llamados genes de nodulación 

bacterianos y las rutas metabólicas que estos codifican. Especificarr,ente, en 

este trabajo se ha enfatizado en el estudio de la participación del gen nodS 

en la sintesis del factor Nod, y las repercusiones que tiene para la simbiosis la 

ausencia de un gen noo'S funcional. 

VIi.1 LOCALlZAClé~~ FíSICA DEL GthJ naoS c:: Rh/zobium trapici CIAT899 

En A. caulinodans, el gen nodS se ubica dentro de un operó n 

constituido por los genes nodABCSUIJ (Geelen el 01 .. 1993). Para el caso de B. 

japonicum, el gen nodS también se sitúa dentro del operón conformado por 

los ger,es nodYABCSUIJ (Góttfert el 01., 1990): un dato adicional en B. 

joponicum es que los genes node y nodS se encuentran sobre lapa dos por 

71 pb En P et!i cepa CE3, nodS se localiza corriente abajo de los genes 

e.odBC y segu',do por los genes nodUIJ (Vázquez el al .. 1991: Viilaiobos el al., 

1994), Aur.C;L.:8 no ha s!do demostrado conclusl'vcmente, los datos de 

secuencia cpun~an que tanto en R, etll, como en A. caulinao'ans y B, 

/opanicum, el gen nao'S se encuentra inmerso dentro de un operón que 

contiene a los genes nao' comunes, y siempre corriente abajo del gen nade 



(ver figura 6 en resultadas), 

En R, tropiei localizamos el gen nodS en los eósmidos pCV38 y pCV3804 

previamente aislados (Vargas et al" 1990), dentro de la misma región que 

contiene o los genes comunes nadABe Los resultados encontrados muestren 

que el tentativo gen nodS en R, tropiei se encuentra localizado corriente 

abajo de nade, como es el coso pora R, etli, B. japonicum yA. cou/inodans, 

encontrondose clgunos modificaciones en el mapa de restriccién que ce 
esta región publicaron Vargas y colaboradores (1990), Estos variaciones 

fueron corroborados por análisis de secuencio nucleotídica. La presencia de 

nodS en R. tropici, de o!gur.o n:or,ero concuerda con la capacidad ce esto 

especie poro ncdulor Leucoeno, ya que dotos publicados por Lev.;in y 

colaboradores en 1990, muestran que mutantes nodS- de R, sp, NGR234 

resulten incapaces de nodulor esto leguminosa, Además, la transferencia de 

nodS de R, sp, ~GR234 01 fondo genético de R, fredii (especie que solo 

nodula variedades silvestres de soya), confiere a esta de lo capacidad paro 

nodular Leueaena (Krishnan et 01., 1992), 

Lo caracterización del gennodU en R. trap/ei se encontraba fuera de 

los objetivos de este proyecto, pero dado que en otros especies de 

Rhizobium los genes naoS y nodU se encuentran contiguos, se decidió 

realizar una serie de hibridaciones con el fin de saber si en el genoma de R, 

tropiei también se encontraba presente el gen nodU. Precisamente, se 

encontró una señal de hibridación en lo zona "corriente abajo" o lo 

correspona'iente o nodS, Los resultados obtenidos se muestran en !a figuro 8 

(8 Y D). Datos parciales de secuencio (no mostrados), confirman lo existencia 

de uno región altamente homologo o nodU de R. sp NGR234 En base a 

estos resultados, pOdríamos hipotetizar que en R, Iropiei lo organización 

estructural de los genes nod sería nodABCSU, y complementando ésto 

hiootesis con algunos de los datos presentados por J, L, Folch (tesis doctoral) 

(que encontró que existe hibridación con sendas heterólogas o los genes 

nod/J en ia región correspondiente o 10 localizado "corriente abejo" de la 

región de hibridación con nodU reportado en el presente trabajo), es 
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probable que lo organización seo nodABCSUU 

VII.2 SECUENCIA NUCLEOTiDICA DEL GEN nodSOE R, trop/c/CIAT899 

Resulto interesante que o pesar de lo alto identidad encontrado entre 

los proteínas NodS de R, trop/el y R, sp, NGR234 (53 'lo), en el nivel nucleotídico 

lo identidad entre ambos genes seo únicamente de 20%, Esto pone en 

evidencio el alto grado de conservación de esio proteína er.tre estas dos 

especies bacterianas, o pesar de la gran divergencia existente o nivel de 

secuencio nucleótidica, lo que indico lo importancia funcional que 

evolutivamente NodS ha jugado como porte de este compleja intercambio 

molecular entre estas bacterias y sus plantos hospederos. Curiosamente, es 

en R, sp, NGR234 donde se ha encontrado un ciaro fenotipo de r,odulación 

en una mutante nodS-, Estos mutontes son incapaces de nodu!ar plantas de 

Leucaeno, una de los más de 70 especies vegetales que normalmente esto 

bacteria puede nodular Además de R sp, NGR234, la bacteria 1(, trap/el 

CIAT899 es otro especie de Rh/zob/um que ademós de nodular Leucaena 

(entre otro leguminosos) también posee un gen nodS, Durante el transcurso 

de esta discusión se volvero a tocar este tema de lo noduloción de 

Leucaena más ampliamente. 

Por otro lodo, 01 nivel nucleotídico, la identidad que presento el gen 

nodS de R, trop/el con los de R, el!/, 8, japon/cum y A caulinodans es de 48, 45 

Y 23 'lo, respectivamente, Curiosamente, Waelkens y colaboradores (1995), 

realizaron un "Southern" sobre DNA genomico de R, et!! cepa CE3 (especie 

que únicamente nodulo frijol) usando condiciones de boja astringencia, con 

lo finalidad de encontrar alguna secuencia homológa a nodS, utilizando una 

sonda heterologa para nodSU aislado de R, sp, NGR234, Los resultcdos que 

ellos reportan son negativos. Sin embargo, varios meses antes de la 

publicac!ón de ese articulo, nuestro grupo de ínvestigac:ón reoortó la 

secuencia y coracterizocién píeliminar del gen nodS de P. et/i cepo CE3 

(VI:lolobos elal, 1994), 



VII.3 LA CEPA MUTANTE nodS- DE R. tropici PRODUCE FACTORES Nao No METlLADOS. Así 

COMO UNA ALTERACiÓN GEN!:RAL EN LA. PRODUCCiÓN DE ESTOS 

Los factores de nodulación producidos por cuatro de las doce cepas 

mutantes analizadas por Southern, fueron estudiadas en cromatografia en 

capa fína (TLC) para observar la producción de factores Nod. De tal manera, 

al incubar las cepas mutantes con 0-(1- ¡ 4C) glucosamina se observó en todas 

los mutantes la desaparición de una de les dos bandas típicos de facteres 

Nod producides por la cepa silvestre CIAT899. La banda que no se ¡::rodujo es 

ra que corresponde o los factores Nod que se encuentran sL:lfotodos por lo 

ección de NodH, según datos de Folch et el, (1996), lo cuól indicó ur,Q oosible 

ccrrelación er.tre lo met¡~oc¡ón y la sulfatación en los fectores ~od píOcuc!dos 

por ,~. tropici ClAT899 (fig. 19 A), Resulta lógico hipotetizar que NodH recor,ozca 

preterentemente factores Nod que ya se encuentren metiledos por NodS 

poro poder sulfatarlos, En páginas subsecuentes se discutirá un poco más 

sobre este asunto, en base a otro experimento que fué diserlodo para 

ebundar en este punto. A pesar de que esta es sólo una hipótesis basada en 

:0 observación por TLC, resulta por demós interesante lo futura determinación 

de la estructura química de los factores de nodulaeión que las cepas 

mutantes en nodS producen (trabajo en proceso), Folch y colaboradores 

(1996) reportan la producción de al menos 16 diferentes tipos de fectores de 

nodulación en R. trap/e/ CIAT899, que varían en el número de monómeros de 

N-acetll-glucosamina (4 o 5), y en el tipo de sustituyentes que la componen 

(grupos sulfato, metilo, ócidos grasos, manosa), usando para ésto 

determinación diferentes técnicos de HPLC, Espectrometría de Masas, y 

Cromatografía de Gases-Espectrometría de Masas. Esto apoya al hecho de 

que R. trap/el CIAT899 seo uno especie de amplio espectro de hospederos, 

yo que se encuentro prepcrada con uno gran bateria de difeíentes factores 

I\od Doro poder ¡nteracc:on::Jr varios leguminosos. 

Por otro lado, pero comprobar lo pérdida de actividad de 

metiltransferasas, !as mismos 4 cepas mutantes fueron incubadas con L-(rnetil-

14C)-metionina. Extractos butanólicos de estos cultivos corridos en una p~aca 



de silica demostraron que todos los mutantes analizados resultaron 

incapaces de metilar los factores Nod. Los resultados presentados en lo figuro 

19(8) comprobaron que los cepos que tienen interrumpido el gen nodS no 

producen factares metilo dos. Esto concuerdo con reportes en donde se 

había observado lo participación de lo proteína NodS en lo N-metilación de 

los factores de nodulación de R. sp. NGR234 (Jabbouri el 01" 1995) Y A. 

caulinadans (Geelen el al.. 1993: Geelen el al .. 1995) en donde se muestro 

que NodS es uno metil-tronsferasa cuyo actividad es específico sobre 

fectores Nod. Los datos reportados poro R. sp. NGR234 muestran que 

mutaciones en nodS yen nodU reducen drásticamente lo producción de 

factores de nodulación, aunque con le excepción de los factores sulfatados 

(los cuales deben ser parcialmente N-metilados y mono-carbemilados) los 

demás son idénticos o los que produce lo cepo silvestre (Jabbouri el al., 

1995). Debido o lo posible existencia de otros genes que codifiquen funciones 

sirr.ilores en NGR234. el anólisis de lo actividad de NodS de R. sp. NGR234 fué 

realizado en el fondo genético de R. fredil USDA257 (que o pesar de tener su 

propio copio de los genes nodSU estos no se transcriben debido o uno 

deleción en su región promotora). Lo cepo silvestre USDA257 produce 

factores Nod que difieren o lo producidos por NGR234 por lo ausencia de 

grupos sulfato y acetilo sobre lo 2-Q-metilfucosa, además de carecer de los 

grupos N-metilo y carbamilo en su extremo no reductor. Lo introducción del 

gen nodS de .R. sp. NGR234 en el fondo genético de R. trea'il USDA257. 

provoca la metiloción de pentámeros de N~ocetilglucosamino, mientras que 

las especies tri y tetroméíicas dejan de producirse. En resumen, Jabbouri y col. 

(1995) reportan que los niveles de factores de nodulación, su grado de 

o,ligomerizoción, y la N-metiloción, se encuentran ligados a la actividad 

codificado por nodS en R. sp. NGR234. Resulto interesante que las cepas 

noa'S- de .R. lraplci CIAT899 aislodas en este trabajo también presenten un 

desajuste en lo producción de factores de noduloción, Al parecer, no sólo lo 

pérdida de N-metilación en sus factores Nod es la único diferencia entre estos 

y los producidos por la cepa silvestre CIAT899, aunque este comentario se 
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baso únicamente en lo observación por TLC de lo producción de factores 

Nod, y esto hoce necesario lo determinación de lo estructuro química de los 

factores producidos por lo mutante paro saber o ciencia cierto que es lo que 

realmente poso (determinación en proceso), 

En A caullnodans cepo ORS571, el anólisis in vitro de NodS mostró que 

esto es uno proteína que une S-adenosil-L- metionina (SAM) como donador 

del grupo metilo, y que ejeroe su función específicamente sobre quito­

oligosacáridos deacetilados en su extremo no reductor yo que no puede 

metilar adecuadamente o quito-oligosacóridos acetilados o acilados en su 

extremo no reductor, aunque se requiere un grado de polimerización de 2 a 

6 monómeros de quitina pora ser reconocidos apropiadamente por NodS 

(Geelen et 01" 1995). Estos datos sugieren que el paso de metiloción en lo vio 

de biosíntesis de los factores Nod de A. cau/inodons ocurre después de jo 

deacet,lación (llevada o cabo por NodB) y previamente o lo incorporación 

del ácido groso (por acción de NadA) en sus quito-oligosacáridos. Al 

deacetilar el extremo no reductor de los quito-oligosacáridos, lo proteína 

NodB provoco lo formación de un grupo omino libre. Esto apoyo lo ideo de 

que NodB actúe de manero previo o lo metilación efectuado por NodS, yo 

que un grupo omino libre es mucho más nucleófilo (y de hecho, un mejor 

substrato pora la metiloción) que uno amida (presente en los quito­

oligosacáridos y en los factores Nod) (Geelen el 01" 1995). 

Por otro lado, proyectando estas observadones hacia lo que podría 

estar ocurriendo en R. trap/el CIAT899, es posible que lo ausencia de quito­

oligosacóridos deac8tilados metilados y la presencia de quito­

oligosacáridos deacetilados en uno cepo nodS- de CIAT899, podC:a estar 

ofectando el reconocimiento de NodA por su substroto, y de esto manero 

cltecar el patrón de factores Nod que lo cepo silvestre normalmente produce. 

Reportes recientes presentan dotos novedosos sobre la especircidad del 

tipo de ácidos grosos que transfiere lo proteína NadA (Ritsema et 01, 1996; 

Debellé el al" 1996). Tal parece que la antigua ideo de que los ger,es nad 

comunes son intercambiables entre especies sin afectar el espectro de 
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hospederos en la cepa receptora debe ser revisada, ya que en estos 

artículos queda demostrado que la proteína NadA de cada especie de 

Rhlzobium presenta una especificidad diferente para la transferencia de un 

ócido graso al esqueleto de los faclores de nodulación, Spaink y col, (1995), 

reportaron datos que sugieren que poro el caso de R, leguminosarum, el 

ócido grado de los factores Nod de esta especie es un determinante 

'm portante de hospederos, De lo anterior surge la pregunta, ¿La ausenc'a de 

factores metilo dos en una mutante nodS- afecta, o no, a la especificidad de 

transferencia de [os ácidos grosos por parte de la proteína NadA endóger.a, 

alterando de esta mor.ero el tipo de ácidos grasos que se incorporan 01 

esqueleto del facior? Dentro de los diferentes tipos de factores Nod 

producidos por R, tropiei (Folch ei al" 1996), la gran mayoría de los quito­

oligosacáridos que se encuentran metilados presentan un ácido groso e 18: 1, 

aunque tambien se encuentran de mayor a menor proporción C180, CI6:1, 

C 16,0, C20: I y C20:0, Tomando en cuenta esto, se podría esperar que [a 

proporción en el tipo de ácidos grasos unidos 01 esqueleto de los factores 

Nod producidos por uno cepa nodS- (que no estón meti[ados) pudiera ser 

diferente a la presentada por [a cepa silvestre C[AT899, Si este fuera el caso, es 

probable que se afecte como consecuencia, e[ espectro o [a capacidad 

de realizar simbiosis con diferentes hospederos, Sólo hasta que se determine 

[a estructura de los factores Nod producidos por alguna de las cepas nodS­

aisladas en este trabajo será posible despejar esta incógnito. 

Otro aspecto que se cubrió en este proyecto es el de la 

complementoción de uno de los cepas mutantes nodS- de R, tropicí con el 

mismo gen nodS de R, tropici, y con e[ nodS de p, latí, La intención era [a de 

reestablecer el patrón de metiloción en los factores Nod producidos por :0 
cepo mutante, Ambos genes fueron introducidos a lo cepo mutanre, vía ce 

un plósmido conteniendo el promotor del gen nadA de R. leguminosorum bv. 

vicioe. Los datos presentados en el aportado de resultados muestren que, 01 

menos por TLe, se observo uno muy bojo producción de factores Nod 

metilodos por porte de lo mutonte complementado con cualquiera de !os 
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dos genes nodS (Fig. 20 [[ Y [V). Además. cuando [os cultivos fueron expuestos 

a g[ucosamina radioactiva. en [a cepas complementadas no se detectá [a 

producción de [a banda que corresponde a [a mezcla de factores Nod 

sulfatados en R. tropici. ya que éstas dieron e[ mismo perfil de quito­

o[igosacáridos que produce [a cepa mutante [[amada nodS::kaml-20 (Fig. 20 

[ y [[[l. Es sorprendente que se observe (aunque en un nivel muy bajo) [o 

síntesis de factores metilodos y que no se restituya lo producción de la bando 

que corresponde o los factores sulfatados. No se puede descartar lo 

posibi:iciad de que [a producción de fcctores meti[ados fué demasicdo baja 

como pora poder observar lo producción de lo banda de factores 

sulfatados. También. esto pudiera explicarse pcr e[ efecto multicopia que 

provoca el plósmido que usamos poro los ensayos de complementcción, Es 

posible que para [a síntesis adecuado del factor Nod se requiera un nivel de 

expresión semejante o[ del gen nodS silvestre. Este es un problema que surge 

de manera frecuente en este tipo de experimentos, 

A pesar de no haberse mencionado anteriormente, es conveniente 

decir que con e[ fín de investigar [os niveles de expresión de nodS en R. 

trcpici. se intentó [a realización de experimentos tipo Northern. sin embargo no 

pudimos obtener RNA en cantidades suficientes. Para tratar de solucionar 

esto, se ensayaron diferentes protocolos sin éxito. Tal parece que este es un 

problema particular poro r(, tropici, yo que al mismo tiempo se logró obtener 

RNA de R et!i. bacteria que fué utilizada a manera de control en nuestros 

extracciones. Es posible que este problema pueda ser solucionado utilizando 

técnicas más sensibles como e[ RT-PCR que utilizan muy poco RNA. 

Por otro [oda. e[ uso de sulfato radioactivo nos permite proponer que 

ex!ste una relación directa entre la metilación y la sulfatación de los factores 

Nod producidos por R fropiei C[AT899. Lo falta de incorporación del grupo 

~u!fato en [os quito-oligosacóridos sintetizados por la mutante ncdS:,\<cml-20 

(Fía. 21) es un dato mós que apoyo a nuestro hipótesis. La producción de 

factores sulfatados se ve ligeramente incrementado en lo cepa silvestre 

C[AT899 cuando se [e introduce (vía un p[ásmido) una copia extra de su 
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propio gen nodS o cuando se utilizó el gen nodS de R,lolí, El hecho de que 

no se observe producción de factores sulfatados en la cepa nodS: :kam 1-20 

cuando se le complementa, puede explicarse por el simple hecho de que, 

como se discutió anteriormente. ésta cepa complementada produce una 

muy baja cantidad de factores metilados que preferentemente pud'eran ser 

sulfatados por la acción de NodH en un paso posterior dentro de la biosíntesis 

de los factores Nod. Alternativamente, no se descorto lo posibilidod de que 

en la mutante, la región de NodS que es responsable para la unión de SAM 

(S-adenosil-L-metionina) pudiera estar expuesta, y titulando de esta manera la 

disponibilidad de SAM, 

Por otro lado, Poupot y colaboradores en 1995, reporteron un anólisis 

bioquímico que sugiere uno probable relación entre lo sulfatación y :0 
metilación de los fectores Nod producidos por la cepa 299 de R, trocic!, cepa 

relccionada filogenéticamente a la CIAT899, Este grupo propone que en esa 

cepa, la fuente interna de intermediarios sulfatedos no es suficiente para 

asegurar una completa O-sulfatación ni una eficiente N-metileción de sus 

factores. ya que es posible que dentro del metabolismo del azufre en la 

bacteria, existo una competencia entre lo actl'vación de formos ce sulfato 

oxidadas (paro la O-sulfatación) y reducidas (para la N-metilación), Por el 

contrario, nuestros datos sugieren cosas diferentes, Si en R. trapíc! 899 ex:stiese 

una competencia entre la metilación y la sulfatación por intermediarios 

comunes, entonces la cepa mutante nodS::kaml-20 tendría que producir 

preferentemente factores sulfatados, coso que no ocurre, 

\)J4 UNA MUT.A,NTE nodS- de p, et/I (pRP17.1) PRODUCE FACTORES Noo No i'v'!::T!I_.ADOS, 

ACE\íAs DE PROVOCAR UN E,::ECTO POLAR S08:?::: LOS GE~ES nodlJ. 

R, et/I cepa CE3 es una especie de espectro de nodulación reducido, 

que induce nódulos en plantas del género Phaseo/us La organización 

estructural de lo genes nod en esta especie es muy singular, ya ~ue el gen 

nadA se encuentro separado por al menos 20 kb de !a unidad tronscripcioncl 

conformada por los genes ORFI,ORF2, nodBCSUIJ (Fig.6) (Vázquez eta/, 1991: 
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Villa lobos MA, tesis de licenciatura, 1993), Los factores Nod producidos por 

esta especie constan básicamente de pentasacáridos de N­

ocetilglucosamino con el extremo no reductor N-metilado y N-acllado con 

ácido c!s-vaccenico (CI8:1) o ácido esteárico (CI8:0), y que ademós llevan 

un grupo carbom:lo en C4; por otro lodo el extremo reductor se encuentra 

substituido en la posición C6 cen O-ocetilfueosa (Córdenas el el" 1995), La 

producción de factores Nod metilados correlaciona con :0 preser,cio cel 

gen nodS en ,r;: elli CE3 (Villa lobos el al., 1994), 

Lo cepo i:omada pRP17.1, es ur,Q muton~e nodS- que llevo ur,o ir,s8r-ción 

del mini Mudll P,?13 en el gen nodS localizado en un cósmido (991 25) que 

perta la región de noduloción de R, ell! CE3 dentro del fondo genético de lo 

cepa 2001 que es uno cu~odo del plósmido simbiótico derivada de :0 silvestre 

CE3, La folta de incorporcc!én del gíUpO metilo radioactiva en los quito­

oligosacáridos producidos por la cepa mutante pRPI7.1 (Fig. 22 A) es en doto 

que sugiere que en R. el¡i, 01 igual que en R. lropic!, R sp. NGR234 y A. 

coulinodons, el gen nodS codifica pera uno metiltronsferaso que metilo o 

factores Nod, Un problema que aparece al usar transposones para la 

obtención de mutantes en genes de un operón, es que se puede provocar 

un efecto polar en la expresión de los genes que se localizan en [o misma 

unidad transcripcional. En R, etli, los genes nod/J se encuentran hacia abajo 

del gen noo'S , probablemente dentro de un mismo operón, corno se ha 

observado por datos de secuencia (N. Nava. comunicación personal), Se 

ha propuesto que los genes nodl y nodJ codifican para [)Cofeínas 

encargadas de la excrecién de los ractores Nod (Vózquez eto/" 1993: Spain'.< 

elol, 1995; Cárdenos el al, 1996). La cinética de excreción de fcc:ores Nod 

morcados con glucosamina radioactiva realizada en R. eN! mcestra que 

efectivamente la mutación en nodS provoco un efecto po:cr sobre lo 

actividad de Nodl y NodJ, yo que desde el inicio del mon!toreo la ceDo que 

porto el cés~ido silvestre 991.25 secreta mayor cantidad de O,uito­

oligosacóridos (Fig. 22 B). Este mismo fenotipo se mantiene en muton-:-es noo'/ 

y mutantes nod), de ar,í que queda descartado la posibilidad de cue el 
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problema en la secreción sea debida a una probable disminución en la 

síntesis de factores mas que a la apropiada secreción de estos. Además. 

datos de nuestro laboratorio muestran que el nivel de síntesis de factores Nod 

se mantiene en los mutontes Nodl y nodJ, sólo que la mayoría de estos se 

quedan retenidos en el interior de la bacteria (Cárdenas el 01.1996). lo que 

pone de manifiesto lo posiblidad de que existan otros sistemas de secreción 

alterr.os a NodlJ. 

Por otro lado. en este trabajo de tesis se logró la introducción de un 

plósmido que porta los genes nodlJ de R. feguminosorum bv, vieja e 

(pMP242l) a la cepa mutante en nodS (pRP 17.1). La cinético ce excreció;¡ de 

factores Nod muestro una recuperación en los niveles de excreción en lo 

muton-:-e noo'S- que porta el plósmido pMP2421, e inclusive estos niveles llegan 

o ser muy superiores o los que presento lo cepa que porta el cósmido 

s:lvestre 991,25. Este es un doto importante ya que demuestro que io síntesis de 

qL:ito-oligosocóridos en [o mutonte noo'S- se mantiene, y que lo iin:itante en el 

boja nivel de secreción esta dada por el efecto polar que sobre nadl y nadJ 

orovcca la inserción del mini Mudll PRI3. Además. también quedo de 

manifiesTo que las proteínas NodlJ de R. fegumínosarum bv. vícfae son activas 

para la secreción de los factores Nod producidos por R. etlí. En nuestro 

conocimiento, esta es la única evidencia presentada por TLC de que genes 

noó/J heterólogos puedan complementen a uno cepa deficiente en ~a 

secreción de factores Nod. Sería muy interesante analizar si estos proteínas 

heterólogas presentan alguno preferencia poro la exportación de un 

deterrí',;nado tipo de factor Nod, o si secretan sin distinción los diferentes quito­

cligosacéricios que sintetiza R. etlí CE3, aunque para esto se necesitaria uHzor 

técnicos como rlPLC y espectrometria de masas. 

\;"i 5 A PICS,:::;:> [F S::=R Dlsl:::r'~s/·,::LE PAQ;', LA NCDULACIÓr--J DE Leucaeno y Phoseoius, :"'/., 

c/FRESIÓ:'-J e::: naoS ES REQU~!<.D,,,, Ft\R,'; UN ADECUl\CO DcSr".~~~CLLO DEL NÓDU'_O S'r/,E,!ÓT,CQ, 

Uno de las interrogantes iniciales en este proyecto era precisorr.ente si el 

gen nodS era, ° no, necesario para la nodulación de Leucoeno. ya que 
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diferentes antecedentes apuntaban hacia que este gen ero importante, sino 

es que indispensable, poro que se logrará lo nodulación de especies de 

Leucoena (ver apartado de antecedentes), Un enfoque inic'al poro 

contestar esto pregunto fué lo realización de cinéticos de nodu'ación sobre 

plantos de Leucaeno, compcrando los capacidades de R, Ircpicl CIAT899 y 

de lo mutante nodS- llamado nodS::kam 1-20 poro lo inducción de nódulos 

sobre raíces de plantos de este género (Fig, 23), Los resultadcs cbtenidos 

muestran que o pesar de tener interrumpido el gen nodS, lo cepo 

nodS::kaml-20 es copaz de nodu!or o Leucoeno, aunque en ur,Q pcporc:ón 

marcadamente menor o lo ir,ducida por lo cepo silvestre CIAT899, 

Un hecho importante de mencionar, es que la aparición de nódulos en 

les plantos inoculadas con cualquiera de las dos cepos ocurrió de manera 

s!r.cron!zoda a los 11 días después de [a inoculación, Lo anteriormente 

expuesto descarta lo posibilidad de que 01 mutor el gen nodS eS7uviéromos 

provocando un efecto polar sobre genes posteriormente dispuestos a nodS, 

tomando en cuento que lo estrategia usada paro la mutagénesis fué 

diseñado paro evitar problemas de este tipo (ver aportado de resultcdos), 

Un coso de efecto polar fué el que se encontró anos antes en la 

mutante nodS- (pRP17, 1) de R, elli, dor,de se observo un retraso de 5 días en 

la aparición de nódulos, osi COrilO una importante reducción en el r,(;mero de 

estos cuando plantos de frijol son inoculados con esta cepa. en 

comparación con lo cepo que porto el cósmido "si:vesTre" (99125) (MA 

Villolobos, tesis de Licenciatura, 1993), Tomando en cuento lo qLe o la 

capacidad secretora de factores Nod en ambos cepos se refiere, cemo se 

discutió en páginas anteriores, existe un efecto polar sobre los genes nod/J en 

lo cepo pRP17 1. Tomando en cuento lo anterior, es probable que el fenotipo 

de noduloción presentcdo en mi tesis de Licenciatura para 10 mutonte 

pRP 17.1, seo debida directamente o lo deficiencia en la sec~eción de 

70ctcres i'\od más que o la falto de factores Nod meti~odos. Tal porece. que 

lo bacteria necesita uno rápido y eficiente síntesis y secreción de los ~octcres 

de noduioción poro evitcr la respuesto de defensa de las plantos (ccitinasos. 
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oxidantes, cambios hormonales, étc), asegurando de esta manera, una 

noduloción exitoso, 

Por lo que se refiere al fenotipo de nodulación sobre Leueaena, 

presentado por la mutante nodS::kaml-20, un dato interesante es que los 

nódulos inducidos por esta cepo son invariablemente de uno coloración 

blanca y de un tomaño pequeno cuando se les compara con [os inducidcs 

por la cepa silvestre, que presentaban s:empre el típico co:or rosado q118 

presentan los nódulos fijadores de nitróger,o (Fig, 24), El ensayo de reducción 

de acetileno que se realizó, muestra claramente que lo cepo rr.utorlte 

nodS::kaml-20 presenta valores de ARA similares a :os basales encontradas 

tanto en [o raíces no inoculados cemo en las tratadas con la cepo curada 

del plósmido simbiótico, mientras que !o cepa silvestre induce nódJlos que sí 

fijan nitrógeno de una manero adecuado, Esto por,e de manifies70 el papel 

que Juega el grupo metilo en les factores Nod de ,~ troplel, que si bien no es 

requerido para la inducción de nódulos en Leucoena, éste si parece 

requerirse. ya sea directa o indirectamente. para que se I[eve a cabo una 

simbiosis exitosa con esto leguminosa, 

Aunado a [o anterior. [os estudios histológicos realizados mostraron 

claramente que [os nódulos de Leucaena inducidos por !a cepa 

nodS::kaml-20 presentan uno serie de morcadas diferencias con respecto a 

¡os inducidos por lo cepo silvestre. En primer lugar se observa que el número 

de células vegetales infectadas se reduce ccnsiderablemente en aquellOS 

nódulos inducidos por nodS:kaml-20: segundo, sin excepción todos ;os 

nódulos infectados por lo mutante que se analizaron. presentan una zona de 

aparente colopsomiento celulor, lo cual se locaiizo en la región contígua al 

meristemo nodular: tercero, lo presencio de presuntos toninos oumenta en los 

nódulos infectados por lo mutante: y cuarto, la morfologío geneíal de los 

nódu'os es rT'.és conservado en los inducidos por la silvestre. rT',ier,:-ros aue pcr 

el contrario, los inducidos por lo cepo nodS:'kaml-20 presenten uno 

morfología variada que va desde redor.dos hasta ovalaeos, pero siempre 

con "accidentes" o lo largo de su circunferencia. Estos datos revelan. que lo 
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expresión de nodS es un requerimiento indispendable para que se logre una 

adecuada simbiosis entre R, tropici CIAT899 y Leucaena, ya que sin la 

participación de NodS se producen nódulos con un bajo nivel de infección, 

amorfos y sin la ccpacidad de fijar nitrógeno, 

Lo participación de nodS en ~a nodu!ación de Leucoeno también ha 

sido cr,alizada por otros grupos, Por ejemplo, en R, sp, NGR234 se requiere de 

la participación de nodS para lograr una noduloción exitosa en Leucoeno, 

ya que al inocular estas plantas con una cepa que tiene una delec'én de 9 

kb que incluyen a nodS, o bien utilizando uno cepa que porta uno ir.serción 

en el gen nodS, se provoco una disminución del 90% en lo capoc:dcd de 

inducir nódu!os, con respecto a lo cepo silvestre NGR234 (Lewin er 01" 1990), A 

diferencio de lo observado en nuestro grupo, estos nódulos estén vocíos, 

esto es, no son infectados por ninguna cepa noo'S- de NGR234, Ademós, lo 

anaTomía vascular de estos nódulos es parecida a la de uno raíz, ya que 

presentan un córtex amp:io con una pequerla región vascular 01 centro. 

Los taninos son componentes de la células vegetales, y forman parte de 

las llamadas substancies ergósticas, que son inclusiones de materiales 

relativamente puros, frecuentemente almacenadas en plástidos o vacuolcs, 

A los taninos se les han atribuido diversas funciones, que von desde inr.ibidores 

del crecimiento, cgentes alelopóticos, o protectores conira el ataque por 

bacterias y hor,gos, Si efectivamente son taninos los inclusiones que se 

acumulan en la periferia de los nódulos inducidos por la cepa nodS::kaml-20 

en Leucaeno, es probable que su producción sea inducida por lo p:an7a 

poro defenderse de lo infección de uno bacteria que no reune los reqliisitos 

indispensables poro "enganor" o "vencer" las barreros que el sistema de 

defensa que lo planta utiliza ante una infección, provocando de esto 

manera, qL.:e se detenga el crecimiento del nódulo y que la infecció:¡ se veo 

suspendida, Esto expl!ccría el oparente colapsamiento celular, lo boja 

infección y :0 morfología de los nódulos producidos por la r,:utante 

nodS: kam 1-20 en Leucoe(',O. A su vez, sería muy interesante estudiar en estos 

nódulos la expíesión de genes que participan en las diferentes respuesícs de 
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defensa de la planta, tales como las chalconas-sintasa e -isomerasa, o la 

fenilalanin-amonio-liasa, por citar algunos. 

¿Porqué los nódulos inducidos por la mutonte nodS- no fijan nitrógeno? 

Este hecho es difícil de explicar ya que ésta cepa sólo lleva mutado un gen 

de noduloción que no esto relacionado a genes fix que llevan a cabo lo 

f~jocíón biológica de nitrógeno. Es pos;ble que ésta deficiencia en fijación de 

nitrógeno sea consecuendo directa de ,la falta de un adecuado desorro,!,~o 

del nódu:o, como se ha discutido anteriormente, La aparente sene:::cencia 

temprano o la que entren estos nódu:os podría ester impidiendo lo expresién 

de genes de la planta que cOdifiquen pera proteínas rl8cesorios pora la 

f;Jac;ón de nitrógeno. Uno posible cor,didata puede ser la leghemoglobina. 

lo leghemoglobina produce el típico color rosedo de Jos nódulcs fijadores 

de nitrógeno, ausente en los nódulos inducidos por la cepa nodS::'wm 1-20. En 

una simbiosis efectivo esta proteína se expreso en el nódulo, y su función es la 

de formar una barrera ante el oxígeno, asegurando de esta manera la 

creación del microambiente anoeróbico que necesita la nitrogenasa 

bacteriano paro funcionar. Sin embargo, no se descarto lo posibiiidad de 

que la probable falta de expresión de ésta y tal vez de otras proteínas 

implicadas, sea debida a la incapacidad de los fectores Nod no met'lados 

producidos por la cepa nodS::kaml-20 para inducir o provocar :a expresión 

de éstas, mós que una consecuencia de lo senescencia que se lleva o 

cabo en estos nédul'os. Esto pudiera estar ~·ablándonos de uno rcmificación 

en lo vía de tronscucción ce la senal provocado por los factores Ncd, y que 

en el caso de nuestra mutonte ésto cascada se vea interrumpida en algGn 

punto de regulación importante para el adecuado funcionamiento del 

nóculo; háblese de posibilidades, teles como segundos mensajeros (celcio, 

,P3, DAG), proteínas reguladoras Ccinasas, fosfatasas, foctores de 

~ro:lscrioción) o inclusive niveles hormonales. El estudio de esta v!a de 

transc::!ucción provocado por factores Nod en células vegeToles esto 

liomar,do fuertemente :a atención de muchos grupos de investigación, 

our,que la información acumulada actualmente todavía es muy pobre 
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Lamentablemente, lo falto de tiempo impidió que se realizaron tonto un 

análisis histológico (en proceso) como experimentos de reducción de 

acetileno en los nódulos inducidos por lo cepo nodS::kam 1-20 en P. vulgor/s. A 

pesar de esto, los dotosobtenidos en lo cinético de nodulación que se 

realizó, sugieren que en frijol pudiera estar posando algo similar o lo que 

ocurre en Leucaena Como puede observarse en la figura 27, el monitoreo 

comenzó a realizarse o pOítir del sexto día después de la inoct..:lcción, y en 

este tiempo fueron identificados bajo el microscopio nódulos incipientes tanto 

en los plantos inoculadas con la cepa silvestre así como también en :as 

inoculadas con nodS::kcm 1-20. Debido a que no se incluyeron tiempes más 

cortos en el experirr.en~o, no se descarta lo posibilidad de un retraso en !a 

aparición de nódulos en frijol inducidos por la mutante. Sin erT'.bcrgo. está 

ciaro que lo mutante en noo'S- de R. tropiel, presenta una disminución 

marcado en el número y tamaño de [os nódulos inducidos en P. vu/goris, 
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VIII CONCLUSIONES 

-LA CEPA MUTAr\'TE noo'S- EN R. tropici PRODUCE FACTORES Noo No METIL.ADOS, Así Co.'.~o 

UNA ALTER,AClÓ\l GEr','~RAL EN LA PRODUCCiÓN DE ESTOS. 

_l)f\I,A, MLJTA,"~TE noo'S- de R, et/I (pRP17, 1) QUE P.'mJlXE FACTORES ,\100 No J\1E~¡L:o..,CCS, 

PROI/OCA ACEi\1,';S UN EFECTO POLAR SOBRE LA EXPRESiÓN DE LOS GEr\'ES nOQ'u. 

-A PESAR DE SER DISPENSABLE PARA LA NOCULACÓN e:: Leucaena v Phoseolus, L.'; 

EXPRESiÓN Di: nodS ES REQUEi?!CA, D,'RECTA O 1~~C¡RcCT;c!viE¡~TE, p,:',q,A. LA FU,\'CICr~f<.LIDAD v EL 
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