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INTRODUCCION 
Todos los organismos vivos requieren asimilar del medio 

~mbiente compuestos ·nitrogenados para sintetizar sus 
componentes esenciales. En la naturaleza, el nitrógeno se 
encuentra principalmente en estado gaseoso, constituyendo el 
80% de la atmosfera terrestre; solo un numero limitado de 

. ' microorganismos son capaces de disponer del nitrogeno molecular 
y de reducirlo a amonio, un componente esencial del ciclo del 
nitrógeno. Este proceso, denominado fijación de nitrógeno, solo 
puede ser llevado a cabo por organismos procariotes, tanto 
aerobios como anaerobios o facultativos, algunas cianobacterias 
y todas las bacterias fotosinteticas (Scott et al, 1981 ). Su 
participaci6n es de suma impo~tancia en la biosfera ya que son 
las responsables de la constante cana1lzaci6n del nitr6geno a 
compuestos orgánicos nitrogenados. 

La fijaci~n biológica del nitr6geno es llevada a cabo por la 
nitrogenasa, un complejo enzimático que tiene dos componentes; 
el componente I esta formado por dos pares de polipéptidos 
distintos y requiere de molibdeno y hierro para su actividad, y 
el componente II, la nitrogenasa reductasa, que es un dímero 
con un solo tipo de polipeptido ~requiere de hierro para su 
actividad. En el mecanismo de reacción, el componente 11 es 

' reducido y reacciona con ATP, reduce al componente 1 el cual a 
su vez reduce el nitrógeno atmosferico a amonio ( Mortenson y 

Thorneley, 1979). J , 
Las bacterias del genera1 Rhizobium fijan nitrogeno en 

simbiosis con las raices d~ ciertas leguminosas en estructuras 
altamente diferenciadas llamadas nódulos. Esta interacción, 
que requiere de , un reconocimiento entre la bacteria y la 
planta, empieza por la penetración de la bacteria por los pelos 
radiculares hasta la corteza de la raiz, donde pasa a través de 
la pared celular y queda englobada en vesicul~s membranosas 
dentro del citoplasma (Beringer et al, 1979). Este paso es , 
seguido por una marcada proliferacion de las celulas de la 



t 

corteza radicular y por un proceso de diferenciacion de ambos 
simbiontes; el Rhizobium generalmente süfre cambibs 
morfologicos, se hace · mas grande y de forma irregular, a este 
tipo celular se le conoce como bacteroide y es el estado en el 
que. se lleva a cabo la fijación de nitr6geno. En la simbiosis, 
los bacteroides exportan al citoplasma vegetal el amonio 
producido en la reducción del nitrógeno molecular; este 
compuesto es asimilado exclusivamente por la planta, ya que las 
enzimas necesarias para la asimilaci6~ de a~onio estan 
reprimidas en el bacteroide (Robertson et al, 1975). Asimismo 
el bacteroide utiliza el fotosintato transportado de las hojas 

1 hacia la raíz como fuente de carbono para obtener la energ1a 
indispensable para la fijación de nitrógeno. 

ORGANIZACION DE LOS GENES ESTRUCTURALES DE LA NITROGENASA. 
Los genes estructurales de la nitrogenasa fueron 

inicialmente caracterizados en Klebsiella pneumoniae, en este 
organismo el gene qu~ codifica para la nitrogenasa reductasa, 
nifH, y los genes que codifican para los polipeptidos de la 
nitrogenasa, nifD y nifK, forman una unidad unica de 
transcripción (Mac Neil et al, '1978; Merrick et al, 1978; 
Elmerich et al, 1978). Los genes que codifican para la 

• 1 / , 

n1trogenasa estan muy conservados a traves de la evolucion por 
lo que hibridizan con secuencias analogas en una gran variedad 
de organismos fijadores de ~ftrdgeno (Ruvkun y Ausubel, 1980). 

' En los rhizobia de crec!miento rapido, R.meliloti, 
R.leguminosarum y R.trifolii, el estudio de los genes 
estructurales de la nitrogenasa ha revelado que se encuentran 
localizados en plásmidos y que al igual que los genes nifH,Q y 

~ de .K.pneumoniae estan organizados en una sola unidad de 
transcripción ( Ruvkun et al, 1982; Corbin et al, 1982; Ma et 
al, 1982; Scott et al, 1982 y 1983b). 

En los rhizobia de crecimiento lento, R.japonicum, R.cowpea 
y en Parasponia Rhizobium, este ultimo un caso de simbiosis 
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entre un Rhizobium y una no-leguminosa, se encontro que el gene 
nifH esta ·separado de los genes nifD y nifK por un tramo de DNA 
de 15 a 20 Kb, formando así dos unidades distintas de 
transcripción y que además estos genes estan localizados en el 
cromosoma ( Sza 1 ay et a 1, 1984; Scott et a 1, 1983a). 

. I 

En Rhizobium phaseoli, que fija nitrogeno en simbiosis con 
Phaseolus vulgaris, se encontró que el gene nifH esta reiterado 
tres veces. La secuencia nucleotidica de cada reiteracibn 
mostr6 que los genes son identicos. El an,lisis por microscopia 
electr~nica de heteroduplex de faqos recombinantes que llevan 
cada una de las reiteraciones mostró que existe una homología 
de 5 Kb entre las regiones llamadas a y by de 1.3 Kb entre la 

. ' reg1on llamada c y las regiones a y b ( Quinto et al, 1985) 
(ver Fig.1). 

El hecho que la secuencia de los genes nifH sea identica 
I 

hizo pensar que la. identidad se debía a una muy fuerte presion 
de seleccidn para la conservación de esta secuencia en 
particular. Para explorar esta posibilidad y estudiar la 

• I func1on de las reiteraciones de los genes nif J se construyeron 
muta¿iones por insercion de un gene que confiere resistencia a 
Kanamicina dentro del gene nifH. Was mutantes obtenidas en cada 
gene nifH tienen todas un fenotipo Fix+, indistinguible de la 
cepa silvestre, por lo que se deduce que ningun gene nifH es 
indispensable para la fijacion de nitr6geno (Quinto et al, 

. ' 1985) ( ver Fig.J, cepas CFN J 2, CFN2201, CFN2202, CFN2203) . 
. Las hibridizaciones de . ~ipo Southern de plasmidos 

recombinantes que llevan cada una de las reiteraciones con 
I 

detectores heterologos de Parasponia Rhizobium específicos para 
nifD y nifK, mostraron que existen secuencias homologas a estos 
genes en el extremo 3' de los genes nifH de las regiones a y b 
pero no en la región c.(ComunicaciÓn personal de e.Quinto) (ver 
Fig.1). 

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DE LOS GENES ESTRUCTURALES DE LA 
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NITROGENASA. 
La re g u 1 a c i Ó n de 1 a f i j a c i Ó n de n i t r Ó gen o .ha s i do 

principalmente estudiada en Klebsiella pneumoniae (Mac Neil et 
al, 1981, Dixon 1984). En este sistema, la expresi6n de los 
genes nif esta sujeta a un doble .sistema de regulación: la 

I . 

transcripcion de los genes nif esta regulada por los productos 
del operan nifLA, cuya t~anscripci6n, a su vez esta regulada 
por los productos de los genes ntrA{9.l!lf) y ntrB(glnG) que 
responden a la disponibilidad de nitr6geno en el medio. La 
transcripción del operón nifLA solo ocurre en condiciones de 
limitaci6n de compuestos nitrogenados (Dixon et al, 1984). El 
producto del gene nifA, junto con el producto del gene ntrA, 
funciona como activador de todos los operones !!...hf excepto ·e1 
suyo;por otra parte, el producto del gene nifl antagoniza la 
acción del producto de nifA en respuesta a cambios en la 
tensi6n de ox(geno o bien en las pozas intra~elulares de 
compuestos nitrogenados (Buchanan-Wollaston , 1984; Merrick et 
al , 1982). _La expresión del operón nifLA esta regulada por un 

. , ' 
sistema generalizado de regulacion que controla la expresion de 
operones involucrados en la utilización de fuentes alternas de 
nitrógeno como aminoacidos, nitra.tos, etc, llamado sistema !i1r 
(Magasanik, 1982). 

En las bacterias del genero R~i~obium, la regulaci6n de la 
expresión de los genes nif ha sido muy poco estudiada. 

E n l a re g i ó n d e 1 p romo to r/ d e 1 o p e ro n n i f H D y ! d e R . me 1 i 1 o t i 
se encontr¿ una secuencia ~eptamerica consenso muy cerca del 

I . 

inicio de transcripcion, la cual ha sido involucrada en la 
regulación de la expresión mediada por nifA en todos los 
o pe ro n e s n i f d e K . p n e u m o n i a e ~Be y no n et a 1 , 1 9 8 3 ) . E 1 g e n e 
nifH de R.meliloti puede ser activado por el producto del gene 
nifA de K.pneumoniae cuando este es expresado a partir de un 
promotor constitutivo en un plásmido multicopia ( Sundaresan et 
al, 1983). Estos datos sugi~ren la participación en la 
expresión de nifH de R.meliloti de un gene an~logo a nifA. 

.. ., . .. 

..... 
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Asimismo en R.melilot1 y en R.leguminosarum se han aislado 
/ 

mutantes Fix- las cuales mapean en un gene homologo a nif A de 
K.pneumoniae. No seha podido detectar la expresión de los genes 

I 

estructurales de la nitrogenasa en nodulos formados por 
infección con estas cepas. Estas mutantes son conocidas bajo el 

•· . 

no m b re de 11 n i f A - 1 i k e 11 p o r .s u p a re c i do fe no t ( p i c o e o il mu t a n te s 
nifA- en K.pneumoniae (Zimmerman et al, 1983;Szeto et al , 
1984; Downie et al , 1983). 

En R.phaseoli se aislaron mutantes que afectaban tanto la 
1 I 

asimilacion de amonio como la fijacion de nitrogeno por lo que 
se concluye que existe un gene que es comun para sus 
regulaciones ( Morett et al ,en prensa, 1985}. 

ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES DE LA NITROGENASA EN 
R.phaseol i. 

Los datos obtenidos hasta el momento indican que en 
R.phaseoli existen tres copias del gene nifH y dos copias de 
los genes nifD y nifK. Estos genes estan arreglados de la 
manera siguiente: existen una copia de nifH, nifD y .nifK en 
cada una de las regiones a y b; ~n la region c existe una copia 
sola de nifH (ver Fig.1}. 

/ ' El analisis de la secuencia en los extremos 5' de los genes , . 

nifH mostro que la identidad se mantiene por 200 bases hacia 
arriba del codÓn de iniciac / 6n. Tambi~n se encontró' dentro de 
este tramo a la secuencia fOnsenso heptamerica de promotores 
activados por~ en K.p~eumoniae (Beynon et al, 1982; Ow et 
al, 1983). A menos de encontrarse elementos reguladores en el 
extremo 5' fuera de la regiÓn de homología, estos genes no se 
expresarían diferencialmente y estarían regulados de la misma 
manera (ver · Fig.1 }. 

En R h o do R. seudo mona s e a p s u 1 ata s e en e o n t r 6 que e 1 o pe ron n i f H D 
/ 

y~ esta reiterado, el analisis de mutantes en estas 
reiteraciones mostr~ que solo una de estas copias se expresaba 
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l. " , ya que con una sola mutacion en una de las regiones se pod1an 
obtener cepas Fix-. En el an~lisis ·de revertantes Fix+ se 
encontró que la otra copia se estaba expresando, de modo que se 
concluy~ que solo una de las copias era funcional en 

' condiciones normales (Scolnick&Haselkorn, 1984). 
, 

Para estudiar la organizacion transcripcional de las 
regiones nif decidimos construir mutaciones en los genes nifH y 
nifD en diferentes regiones. Los fenotipos de las distintas 
mutantes nos permitirían definir si en las regiones a y b los 
genes nifH,Q y 1 forman operones o si existen promotores 
segundarlos entre los genes nifH y nifD como se ha observado en 
otros sistemas. 

La reiteracion de las regiones nif forma un sistema 
autocomplementado ya que genes mutados de una regiÓn serian 
complementados por la copia silvestre en la otra. Debido a 

; esto, no. se puede proceder a una mutagenesis a azar para aislar 
mutantes en los genes nif. El enfoque que seguimos fue hacer 
una mutagenesis dirigida In vitro de uno de los genes nifD 
para posteriormente reintroducir el fragmento mutado en 
~phaseoli. 

.¡ 
/ 

.! 
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CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS. 
Las cepas bacterianas y plásmidos utilizados y construidos 

en este trabajo e·stan descritas en la tabla 1. 

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 
El medio de cultivo rico utilizado para crecer R. phaseoli 

fue py (peptona de caseína 0.5%, extracto de levadura o.3% y 
CaC12 7mM)(Noel et al 1984). El medio rico utilizadd para 
crecer E.coli fue LB (pept6na de caseina 1.0%, extracto de 
levadura 0.5% y NaCl 1.0%). Para solidificar los medios se 
empleo agar al 1.5%. Cuando se requiri6, se utilizaron los . 
siguientes antibióticos para R. phaseoli : Espectinomicina(Sp) 
2 O O u g / m 1 , Ka na m i c i na ( Km ) 6 O u g / m 1 , Tetra c i c 1 i na ( T c ) 2 -. 5 u g / m 1 y 
Acido nalidixico (Nal) 10ug/ml y para E. coli : Kanamicina (Km) 
30ug/ml, Espectinomicina (Sp) 100ug/ml, Ampicilina (Ap) 
50ug/ml, Tetraciclina (Te) 10 ug/ml, Cloranfenicol · (Cm) 
30ug/ml. La temperatura de crecimiento para R. phaseoli fue de 
30"C y para E. coli 37"C. Los cultivos en medio liquido fueron 
agitados a 200rpm durante 24h, los cultivos en medio .solido se 
incubaron hasta obtener colonias aisladas (16 .hrs para E.coli y 
tres di as para R.phaseol i). . 

Las conjugaciones bacterianas se realizarón s~bre PY solido, 
en una relación de donadoras/ receptoras de 1 a 10. Después de 
16h, las bacterias fueron resuspendidas en 1ml de solucioñ de 
MgS0410mM y plateadas sobre el medio selectivo. 

EXTRACCION bE DNA TOTAL DE CEPAS DE Rhizobium phaseoli. 
Se crecen las celulas en 10 mi de medio PA hasta 

saturación. Se centrifugan 10' a 7K a 4"C. Se lavan en 
Tris-EDTA (TE) pH8(50:20). Se centrifugan 10' a 7K a 4JIC. · Se 
resuspenden en: 1.7ml TE pH8,0.1ml

1
pronasa 10mg/ml en TE,0.2ml 

S D S 1 O% . Se i ne u b a n 1 h r . a 3 7 11 e . Se pasa e 1 1 i s ad o tres veces 
por jeringa con aguja verde. Se extrajo dos veces con fenal 
cloroformo isoamilico (FCI) y una 1 vez con clorof.ormo isoamilico 
(CI). Se precipita con Etanol (1/25 vals. NaC15M+ 2 1/2vols. 
Etanol) a -20"C por 2hrs. Se centrifuga 15' a 4"C a 7K. Se 
resuspende en 0.5ml de TE pH8/ 10:1 ). Se incuba con RNAsa 
0.2mg/ml por 1 hr a 37"C. Se 'extrae dos veces con FCI y una vez 
con CI. Se precipitan con Etanol. Se lava el ·precipitado con 
Etanol al 70% tres veces. S~ evapora el Etanol y se resusp~nde 
1 a p as t i l 1 a en O . 2m1 ; de T E/1 O : 1 • 

PURIFICACION DE DNA DE BACTEROIDE. 
La extraccidn de DNA d ~ bacteroide se lleva acabo del mismo 

modo que para bacterias trecidas en vida libre. El metodo de 
obten~i6n de bacteroides a partir de n6dulo.s maduros es el 
siguiente: Se muelen 10 g ' de nodulos con hielo seco en un 

· mo~tero. Se resuspende. en 15ml de buffer A: ·manitol 0.5M, Tris 
pH7.5 50mM, Succinato de Sodio 20mM, B-mercaptoetanol 0.1%. Se 
h o m o gen e i za y se f i l t r a- por g a s a , c o l e c ta e l f i t r ad o . Se 
centrifuga a 1.5K a 4"C, y recentrifuga el sobrenadante a 9K a 
4"C por 5' para bajar bacteroides. Se resuspende en 15ml de 

.- 'l 
: 1 
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medio de protoplastos: Tris pH8 15mM, Sacarosa 0.45M, EDTA 8mM. 
Se incuba en hielo 5' y centrifuga 5' a 10K. Se procede con la 
lisis como para bacterias. 

PURIFICACION · DE DNA DE PLASMIDOS RECOMBINANTES. , 
Los plasmidos recombinantes fueron purificados segun el 

metodo de Birnboim y Doly tBirboim & Doly, 1979}. 
Las condiciones de digestion fueron como las reportadas por 
Quinto et a 1 ( 1982) • 

TRANSFORMACION DE E.coli. 
Se crecio la cepa hasta una densidad de 0.6 DO 650nm en 50 

ml. de medio Luria. Se cosecharon las celulas centrifugando a 
8K,5' a 5"C en JA-20. Se lavaron en NaCl 10 mM y 
recentrifugaron. Se resuspendieron. en 50 ml. de buffer de 
transformaci6n y incubaron 20' en hielo. Se concentran l·as 
e e 1 u 1 a s c en t r i f u g a n do. 1 O .. a 6 K a 5 11 C y re s u s pe n d i e n d o e n 1 m 1 • 
de buffer de transformacion. Se mezclan 200 ul de celulas 
competentes con 100 ul de buffer de transformación conteniendo 
0.5 ug de DNA. Se incuban 10' ~n hielo y dan un choque de calor 
de 1' él 42"C. Se dejan expresando 1 hr. a 37 11 C en 3ml de Luria. 
Platear 0.2ml por caja. BUFFER DE TRANSFORMACION : 75mM CaC12, 
5mM Tris-HCl pH 7.4, 5mM MgC12. 

CONDICIONES DE HIBRIDIZACION. ~ , 
Para los experimentos de hibridizacion de acidos nucleicos, 

5e transfiri6 el DNA del gel a membranas de nitrocelulosa de 
manera similar a lo reportado por Southern (Southern, 1975). 
Las hibridizaciones con detectores homologbs fueron efectuad~s 
en condiciones de alta estringencia ionica · a 65 11 C. Los 
plasmidos utilizados como detectores, fueron previamente 
marcados con 32P por el procedimiento de 11 nick translation 11 

(Rigby et al, 1977). 
.! 

DETERMINACION DE LA FIJACIÓN DE NITROGENO Y DE LA NODULACION. 
P a r a todos 1 o s en s a y os de no d u l •a c i ó n con R . p ha se o 1 i , se 

utilizaron semillas de frijol del cultivar N~gro jamapa. Las 
semillas fueron esterilizadas superficialmente con hipoclorito 
de sodio al 2.0%, se pregermi~aron por espacio de tres dias en· 
la oscuridad a 30 11 C en de mat't-aces Erle.nmeyer de 250ml, 
conteniendo 100ml de solución salina libre de nitrógeno (Wacek 
y Bril,1976) solidificada eón agar al 0.8%. Una vez germinadas 

· las plantas, se inocularon éon O.Sml de un cultivo bacteriano 
saturado. 

la actividad enzimatica de la nitrogenasa fue determinada en 
los n6dulos adheridos a las raíces de las plantas. Dieciocho 
dias despues de haber germinado, las raíces se cortaron y se 
introdujeron en frascos de 10ml con tapan de hule hermetice, a 
dichos frascos se l~s iny~ctaron 0.5ml de acetileno y se dej6 
correr la_, reaccion por 1h, y la produccion de e·ti lena se 
determino por cromatografía de gases. 

MUTAGENESIS DIRIGIDA DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE R.phaseoli. 
La mutagenesis dirigida de las regiones nif se hizo a través 

. .. .,,. 
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de 1 a c o n s t r u c c i Ó n de u n a i n s e r c i ó n q u e e o n f i ere re s i .s ten e i a · a 
Espectinomicina en el extremo 3' del gene .nif!!. de la region b. 
El plasmido pCQ12 es un derivado del vector pBR328 que tiene 
clonada la region nif ben el sitio EcoR1 (Quinto et al, 1983). 
La mutación fue construida clonando en el- sitio Hindlll en el · 
extremo 3' del gene nifH un fragmento HindIII del plasmido 
pGV764 que confiere resistencia a Espectinomicina (Leemans et 
al). La region 11.iJ b mutad .a fue posteriormente subclonada en el 
plasmido pSUP205, un derivado del plasmido pBR325 que lleva la 
region mob del plasmido RP4 y un sitio cos clonado en el sitio 
Sal1( Simon ·et al,1983),para poder ser movilizada a R.phaseoli. 
Para este fin se utiliza al plasmido pRk2013 , un replic6n 
ColE1 que lleva la region Tra del RP4, como ayudador en la 
conjugación ( Guiney et al, 1979). El pSUP205, por tener un 
origen de replicación proveniente del plasmido ColE1, no es 
estable en las Rhizobiaceas por lo que las transconjugantes que 
llevan la resistencia a Espectinomicina son recombinantes del 
vector intermediario y la región silvestre. Las clonas que 
llevan solo el marcador de la mutación y no las del vector son 
dobles recombinantes que intercambiaron la región silvestre por 
la region mutada. 

.! 
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RESULTADOS: 

I. CONSTRUCCION DEL VEHICULO INTERMEDIARIO DE MUTAGENESIS 
pLS121. 

El objetivo de este trabajo es obtener cepas que llevaran 
mutaciones en las distintas regiones nif a fin de llevar a caqo 
un an~lisis de la organización estructural de las 
reiterationes. Para esto se uso un enfoque d~ mutaq~nesis 
dirigida para construir las cepas necesarias para este 
análisis. 

En el laboratorio se habían construÍdo previamente cepas. que 
llevaban inserciones de un gene de resistencia a kanamicina en 
cada uno de los genes nifH. Las mutaciones fueron construídas 
sobre las regiones nif a y b clonadas en los plásmidos pC015 y 
pCQ23 respectivamente. Las region~s mutadas fueron subclonadas 
en un vehículo movilizable derivado del pBR325, el pSUP205, 
dando origen a los vectores de mutagénesis pJL115 y pJL123 los 
cuales fueron posteriormente movilizados a la cepa CE3 (ver 
tablas 1 y 2) para obtener mutaciqnes sencillas en los genes 
nif (Quinto et al, 1985). 

Debido a la muy alta homología ' entre las regiones oJ_f a y b 
se pudieron obtener cepas que llevaran inserciones en nifHa o 
en nifHb usando al plásmido i(jL115. Con el plásmido pJL123 solo 
se obtuvieron recombinant~s . con la reqibn c (ver Fiq.3). 

/ / 

La cepa que lleva la inS-ercion en nifHb (CFN2202) no lleva 
la region b origi~al completa, ya que las secuencias que 
flanquean la insercion en la reqiÓn nifHa deben haber 
substituído parte de la secuencia original de la región nifHb 
(Quinto et al, 1985). En el caso de buscarse una mutación 
sencilla esto no es importante pero cuando se pretende hacer un 
estudio dé complementación entre dos regiones distintas mutadas 
la heterogeneidad a nivel de secuencia puede tener 



. 
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consecuencias importantes. 
Ya que se contaban con cepas que llevaban sus regiones 

. , 
originales mutadas ( CFN2201,nifHa-; CFN2203,nifHc-) se escogio 
a la región b para construir la mutación de modo a tener el 

' mayor numero de mutaciones en sus regiones originales. 
Las mutaciones que se construyeron en nifH fueron obtenidas 

por la insercion con técnicas de ingeniería genética de un 
fragmento BamH1 que lleva el gene de resistencia a kanamicina 
de Tn5 en el sitio BglII localizado en el gene nifH en la 
regi6n a, y en la regi6n b por la sübstituci6n de un f~agmento 

BglII que cubre del extremo 5' hasta el sitio interno 
localizado dentro de nifHc. Este marcador permite una selección 
muy sencilla de las cepas que llevan cualquiera de estas 
mutaciones. 

En este trabajo el objetivo era obtener cepas dobles 
mutantes en las regiones nif. Para esto es preciso tener dos 
marcadores distintos para poder seguir las mutaciones, en este , 
caso se decidio usar un fragmento proveniente del plasmido 
pGV764 que lleva un determinante de resistencia a 
espectinomicina para construir la mutación (Leemans et al) (ver 

I 

tabla 2 y Fig.2). Este plasmido ~~ un derivado del pBR325 que 
lleva un fragmento Bamh1 de plismido R702 insertado en el sitio 
BamH1 del gene de resistencia a tetraciclina, este fragmento 
contiene los genes de resistencia a 
e s pe c t i n o m i c i n a /e s t re p to m i c i~· a y a s u 1 f a m i d a . e u a n do e s te 
pldsmido es cortado con la .enzima de restriccidn HindIII se 

' 
obtienen dos fragmentos, uno correspondiente al vector pBR325 
mas un pedazo del inserto y otro que lleva la resistencia a 
espectinomicina. 

I I 
Los e~perimentos de hibridizacion tipo Southern de la region 

b con el detector heterologo de Parasponia Rhizobium espec[f icÓ 
para nifD mostraron que la zona de homología se encuentra en un 
trecho de 2Kb localizado i~mediatamente despu~s del extremo 3' 
del gene nifH {Carmen Quinto, no publicado) (ver Fig.1). La 
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comparacion de las secuencias de aminoacidos de la subunudad 
alfa de la nitrogenasa, ~odificada por el gene . nifD~ de 

. -

-~~ .... .. 

Anabaena, R.japonicum, K.pneumoniae y Clostridium Qasteurianum 
mostró que tanto el tamaño como la secuencia en s( de las 
distintas subunidades estaba muy conservada a través de la 
evolución (Kaluza & Hennecke,1984; Lammers & Haselkorn, 1983). 
Escogimos el sitio HindIIi' localizado a 0.5Kb del extremo 3'del 
gene nifH, dentro de la zona de homología con nifD para 
construir la mutación (ver Fig.1). Por analogía, suponemos que 
nifD en R.phaseoli debe tener un tamaño cercano a los 1.5Kb 
encontrados en Anabaena y en R.iaponicum, por lo tanto uns 
inserción en el sitio de HindIII de la zona de homología con 
nifD debiera encontrarse dentro del gene o muy cerca de . su 
extremo. 

A) Construcción de la mutación. 

' El plasmido pCQ12 es un derivado del pBR329 el cual lleva un 
fragmento de la región b. En este plásmido hay tres sitios de 
reconocimiento para la enzima HindIII, dos de ellos localizados 
en el inserto y uno en el vector .1 (Quinto et al, 1983).( ver 
Fig.2). 

Para insertar el fragmento Spr en el sitio HindIII 
localizado en el extremo 3' del gene !lif.l:i, se digirió 
parcialmente al plásmido pCQ'1 2 con HindIII de modo a obtener 
moleculas del plismido cortadas en uno solo de los sitios. El , 

plásmido pGV764 fue cortad-0 totalmente con Hindlll. Los 
plásmidos digeridos fueron ligados por 16Hrs. a 14 11 C en una 
relación 5:1 de pasagero-vector y a una ·concentraci6n final de 
DNA en la reacción de 20ug/ml (ver Fig.2). 

La mezcla de reaccidn . de ligasa fue usada para transformar a 
la cepa de E.coli HB101, seleccionanado las clonas que tuvieran 
los marcadores siguientes:Tc r, Sp r, Ap r, Cm s. Estos son los 
marcadores de un pl~smido recombinante de~ivado del pCQ12 que 

), 
. ·i 

~~. ·: .. ~~.i J,' 



lleve ahora el determinante de resistencia a espectinomicina. 
Se purificaron las cepas y se volvieron a checar los 

/ 
marcadores, se examinaron los patrones de restriccion de los 
plasmidos que conten(an las clonas seleccionadas. El fragmento 
Hindlll que confiere resistencia a espectinomicina tiene un 
sitio interno de reconocimiento de la enzima de restriccion 
BamH1, se usó este sitio para determinar la orientación y el 
sitio de inserción del fragmento en el plasmido pCQ12. 

Entre las clonas aisladas, se encontraron plasmidos que 
llevaban el fragmento inserta-Oo en el sitio de Hindlll en el 
gene de resistencia a Te en el vector; normalmente una 

,, 
insercion en este sitio debe dar un fenotipo Te s, pero en este 
caso tenían un fenotipo Te r porque el fraqmento no produce 
inserciones polares en una de sus .orientaciones. Debido a esto 
se tomaron solo las clonas que tuvieran el fragmento insertado , , 
en la orientacion inversa al sentido de la transcripcion de 
nifH. El 16% de las clonas estudiadas tenían el fragmento en la 
orientacion y el sitio correcto~. 

B) Subclonacion de la mutacion en el vector pSUP205 . 

.! 

Ya que no existe un sistema de transformacion eficiente en 
' R.phaseoli e~ necesario subclonar el fragmento mutado a un 

plasmido que pueda ser movilizado o conjugado para 'poder 
reintroducirlo a su fondo geefetico original. El plasmido que se 
uso como vector es el pSUP~05 (ver tabla 1 y Fig.2). 

El plasmido que llevaba ~ la mutacion y el pSUP205 fueron 
digeridos con EcoR1, posteriormente se ligaron en las mismas 
condiciones que las anteriores. La cepa de E.coli HB101 fue , 

• I usada nuevamente como receptora de la transformac1on. Los 
marcadores que se seleccionaron fueron Te r, Sp r, Ap s, C~ s 
que corresponden al pSUP205 con el fragmento mutado clonado en 
el sitio de EcoR1 del gene de resistencia a cloramfenicol (ver 
Fig.2). 
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Solo el 1% de las clonas Sp r.Tc r era Ap s y Cm s. el resto 
eran Ap ·r.Cm s lo que corresponde al fragmento recl-onado en el 
vector original. 

Se examinó el patron de restricción de las clonas Te r.Sp 
r.Ap s,Cm s con la enzima EcoR1 y se observaron dos fragmentos: 

' 
uno de 7.9 Kb correspondiente al pSUP205 y otro de 6.7 
correspondiente al fragmento mutado. 

A este plasmido se le denominó pLS121. 

11. CONSTRUCCION DE LAS MUTANTES. 

La mutación fue introducida a R.Rhaseoli por movilizació'n 
del vector intermediario pLS121. Se utilizi al plasmido pRK2013 

, como ayudador en cruzas triparentales. Este plasmido es un 
derivado del p·lasmido ColE1 que lleva el operen Tra del 
replican RP4, el pRK2013 moviliza a todos los elementos 

" geneticos que lleven el sitio de origen de la conjugacion del 
" RP4, el sitio mob, por complementacion en trans de las 

funciones ·de conjugacion. El pRK2013 es incompatible con todos 
" los derivados del pBR al tener un .Prigen de replicacion comun 

proveniente del ColE1 ( Guiney et al ,1979). Si la cepa huesped 
es Rec-, los plasmidos se transferiran independientemente el 
uno del otro, no como cointegrados. 

Estos orígenes de replica~{ on no son funcionales en 
R.phaseoli, las transconjug9ntes adquieren los marcadores del 

' vector intermediario porque~ este recombina con regiones 
homologas en el genoma de la receptora. Asimismo, es posible 
obtener transc:J)njugantes en las cuales ocurre un fenomeno de 
doble recombinación entre la región silvestre y la regi~n 
mutada, quedando la mutación construida insertada en su sitio 
en el genoma. 

En este trabajo utilizamos a las cepas CE3 (silvestre), 
CFN2201, CFN2202 y CFN22,03 (nifHa-, NifHb- y nifHc-
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respectivamente) como receptoras en las cruzas. La cepa CE3 fue 
usada para construir cepas que llevaran inserciones sencillas 
en los genes nifD tanto en la región a como en la región b. Las 
cepas mutadas en nifH fueron usadas para construir cepas que 
llevaran mutaciones en dos regiones a la vez. 

Las transconjugantes fueron seleccionadas en medio PY con 
Nal,Sp y Kan cuando era necesario. El ácido nalidixico fue 
empleado para contraseleccionar a las cepas donadora y 
ayudadora. La frecuencia de aparici6n de transconjugantes Sp-r 
fue del orden de 10-4 transconjugantes por receptora. Se 
verificaron los marcadores de resistencia a Te de las 
transconjugantes Nal-r,Sp-r. El 3% de las transconjugantes no · 
llevaban marcadores del pSUP205. 

El genotipo de las cepas mutantes fue verificado en 
experimentos de hibridizacion de tipo Southern usando 
detectores específicos del gene nifH. 

Se purificd DNA total de cada una de las clonas, 
posteriormente se digirienron con enzimas de restricción y se 
corrienron en electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer 
Tris~boratos 1X. El DNA fue transferi~o a membranas de 
nitrocelulosa por capilaridad y f ~ jado con calor. Los filtros 
fueron hibridizados con el detector marcado a alta actividad 
específica por el procedimiento de "nick translation". En la 
parte A de la figura 3 se observan en los carriles 1,2,3 y 4 
los perfiles de hibridizaciór/ en EcoR1 de las cepas CE 3 / , 
CFN2201, CFN2202 y CFN2203 respectivamente con un detector que 

I 

incluye del extremo 3' del ~gene nifH hasta el extremo 5' del 
inserto en el pCQ15. En la cepa silvestre se observan una banda 
de 4.1 Kb y un doblete de 4.9 y 4. i Kb que corresponden a nif b 
a y c ~espectivamente. En la cepa CFN2201 la banda de 4.9 Kb 
fue substituída por una banda de 7 Kb debida a la insercion del 
cas·sette Kan en nifHa. En la cepa CFN2202 se observa e·n lugar de 
la banda de 4.1 Kb, una banda de _6.2 Kb por el mismo tipo de 
fenómeno pero en RifHb. En la cepa CFN2203 la banda de 4.7 Kb 

. ' .,,.. 
... :, ~·~· '··~ 
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, 
da origen a una banda de 5.5 Kb producto de la delecion 
substitucion del fragmento interno Bglll por el cassette en 
nifHc. En el carril 5 se observan tres bandas de 7.5, ·4.7 y ·4.1 
Kb. este . patron corresporide al esperado en mutantes en el sitio 

/ 

H i n d 1 1 1 . de 1 a re g_ i o n n i f a por 1 a i ns e r c i o n de 1 ca s set te S p • En 
el carril 5 se observan dos bandas, una de 4.7 Kb y una mucho 

/ . 
mas intensa de alrededor de 7 Kb las cuales corresponden al 
patron esperado en mutantes en nifHa por la inserción del 

I 
cassette Kan como en el sitio Hindlll de la region !li.f b por el 
cassette Sp ya que las dos regiones mutadas deben tener 7 y 6.7 
Kb respecti~amente de p~so molecular. 

En la parte B de la figura 3 se observan en los carriles 1 y 
/ 

2 los perfiles de hibridizacion con EcoR1 de las cepas CFN2202 
y CFN2203 usando el mismo detector que en el anterior~ En la 
cepa CFN2202 se observan tres bandas de 6.2, 4.7 y 4.5 Kb 
correspondientes a las regiones !!.l.f a y c silvestres y a la 

/ I 

region b mutada por la insercion del cassette Kan. En la cepa 
CFN2203 se observan tres bandas de 5.5, 4.7 y 4.1 Kb 
correspondientes a las regiones nif a y b silvestres y a la 

/ / 

region c mutada por la delecion ~ubstitucion del cassette Kan 
entre los sitios Bglll i~ternos. En el carril 3 se observan 

1 / 

tres bandas de 7.3, 6.2 y 4.5 Kb correspondientes al patron 
/ 

esperado en una mutante que lleve la insercion del cassette Kan 
en el gene nifH de la regi~~! b y la inserción del cassette Sp 
en el sitio HindIII de la . región a. En el carril 4 se observan 

' / 

tres bandas de 7.3, 5.5 y A.1 Kb qu~ corresponden al patron 
esperado en una cepa mutada en el gene nifH de la región c por 
la deleciÓn substitución del cassette Kan y mutada en la regi~n 
a por la inserci6n en el sitio HindIII del cassette Sp. En el 
carril 5 se observan tres bandas de 6.7, 5.5 y 4.7 Kb que , , 
c o re s p o ri d·e n a 1 p a t ro n d e u n a c e p a mu ta d a e n 1 a re g i o n c p o r l a 
. / , 
delecion substitucion del cassette Kan y en el sitio HindIII de 

/ . . / la regían b por la 1nserc1on del cassette ·Sp. 

,-., ... 



' Se seleccionó una clona de cada tipo y se les denomino de la 
manera siguiente: 

CFN2204 
CFN2205 
CFN2206 
CFN2207 
CFN2208 

nifDa: :Sp 
nifHb: :Km, nifDa: :Sp 

· n i f Ha : : Km , n i f D b : : S p 
ni f He : : Km, ni f Da : : Sp 
nifHc::Km, ~b::Sp 

III. FENOTIPO SIMBIOTICO DE LAS MUTANTES. 

Se inocularon raíces de Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa 
con las cepas mutantes para d~terminar sus fenotipos de 
nodulacion (Nod) y de fijacidn de nitrdgeno (Fix). 

Las plantas de frijol fueron inoculadas a los tres dias de 
haber germinado. A los 14 y 17 dias de haber sido inoculadas se 
cortaron las ralees y se determinó la actividad de fijación de 
nitrógeno por el ensayo de reducción de acetileno. 

. I I 

Todas las cepas produjeron un numero de nodulos por planta 
muy similar. Esto indica que las ~utaciones en los genes 
estructurales .de la nitrogenasa no afectan el proceso de 
infeccción de la planta por las bacterias (ver Fig.3) 

Las cepas CFN2204,CFN2207 y CFN2208 tuvieron un fenotipo 
Fix+, comparable a la cepa ~Ílvestre. Las cepas CFN2205 y 
CFN2206 tuvieron un fenotipo Fix-, además los nódulos 

. . 
producidos por estas plantas eran de color blanco, lo cual es 
un marcador característico del fenotipo Fix- (ver Fig.3). 

/ . I 

Se G:heco que las bacterias contenidas en los nodulos hayan 
mantenido los marcadores de resistencia de la clona del 

/ . 
inoculo. Se extrajeron los bacteroides de tres nodulos de cada 
tres plantas inoculadas cbn la misma cepa. El 100% de las 
colo~ias probadas ( 100 de cada tipb ) mantuvieron los 

/ 

marcadores del inoculo. 



Se checaron también los patrones de hibridizaciÓn de los 
bacteroides extraidos de n6dulos en experimenttos de tipo 
Southern usando el mismo detector que para caracterizar las 
cepas y se observó que los bacteroides conservaban el mismo 

I I 

patron que las bacterias del inoculo ( figura 3, parte e ) . 

.! 
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DISCUSION: 

, 
En este trabajo se describe la construccion de cepas de 

R.phaseoli que llevan mutaciones en ·1as genes estructurales de 
1 a n i t r o g e n a s a d e 1 a s d i s t i n t a s r e g i o n e .s n i f . E 1 a n á 1 i s i s d e 
los fenotipos simbióticos de las mutantes permite estudiar los 
distintos arreglos transcripcionales de los genes de la 
nitrogenasa. 

Los experimentos de hibridizacidn de tipo Southern de las 
regiones !!lf contra detectores heterologos de Parasponia 
R h i z o b i u m e s pe c í f i c o s p a r a n i f D y n i f K m o s t r a J?J? n q u e s o 1 o e n 

'. ;.., 

1 a s re g i o ne s a y b ex i s ten se cu en c i as h o m o 1 o g a~.§' . . a n i f D y n i f K ( 
e . Q u i n to , n o p u b 1 i c a d o ) . Po r 1 o t a n t o 'e n R . p h a ; ~EJJ_ 1 o s g e ne s 
estructurales de la nitrogenasa estarían agrupad Qs en las 
regiones a y b. 

·-.-·?1 - ·' 

Las cepa s e F N 2 2 O 4 , e F N 2 2 o 7 y e F N 2 2 o 8 t i en e n"·_>.'ffn fe no t i p o F i x +. 
La característica comun de estas cepas es que tienen una 
insercion en la regiÓn homóloga a nifD de una de las regiones a 
o b, manteniendose la otra libre de mutaciones. Del fenotipo 
Fix+ de estas cepas se deduce que ninguno de los genes nifD es 

/ , 
indispensable para la fijacion de nitrogeno. 

I 

Las cepas CFN2207 y CFN2208, ademas de las inserciones en la 
región homóloga a nifD, tienen una inserción en el gene nifH de 
la región c (C. Quinto et al, 1985), esto no afecta el fenotipo 
simbiótico de manera alguna, por lo menos dentro de los limites 
de sensibilidad del ensayo de reducción de acetileno. 

Las cepas CFN2205 y CFN2207 tienen un fenotipo Fix-. En 
estas cepas las inserciones mapean en las regiones nif a y b. - ~ 

Eri la cepa CFN2206, la región a esta interrumpida en el gene 
/ 

~ifH por la insercion de un fragmento que confiere resistencia 
a kanamicina y la regían b por un fragmento que confiere · 
resistencia a espectinomicina insertado en la zona de homología 
a nifD. En la cepa CFN2205 las mutaciones estan i.nvertidas, la 

1 / I 

insercion en nifH esta en la regían b y la insercion en la 



region homologa a nifD esta en la region a. En caso de existir 
/ 

diferencias a nivel de secuencia importantes entre la region a 
y b que determinaran arreglos transcripcionales distintos en 

/ / 

los genes de la region a y los genes de la region b las cepas 
CFN2205 y CFN2206 pudieran ser identicas mas no equivalentes 
ya que los vectores de mutagenesis recombinaron en la cepa 
CFN2205 con sus regiones homologas no originales ( i .e. la 
region a con la region by vice versa). 

En estas cepas no se observa complementacion de la inserción 
/ / . / 

en nifH por la region que lleva la insercion en la reg1on 
homologa a ~; esto indica que el fenotipo Fix- es debido a 
la carencia de producto de los genes nifD debido en un caso a 
la inserción en el gene nifD y en el ot r o a la polaridad de la 

, / 

insercion en nifH sobre la expresion de Q.J..f.Q.. 
Por esto concluimos que en las regiones a y b _los genes nifH 

,1 

y nifD forman una unidad de transcripcion. 
En R.phaseoli los genes estructurales de la ni trogenasa 

conservan el arreglo transcripcional que se ha encontrado en 
todos los Rhizobia de crecimiento rapido. 

En e 1 1 a b o r a to ri o s e h a d e m o s t r a d o q u e 1 o s p 1 a smi ·d o s d e 
R.phaseoli contienen secuencias reiteradas ( M.Flores, no 
publicado). Usando clonas que llevan fragmentos de plasmido 
clonados al azar como detectores en experimentos de 

/ 

hibridizacion de tipo Southern de digestiones de genoma total 
, 

de cepas de R.phaseoli se demostro que algunas estaban , 
reiteradas en el genoma. Se calculo que aproximadamente el 15% 
de las clonas tomadas de cada ; plasmido estaban reiteradas. El 
fenot{po simbi6tico de las cepas CFN2207 y CFN2208 indica que 
ninguna de las reiteraciones es indispensable para la f ijacion 
de nitrogeno y aparentemente ( considerando la incertidumbre 

, 
del ensayo de reduccion de acetileno empleado para la 

/ 

determinacion de la actividad de nitrogenasa) una sola de las 
/ 

regiones es suficiente para llevar a cabo la fijacion de 
nitrógeno. Por consecuencia parecerfa que la reiteración de las 



regiones Jl.i_f es producida no por el requerimiento masivo del 
producto de los genes siho que responde a un fenómeno general 

/ 

de reiteracion que involucra a secuencias contenidas en 
plasmidos en ~phaseoli. 
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TABLA 1 

Tabla de cepas utilizadas y construidas en este trabajo. 

recA,hsdR,hsdM,pro,leu,StrA 
Endol,thi,lacY 

Silvestre 
Derivada StrR de la cepa CFN42 
CE 3 , ni f Ha : : Km 
CE 3 , n i f H b : : Km 
e E 3 , ni f H c : : Km 
CE3,nifDa::Sp 
e FN2202 'riifj2a: : Sp 
CFN2201,nifDb: :Sp 
CFN2203,nifDa: :Sp 
CFN2203,nifDb: :Sp 

Boyer et al 1969 

Quinto et a 1 1982 
Noel et a 1 1984 

Quinto et a 1 1985 
11 11 

11 11 

Este trabajo 
11 11 

11 11 

11 11 

11 11 



TABLA II 

Tabla de plasmidos utilizados y construidos en este trabajo 

pCQ12 Derivado de pBR329 con el inserto EcoR1 Quinto et al 1982 
de la region nif b. 

pSUP205 Costrasmido derivado de pBR325 Simon et al 1983 
con la region mob de RP4 

pRK2013 Derivado de ColE1 con el operan Guiney et al 1979 
Tra de RP4 

pGV764 Derivado de pBR325 coñ un fragmento Leemans, no publicado 
BamH1 del plasmido R702 que confiere 
resistencia a Sp/Sm y a Su 

pLS121 Derivado del pSUP205 que lleva la region Este trabajo 
nif b mutada en la zona de homologia 
C0ñ nifD 

~ ¡ 



FIGURA 1: MAPA DE RESTRICCION DE LAS REGIONES nif. Las lineas 
punteadas denotan los limites de homologia entrelas regiones. 

~ gene nifH. C=:J zona de homologia con nifD. LmITil zona de operacion 
y promotor. B, BamH1. E, EcoR1. S, Sall. G, BglII. H, HindIII. 
P, Pstl. X, Xhol. (Tomada de Quinto et al, 1985 ). 

FIGURA 2: CONSTRUCCION DEL VECTOR INTERMEDIARIO pLS121 

FIGURA 3: PATRONES DE HIBRIDIZACION DE LAS MUTANTES. 
Hibridizaciones de DNA total de las mutantes digerido con EcoR1 
usando el plasmido que lleva el 1 aA. y 3a..a.. fragmentos de Sal I de 
pCQ15. A ( vida libre ) 1- CE3. 2-CFN2201. 3-CFN2202. 
4-CFN2203. 5-CFN2204. 6-CFN2205. , B (vida libre) y C 
(bacteroides) 1-CFN2202. 2-CFN2203. 3-CFN2206. 4-CFN2207. 
5-CFN2208. 

FIGURA 4: GENOTIPOS Y FENOTIPOS SIMBIOTICOS DE LAS MUTANTES 
UTILIZADAS CONSTRUIDAS. 
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Construcción de una mutación en nif D 
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Bg 

~H 
pCQl2 
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Ap 

Sp 

. Ap 

Sp 

9Kb 

H parcial 

11 .6 Kb 
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14.6Kb 

Te 

Ap 
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Cm 

pGV 764 

8.9Kb Sp 
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Su 
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pSUP205 H 
7.9Kb Te B 

E = Eco RI 

H = Hind 111 
Be;¡= Bc;¡I 11 

B = Bam HI 
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CEPA GENOTIPO FENOTIPO Referencias 

Nod Flx 

CFN 42 + + Noel et al 1984 

CFN 2201 + + Quinto ruiJ 1985 

CFN 2202 + + 11 

CFN 2203 + + 11 

CFN 2204 + + Este trabajo 

CFN 2205 
~;;¡¡¡. rsz 11 1 

T 

• 
e;;¿::;:;,..' 

CFN 2206 11 

+ 

.................. 

CFN 2207 + + 11 

CFN 2208 + + 11 

- KmR 
e:= SpR 
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