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INTROBUCCION

Todos los organiemos vivos requieren asimilar del medio ambiente
compuestos nitrogenados para sintetizar sus componentes esencia-
les . En la naturaleza, el nitroégeno se encuentra principalmente
en estadeo gaseoso, constituyendo el 80% de la atmésfera terres-
tre; sd6lo un ntmero liﬁitado de microorganismos soﬁ capaces de
disponer del nitrégeno molecular y de reducirlo a amonioc, un com-
ponente esencial del ciclo del nitrégeno. Este proceso, denomi-
nado fijacién de nitrégeno, solo puede ser llevado a cabo por or-
ganismos procariotes, tanto aerobios como anaercbios o facultati-
vos, algunas cianobacterias y todas las bacterias fotosinteéticas.
Sﬁ participacison es de suma importancia en la biosfera ya que son
las responsables de la constante canalizacién del nitrégeno, a
compuestos organicos nitrogenados. '

La fijacién bioldgica del nitrégeno es llevada a cabo por el com=-
plejo enzimatico nitrogenasa, el cual cdnata de dos_componentes:
la nitropgenasa (componenée I) ¥y la nitrogenasé reductaga . (compo-
nente II). El1 componente I : también llamado proteina FeMoCo,
esta compuesto por dos subunidades a y dos subunidades B y . re-
quiere de molibdeno v de hiérro bara su actividad. E1l compon;nte
iI, proteina Fe, es un homodimere que requiere de hierro para su

actividad. En el mecanismo de reaccién, el componente II &8 redu-

cido y reacciona con ATF, reduce al componente I el cual a su vez



reduce el nitrogeno atmosferico a amonie, ,

Las bacterias del género Rhizobium fijan nitrégénb an siﬁbiosis
con las raices de ciertas leguminosas en estruat&f&s.‘altamente
diferenciadas 1lamadas nédulos. Para establecer esté relacién
simbidtica e= necesario un reconocimiento muy especifico encre la
planta y la bacteria; las bacterias colonlzan la superficie de la
raiz v se adhieren a lag células que van a formar losg p=los radi-
culares; posteriormente las bacterias penetran por los p=los ra-
diculares por las distintas capas celulares de la raiz. Cuando el
hilo de infeccién alcanza la corteza externa se induce una ac-
tividad meristeméatica a distancia de las células de la cortezZa
. interna. Cuando las bacterias llegan a estas ceélulas, =l saco del
hilo de infeccién se‘abre v la célula vegetal se llena de sac-
tercoides, rodeades de l1la membrana peribacteroidal, Es en este
estado de difergnciacién que Rhizobium lleva a cabo la fijacién
de nitrégeno. El nitrogeno reducido en el nédulo es asimilado por
las células vegetales, ya qQue las enzimas necesarias para la asi-
milacién de amonio estan reprimidas en el bactercicde. A su veaz
los bacterocides reciben de la planta la energia empleada en la

reduccién de nitrégeno atmosférico (revisade en Martinez et al,

aceptado).

ORGANLZACION ESTRUCTURAL DE LOS GENES DiE LA NI'THOGENASA.
Los genes estructurales de la nitrogenasa fueron inicialmente ca-~
racterizados en Klebsiella pheumoniae, una enterobacteria que fi-

ja nitrogeno en vida libre; en este organismo el gene que codi-



fica para el componente II de la nitrogenasa, pifH, vy los genes
que codifidan para el comp;hente I, pifb y pnifkK, estan organiéa—
dos en un operon( Mac Neil et al, 1978; Merrick et al., 1978; El-
merich et al., 1978).

Estos genes estan muy conservados a. través de la evolucién por lo

que hibridizan con gecuencias anpalogas en una gran variedad de

organismos fijadores de nitrégenco ( Ruvkun y Ausubel, 1980).

En 1los rhizobia de crecimiento rapido R. meliloti, R, legumi-
nesarum, Yy R. trifolii el estudioc de los genes estructurales de

la nitrogenasa ha revelado que se encuentran localizados en plas-
midos de alto peso molecular y que tambien estan organizados en
operones nifHPK ( Ruvkun et al, 1982; Corbin et al., 1982; Ma et
al., 1982; Scott et al., 1982 y 1983b).

En los rhizobia de crecimiento lento, Bradyrhizobium Jjaponicum,
R. cowrpea y en Parasponia Rhizobium, la organizacioén de - los
genes egtructurales de la nitrogenasa es diferente a la anterior
va que nifH esta separado de pifD y K por un tramo de.DNA de 15
a 20 Kb, formando dos unidqdes distintas de transcripcion. Ademds

estos genes Se encuentran en el cromeosoma ( Scott et al., 1983a).

ORGANIZACION DE LOS GENES ES&RUGTUR&LES DE LA NITROGENASA EN R.
phaseoldi.

En Rhizobium phasegeli. simbionte del frijol Phaseolus zylgszig
L., 8e encontro que el gene pifH esta reiterado tres veces e&n un
blasmido de alto peBoc molecular ( Quinto et al., 1982)., El

analisis de la secuencia nﬁcleotidica de cada reiteracidn mostréd



gue Jlos genes son  identicos. El analisis por microscopia
electrénica de heteroduplex formados entre fagos recombinantes
que llevan cada una de las reiteraciones mostré que existe una
homologia de 5 Kb entre las regiones llamadas pnif a y nif b y de
1.3 Kb entre la region llamada nif c ¥y las regiones a v kb { ver
Fig. 1). El analisis de restriccion de las zonas reiteradas
demcestrd que la homolegia encontrada en los heteroduplex se
refleja en la conservaclién de log sitios de restricciédn y que es-
tos enmplezan a divergir en el sitio donde se pierde la homologia.
Hibri-dizaciones de tipo Southern de plasmidos recombinantes gque
llevan cada una de las reiteraciones con detectores heterdlogos
de Parasponia Rhizobium especificogs para pifDh y nifl{, mostraron
que exisren secuencias homologas a e3tos genes en &l =2xtremo  3°

de 1loe genes nifH de las regiones nif a vy b pero no en 1la regién

nif ¢ ( comunicacién personal de C.Quinto)({ ver Fig. 1).

La reiteracién de secuencias en R. phasecli no esta resﬁringida a
los genes de la nitrogenasa sin¢o que es un fendémeno mas general,
ya que se han encontrado secuencias repetidas tanpto en pliasmidos
como en el crowmosoma (Flores et al., 1987}, 7

La reiteracién de los genes estructurales de la nitroganasa es
una caracterisgtica coman entre a;slados naturales de R. phaseoli,
Martinez et al. ( 1985 ) reportaron gue en 50 aislados indepen-
dientes estudiados, 48 tenian reiteraciones de los genes estruc-
turales de la nitrogenasa. La reiteracidén de estos genss tambien
ha side observada en otras especies de Rhizobium, come ez el caso

de R, fredii (Prakash y Atherly, 1984), R. trifolii ( Wang et




al,, 19886) vy Rhizobium sp ORS571 ( Norel y Elmerich, 1987).

Para explicar la presencia ¥ la identidad de reiteracionas de los
genes estructurales de la nitrogenasa, Romero et al. (1988)
demostraron que derivadas que llevaban mutaciones en los' Henes
nifH de las regiones pif a o b tenian una capacidad simbiotica
menor qgue la cepa sjilvestre en cuanto a masa total de nédules,
actividad de nitrogenasa total por planta, actividad especifica
de nitrogenasa, nitrégeno total en planta y porciento de
nitrégeno con lo que concluyeron que ambas regiones eran

necesarlas para una plena capacidad simbidtica en R, Enaseglg.

ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL Y EXPRESION DE LOS GENES DE La
NITROGENASA EN R. phaseoli.

La regulaéion de la transcripcién de los genes de la nitrogenasa
en R. phasepli ha sido poco estudiada. El analisis de la secuen-
cia nucleotidica de los extremos 5' de los genes plfH mostrd que
ila identidad se mantiene peor 200 pares de bases hacia arriba Qel
codén de iniciaciodn. Dentré de esta zona de homologia se encontré
la =secuencia consenso heptamerica de promotores de los genas pif
en K. pneumoniae ( ﬁeynoﬁ et.al., 1983; Ow et al., 1983). Sin em-
bargo solo Be encontré a ia secuaencia requerida para la
activacién por el producto de Qigg'en las regionés nif a y b.
Esta sécuencia esta localizada en el sitio donde divergen “ias
secuencias de las regiones hif a v b de la secuencia de la regién
pif ¢ en el extremo 5' ( Buck etrai.. 1986). Morett et al. (1988)

demostraron mediante el uso de fusidnes transcripcionales del



gene lacZ de E.goli con los genes nifH en las regiones nif a vy b

la expresidn regulada de estos genes ya que la actividad de
B.galactosidasa era mucho mayor en el néddulec que en vida libré.
La erxpresion del gene pifH de la regién nif c¢ no fué claramente
demostrada porque las cepas que llevan fusiones ng;rnigﬂﬁ
presentan rearreglos a muy alta frecuencia '( Morett 2t al.,

1988;.

Para definir la oréanizacién transcripcional de las regiongs g;g
decidimos obtener cepas que llevaran mutaciones en los genes nifH
o pifik en diferentes regiones. Lag derivadas obtenidas
permitirian definir si en las regiones ﬁ;ﬁ ay b los genes pifH,
n;gg y nifK faorman operones o Bi existen promotores entre pnifH y
pifkK como se& ha observado en otros sistemas.

Aﬂnque. se requiera de las dos regicnes completas para una ac-
tividad optima hemos observado que en nuestras condicicones no hay
diferencias observables entre las capacidades simhiédticas de la
cepa s=ilvestre Yy de derivadas que carecen de alguna de las
regiénes ( Quinto et al., 1985; Romero et al.,1988).FPor lo tanto
la reiteracién de las regiones pif forma un sistema natural de
complementacidén ya que mutaciones en una regidn serian complemen-
tadas por la copia silvestre en otra regién.

bDebido a esto ne es posible aislar al azar mutantes en los genes

pnif vya que los fenotipos de las nutantes no serian obs;rvables

facilmente, por lo tanto &l enfoque que se siguid fuée hacer una
mutagenesis in wyitro de las regiones para posteriormente

o



reintroducir las nutaciones construidas al fondo Eenético
original de R. phaseoli por conjugacion y recombinacion.

En 1la actualidad né se ha reportade ningun sistema de transfor-
macién eficiente en Rhizobium, por esto &5 necesario reintroducir
las mutaciones a su fondo genetico original por conjugaciédn.
Hemos escogido el, sistema de plasmidos suicidas para este fin
(Simon et al., 1983). Este sistema se basa en el uso de vehiculos
derivados del pléasmido pBR 3225 que llevano clonada la regién mob
del plasmido RP4. Esta regioén le permite ser movilizado en trans
por plasmidos que tengan el operdédn Tra del RP4. Sin embargo los
origenes de replicacién de los derivados de ColEl comoe son lo=s
‘'pBR no son funciocnales en 5& phaseoll, por lo tanto lag transcon-
jugantes solo aestabilizan ;1 vector intermediario Qe mutagenesis
si este recombina con regiones homologas en el gencma de la cepa
receptora. Asimismo se pueden obtener transconjugantes donde
ocurrio un fenémeno de doble recombinacién entre la regién
homologa silvestre y la regidn en el vector. Usando este 'sistema
es posible entonces introducir las mutacicones conestruidas al
fondo genético receptor y seleccionar aquellas que lleven 1la

mutacién en su sitio en el genoma.
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MATERIALES Y METODOS

éEPAS BACTERIANAS ¥ PLASMIDOS,

Las cepas bacterianas y plasmidos wutilizados y construidos en

este trabajo estan descritos en la tabla 1.

/

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO,

El medie de cultivo utilizado para crecerR. phaseoli fue PY
{peptona de caseina 0.5%, extracto de levadura 0.3% Yy CacCl=
7mM) (Noel et al., 1984). El medio utilizado para crecer E, coli

fue LB (peptona de caseina 1%, NaCl 17 y extracto de levadura
0.5%) {(Miller, 1972). Para solidificar los medios se utilizé agar
al 1.5%.

Cuandoe Be requirié se utilizaron los siguientes antibioticos:
Espectinomicina (Sp) 100 pé/ml, Ranamicina (km) 30 pg/ml, Cloram-
fenicol (Cm) 15 uwg/ml ¥y Acide nalidixico (Nal) 10 wpg/ml.
Tetraciclina (Tc¢) fue usBada a concentraciones de 2 y de A HE/ml
para R. phaseoli yv a 10 pg/ml para E. coli.

La temperatura de crecimiento de R. phageoli fue de 30°C y la de

E. coli de 37°C. Los cultivos, en medio liquide sme agitaron a 200

rpm durante 24 hrs. Los cultivos en medio solide. se incubaron
hasta obtenef colonias aisladas ( 16hrs para E. coli y tres 'q1as

para R, phaseocli),

CRUZAS BACTERIANAS.



Las conjugaciones bacterianas se realizaron sobre PY solido, in-
cubando 16 hrs a 30°C, las células fueron cosgechadas con 3ml de
MESO.,  10mM Tween 40 0,01% y plateacdas en el medio selective. Se
usé &cido nalidixico 10 pg/ml para contra selecciénar lagz E.coldi

donadora y ayudadora.

EXTRACCION DE DNA TOTAL DE R. ghgseoli.

Rhizobium phaseoli fue crecido en cultivos de 3 ml de FY hasta
saturacion. Las celulas fueron ccecsechadas, lavadas con Tris 50mM
EDTA 20 mM (TE 50-20) y resuspendidas en 0.4ml de TE 50-20, Se
agregaron 50 pl de una EoluciQn de pronasa Smeg/sml en TE  50-20
predigerida 90' a 37°C y 50 ul de SDhS al 10% dejandose incubar
una hora a 37°C. El1 DNA fue fragmentado pasando €l lisado tres
veces por unz aguja insulinica. El lisado fue extraido tres veces
con 500 Wl de fenol-cloroformo-isocamilico (24;2411) (FCI) y dos
cen 500 pl de cloroforme-iscamilico (2411) {CI). Los acidos
nucleicos fueron precipitadoes con etanol absolute { 2 172 vols ¥
1/25 vol Nagl SM} a -20°C, lavades cen etanol al 70% y finalmente
el epanol fué evaporado. Las pastillas de écidos hucleicos fueron

sienpre resuspendidas en aguya esteril,

BURIFICACION DE DNA DE PLASMIDOS RECOMBINANTES.
Los plasmidos recombinantes fuercn purificados segltn una
modificacién de€l meétodo de Birnboim y Doly (1979) en la cual se

eliminan todos los tiempos de incubacidn.



DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION,
Los DNAer purificados fuercn digeridos siguiendo las indicaciones
vy cocteles de reacciébn recomendados por los proveedores ( Amer-

sham Int. y Fromega Biotech},

ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA,

Las electtroforesis fueron realizadas en geles de agarosa al 1% o
al 1.5% de 3mm de grosor Yy 15 cm de largo con buffer Tris
Acetatos EDTA (TAE, Maniatis et al., 1982). Los geles fueron cor-
ridoe de 12 a 16 horas a 4°C a 40V. Para su visualizacién fueron
tefildos con una solucién de bromuro de etidio ( 0.5 pg/ml) =

iluminados con luz ultravioleta.

HIBRIDIZACION DNA-DNA TIPO SOUTHERN.

Los geler por transferirse fuercn tratadoé de 1l1a siguiente
manera: se incubaron con agitacién a 4°C en 0.25N HCl doa veces
de 15'cada una, para depurinar €l DNA rompiendo asi los fragmen-
tos de alto peso molecular; BsBe siguieron incubando con NQOH 0.5N
NaCl 1.5M, dos veces de 1lS5'cada una a 4°C con agitacion, para
desnaturalizar las cadenas de DNA y finalmente con Tris-HCl 0.5M
NaCl 1.5M pH 7.2 para neutraligarpor dosz veces de 30'cada una.
Las membranas de nitrocelulosa o de nilon fueron hervidas 10' en
agua esteril para desengrasarlias y fueron mojadas en SSC ex (
Maniatis et al., 1982). Sa colocéd una membrana de cada lado del
gel tratado ( transferencia en '"sandwich" )} cubierta por una hoja

de papel Whatman y una pila de Scm aprox de papel absorbente. En-
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cima de todo esto se colocd un vidrio con un peso de 0,5Kg aprox.
Las tranzferencias se dejaron 12 horas, el DNA_fué fijade & las
membranas de nitrocelulosa horneandolas al vécio a 80°C y a las
membranas de nilon por irradiacién con 1luz ultravioleta ﬁor
espacio de 5',

Los filtros Fueron prehibridizados en bolzas de plastico selladas
con 10ml de una soluciétn que contenia: solucidédn Denhardt i10x, SS8SC
Sx, buffer fosfatos O0.im pH 6.8 y DNA de timo de ternera o de
.esperna de salmén desnaturalizado por calor a una concentracidén
de SOug/ml . Los filtros fueron prehibridizados a 65°C por 2Hrs.
Los destectorss fuereon marcados radiactivamante por &1 método de
"Nick Translation" incorporando 2=p J4oTP en la raaceidn (Rigby at
al, 1977).

Para lae hibridizaciones se cambid la solucion de prehibridiza-
cién por 5Sml de soluciéon fresca que ademas contenia el probador
radiactiva, Las hibrigizaciongs se: dejaron de 10 a 16 horas a
65,

Para quitar la marca no hibridizada log filtros fuaron lavados
con una solucidn de SSC 2x SPS 0.1% a temperatura  ambiente por
dos veces de 15' cada una. Tres veces con una scolucion de SSC
0.1X SDS 0.1% a 50°C por 20' y dos veces 15'con una solucidédn de
SCC¢ 0.1x a la migma temperatura. Los filtro= fueron zecados a
. B5°C por 15' antes de ser montados para autoradiografia.
DETECTORES ESFECIFICOS

Se utilizaron los sigulentes fragmentos cone detectoraes

13



especificos para las hibridizaciones: como detector especifico
para nifH Be utilizé un fragmento Sall de 240 pares de bases que
cubre del coddbdn 28 al 110 del marco de lectura de nifHa ( Quinto
et al., 1985) ;como detec;or especifico para npifb y npifK se
utilizéd el ineerto Hind 1II-BamHI del pLS 150; como detector
especifico para Km se utilizdé el fragmento interno Hind III de
TnS c¢clonado en pSUP 205 ( Quinto et al.,1985 ) y como detector
egpecifico para Sp se usd el fragmento EcoRl 2 del pHP4SR (

Prentki y Krisch, 1984).

DETERMINACION DE LA NODULACION Y DE LA FIJACION DE NITROGENO.

.Para los ensayos de nodulacién con las distintas .derivadas de

Rhizobium phaseoli se utilizaron semillas de frijol ( Phasgolusg
vulgaris L.) cv. negro Jamapa. Las semillas fueron lavadas con

etanol absoluto, esterilizadas superficialmente con una solucidén
de hipoclorito de sodio al 2% por 15' y enjuagadas con agua es-—
teril. Las semillas fuercn puestas a germinar en condiciones es-
terilezs en agar agua al 0.7%2 a 30°C en obscuridad por‘48 hra.
Posteriormente se pasaron a matraces Erlenmeyer de 250ml que con-
tenian 200ml de selucidén nutritiva Fahreus sin nitrégeno ( Wacek
y Brill, 1976) y fueron inoculados con un cultivo saturado de R.
Bhasecli en PY. Las plantas inoculadasn fueron dejadas dos dias
mas a 26°C en oscuridad para etiolarlas y despues fueron in-
cubadas con periodos de luz-oscuridad de 1l2Zhrs a 26°C.

La actividad enzimatica de nitrogenasa fue determinada en nodulos

aderidos a la raiz en un eﬁsayo de reduccidn de acetileno. A los

12



14 © 16 dias despues de la inoculacién, las raicés'se-corfaron y
‘se introdujeron en frascos de 25ml con tépbn hermetico de hule;
se le=s invectd iml de Acetileno y se dejé cérrer la }eaccibn por
1 hora a temperatura amblente; la preoduccién de etileno fue

determinada por cromatoprafia de gases.

EURIFICACLION DE BACTERIAS DE NODULOS,

Para corroborar que los nodulos habian sido formades por la cepa
con la que se habia inoculadoc g2 cortaron S nédules da cada
planta, se esterilizaron con una molucién de hipocclorito de sodio
al 10%Z por 5' y sa lavaron con agua esteril; lus nodulos fueron
molidose con una pinza esteril y fueron estriacdos en cajas de - PY
sin antibioticos. Postefiormente se probaron los marcadores de
las colonias obtenidae parchando 50 coloniag por planta en medios

selectivos para los marcadores de la cepa usada come inoculo.
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RESULTADOS : .

CONSTRUCCION DE LOS VEHICULOS INTERMEDIARIOS DE MUTAGENESIS.
El objetivo de este trabajo es estudiar cual es la organizacién

transcripcicnal de “las regiones nif de R, phasecli. Con este fin

52 usd un enfoque de mutagenesis dirigida para contruir laé cepas
necesarias para llevar a cabo este analisis.

Y¥a gue no existe un sistema de transformacion eficiente en R.
phaseoli es necesario copstruir las mutaciones en un plasmido que
pueda ser movilizado o conjugado para poder reitroducirlo a su
.fondo geneético original. Un piasmido que cumple con estas con-
diciones es el pSUP 205, un derivado del pBR325 que lleva la
regién meob del plasmido de amplic range RP4, la cual le confiere
la capacidad de ser movilizada de una cepa a otra utilizando un
plasmide ayudador que 6omplemente las funciones de transferencia
necesarias para la conjugacidén ( Simon et al.,., 1983). ] '
Para obtener cepas que llevaran mutaciones en el gene nifH ya sea
de la region nif a o b se construyd el vehicule intermediario de
mutagenesis pLS 151 (Soberoﬁ4cpavez et al., 1986) . Este 'plasmido
fué construido a partir del plasmido pEM 15, un derivado de pSUP
205 que lleva un fragmento EcoRI de 4.9 Kb que comprende la mayor
parte de la regién nif a, en particular lleva nifH vy nifD com-
pletog (Morett 1 al., Aceptado)}. El pLS 151 fue construido in-

sertande en el =sitio de BglIl localizado en el gene'nifﬂ de la



regién nif a'uﬁ fragmento BamHl de 3.5 Kb, que confiere resisten-~
cia a espectinomicina , provéniente del plasmido pGY 764(Leemans
et al., 1982) ( ver Fig. 2}.

Para obtener mutaciones en nifkK se congtruyd primero €l pLS 150,
un derivado de pSUP 205 gque lleva un inssrto HindIII-BamHI de 3Kb
del plasmido pB9 cubriendo parte de nifdh y nifK complete .de 1la
region nif a (ver Fig. 1). Posteriormente se hicieron diges-
tiones parciales del pLS 150 con EcoRI para insertar en el sitio
de EcoRI que se encuentra dentro de g;iﬁ un interposdén £ qgque tam-

bien confiere resistencia a espectinomicina {(ver tig. 3).

CONSTRUCCION DE CEPAS MUTANTES,

Las .mutacionas construidas en los plasmidos pLS 151 ¥ pLS 171
fueron introducidas a R. phageoli en cruzas triparentales usando
come ayudador al plasmido pRK 2013 ( Guiney =t al., 1979), Easte
plasmido es un derivado del plasmido ColEl qu=s lleva el operon
Tra del plasmido RP4, el pRK 2013 es capaz de movilizar a todos
los elementos geneticos que lleven ei gitio de origen de la
conjugacidn del RP4, el sitio mob, por complem=sntacidén =n trans
de las funciones de conjugacién. El pRK 2013 exs inconmpatible con
todos los derivados del p8R por tener un origen de replicacibn'
comin pfoveniente del ColEl (Guiney et al., 1979). 5Si ia cepa -
huespaed es Rec™, los plasmidos se transferiran indepsndientemente

el unc del otro, no como cointegrados.

Al no ser funcionales estos origenes de replicacion an Rhizobjum,
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las transconjugantes solo adquieren los marcadores del vector in-
termediario cuando este recombina con regiones homologas en el
genoma de la receptora, Asimismo es posible obtener transcon-
Jugantes en las cuales ocurre un fendmenc de doble recombinacién
entre la regioéon silvestre y la regién mutada, guedando la
mutacién construida insertada en su sitio en ] genoma.

En este trabajo se usaron las cepas CE 3 (gsilvestre) y CFN 2201
(nifHa::Km) como receptoras en las cru=zas. La cepa CE 3 fué usada
para construir cepas que llevaran inserciones sencillas en pifH o
nifk de 1las regiones nif a o b. La CFN 2201 fué utilizada para
obtener derivadas que llevaran mutacicones en las regiones pif a y
b a la vez. ‘

Las transconjusgantes fueron seleccionadas en medio PY con Nal, Sp
Yy Km cuando era necesario. El aAcido nalidixico fué empleado para
contraseleccionar a las cepas donadora y ayudadora. La frecuencia
de aparicison de transconjugantes fue en todes lo=2 casos alrededor
de 10~ +transconjugantes por receptora ( ver tabla 2}). Para
seleccionar las dobles recombinantes-en las cruzas con 1 pLS 151
ge verificaron los marcadores de resistencia a Tc¢ de 1las trans-
cohjugantes Nals Spr y en las cruzas con el pL3 171 se
verificaron los marcadores de resistencia a Cm. Como control =se
realizaron cruzag con la cepa silvestre CE 3 usando =1 vehiculo
intermediario d&€ mutagenesis pJL 115 (Quinto &t al., 1985), este
vehiculo 1lleva una insercién de un determinante de resistencia a

Ranamicina insertado en el gene nifH de la regién nif a. Laos
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resultados aparecen en la tabla 2.

Se aislaron derivadas en cada cruza que llevaran los marcadores
indicatives de gque habia ocurrido una doble recombinacién. Estas
fueron purificadas resuspendiendo las colonias en Mg50, 10 mM
Tween 40 0.01n% y plateandose despues a alta dilueién. Se wvol-
vierocn a probar los marcadores de estas cepas tantoc en caja como

en liquido.

En el cago de la cruza con pJL 115 con la CE 3 se seleccionaron 6
4

derivadas Nal~, Kmr~, Tc= (dobles recombinantes) y dos derivadas

Nalv~, Rmr, Ter( recombinantes sencillam).

?ara la cruza empleande el pLS 151 con la CE 3 se aislaron 4
derivadas Nalr, Sp~, Tc® y 4 derivadas Nalr, Sp~, Km~, Tc= en la
cruza con la CFN 2201,

Usando el pLS 171, con la cepa CE 3 se escogieron 8 derivadas
Nalr, Sp™ y Cm™ ¥y con la CFN 2201 ocho derivadas Nal-, Km©~, Sp= ¥
Cm=

El analigis de las hibridizaciones de estas cepas con un detector
especifico de nifH mostrd que pese a tener los marcadores correc-
tos3 algunas de las cepas mostraban rearreglios o deleciones ( por
ejemplo carriles 1 y Z de la fig 4) o eran cointegrados 'del vec-
tor intermediario aunque no exprasaran las resistencias ael
vehiculo, De este ahalisis se escogieron para un mayor eatgdio
cepas que presentaban el perfil esperado para las siguientes
derivadas: nifHa::8p, nifkKa::®, pnifKb::@, pnifHa::Km nifKb::82 ¥y se

les denominé CFN 2220, CFN 2221, CFN 2222, CFN 2223 resgpec-
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tivamente {carriles 3,5,6 y 8 de la figura 4). Asimismo se es-
cogleron dos dJderivadas mas que llevaban ambas una insercidn en la
regién npif b aunque de mucho mayor tamafico que iz esperada, los
perfiles de estas cepas serian nifHb::Sp ¥y nifHag::Km ﬁifﬁb::Sp
(carriles 2 y 9 de la Fig 4) denominadas CFN 2224 Y CFN 222S5.
Tamblen =me escogidé una derivada que prasentaba una banda del peso
eBperado para uha insercidn pnifHa::5p pero que habia perdido las
bandas £ correspondientes a las regiones nif b y ¢ denominada CFN -
2226.

Para confirmar el 8sitio de insercidn de lasg mutaciones se
hicieron hibridizaciones con detectores especificos para pifH, Km
y Sp. | .

La cepa CE 3 presenta en BamHl tres bandas de hibridizacion con
pifH de 9, 5.6 vy 4 Kb correspondientes a las regiones nif a,b y ¢
respectivamente ( carril 4 fig 4}, ninguna de ellas tiene
homologia‘con Km ni con Sp ( carril 4 figs 5 y &). -

La cepa CFN 2201 tiene en BamHl tres bandas de hibridizacién con

pifH de 11.1, 5.6 y 4 Kb de las cuales solo la primera, cor-

respondiente a nifHa:;:Km, hibridiza c¢on Km; ninguna s homologa a
Sp ( carril 7 figs 4, 5 y &6).

La derivada CFN 2220 presenta tres bandas de hibridizacién con
pifH de 12.5, 5.6 y 4 Kb de las cuales la primera tambien
"hibridiza con Sp. Ninguna hibridiza con Km. El patrén de esta
capa indica qQue en efecto se trata de una derivada que lleva una

inBercidén en la region nif a y que mantiene las regiones b y ¢
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intactas ( carril 3 figs 4, 5 ¥y 6}

La derivada CFN 2221 tiene tres bandas de hibridizaéién con nifH
de B8, 5.6 ¥ 4 Kb, no tiene zZonas de homologia con Km ¥ solo tiene
una banda de 2Kb, corfeSpondiente al interposén 2, homologa a Sp.
Este patrén es el esperado para cepas que llevan inserciones en
nifK de la regién & ya que la insercion del interposén §, el cual
esta flanqueado por dos sitios BamHdi ( ver Fig 1), Pprovoca la
disminucién en tamano de la banda silvestre ( carril 5 figs 4, 5
Yy 6).

Asimismo la derivada CFN 2222 tiene tres bandas de homologia con
nifH de 9, 4.2 y 4 Kb, tampoco tiene homologia con Km y muestra
80lo una banda de 2Kb homologa a Sp. El patron dque tiena esta
capa es el esperado para una insercidon en nifK de la regién nif b
¥a que la presencia del interposén £ tambien provoca una
digaminucién en el tamafo de la banda correspondiente a la regildédn
nif b (carril 6 figs 4, 5 y &),

La derivada CFN 2223 tiene tres bandas de homologia con‘nigﬂ de
11.5, 4.2 ¥ 4 Kb de las cuales sclo la primera hibridiza con Kmg
tambien tiene una banda de 2Kb homologa a Sp. Su patrén cor-
responde al de una cepa que lleva una insercién de un interposdn
Km~ en la region nif =a y;el tamaho de la banda corespondiente a
la regién pif b indica que‘lleva una insercion del interposég 7]
en nifK (carril 8 figs 4, 5 y 6).

El anidlisis de estas derivadas tambien incluyé a las cepas que

llevaban inserciones en la regidn pgif b ya que el patron indicaba
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que las inserciones no eran recombinantes sencillas. Ambas cepas
presentan tres bandas de hibridizacién con pifH; en la CFN 2225
pesan 11.5, 4 y una mayorr a 18 Kb, de las cuales-solo la de 11.5
hipbridiza con Km ¥y solo la mayor a 18 Kb can Sp (carril 9 figs

4, 5 y &); &n la CFN 2224 las bandas pesan 9,4 y tambien una

mayor a 18 Kb, 1la cual es la unica con howmelogia con Sp. -No hay '

zonas de homologia con Km (carril 2 figs 4, 5 ¥ 6). Los patrones

de hibridizacién de ambas derivadas indica que las inserciones se
limitan & la =zona pif b vy que las otras regicnes nif fueron

resgpetadas.
La derivada CFN 2226 que perdid las regiones pif b vy ¢ solo
presenta una banda de hibridizacidén con nifH de 12.5 Kb la cual

tanbien es honologa a Km. Esta cepa no tiene =zonas homologas al

detector Sp ( carril 1 figs a4, 5y &),

Para Jlocalizar con mayor precisiéon 2l sitio de insercion en las

regiones pif b de las cepas CKFN 2224 y CFN 2225 se digirid DNA de
cada cepa con Sall y se hicieron hibridizacionas contra detec-
tores especificos para nifD y nif vy para pifH . Sall tiene mul-
tiples sitios de corte en las regiones npif a ¥y b por lo gque per-
mite identificar 1 fragmento donde esta la insercion., El detec-
Itqr especifico de pifH revela en ambas cepas un solo fragmento
cofrespondiente al extremo S5'interno de pifH; el detector Qiggg
revela en la CFN 2225 el nisma patrén que an la cepa Bilvestre CE
3 y en la CFN 2224 una banda mas, tambien homologa a pSUP 206,
Los patronss obtenidos en estas hibridizaciones indican que las
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inserciones mapean dentro del gene nifH ( Fig. 7)

ANALISIS DE LOS PATRONES DE PLASMIDOS,

El patrén de plasmidos fue analizado siguiendo la tecnica de
Eckhardt { 1978)(vet Fig é). Para identificar el plasmido Sim en
cada derivada los geles fuéron transferidos y hibridizados con un
detector - especifico para npifH. El patréon revelado en 1la
hibridizacién muestra que a excepcion de la cepa CFN 2226, que ya
ne tiene las regiones nif b y ¢, todas las derivadas presentan
una banda de hibridizacion del misme tamalio gue la CE 3 o la CFN
2201. La CFN 2226 tiene una banda de menor peso molecular lo cual

indica que lleva una delecién ( fig 8).

ANAL1ISIS DE LOS FENOTIPOS SIMBIOTICOS DE LAS DERIVADAS,

Se inocularon raices de Phaseolus wulgaris L. c¢v. Negro Jamapa
con las cepas obtenidass para determinar sus fenotfpos de
nodulacién y de Fijacidén de nitrégeno { Nod y Fix ).

Se inocularon a los dos dias de germinar & plantas de frijol por
cepa con 0.5 ml de un cultivo saturado de la bacteria. A los 13
. o 16 dias despues de haber sido incculadas se cortaron las raices
y ge determind la actividad de nitrogenasa por el ensayo__de
reduccidén de acetileno,

Fenotipo de los nddulos producidos por las mutantes.

Todas las cepas produjeron un namere de noédulos por planta muy
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gimilar ( 20 £ 10) a excepcidn da la CFN 2226 qgue no nodula. Esto
indica que las mutaciones ‘en los EgEenes estructurales de la
nitrogenasa no afectan €l procese de infeccidn de la planta por
las bacterias. Las ¢epas que llevan alguna de las regiones npif a
o b libres de inserciones producen ndduleos de color rosa, en los
cuales sBe pusden observar los haces de wvascularizacion - CFN
2220, CFN 2221, CFN 2222, CFN 2224, CFN 2201). Las cepas que
llevan insercionea en ambas regiones nif a y b producen nédulos
de mencor tamafo, lisoe y de color verde-blanco, esSte &s un mar-
cadqf caracterisfico del fenotipo Fix~— { CGFN 2223 y CFN 2228)
(Hirsh y Smith, 1987).

Fenotipo de fijacion de nitroéogeno.

Las capas CFN 2220, CFN 2221, CFN 2222 y CFN 2224, que tenian ya
sea la region pif a o b libre de inserciones, ruvieron todas un
fenotipo Fix* al tener una actividad de reduccion de acetileno
comnparable a la cepa silvestre CE 3. Las cepas CFN 2223 y CFN
2225 que llevan inserciones en ambas regiones tienen ambas  un
fenotipo Fix-.

Se checd que las bacterias contenidas en los nodulos hayan man-
tenide los marcaderes de resistencia de la clona del inoculo. Se
extrajeron bacterias de tres néddulosgs de cada planta incculada. EL
100% de 1las colonias probadas mantuvieron el fenotipo de resis-
tencia a antibioticos (200 por cepal. Ademnas, se checd qua lag
bacterias recuperadas de los nodulos hayan mantenido su patrén de

hibridizacién contra nifH en BamH1l.




DISCUSION

En este trabajo se descfibe la constfuccién dé derivadas de
Rhizobium phaseoli que llevan mutaciones en los genes estruc-
turales de la nitrogenasa. El an&lisis de los fenotipeos sim-
bioticos de las distintas derivadas permite estudiar los posibles

arreglos transcripcionales de las regiones nif a y b.-

El analisis de las regiones nif en hibridizaciones tipo Southern

contra detectores heterologos de Parasponias Rhizobium espécificos

para pifbh y npifK mostrd que solo en las regiones nif a ¥y b ex-

isten secuencias homologas a estos genes ( C. Quinto, no publi-
cado ). Por ende, en R. phagsecli, los genes estructurales de la

nitrogenasa estan agrupados en las regiones nif a ¥y b,

Las cepas CFN 2220, CFN 2221 y CFN 2222 llevan insercfones en

nifHa o en alguno de los genes nifK manteniendo la otra libre de

insercionee. Estas cepas tienen un fenotipo FiX* que en nuestras
condiciones es indistinguible del de la cepa silvestre. Sin em-
bargo Romerc et al.(1988) demostraron que ambas regiones npif a y
b son neceearias para tener una maxima efectividad simbiotica, va
que derivadas que llevaban mutaciones en nifHa o en pifHb tenian
una efectividad simbiotica menor que la cepa silvestre padre, en

cuanto a actividad total de nitrogenasa por planta, actividad



especifica de nitrogenésa ¥ nitrbgeno tot#l én_i@uplanta. Es de
suponerse gue las capas CFN 2220,:-CFN 2221 Y CFN 2222 compartan
tambien estas caracteristicas - al cdmparar sus capacidades sim-
bioticas en condiciones optimas dé crecimients de la planta dong-

la unica limitante mea la fijacidn de nitrégeno.

La cepa CFN 2224 lleva una inserciéon en la regidn nif b, el
analisis de los patrones de hibridizacién revelados por un detec-

tor especifico para nifK y nifD muestran la aparicién de una

banda que tambien tiene homologia con pSUFR 205, Al igual que en
.la CFN 2225, 1la insercidén en la region nifb parece estar
localizada en_nifH. Su comportamiento simbiotico es similar al de

todas las cepas que llevan inserciones sencillas.

En la cepa CFN 2223 las mutacliones conastruidas mapean en las

regiones nif a y b. La region nif a esta interrumpida en pifH por

una ihsercién de un determinante de resistencia a kanamicina y la
region pif b esta interrumpida en }a zona homologa a nifK por la
insercién de un interposén @, el cual confiere resistencia a
espectinomicina. En esta cepa nNo e observa complementacisén de la
insercién en nifHa por el gene nifHb en la regicen que lleva la
insercién en la zona homologa a nifKk va gque tiens un fenotipo
Fix=, este seria debido a la carencia de les productos de los
genes pnifK, en un caso por la iﬁsercion en la zona homologa a

este gene Yy en el otro por la polaridad de la insercién en el
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gene nifH sobre la expresion de nifK. ‘Por lo tanto se concluye

que en la region pif a, los genes nifH, nifD y'nif& forman un

operoén.

En la cepa CFN 2225 1las insercicones tamnbien mapean en  las
regiones g;i a ¥ b. El andlisis de las hibridizaciones con un
detector espécifico para nifD y pifK muestra que esta cepa. tiene
el mismo patrén gue la cepa silvestre CE 3 y que la cepa padre
CFN 2201, esto indica que la inserciones no involucran a loa
genes npifb y nifK; a2simismo esta cepa solo.muestra una banda de
hibridizacidén en Sall con el detector especifico de nifH
empleado ( este fragmento revelado es externs al fragmento en
donde mapea la insercion ). Por 1lo tante las hibridizaciones
muestran gque la zona alradedor de la insercién estan intactas.

Por ende la insercién esta localizada en el gene nifH de la

regién nif b o en la regidn 5'del gene nitfH. La r»=gidén nif a esta

interrumpida del mismo modo que en la CFN 2223 por lo tanto la
insercién en nifHa es polar sobre la expresisdn de npifbi. En &ata
cepa no se observa complementacidén del sfecte de polaridad de la
mutacién en nifHa sobre nifDRa por los genes nifDh y pifk de 1la

regiéon nif b. El fenotipo Fix~ observade seria entonces debido a

la ausencia de los producteos de nifDh y nifK en ambos c¢casos por

polaridad de las inserciones en nifH scobre la expresion de pifDR
en ambas regiones pif, por lo tanto los genes nifHOK tambien for-
man un operén en la region nif b.

El analisis de la cepa CFN 2226 muestra que lleva una delecién
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del plasmido simbiotico yafque se observa una banda de menor peso
molecular en &sa cepa; las hibridizaciones c¢on un detector
especifico para nifH indican ademds que se perdieron las regiones
nif b ¥y ¢, las hibridizaciones con un detector especifico para
nifd y npifK muestran que la regidn esta incompleta ( datos no
mostrados). El fenttipo Nod™ de esta no es debido a la insercidn

en nifH sino a la perdida de genesz de nodulacidén.

La expresidn del gene nifH de la regién nif ¢ no ha podido ser

claramente demostrada ya que cepas que llevan fusiones npifH-lacZ
tienen rearreglos a alta frecuencia de esta zona ( Morett et al,,
1988). Por lo tanto &3 necesario construir cepas que lleven este
tipo de fusiones estabilizadas, por ejemplo como cointegrado del
vector intermediario para construir esta fusion con plasmidos que
.81 son estables en Rbhizobium como el pNC 206, donde se puede
medir la expresién de la fusidn lacZ. Se puede sino buscar la
complementacion de cepas de Rhizobium o de Klebsiella Egéumon;ae
que lleven mutaciones no polares en hifH con plasmidos que lleven
la regiQn nif ¢. Sin embargeo cepas que llevan una substitucidn-
delecién en la regisén pnif c fijan nitrégeno en simbiosis lo cual
1lndica que esta region no eg indispensable para la fijacién de

nitrégeno ( €. Quinto et al., 1985 }.

Los nodulor inducidos por las cepas inefectivas son mas pequefiios

y tal vez mas numerosos que los nédulos inducidos por una cepa
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efectiva, soﬁ de color ve}&e-blancé.lo cual indica la auseancia de
leghemoglobina ¥ los haces vasculafes en la superficie del nodulo
‘parecen estar menos desarrollados. El an&lisis‘micrOScppico de
cortes de nddulos inducides por una cepa inefectiva por llevar
mutaciones en las regiones nif a ¥ b, la CFN 2210 ( Romero et
al., 1988), mostrd la presencia de bacteroides en el tejido de la
plaqta le que indica gue el desarrollo del nédulo se detiene al
momnento de empezar a fijar nitrégeno; tambien se observd la
prolifegacién de amiloplastos en las celulas no infectadas ( F.
Sanchez, comunicacion personal), esto es cafacteristico de

nédulos inducidos por cepas inafectivas ( P. Hirsh er al. 1987).

En conclusion en Rhizobium phasecli los genes estructurales de
lia pitrogenasa en las regiones pif a ¥ b estan organizados en dos
operones nifHOK, la regién nif ¢, 'en caso de expresarse,‘formaria
una unidad independiente de expresion.

La organizacidn de los genee nifHDK como operdn @ caracteristica
de 1los rhizobia de crecimiento rdapido ya que s¢ ha encontrado en
todos los sistemas donde se ha buscade ( por ejemple  Rhizobium

meliloti, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium trifeolii){ Ruvkun et

al., 1982 ; Corbin et al., 1982; Ma et al., 198%Z; Scott et al.,
1983b). La reiteracidn de los genes de la nitrogena=ss ha =ido ob-
servada en otros Rhizcbis como es el caso de Rhizebium fredii o
de Rhizobium sp. NGR234, en estos sistemas ios genes nifdHDK tam-

bien forman operones ( Prakash & Atherly, 1984). En R. fredji
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Mathis et al.(1985) observaron que mutacionss en genes npif
provocan una disminucién en la actividad de fijacidn de
nitrégeno, esto indica que, al igual que en Rhizobium phaseoli (

Romero =t al., 1988), las distintas copias participan en 1la

funcidén global.
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Cepa
E. coli
HB 101

Rhizobium phaseoli
CE 3

CFN 2201

Plasmidos

PRK 2013

PSUP 205

pEM 15

pLS 150

pLS 151

pLS 171

PHP45Q

TABLA 1

Genotipo relevante : origen

F~. hsdR, hsdM, reca-, sSm— Maniatis, 1982
Derivada Sm" de la cepa silvestre CFN 42 Noel et al, 1984
Derivada de CE 3, nifHa::Km ~ Quinto et al, 1985
Derivado de ColEl con la regioéon tra Guiney et al, 1979
del plasmido RP4

Derivado del pBR 325 con el sitio mob Simon et al, 1983
del plasmido RP4 ’

Derivado de pSUP 205 con el fragmento EcoRl Morett et al, 1988
de la region nif a de R. phaseoli

Derivado de pSUP 205 con un fragmente HindIII- Este trabajo

BamHI conteniendo parte de nifD y nifK

completo de la region nif a de R. phaseoili .

Vehiculo intermediario de mutagenesis derivado Este trabajo
del pEM 15 conteniendo una insercion de un

cassette de resistencia a espectinomicina en

el sitio Bglll de nifHa

Vehicule intermediario de mutagenesis derivado Este trabajo
del pLS 150 conteniendo una insercion del in-

terposdn £ en €l sitio EcoRl de nifKa

Derivado del wvector pHP45 que lleva Prentki et al, 1984
el interposén £ de ZKb, que confiere resistencia ’

a espectinomicina
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TABLA 2
Plasunido Receptora Transconjugantes % de dobles
por receptora* recombinantes™
pJL 115 CE 3 1.3 x 10-= & A
pPLS 151 CE 3 1.0 % 10-= 4 %
pLS 171 CE 3 2.1 x 10~% 4 7
pPLS 151 CFN 2201 0.8 x 10-® 2%
pLS 171 CFN 2201 1.3 ¥ 10—= 4 %

a Numero de clonas que llevan los marcadores del vehicule inter-
mediario entre el nimeroc de clonas Nal™.

b Forciento de transconjugantes que no llevan los marcadores de
vectoer { Te para pJL 115 y para plLS 151 y Cm para pLS 171 )
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TABLA 3

Genotipo y Fenotipo Simbidtico de las mutantes construidas.
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FIGURA 1: Mapa de restriccidn de las regiones nif. Las lineas
punteadas denotan los limites de homologla entre las regiones.wmn
gene nifH, =3 homologia coh pifD, M@ homologla con nifK. .
EEN zona de operacidn y promocidn. B, BamHl. S5, Sall. G. Bgl II.
H, Hind I1I. P, Pst I. X, Xhe I { tomado de Quinto et al, 1985}
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FIGURA 2: construccidn del vector intermediario de mutagenesis
pPLS151. El plasmido pPEM 15 fué digerido con BglII (G)y el plas-
mido pGV764 con BamHI (B). Los extremos generadoe por emstas di-
gestiones son cchesivos,por lo tanto los fragmentos generados
pueden ser ligados. El1 pLS 151 fué obtenide transformande con la
mezcla de ligacidn y selecclonando para los marcadores del vector
( Te™, Ap™, Cm™ ) y del cassette { Sp*™ ).
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FIGURA 3: Construccidn del vector intermediaric de mutagenesis
‘pL8171. Los plasmidos pSUP 205 y pB9 tfueron digeridos con BamHI
(B) ¥ con HindIII (H). E1 pLS 150 fué& obtenido de la
transformacifon con la mezcla de ligaciédn de estas digestiones,
selecciconando para los marcadores del pSUP 205 ( Cm™, Ap™ ) v la
insercidén dgl inserto ( Tc™ ). El pHP4S5SR fué digerido con EceoRI
(E), el pLS150 fué digerido parcialmente con EcoRI y se ligaron
las mezclas de digestidn. E1 pLS 171 fuéd aislado sellecionando
para el interposén R ( Sp* } ¥ los marcadores del vector ( Cm~ ).
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EIGHhA 4: Patrones de hibridizacidn &e las derivadas.

Hibridizaciones de DNA total de las mutantes digerido con BamHI

usando un detector especifico para nifH.

3- CFN 2220. 4- CE 3. 5-

8- CFN 2223. 9~ CFN 2225.

CFN 2221.

G-

CFN 2222, 7-

1- CFN 2226. 2- CFN 2224

CFN 2201 .



1 2 3 4:5 8 7 8 9

4

H " .
e e Lo . RIS .
Co . - o . "
3 " l."‘ N . 3 . N . + rar .
B _._&’. Io-l:. et N :A_ .,‘_ . .
B SR EE S . -
g ‘.

——— e

FIGURA 5: Patrones de hibridizacién de la= derivadas,
Hibridizaciones de DNA total de las mutantes digerido con BamHI
usando un detector especifico para Km. 1- CFN 2226. 2~ CFN 2224
a— CFN 2220, 4- GE 3. 5- CFN 2221. 6- CFN 2222, 7- CFN 2201.

8- CFN 2223, 9- CFN 2225,

3
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FIGURA 6: Fatrones de hibridizacidn de las derivadas,

Hibridizaciones de DNA total de las mutantes digerido con BamHI

. Ysando un detector especifico para Sp. 1- CFN 2226. 2- CFN 2224
3- CFN 2220. 4- CE 3. 5- CFN 2221. 6- CFN 2222. 7~ QCFN 2201,
8- CFN 2223. 9- CFN 2225.

e
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FIGURA 7: Patrones de hibridizacidn de las derivddas.
Hibridizaciones de DNA total de las mutantes digerido con Sall
usando detectores especificos para nifH vy para nif‘DK 1- CE 3.
2~ CFN 2201 3~ CFN 2225. 4- CFN 2224.
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FIGURA 8; Patrones de hibridizacidn de las derivadas.
Hibridizaciones de los patrones de plasnicleos cbrenidos polr la
tecnica Eckhardt con un detector especifico para nifH. :
1~ CFN 2226. 2- CFN 2224 3- CFN 2220. 4- CE 3. 5- CFN 221.
6~ CFN 2222. 7- CFN 2201. 8~ CFN 2223, 9- CFN 2225,
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