
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE 

Unidad Académica _de· 1o~---· c·Íc1os Pioofés.iona1 y de Posgrado del. 

Colegio de Cienc·ias ·y ~~·in:i:in-·:Í.d~de~. 

CENTRO DE{INVESTIGACION SOBRE FIJACION DE NITROGENO 

IDENTIFICACION DE GENES DE Rhizobium phaseol.i INVOLUCRADOS EN 

LA NODULACION DE Phaseol.us vu1garis • 

•• TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN INVESTIGA-

CION BIOMEDICA BASICA PRESENTA 

MARTHA VERONICA VAZQUEZ LASLOP 

Cuernavaca, Morel.oso Abril, 1988., 

.. _ .... ~ 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

INTRODUCCION ' ' 

Generalidades ........................... ~· .... '~···"· :·1 
Gen~tica bacteriana de la simbio_si·s._;.·-~ ~--·-• -.._~· . _ _ .. -_. ... 5 

Los genes nod comunes •••.•• .; ... -•.• _.-:~;.-:;,:·_:~-,;.~_--:·•~~--~-··~•-··· s· 
Los genes ñOd espec1f icos ...... _ ... ,~-· ._-..: !';~:_-:._· .. ·.:~ :-~--~::;_;.-_:_~_:.,·;"'~-:~-,~,·:. 11· 
Otros genes importan tes ....... -~- .. )·--~- .. -. -~ ,.-~:.:'~:-~'·-..:;. ~-:·(,;.·:~'-;-~;.·,:y. -1 s 

.._,,, .-;,t :.·<-
,, :·,:·.- - '.' .. -~.·,·, ·-_;<,;<:.- :·/ 
'·.{i~/ ,•:., '"" 

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS ................ ·-~ •• -.. -._::~.~- :.:-.:~:·ifl~;-~;~j~i~i;~;:~:~~:;:~-
.... ,-: '-~:,'._:;.··''\.<«~.o..-,-,., "'" .,_. 

MATER~:~:; 
0

: 
0 
~::~~~~ 

0 0 
• 

0 
• • 

0 0 
• • 

0 
• • • 

0 0 
.. · 

0 0 
_
0 

•·• ~.'~---~ ;·;~~\:~:~;{~-~¡tf~~~ff¿:~if~.:·:~·; ·-
Medios de crecimiento y coridiciones de·:-·cú_i:ti_vo·,~;~·i-~c;;-'_~-;·\.·,·; 2·3-,. 
Banco_, bacteriófago y vehícu1os uti1izado_s~-:.; ~-~-'.·:~::~--~\;_··'.~--'-_:-23/ 
Transformaciones y conjuga e iones •••••• :~ ••• ·-~--~ '.\' ;·~:~_:~·t_:__..:_2q :: 
Termo inducción del bacteriófago ••••• _. 0 .• • -·~·: ... __ .-- ._:.-"~'_.·'.. ~-_:-~·:~::_f_-;¡2 5 
MinipurificaCión de cósmidos .......... -•• •.• ~ ... _.~_.';_• •'-~-~·-··;_~_:-25 
Digestil5n con enzimas de restricciiSn •••••••• ·.-~-~-.=~-•• · 26 
Purificación de DNA cromosoma1 •••••••• -•• -~-~, ~ .. ,;-·¡, ··;---.~ .'·;:-~-,·.·- - 27 
E1ectroforesis de DNA en gel.es de agaros-a ........ ·~... 27 
Hibridizaci5n de DNA-DNA tipo Southern ............ ·;~-. ·-20 

·crecimiento e inocu1ación de p1antas ••••••• ~·······-• 31 
PurificaciiSn de bacterias de n5du1os ......... ~;-;~_ .... 31 

RESULTADOS 
Construcción de cepas ••• ª •••••••••••••• •• •• •• ••• :._-.:.. 35 
Mapeo.de 1as inserciones ........................ ;_.-.-;~ 37 
Fenotipo 'simbiótico de 1as mutantes ... ••-••• ••• .;·-.--..;.. 38 
Loca1izaciiSn de 1as ins.erciones en 1os --genes- .-,- _·_ "-:·_ .. --·-. 
nodABCD y~ de Rhizobium ·pha·seo·11 ••• ·• ··-~ !.•;~:_-.;:·~- • .;- .. ~ 4-0 

DISCUSION ...................... . 
;.'-__.-: ': ' ' _-:·. ........... -.... ·-·. ·-· ... -... ,. 55 

co N c LUS IONES ............................. o • -.- • .-:.; ¡. • -.-";.·;. '• ._-.- .-, •••• -. - s s 

REFERENCIAS ................... . D 0 O O O O O <> O •••• O e a • 0 O O •• O .... 68 



INTRODUCCJ:ON 

Generalidades. 

Las bacterias de la familia de las Rizobiáceas, interac­

cionan con plantas de la familia de las leguminosas en una 

asociación simbiótica para formar estructuras llamadas nódulos 

donde se lleva a cabo el proceso de fijación de nitrógeno 

molecular (N2) a amonio (NH4•). 

Estas bacterias Gram negativas comprenden actualmente 4 

géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, phyllobacterium y Agrobac-

terium. Los tres primeros géneros son capaces de fijar nitrógeno. 

Las bacterias del género Agrobacterium no fijan nitrógeno. En el 

caso de los dos primeros géneros, las bacterias forman nódulos en 

las raices y en algunos casos en los tallos de las plantas. Las 

especies del género Phyllobacterium forman nódulos en las hojas y 

las bacterias del género Agrobacterium producen hipertrofias en 

los tallos y las raices de plantas dicotiledóneas. Se ha 

propuesto que el género Rhizobium conste de tres especies: R· 

leguminosarum con tres biovares (biovar trifolii, biovar phaseoli 

y biovar viciae); ft. meliloti y R· loti.. Con esto, las tres 

especies R· leguminosarum, R· trifolii y R· phaseoli quedarían 

reunidas en una misma especie. ft, loti incluiria a los miembros 

de crecimiento rApido de los rhizobia "cowpea" y a las espec.ies 

de R· lupinus. El nuevo género Bradhyrizobium conteñdria 
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ónicament·e a la especie .§.. 1aponicum que estaria constituida por 

lo que anteriormente se conocia por ft, 1aponicum y los miembros 

de crecimiento lento de los rhizobia "cowpea" (Jordan, 1984) y fi.. 

fredii estaria formado por los rhizobia "cowpea' de crecimiento 

rápido. En este estudio a las especies de R· leguminosarum bv. 

viciae, trifolii y phaseoli se les llamarA ft. leguminosarum, ft. 

trifolii y ft. phaseoli respectivamente. 

En este trabajo se analizará la información proveniente de 

estudios de las asociaciones entre los géneros Rhizobium y 

Bradyrhizobium y sus respectivos hospederos. 

Para que la asociación fijadora de nitrógeno se lleve a 

cabo, ea necesario que las bacterias colonicen la superficie de 

la raiz y se unan a las células que van a formar los pelos 

radiculares CBauer, 1981, Bhuvaneswari et al., 1980 y Turgeon et 

al., 1982). En la mayoria de las leguminosas, la infección está 

restringida a este tipo de células que son susceptibles a la 

infección durante periodos muy cortos (6 horas) CBhuvaneswari et 

al., 1980). En los puntos de la raiz donde están emergiendo los 

pelos radiculares, se 

concentraciones. Estos 

secretan compuestos flavonoides en altas 

compuestos son necesarios para 1a 

activación de los genes 

nodulación (Redmond et al., 

de Rhizobium necesarios para ia 

1986)' de los cuales se hablará más 

adelante. Los rhizobia responden liberando factores deSconocidos 

de bajo peso molecular que pueden causar enroscamiento o 

distorsión de los pelos radiculares (Bhuvaneswari et al., 1985) 6 
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la inducción de división celular en células corticales (Bauer et 

al.. 1985). 

La unión de las bacterias a las células de los pelos 

radiculares es mediada 

vegetal (Oazzo et al., 

probablemente, 

1982). Una vez 

por 

que 

lectinas de origen 

se ha dado el 

reconocimiento, las bacterias degradan rápidamente la pared del 

pelo y colonizan el érea (Ridge et al., 1986}. El nócleo de la 

célula del pelo migra al sitio de infección (Dart, 1974) y se 

forma un hilo constituido de celulosa que es depositada por la 

planta (Kumarashinge et al., 1977). Las bacterias se dividen 

dentro del hilo, que penetra las distintas capas celulares de la 

ra:iz. Cuando el hilo de infección se encuentra en las células de 

la corteza externa, se induce una actividad meristem~tica a dis­

tancia de las células de la corteza interna que ya habían dejado 

de dividirse (Bisseling et al., 1977). Durante este proceso al-

gunas células corticales quedan en estado poliploide. 

momento, la planta ha liberado factores sistémicos que 

En este 

imp
0

iden 

que se forme un nümero excesivo de nódulos (Pierce et al., 1983). 

cuando las bacterias llegan a las células poliploides de la cor­

teza interna de la r~iz, el saco del hilo de infección se abre y 

la célula vegetal se llena de bacteroides que carecen de pared. 

Los bacteroides quedan rodeados por la membrana peribacteroidal 

que es de origen vegetal (Robertson et al., 1982). Para entonces, 

el tejido vegetal ya se ha diferenciad·o y ha formado el nódulo 

donde existen células infectadas por bacteroides, células no in-
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fectadas que mantienen a las células ínfectadas, células que for­

man haces vasculares y células de transferencia de metabolitos 

(Newcomb, 

prote.1nas 

1981). En este momento '1a planta posee una 

especificas del nódulo conocidas como 

serie de 

nodulinas 

(Legocki et al. 1 1980, Bisseling et al. 1 1983, Lang-Unnasch et 

al., 1985 y Campos et al. 1 1987), entre las cuales se encuentran 

descritas alrededor de 20 (Legocki et al., 1980, Govers et al., 

1985). Unicamente se conoce la función de unas cuantas como la 

leghemoglobina (Verma et al. 1 1976), el polipéptido Y de la 

glutamino sintetasa CLara et al., 1984), la uricasa (Bergmann et 

al., 1983) y la sacarosa sintetasa de nódulo (Thummler et al., 

1986), La función del resto es desconocida. 

En los bacteroides se induce la actividad de fijación de 

nitrógeno, mientras que en el citoplasma de la célula vegetal que 

rodea a los bacteroides aumenta el nivel de la leghemoglobina y 

de las enzimas responsables de la asimilación de amonio. Estas 

ültimas transforman el amonio excretado en compuestos aminados 

que son transportados del nódulo a otras partes de la planta por 

el xilema. Otras enzimas son responsables del metabolismo de 

fotosintatos suministrados a los nódulos a través del floema. Al­

gunos de los productos de este metabolismo ~on utilizados por los 

bacteroides como fuente de energia para mantener la fijación de 

nitrógeno. 

El tipo de desarrollo de los nódulos· puede ser determinado, 

donde el crecimiento es radial debido a que el meristemo se en-
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cuentra en el centro del tejido, produciendo nódulos esféricos 

como en la asociaci6n Phaseolus vulgaris-Rhizobium phaseoli, 6 

indeterminados donde el crecimiento es longitudinal debido a que 

el meristemo se encuentra en la zona distal a La raiz y el nódulo 

es cilindrico. Estos n6dulos se encuentran por ejemplo en las 

asociaciones entre f..i§.!!.m. sativum y R· leguminosarum (Robertson y 

Farnden 1980, Newcomb, 1981). 

Dada la facilidad de manipulación de las bacterias en el 

laboratorio, el conocimiento del papel que juega el microor­

ganismo en la asociación, es mucho més profundo que el que se 

refiere a la planta. Desde el punto de vista genético, existe una 

gran cantidad de información. La mAs relevante para este trabajo 

se resumirA en la siguiente secciOn. 

Genética Bacteriana de la Simbiosis. 

El estudio genético de la simbiosis es complejo, ya que el 

nómero de genes conocidos involucrados en el proceso, es cada vez 

mayor. 

En las bacterias del género Rhizobium mucha de esta 

información, está contenida en megaplésmidos llamados simbióticos 

(pSim> <revisado en Ojordjevic et al., 19B7a). En el cénero 

Bradyrhizobium esta información se en·cuentra en el cromosoma 

(revisado en Ojordjevic et al., 1987a). 
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Hasta el momento, principalmente existen 3 grupos de genes 

simbióticos: los genes de nodulación (nod), ios genes de fijación 

de nitrógeno (íiJi) y los genes de la nitrogenasa (nif). También 

se ha observado que algunos genes necesarios para sintesis de 

exopolisacAridos son requeridos para las primeras etapas de la 

nodulación. Sin embargo algunos de estos genes son cromosomales y 

otros son plasmídicos. Algunos genes de Rhizobium que son 

anélogos funcionales de los genes de Agrobacterium tumefaciens, 

~y chvB. son indispensables para la formación de hilos de 

infección y de nódulos con bacteroides (revisado en Djordjevic et 

al., 1987a). Para este trabajo se resumirA la información 

genética de los genes nod comunes y los especificas. 

Los Genes D.QQ. Comunes. 

Estos genes se requieren para el enroscamiento de los pelos 

radiculares, para la estimulaci6n de la sintesis del hilo de 

infecc16n y para la inducci6n de la actividad meristem~tica de 

las células radiculares. Cuatro de estos genes, los genes nod &. 
§, Q y Q se han descrito para móltiples rizobiáceas como R· 

meliloti, ft. leguminosarum, ft. trifolii, R· phaseoli, R· fred+i, 

Rhizobium sp. de amplio rango de huésped MPIK3030, Bradyrhizobium 

japonicum, Bradyrhizobium sp. (Vigna) Bradyrhizobium sp. 

(Parasponia) y nod g en Rhizobium sp. · (Sesbania) (revisado en 

Mart~nez et al., enviado). Estos genes se encuentran repre-
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sentados en la fig. 1. 

Los fenotipos simbióticos alterados, causados por mutaciones 

en cualquiera de estos genes, pueden ser complementados al intro­

ducir la copia normal del gene mutagenizado, aón cuando esta 

copia provenga de una especie distinta. Esto indica una gran 

conservación de la funcionalidad de los productos de estos genes 

en las diversas especies de Rhizobium y Bradyrhizobium y por lo 

tanto se les ha llamado genes nod comunes. 

Los genes nod comunes se han estudiado principalmen~e en ft. 

meliloti, en R· leguminosarum y en ft. trifolii. Estos estudios 

incluyen el aislamiento y caracterización de mutaciones, la 

determinación de la secuencia de los genes, la construcción de 

fusiones génicas para analizar la regulaci6n y el marcaje con an­

ticuerpos de los productos de los genes. Un resumen de la 

información conocida hasta el momento, se encuentra en la Tabla 1 

(revisado en Rossen et al., 1987). 

Las mutaciones en los genes nodABC y Q en ft, leguminosarum y 

y en R· trif olii y en los 3 primeros en R· meliloti causan 

fenotipos Hac- (no hay enroscamiento del pelo) y no se form8n 

nódulos (fenotipo Nod-), En ft. meliloti, mutaciones en nodo 

causan una disminución en la eficiencia de ~odulación, as~ como 

un retraso en la aparición de los nódulos, en ciertas plantas. 

Esto se debe a que nodD se encuentra reiterado en el plésmido Sim 

de ft. meliloti (revisado en Rossen et al., 1987). Se ha 

demostrado que dos de las tres copias de este gene encontradas en 
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ft. meliloti son funcionales y necesarias para una nodulación 

6ptima en Medicago sativa CGottfert et al .• 1986), También 

existen varias copias del gene nodo en ft. fredii, R· trifolii. R· 

phaseoli y_ en Rhizobium sp. MPIK3030 y se ha postulado que los 

productos de las diferentes copias de !12..QQ en una especie, pueden 

responder particularmente a los compuestos estimuladores o in­

hibidores de la planta, como se vera mas adelante (revisado en 

Martinez et al., enviado). 

El producto del gene nodA se encuentra en la membrana 

citoplAsmica de la bacteria (Egelhoff et al .• 1985). 

Ei producto de ~ es 

inmunol6gicos y bioquimicos 

una protei na 

indican que 

hidrofóbica. Datos 

su localización es 

membrana! y se sugiere que es una proteina involucrada en la 

transmisi6n de senales (revisado en Ojordjevic et al., 1987a). 

Los genes nodABC están organizados como 

expresión está reprimida cuando la bacteria está en 

operón cuya 

vida libre. 

En contraste, la expresión de nodo es constitutiva en la mayoria 

de las especies estudiadas y es autorregulada en ~· leguminosarum 

(revisado en Rossen et al., 1987). El producto de nodo es el 

responsable de la a~tivaci6n de la transcripci6n de los genes nod 

comunes y actóa junto con compuestos fen6.licos de la planta que 

en la mayoria de los casos son f lavonas hidroxiladas o 

flav~nonas. Estos compuestos se liberan en la zona de emergencia 

de los pelos radiculares y los genes no·d se expresan minutos 

después de esta liberación (Djordjevic et al., 19B7c en 
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Ojordjevic et al., 1987a). Existen también compuestos de la 

planta que inhiben la trancripci6n de los genes nod. La cumarina 

umbeliferona y ciertos flavanoles e isaflavonoides tienen un 

efecto inhibitorio que parece ser competitivo con los compuestos 

activadores en su entrada a la bacteria 6 en su interacción con 

el producto de nodD trevisado en Rossen et al. 1987, y en 

Ojordjevic et al., 1987a). Las fluctuaciones en las con-

centraciones de los compuestos activadores e inhibidores podrian 

ser las responsables del contro1 estricto que la planta ejerce en 

el nómero de nódulos (revisado en Ojordjevic et al., 1987a). Sin 

embargo, Yelton et al., 1987, han demostrado que la inducción de 

nodc y la expresión de nodo de R. meliloti es normal en el fondo 

genético de otros rhizobia e incluso de Agrobacterium tumef aciens 

pero no en Escherichía ~. Xanthomonas campestris o Pseudomonas 

savaetanoi, lo cual podria sugerir que se requieren otros genes 

ademAs de nod g, a, ª y g para la respuesta de los genes nod a la 

presencia de compuestos vegetales. 

El producto de nodo puede restablecer el fenotipo Nod- de 

mutantes en este gene aún interespecificamente. Sin embargo, la 

sustitución del gene.n29.Q. de una especie por el de otra no es 

exactamente equivalente, pues esta sustitución puede cambiar el 

rango de especificidad de la bacteria receptora. Esto indica que 

los diversos productos de los genes nodo de cada especie, pueden 

tener distintas interacciones con los Compuestos activadores o 

inhibidores antes mencionados (revisado en Rossen et al., 1987). 
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Al hacer la secuencia de los promotores de los 

ducidos por flavonas, se ha encontrado una caja 

rhizobia de crecimiento rápido y lento. 

genes in-

"nod" en los 

El producto de nodo tiene homologia con la proteina ~ de 

Escherichia ~en el dominio de reconocimiento de DNA, por lo 

que se cree que el producto de I!Q.QQ interactóa tanto con los 

productos de la planta como con la caja .. nod" para la regulación 

de la expresibn de lOs genes nod, Por otro lado los genes nodABC 

de ft, trifolii son inducibles sobre todo en fase de crecimiento 

logaritrnica temprana y en otras fases la respuesta se reduce o es 

nula (Ojordjevic et al., 1987b}, a pesar de la constitutividad de 

la expresión del gene Il.QQQ. 

En ft. leguminosarum se han encontrado otros dos genes !}QQ. 

después del extremo 3' del gene nodc. El gene !lQQ.!. cuyo producto 

se parece a las proteinas de membrana interna de transporte 

dependiente de ATP y nodJ cuyo producto es hidrofóbico y también 

estA asociado a membrana (revisado en Rossen et al., 1987). ~as 

mutaciones en estos genes afectan levemente el inicio del proceso 

simbibtico, asi como el numero de nódulos (revisado en Ojordjevic 

et al., 1987a). ~n ft. trifolii los genes de la regi6n II son 

similares funcionalmente a los genes nodIJ de fi. leguminosarum. 

Las mutantes de R· trifolii en esta región provocan un fenotipo 

de hiperenrollamiento de los pelos (fenotipo Hac••) y hacen pocos 

nódulos, retrasados aproximadamente 24 horas. Estos nOdulos 

carecen de bacterias. La expresión de estos genes requiere de la 
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presencia de las flavonas secretadas por la planta. Estas 

mutantes pueden ser complementadas por regiones similares de ft. 

leguminosarum y R. meliloti (revisado en Ojordjevic et al., 

19B7a). 

Los Genes !lQQ. Especificos. 

Estos genes se han llamado asi, pues los fenotipos Nod­

causados por mutaciones en ellos, no pueden ser restituidos por 

la introducción de los genes correspondientes de otras especies 

de Rhizobium a pesar de que en ocasiones, éstos son altamente 

hom6logos. Por otro lado, estos genes son necesarios para ampliar 

el espectro de infección de una cepa especifica. Es por esto que 

tambien se les llama genes hsn o genes de nodulación especifica 

de un huésped determinado. 

Los genes nodF y K Cb.§.na y ª) existen en ft. leguminosarum y 

R. trifolii y en R· meliloti {revisado en Rossen et al., 1987) y 

existen secuencias homólogas a nodE en R· fredii, Rhizobium sp. 

MPIK3030, pero no en R. Phaseoli, R· lupini ni en ~. japonicum 

(revisado en Mart~nez et al., sometido) (fig. 1). 

La expresión de nodF esté regulada por nodo. El producto de 

este gene tiene un posible sitio de unión a pantotenato, lo que 

sugiere que podria estar relacionado con una proteina acarreadora 

de acilos y se ha sugerido que pudiera estar involucrada en la 

acetilación 6 sintesis de ácidos grasos o lipopolisacáridos. La 
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funci6n del producto de n.QQA es desconocida. 

Curiosamente, las mutaciones en cualquiera de estos dos 

genes en ft. trifolii causan un fenotipo Nod- en trébol pero 

amplian su espectro de infeccibn, permitiéndole ahora nodular 

chicharo aunque deficientemente. Una posible explicacibn de estos 

datos es que los productos normales de estos genes o los factores 

que resulten de su presencia, favorezcan el reconocimiento de los 

dos organismos entre los que se realiza la asociación normal­

mente, pero impidan que la bacteria sea reconocida por plantas de 

otras especies, o incluso que se genere un rechazo de la planta a 

las bacterias que no lleven la senal de reconocimiento adecuada 

(revisado en Rossen et al., 1987). 

Los genes nodFE de a. leguminosarum y ~· meliloti son muy 

hom6logos por secuencia nucleotidica a pesar de que se les ha 

asignado el papel de conferir la especificidad de la bacteria por 

su hospedero (revisado en Ojordjevic et al., 1987a). 

Los genes nodG (h.fillQ) y nodH (h!!n.Q) se describieron en !L.. 

meliloti (Horvath et al., 1986) y no se han encontrado secuencias 

hom6logas en R· trifolii, ni en ft. phaseoli ni en R· 

leguminosarum, aunque Spaink et al., 1~07, describieron en R· 

leauminosarum una región nod distinta a las descritas, que seg~n 

ellos podria ser comparable a las regiones IV y V de R· trifolii 

(íig. 1) y a los genes nodo y D.QQ.Ji de R. meliloti. 

Las mutantes en los genes nodFEG presentan un fenotipo de 

nodulación tardia y una capacidad limitada para hacer hi1os de 
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infección en algunas cepas de R· me1iloti (Horvath et a1., l90b), 

aunque en otras, las inserciones en nodG no causan un fenotipo 

Nod alterado (Swanson et al., 1987). 

Las mutantes en el gene nodH en g. mel2loti presentan 

fenotipos Hac-, Nod-, sin embargo son capaces de nodular dos 

especies de Vicia. Este gene se transcribe en sentido inverso a 

los genes nodFEG (Horvath et al., 1996}. 

Por comparaciones de las secuencias de aminoácidos se ha en­

contrado que el producto de nodG tiene hornologia significativa 

con la deshidrogenasa de ribitol de Klebsiella aerogenes y se ha 

hipotetizado que la p1anta provee a las bacterias ínvasoras con 

algún poliol como fuente de carbono; la capacidad que tenga la 

bacteria para cata bol izar este compuesto afectaria la 

coloni2aci6n y el crecimiento en los alrededores de la raiz 

(revisado en Djordjevic et al .• 1987a). 

Los ch~charos primitivos {Cv. Afganistán) no pueden ser 

nodulados por las variedades convencionales de R· leguminosarurn, 

pero una cepa llamada TOM nodu1a a este hospedero pues posee un 

sólo gene (~) en su plAsmido sim que no tiene hom61ogo en ias 

cepas convencionales de este biovar <revisado en Rossen et al., 

1987). 

Por análisis de la secuencia nucleotidica se hen descrito 

otros ~res genes. nQQK en ª· parasponiae precede a ngga y pro-

bablemente se cotranscribe con nodABC. 

en rhizobía de crecimiento rápido. 
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Este gene no se encuen~ra 

Los otros dos. nodL y tl se 



describieron en R· leguminosarum situados antes de D..Q.QJi {Fig. 1). 

El amino terminal del producto de nodM es hom6logo a un gene que 

codifica para una amidofosforibosil transferasa. La función de 

los productos de [!Q.Q.K, de nodL y de nodE, es desconocida hasta el 

momento {revisado en Rossen et al., 1987). 

En ft. trifolii se han descrito los genes nodM y nodN y sus 

productos están 

trébol blanco. 

de aceti1aci6n 

relacionados con la eficiencia de nodulaci6n de 

Los productos de estos genes controlan el patron 

y 1a cantidad de 3-hidroxibutirato en los 

polisacáridos ácidos capsulares {Dazzo et al., 1988). 

Swanson et al. (1987), describen una mutación {nod216) en 

una zona arriba de n.QQQ. en ft. me1iloti que ocasiona una reducción 

en el nómero de nódulos, asi como un retraso en 1a aparición de 

los mismos. 

Recientemente Nayudu y Rolfe (1987) y Lewin et al. (1987), 

han aislado varios genes de especificidad de la cepa de Rhizobium 

NGR234 que es capaz de nodular a una gran cantidad de leguminosas 

tropicales y a plantas del género parasponia que no pertenece a 

la familia de las leguminosas. Lewin et al. {1987), han descrito 

cuando menos tres regiones hsn diferentes. HsnI está localizada 

cerca del gene nodo, Hsnil esté ligada a los genes nifHDK y 

Hsnlll a1 gene !!.Q..QQ. La región HsnIIl puede complementar 

mutaciones en el gene nodH de ft. meliloti, pero ninguna de las 

tres puede complementar mutaciones en D29.f:. o ~en R· meliloti. 

Hsnll y HsnIII presentan homolog~a con la caja nod a diferencia 
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de HsnI, lo cual sugiere que los mecanismos de regulación de Hsn! 

son distintos a los de HsnII y III. Estos estudios demuestran que 

existen diferentes zonas importantes para conferir la 

especificidad de la bacteria para nodular diferentes plantas. 

otros genes importantes. 

Rhizobium sp. produce una gran cantidad de polisacáridos: 

capsulares (CPS), exopolisacAridos (EPS), lipopolisacáridos (LPS) 

y a-1-2-glucanos. El papel que juegan estos compuestos en la 

nodulación es poco claro. Sin embargo se han aislado mutantes 

defectuosas en la formación de exopolisacárido ácido que son in­

capaces de formar hilos de infección aunque si hay actividad 

meristemática y se forman pseudonódulos (Van den Bosch et al., 

198€>). 

otro tipo de mutantes aisladas son incapaces de producir el 

lipopolisacarido principal¡ forman hilos de infección abortivos y 

de los n6dulos formados se pueden recuperar bacterias pero no 

bacteroides. Es probable que este lipopolisacarido influya sobre 

la persistencia del hilo de infección (revisado en Djordjevic et 

al., 1987a). 

Finalmente Govers et al. (1986) y Moerman et al. (1987), han 

demostrado que la transferencia de una región nod de 10 kb a 

cepas sin plésmido simbiótico en ft. leguminosarum pueden causar 

J.a expresión de nodulinas en Pisum sativum (chicharoJ y en Vicia 
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sativa (arveja). 

una cepa de 

legum+nosarum, 

y que las raices de estas plantas infectadas con 

Agrobacterium con el plésmido Sim de ft. 

expresan un gene de una nodulina temprana (ENod2) 

pero no otros. Estos resultados muestran que se requieren por lo 

menos dos señales en ia inducción de la expresión de nodulinas. 

La presencia de los genes nod es indispensable para disparar la 

primera respuesta aunque para la segunda, es decir para la 

expresión de las otras nodulinas se requieren otros genes bac­

terianos localizados en el plAsmido simbiótico, o incapaces de 

expresarse en Agrobacterium, 

cromosoma. 

o bien de genes localizados en el 
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS. 

Estoy interesada en el estudio de la asociación entre 

Rhizobium phaseoli y Phaseolus vulgaris L. cv. Negro Jamapa. Con 

la finalidad de determinar los J.2Sli. del plésmido Sim de la cepa 

fL.. ph•••o1í CE3 nacaaarios para la f ormaci6n y desarrollo de loa 

n6dulos, se construy6 un banco a partir de DNA total de la cepa 

mencionada y se aislaron dos c6smidos capaces de formar nódulos 

ineCectivoa (que no fijan nitrógeno> en una cepa isos•nica de la 

CE3 curada del plésmido Sim que ~ !!§. es incapaz de hacer 

n6dulo11 (Cevallos et· al., enviado). 

Estos dos cósmidos son los denominados pSM927 y pSM991 (fig. 

2). Por datos de hibridización DNA-DNA, se demostró que el 

cósmido pSM991 contiene secuencias hom6loaas a los senes nodABC 

de Rhi2obium me1:1.lotf en una banda de 6.8 Kb de i22,RI y a un 

probador que contiene a uno de los cenes ~ da R· mpliloti en 

una banda de s·.s Kb de Ji!<.2.RI (Cevallos et al., enviado.,. 

Si este c6smido se introduce a cepas de R· melilott que 

contienen inserciones de Tn2 en 119.d. a, ~ 6 Q es capaz de res­

taurar el fenotipo Nod- ca~sado por estas ~nserciones en plantas 

de alfalfa (Cevallos et al., enviado). 

El c6smido pSM991 también contiene la regi6n n!La con el 

oper6n nifHDK completo (Cevallos et al., enviado). 

A partir de este cóSmido se construyeron deleciones·y uno de 
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estos derivados, el pSM991.25 conservó la capacidad de nodular 

Phaseolua yulgaris. El pSM991.25 (Fi~. 2) contiene, entre otras, 

las bandas de 5.5 y 6.8 Kb de iJ<2RI que llevan como ya se 

mencionó, secuencias homólogas a un probador con el gene D22J2 de 

R· meliloti y los cenes nodABC, respectivamente. Por otro lado, 

cuando este c6amido se introduce a una cepa silvestre de R· 

meliloti, que normalmente es incapaz de nodular al frijol, le 

confiere ahora la capacidad de formar estructuras semeja~tes a 

nódulos en las raices de e. vulgaria. Este hecho permite suponer 

que el pSM991.25 contiene el o los genes involucrados en deter-

minar la especificidad por el hospedero <cenes ll.l.n>· Esta 

información esté contenida en un fragmento de 3.5 Kb de 15<2RI ya 

que otro cósmido, derivado también del pSH991, que carece de esta 

banda paro tiene todas las demA• del pSM991.25, es incapaz de 

formar estas estructuras nodulares en frijol, al ser introducido 

en una cepa silvestre 
1 

de R· moliloti (Cevallos et al., enviado). 

En resumen al iniciar este trabajo, sabíamos que el 

pSH991.25 contenia secuencias homólogas a un probador con el gene 

~ de R· meltloti, los senes nodABC y probablemente el o loa 

senes b§D. para nodular Crijol. 

Este trabajo se realizó con el fin de determinar direc-

tamente las zonas genéticas importantes de B.· phaseoli para la 

rormacibn y desarrollo de los nbdulos. 

Dado que esta informac16n ya se conoce para otras 

Rizobiiceas, un objetivo mis fue establecer que tan similar •• 
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Rhizobiym pho•oo1¡ a otras RizobiAceas de crecimiento rApido o 

lento desde este punto de vista. 

Final.mente, ya que mi interés es también estudiar el proceso 

de la simbiosis en la planta, se consideró que la construcción de 

mutantes bacterianas que se detuvieran en distintas etapas del 

proceso, ser~an de eran utilidad para poder analizar con mayor 

faci1idad ei pape1 de ia p1anta en ia asociación simbiótica. 
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HATKRIALJ!S Y HKTODOS. 

cepas 

Las cepas bacterianas utilizadas se encuentran en la Tabla 

2. 

Medios de creciaiento y condiciones de cultivo 

Las cepas derivadas de Escherichia 2..2.li. se crecieron en 

medio Luria (Hiller, 1972) en temperaturas de 30• o 37•c, se~n 

el caso. Las cepas derivadas de Rhizobium phaaeo1i se crecieron 

en med~o PY (Noel et al., 1984) a 30ºC. 

Los antibiOticos se utilizaron en los casos pertinentes en 

las siauientes concentraciones: cloranfenicol (Cm) 30µs/ml, 

tetraciclina (Te) 10 µc/ml, kanamicina (Km) 30µs/ml, estrep­

tomicina (Sm) 1oo~s/ml, para &. !i.2..!.!.· Para R· phasooli, la• con­

centraciones de los antibióticos utilizados secón el caso fueron: 

rifampicina .< Rifl soµs/ml, cm lSµs/ml, Te s µs/ml, Km 30 µs/ml. 

Banco, bacteriófaso v veh!culoa utilizados 

Estos vehiculos se encuentran en ~a Tabla 2. 

El banco de cósmidos de donde fué aislado el pSM991, se 

construyó a partir de DNA total extraido de la cepa Rhizobium 
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phaseoli CE3 (Cevallos et al., enviado). 

El bacteriófago MudIIPR13 se utilizó para hacer las ·1nser­

ciones en el pSM991.25 y es un derivado del bacteriófago MudIIPk3 

(Ratet et al., 1986), donde la secuencia que codifica para la 

fosfotranferaaa de neomicina (~) se sustituyó por el oper6n 

lac (Fig. 3). 

Tranaf or•aciones y conjugaciones 

Las transformaciones se llevaron a cabo sesün Haniatis et 

al., 1982 con las sicuientes modificaciones, como se describe a 

continuación: se inocularon 2 ml de medio Luria con la cepa que 

se deseaba transformar y se deJ6 crecer a saturaci6n. Con 0.1 ml 

de este cultivo se inocularon 30 ml de medio Luria y se incub6 a 

30• o .37•c, aesbn fuera conveniente, con ac1tac16n. Cuando aste 

cultivo lles6 a tener o.6 de densidad 6ptica a 600 nm •• enfri6 

en hielo durante 15 min. se centrifugó s min a sooo rpm y el 

botón celular se lavó con 15 ml de MgCl2 so mM esteril. Se volvió 

a centrifusar s min a sooo rpm y el botón se resuspendió en 

buffer de transformación fresco (CaCl2 anhidro 75 mM, HaCla 5 aM 

y TrisHCl 5 mM pH 7.4). se incubó en el buffer de 15 a 20 sin en 

hielo y se centrifusó 5 min a 5000 rpm. Se resuspendi6 en 2 ml de 

buffer de transformación y se tomaron 0.2 ml de c6lulaa para 

añadirles de 10-100 ng de DNA. Las células con el DNA se in­

cubaron durante 1 h en hielo acitando suavemente de vez en cuando 
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y se dib un choque térmico de 2 min a 42 9 C. Se aftadiO 1 ml de 

medio Luria y las células se incubaron durante 1 h con acitac16n 

a 90 9 o 37 9 C segün el caso. Se plaquearon en medio selectivo de 

0.1 a 0.2 ml de células y se incubaron a 30° o 37 9 C secón el 

caso. 

LB• conjusaciones se llevaron a cabo en medio liquido o en 

parches segün Quinto et al., 1985. 

Ter•oinducciOn del bacteriOf ago 

La termoinducciOn del bacteriOfaco se llevo cabo secun 

Hurooka et al,, 1981 y Oroisman et al., 1986. Antes de iniciar el 

experimento se probb la termoaensibilidad de varias colonias ais­

ladas de la cepa HC4100 Hucts HudIIPR13/pSH991.25. Con una de 

ellas se inocularon 2 ml de -medio Luria Cm Te y el cultivo se 

dejó crecer a saturación a 30°C. 

se tomaron 0.1 ml de este cultivo y se inocularon 10 ml·de 

medio Luria con CaCl2 SmM y MgS04 200 mM sin antibióticos. 

Este cultivo se crecib a 30º0 con agitaci6n aproximadamente 

3 h hasta que alcanzo 0.22 unidades de densidad Optica a 540 nm. 

cuando esto sucedió, el cultivo se paso a incubar a 37ºC con 

asitac16n durante 20 min y posteriormente a 42ºC con a&itac16n de 

40 a 80 min hasta que se observo lisis celular. En este momento 

se aftadieron cloroformo, MsS04 y CaCl2 a concentraciones finales 

de 1K, 2 mM y 20 mM respectivamente. 
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una vez hecho esto, el cultivo se centrifugó 3 min a 10000 

rpm y se obtuvo el sobrenadante. 

Al mismo tiempo se creció un cultivo de la cepa M8820 Mu en 

medio Luria con cacl2 SmM y MgS04 lOmM sin antibióticos. Cuando 

al cultivo lle&O a una densidad de 1.sx10• célulaa/ml se concentro 

10 veces en Luria CaCl2 5 mM y MgS04 10 mM. Cuando se tuvo el 

lisado del bacteri6fago se pusieron en un tubo 0.1 ml de cultivo 

de la cepa M8820 Mu y 0.1 ml del lisado y otro tubo con 0.01 ml 

de liaado (multiplicidad de infección 10 y 1 respectivamente), 

aai como un tubo control sin lisado. Todos los tubos •• incubaron 

a 3o•c sin acitaci6n durante 30 min. Posteriormente se aftadieron 

2 ml de medio Luria a cada tubo y se incubaron con agitación 75 

min a 30°C. Finalmente las células se lavaron una vez con NaCl 10 

mM, se resuspendieron en 0.4 ml de NaCl 10 mM y se plaquearon 0.1 

ml en medio Luria Cm CaCla 5 mM. 

Minipurificacion de cOaaidoa 

se utilizó el método reportado por ~irnboim et al., 1979, 

sOlo que se eliminaron todos los tiempos de incubación y la pas­

tilla se reauspendió en 50.µl de agua estéril. 

Di&estión con enzi•aa de restricción 

La cantidad de DNA obtenida en las purificaciones se estimó 

2& 



corriendo una alicuota en minigeles de agarosa al lX de 7 cm de 

loncitud y 1.5 mm de crosor en buffer Tris-boratos 0.5X (Haniatis 

et al., 1982) a 150 v. 
se tomó la cantidad adecuada y se dig1ri6 con la enzima de 

restricción pertinente en los buffers que sucieren loa 

proveedores de cada una de ellas. El grado de dicestion de las 

reacciones se observ6 también por medio de electroforesis en mi­

nigelea: 

Las reacciones se detuvieron aftadiendo la mezcla de parado 

de Haniatis et al., 1982. 

Purificación de DNA croaoso•a1 

utilizó el método de Quinto et al., 1982 sin 

m!)dificaciones. 

H1ectrof oreaia de DNA en ce1es de agarosa 

Las electroforesis se llevaron a cabo en celes de aaaro•a 

al 1~. de 3 mm de srosor y 15 cm de longitud. Se corrieron en 

buffer Tris-boratos-.EDTA (TBE, Haniatis et al., 1982) a 80 V 

durante a h a 4•c. Los geles se tifteron con una solución de 

bromuro de etidio (0.4 µc/ml) y se observaron con luz 

ultravioleta. 
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Hibridizacion de DNA-DNA tipo SOuthern (Quinto et al., 1982) 

Transferencia 

Las muestras de ONAs cromosomales o de c6smidos se corrieron 

en los ~eles ya descritos, se tifteron, se fotografiaron y se 

trataron para transferirlos a filtros de nitrocelulosa. Este 

tratamiento se realizó incubando los con agitac16n en la• 

siguientes soluciones: HCl 0.25 N, 2 veces, 15 min cada una; NaOH 

o.s M Naci 1.s H 2 veces, 15 min cada una y finalmente en Tris­

HCl O.S M pH 7.4 NaCl 1.5 M 2 veces, 30 min cada una. Los gelea 

se humedecieron en ssc 6X (Haniatis et al., 1962) y se pusieron 

en contacto con filtros de nitrocelulosa que previamente habian 

sido hervidos 10 min en asua estéril y posteriormente 

humedecidos en ssc 6X. Los filtros se colocaron por arriba y por 

debajo del cel evitando atrapar las burbujas de aire¡ después de 

loa filtros se pusieron de cada lado dos hojas de papel Whataan 

3HH secas, del mismo tamafto que los filtros y el gel y final­

mente, también de ambos lados, una pila de papel absorbente de 

aproximadamente 10 cm de altura. A todo esto se le colocó encima 

un vidrio y sobre el vi~rio un peso de aproximadamente o.s Kc. 

Las transferencias se dejaron entre 10 y 12 horas y posterior­

mente. los filtros se hornearon a SOºC al vacio. Se guardaron en 

bolsas de hibridizaci6n selladas hasta el momen~o de usarlos. 
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Prehibridizaci6n 

Para laa.hibridizaciones homologas al 1oos se prehibridizO 

con 10 ml de una solución que contenia solución Denhardt lOX, 

SSC SX, buffer fosfatos 100 mM pH6.8, DNA de timo SO µg/ml 

(Maniatia et al., 1982). 

Para las hibridizaciones heter6logas se prehibridizó con 10 

ml de solución que contenta formamida al 30X, ssc 4X, Tris 100 mM 

pH 7.4, sos o.1X, EDTA 1 mM, solución Denhardt sx y DNA de timo 

de ternera so µg/ml que se aftadi6 previamente hervido durante 10 

min (Maniatia et al., 1982). 

Hibridización 

se cambió la solución de prehibridizaciOn por la de 

hibridización que es igual a la primera solo que adem6s contiene 

el probador marcado radiactivamente. Este se desnaturaliza por 

calentamiento (10 min en agua hirviendo) y se pone en hielo in­

mediatamente. Finalmente se attade a la solución de hibridización 

correspondiente y se sella la bolsa evi~ando las burbujas. 

En el caso de las h~bridizaciones de secuencias hom6loaas, 

estas se llevaron a cabo a 6SºC. Las heter6logas se llevaron a 

cabo a 42ºC. 
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Lavado 

Los filtros de las hibridizaciones homólogas fueron lavados 

con una soluci6n de ssc o.1x y 0.1% de sos, una vez a tem­

peratura ambiente, durante 15 min. Posteriormente se lavó con 

esta misma soluci6n 3 veces durante 15 min cada vez a SSºC y 

finalmente con una solución de ssc o.1X una vez durante 15 min a 

SSºC. 

Los filtros de las hibridizaeiones heter6logas fueron 

lavados con una soluci6n de SSC 2X y 0.1?. de SOS, 3 veces a tem­

peratura ambiente, 15 min cada vez. Posteriormente con esta misma 

soluci6n se lav6 una vez durante 15 min a 55°.c y finalmente con 

una solución de ssc 2X una vez durante 15 min a temperatura am­

biente. 

Probadores 

Cuando •• utilizaron cóamido& completos, se purificaron por 

el método de minipurifieaei6n descrito anteriormente. 

cuando se utilizaron fragmentos purificados de plésmidos o 

e6smidos se utilizó el m~todo de Lizardi et al., 1964 sin 

modificaciones. 

El marcaje radiactivo de los probadores se hizo utilizando 

el método de "traducción de mella" con 32PdCTP descrito en 

Haniatis et al., 1962. 
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Creciaiento e ~noculaciOn de plantas 

Las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) Cv. Nesro 

Jamapa se lavaron en acua varias veces y se esterilizaron con una 

solución de hipoclorito de sodio al 0.5% por 15 min. 

Las semillas se pregerminaron durante 2 dias en condiciones 

estériles a 30°C y una vez que el hipocotilo media 

aproximadamente 1 cm, .se· pasaron a matraces que contenian 

solución nutrit~va Fahreus sin nitrógeno CBroughton et al., 1971) 

y asar al 0.7X. Las semillas, entonces se incubaron en la os­

curidad a 30ºC durante dos días mAs y posteriormente se i­

nocularon con 1 ml de cultivos de la cepa correspondiente 

crecidos a saturación en medio PY sin antibióticos 

(aproximadamente 1X10ª~ c6lulas/ml. Cada cepa se inocu&• por 

duplicado en cada experimento. Las plantas se incubaron a 2&•c 

con periodos de luz oscuridad de 12 h con una intensidad lumino­

sa de , y humedad reiativa de 60~. 

Purif icac16n de bacterias de n6duios 

Para corroborar que la cepa que se inocul6 fué la misma que 

formb los n6du1os en los experimentos con plantas, de cada planta 

nodulada se cortaron 3 nódulos y se esterilizaron superficial­

mente en una solución de hipoclorito de sodio lOX durante s min. 
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Los n6dulos se enjuagaron varias veces con agua estéril en cajas 

de agar con medio PY sin antib16ticos. Las bacterias extraidas 

de los n6dulos, se estriaron en este medio. Las cajas se in­

cubaron a 30ºC. cuando aparecieron colonias aisladas, se par­

charon 10 colonias obtenidas de cada n6dulo, en medios selectivos 

para los marcadores de la cepa con la que se habia inoculado la 

planta. 
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CEPA GENOTIPO Y CARACIERISllCAS RELEVANTES 

HC4100 (llucts) f- J.r30139 (l!clPOZYA-illf.) Ul69 rpsllSO reH!.l ~ e..tsf2i, 
deoCI. LisOgena de Huct!62. 

tl8B20 (tlll) f- araD139 · (fil·leu)!!U (proAB-:!ll[·l1olPDlYA)Xlll t2!i.. {S1t}, 
lisOgena de HU2.º ' 

HB101 f· fil fil lhi !!21 rpsL20 bsdR hsdtl ill!! 9!lK2 ~ 
ll!!. supE<l4 endol· r11cA· Ser, 

CEJ 
CFN2001 

PLASKIDDS Y 
BACIERIOFAGDS 

pSK991,21 
KudUPR13 

pRi2013 
pHC206 
pKV1 y 2 

pKY3·8 

pKY9 

pKYID-17 

pKY18 y 19 

pKYlo-26 

Derivada Sar de la cepa silvestre CFH42. Hod1 fix• 
Derivada Rifr de 13 cepa silvestre CFIH2. Curada de los pl!s1idos 
p42a y p42d. Hod· Fix·. 

Derivado del pSt\991. le'. Hod• Fix•, 
Derivado de Hud11PR3 donde ntll se sustituyo por el ope­
rOn fil sin proaotor. C•'. 
Derivado de RP4. Con origen de replicación de ColEl. Kan'. 
Derivado de RP4, Pl!s1ido lnoPl, Kan', (lpr, Cb 1 • 

pSlt991.2S::HudllPR13::pHC206. Jnserc1ones en el fragmento de 
8,2 kb filRI (vehlculo) del pSt\991.25, C1r 1 fer, Kanr. 
pSl1991.2S::HudllPR13::pHC206. Inserciones en el fra91ento de 
5.5 kb ~I {d) del pSt\991.25. C11 , 1cr, Kan'. 
pStl991.25::ttudl1PR13::ptlC206. Inserciones en el fr391ento de 
o_,6 kb EcoRl del pSH991,2S. C11 , lo', Kan'. 
pSH991.2S::HudllPR13::pHC206. Inserciones en al fra91ento tJe 
6.9 kb ~I (nodABC) del pSt\991.25. C11 , le', Kln1 • 

pSH991.25::HudllPR13::pHC206. Inserciones en el fragmento de 
2.0 kb Wffl del pSH991.2S. C11 , 101 , Kan'. 
pSH991.25::HudJIPR13::pHC206. Inserciones en el fragaento de 
3.5 kb EcoRI (ti.fil'!} del pSH991.25. C1r, lc1 , Kan'. 

TABLA 2 
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A. Puhler. 
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RESULTAOOS 

Construcci6n de cepas 

La rnutagenesis al. azar del c6smido pSM991.25 se ll.ev6 a cabci 

en Escherichia coli por la facilidad en la manipulaci6n y para 

ell.o fué necesario construir algunas cepas. 

Inicialmente introdujimos el pSM991.25 a la cepa MC4100 

Muets/MudIIPR13 con el fin de que al. termoinducir el. baCteri6t·ago 

transpusiera azarosamente al c6smido pSM991.25. 

La introducción del c6smido a la cepa MC4100 

Mu~/MudIIPR13, se llevó a cabo por conjugación en una cruza 

triparental que incl.uy6 a l.a cepa HB101/pSM991.25 como donadora y 

a la MC4100 Mucts/MudIIPR13 como receptora. 

cepa HB10l/pRK2013. El plésmido pRK2013 

Ademas utilizamos la 

es utilizado como 

ºayudadoru para complementar las t"unciones de transferencia 

ausentes en el cósmido pSM991.25. 

Después de rea1izar la cruza, se seleccionaron las colonias 

que contenian al bacteriófago MudIIPR13 y al c6smido pSM991.25 

por las resistencias a cloranfenícol y a tetraciclina que con­

fieren respectivamente. 

Posteriormente, se probó la termosensibilidad de varias de 

las colonias cmrc 1'c" a través de crecimientos en parche a 30 ° y a 

42°C. 

Una vez obtenida la cepa MC4100 Mu~ MudIIPR13/pSM991.25, 

35 



se llevó a cabo la termoinducción del bacterió_f ago como se indica 

en materiales y métodos. 

Hasta el momento la ~nica forma de introducir DNA ex­

tracromosomal a Rhizobium con buena eficiencia es a través de la 

conjugación. El objetivo final de la estrategia de la 

construcción de las mutantes, era tener los cósmidos con las dis­

tintas inserciones en cepas de Rhizobium para poder probar su 

fenotipo simbiótico. Sabiamos que los c6smidos se tendr1an que 

introducir a Rhizobium por conjugación. Sin embargo estos 

cosmidos poseen un origen de replicación derivado del plásmido 

ColE1 que no es funcional en las kizobiáceas. El plésmido pNC206 

contiene un origen de replicación derivado de RP4 que si es fun­

cional en Rhi2obium phaseoli y por esta razón se introdujo por 

transformación a la cepa MS820 Mu, seleccionando colonias Km~. 

Esta cepa es utilizada en el protocolo de la termoinducción del 

bacteriófago como la receptora del DNA a donde transpuso el 

bacteriófago. Al poseer también el plásmido pNC206 ya sólo era 

necesario llevar a cabo cruzas biparentales de la cepa MBB20 

Hu/pNC206 con las distintas inserciones como donadora y las cepas 

de Bhizobium a donde se quisieran íntroducir las mutaciones como 

receptoras. 

Sin embargo, al hacer la transducción del UNA con el 

bacteriófago, durante la fase de recuperación (ver materiales y 

métodos), se observó lisis de los cul~ivos, aOn en el cultivo 

control al que no se habia añadido el lisado. El experimento se 
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repitió 3 veces y el fenómeno de lisis fué reproducible. Por esta 

razón se utilizó la cepa M8820 Mu sin el plésmido pNC2U6 como 

receptora de la transducción. 

De esta forma se obtuvieron aproximadamente 10 colonias por 

cada 10• bacteriófagos cuando la multiplicidad de infección fué 

de 10. Se parcharon 500 colonias en medios selectivos para 

cloranfenicol y tetraciclina por separado y el 99% de estas 

colonias fue Cm" TcH, lo cual quiere decir que el 99% de las in­

serciones se encontraban el cósmido pSM991.25. 

250 de estas colonias se conjugaron por el método de réplica 

con la cepa HB101/pNC206 y se seleccionaron ias colonias que 

fueran cm" TcN Km~. Por el mismo método los cointegrados del 

pSM991.2S::MudIIPR13::pNC206 (pMVl-250) se transfirieron a la 

cepa de Rhizobium phaseoli CFN2001 y se seleccionaron las 

colonias que fueron CmA Te~ Km~ kifA. 

Un resumen de la estrategia genética para la construcción de 

las mutantes y ~u transferencia a !L.. phaseoli se encuentra en la 

Tabla 3. 

Mapeo de las Inserciones 

Para hacer el mapeo de las inserciones se purificaron 45 

c6smidos con las diversas inserciones a partir de la cepa MB820 

Mu. Sabiamos que el pSM991.25 media entre 20 y 25 Kb. Al decidir 
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mapear 45 inserciones distintas, pensamos que seria suficiente 

para tener cuando menos una inserción por kilobase en cada una de 

las dos orientaciones posibles. 

Los cósmidos se digirieron con las enzimas de restricción 

EcoRI y BamHI en digestiones sencillas y dobles. Se eligieron es­

tas enzimas pues los sitios de corte de las mismas en el 

bacteriófago son asimétricos (ver Fig. 3) y en el caso de §filn.HI 

el sitio de corte es sólo uno. Todo esto facilitó el mapeo y la 

determinación de la orientación en la que el bacteri6f ago se 

insertó en cada caso. Ue esta forma se caracterizaron 45 

cósmidos. Las fotografías de los geles con las diversas digest-

iones se encuentran en la figura 4. 

El mapa del c6smido con las 45 inserciones mapeadas se en­

cuentra en la figura 5 y la orientación de las mismas en la 

figura 6. 

Fenotipo Simbiótico de las Mutantes 

Las 45 mutantes se inocularon en plantas de Phaseolus vul­

garis L. Cv. Negr~ Jamapa por separado, como se indica en 

materiales y métodos. Después de repetir e.l experimento cuatro 

veces se pudieron describir los siguientes fenotipos que se en~ 

cuentran en la figura 7: 

1. Nod• donde todas las plantas en todos los experimentos 

realizados presentaron nódulos al mismo tiempo, color, tamaño y 
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cantidad que las 

CFN2001/pSM991.25. 

plantas inoculadas con la cepa 

2.Nod- donde las plantas en los experimentos realizados no 

presentaron ni un sólo nódulo al igual que las plantas inoculadas 

con la cepa CFN2001. 

3.Nod .,,,_ 

a. Este fenotipo está definido por una eficiencia de nodulaci6n 

~enor que la de la cepa CFN2001/pSM991.25, aunque los nódulos 

existentes son similares a los provocados por el cósmido 

pSM991.25, a excepción de los nódulos del cósmido pMVl6.1 que son 

nódulos pequefiisimos y blancos. 

b. El fenotipo Nod-"'-b. se definió para aquellas cepas que al ser 

inoculadas en plantas por duplicado en un mismo experimeñto, no 

causaron el mismo fenotipo simbiótico en las dos plantas 

Es decir que mientras una planta presentó un fenotipo inoculadas. 

Nod-, la otra fué Nod- y esto f ué reproducible cada vez que se 

repitiO el experimento. 

4. Nod? se definió a todas aquellas cepas que a pesar de presen­

tar el mismo fenotip6 simbiótico en los duplicados de un mismo 

experimento, 

perimento. 

el fenotipo no fué el mismo entre experimento y ex-

Para probar que la cepa inoculada en cada planta era la 

responsable de la aparición de los nódulos si era el caso, se 

purificaron bacterias de tres nódulos de cada planta Y 10 

colonias aisladas de cada uno de· ellos se picaron en medios 
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selectivos para resistencia a cloranfenicol y tetraciclina. El 

100% de !as colonias picadas de todos los nódulos fueron Cm" Te", 

asegurando la presencia del ºpSM991.2S y del bacteriófago 

MudIIPR13. Con estos datos se puede decir que las inserciones en 

el pSM991.25 son perfectamente estables en la cepa CFN2001. 

Localizaci6n de las Inserciones en los Genes nodABCD y hsn de 

Rhizobium phaseoli 

Con el mapeo de las inserciones por enzimas de restricción 

sab~amos en qué fragmentos EcoR1 del pSM991.25 se encontraba in­

sertado el bacteriófago. También sab~amos qué fragmentos del 

pSH991.25 hibridizaban con los detectores de !os genes nodABCO de 

R· meliloti (Cevallos et al., en preparación). El fragmento EcoR1 

de 6.8 Kb hibridiza con el detector de los genes nodABC de ft. 

me!iloti y el fragmento de s.s kb hibridiza con un detector del 

gene nQ..QQ también de R· meliloti. 

Para localizar con más exactitud el sitio de las inserciones 

en los cósmidos se purificaron probadores específicos para los 

genes nodABC y D a.partir del plAsmido pKSKS (Kondorosi et al., 

1984) que contiene estos genes de ft. meliloti (fig. 8). Los 

probadores fueron los siguientes: 

1. Un fragmento BglII de 2.2 Kb que contiene el gene nQ.Q.Q. com­

pleto. 

2. Un fragmento ~II-PvuII de o.a Kb que contiene nodA casi com-
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pleto y el inicio de nodB. 

3. Un fragmento SacII de 1.95 Kb que contiene !}.Q.Q!i incompleto y 

!1Q..Qg_ completo. 

4. Un fragmento l::U.D&III de O.S kb intragénico de IlQQ..Q.. 

Los c6smidos se purificaron de la cepa M8B20 Mu y se 

hicieron dobles digestiones con las enzimas EcoRI y BamHI. Los 

resultados de estas hibridizaciones se encuentran en las figuras 

9A, By e y de esta forma se iocalizaron los fragmentos gcoRr­

BamHI del pSM991.25 que contienen los genes nodABC y Q de ft. 

phaseoli. El probador para nodo presentó señal de hibridizacion 

con las bandas de EcoRI-samHI de 2.45 y 3.1 kb que constituyen el 

fragmento de 5.5 kb de ~RI; el probador nodAB hibridiz6 con la 

banda de 4.2 kb de BamHI del fragmento de 6.8 kb de EcoRI. Con 

este probador también se obtuvo una sefial en una banda de 3.1 kb 

que podría estar localizada en la zona de ~ o en la banda de 

3.5 kb de EcoRI (hsn}. El probador nodBC, al igual que el de 

ll.Q..QQ, hibridizaron con una banda de BamH1 de 1.2 kb dentro del 

fragmento de 6.8 kb de EcoRI. Estos datos se encuentran en la 

figura 5. 

Finalmente era necesario comprobar que los mismos c6smidos 

que se tenian en la cepa de ~ coli M8820 Mu fueron ios que se 

transfirieron a la cepa de !L.. phaseoli CFN2001 y que las mismas 

inserciones mapeadas en E..:.. coli eran las responsables del 

fenotipo simbiótico alterado que se habia detectado en los ex­

perimentos de nodulación. Con este motivo, se hicieron 
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hibridizaciones con DNAs totales de la cepa CFN2001 con los dis­

tintos cósmidos. 

Para los DNAs que contenian inserciones en los fragmentos de 

5.5 y 3.5 Kb de EcoRI que contienen nodo y el o los genes fil!n. 

respectivamente, se utilizo como probador el pSM991.25 completo. 

Para las inserciones en el fragmento de 6.8 Kb que contiene 

a los genes nodABC, se utiliz6 como probador este mismo fragmento 

purificado del pSM991.25. La razOn por la cual para este caso no 

se utiliz6 el c6smido completo es que el c6smido, en el vehiculo, 

contiene el gene cat (Cm~) que se inactiv6 en uno de los pasos de 

la clonaci6n (Cevallos et al., en preparaci0n). Esta secuencia 

hubiera hibridizado con una banda de 6.8 Kb del bacter16fago 

MudIIPR13 que contiene el gene ~ y esto hubiera enmascarado la 

detección de la inserción en el fragmento de 6.8 Kb en el cósmido 

pSH991.2S. Los resultados de estas hibridizaciones se encuentran 

en la figura 10A, B y c. En la mayoría de los casos, se encentro 

que las inserciones mapeadas en el fondo genético de K· 

fueron transferidas idénticas a la cepa CFN2001. 
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HBIOl/PSN991.25 <TcR> X NC4100/NUDllPRl3 (CMR)~MC4100/NUDllPRl3/PSN991.25 (CMR rcR¡ 

l 
TERMOI NOUCC 1 ON DE LA CEPA NC4100/NUo 1 I PR l 3/PSN99 1. 25 

J 
INFECCION DE LA CEPA N8820 NU CON UN LISADO DE LA NC4100/NUDllPRl3/PSN991.25 

SELECCJON DE COLONIAS CMR 
l 

TcR <N8820 NU/PSN991.25::Nuol IPR13) 

l 
HBIOl/PNC206 <KANR) X N8820 NU/PSN991.25::NUDllPRl3 ICMR TcR)~ 

N8820 NU/PSN99t.25::NuDllPRt3::pNC206 (PNVl-250) (CMR TcR KANR) 

l 
N8820/PMV1-250 <CMR TcR KANR) X CFN2001 <R1FR~CFN2001/PNV1-250 (CMR TcR KANR RJFR) 

TABLA 3 
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Los GELES FUERON CORRIDOS COMO SE INDICA EN MATERIALES y MtTODOS • . 
Los CÓSMICOS SE PURIFICARON DE LA CEPA M8820 Mu y SE DIGIRIERON EN 
LOS GELES A Y C CON EkQRI Y EN LOS GELES 8 Y D CON BAtiHI, PARA LOS 
GELES A Y B EL ORDEN ES EL SIGUJENTEi l, Pl1V8.l1 2, -1 3, Pt'IV31 (1, 
PMVll,31 5, PMV61 6, -1 7, PMV71 8, PMVq1 9, PSM99,251 10 ... l!J..w¡lll 
11, J.. l!J..w¡IJI W!Rl1 12 •. PMV25,21.l3, PMV261 lq, PMV25,31 15. PMy8.21 
16. PMV51 17. PMV8,q1 18. PMV25.11 19. -1 20. -. PARA LOS GELES D y 
C EL ORDEN ES EL SIGUIENTE: l> PMV121 ·2; PMV151 $, PMVl6,l1 q, •••• 
PMVlq,1, 5. -1 b, PMVl.l,11 7. PMYl6,Z1 8, PMV13,21 9, -1·10, PSM99l,251 
11, AHJNDllJ EcoRl1 12. PMV17,21 13, PMVl01 lq, PMVll1 15. PMV221 
16, PMV17,l: 17. PMV8,3: 18. -1 19, PMVlq,21 20, -, 

Flfi. q, GElES DE OIGESTIUllES EcoRI y BAHHI QE CUSMIDOS CON 

DIFERENIES INSERCIONES 
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EN LA FIGURA SE REPRESENTA·AL PS"991.25. EN LA SECCIÓN A SE INDICA EL TAMAAO DE LAS BANDAS EN 
LAS DIGESTIONES DOBLES fmRJ-Bats)U Y LAS BANDAS QUE POR SU TAHAAO PODRfAH SER LAS QUE SE OBSEB. 
VAN EN LAS HllRIDIZACIONES HETERÓLOGAS CON LOS DIFERENTES PROBADORES. 
EN LA SECCIÓN 8 LAS RAYAS VERTICALES REPRESENTAN LAS INSERCIONES AISLADAS. EL NÚHERD SOBRE LAS 
RAYAS VERTICALES ES EL NllftEAO DE LA INSERCIÓN, 
Los ENSAYOS DE NODULACIÓN se LLEVARON A CABO COMQ SE UIDICA EN 11ATERIALES y PltTODOS. Los FENO­
TIPOS SIMBIÓTICOS DE CADA UNA DE LAS INSERCIONES ESTAff REPRESENTADOS COf'IO """ +/ .. , - Y ? Y SIG-
NIFICAIU +,. NODULACJÓN NORMALI +/-A,. EFICIENCIA DE NODUU.CIÓN "ENOR A LA CAUSADA POR EL 
PS/f.191,25 EN LA CEPA CE3 PS1•-.lCFN200lli +/-1. FENOTIPO SINBldTICO lloo+ EN UNA PLANTA y Nao· 
EN EL DUPLICADO El EL "ISIG EXPERIMENTO& -. NO NDDULÓJ ? • PLANTAS QUE NO PRESENTARON EL "15"0 
FENOTIPO SJKBIÓTICO ENTRE EXPERIPIENTO V EXPERl"!lfTO, 
Se INDICAN TNUlltH LAS BANDAS QUE HIBRIDIZAN CON EL PROBADOR DE ttaDll COMO 0 Y LA ZONA DONDE SE 
LOCALIZAN IHUl6fJt COftO ABC, LA RAYA PUNTEADA INDICA LA NtBIGUEDAD D! LA LOCALIZACIOH DEL INiCIO 
DE 111111&. DHIDD A LAS DOS POSIBILIDADES Dt! ORIENTACldli o! LÁ iNSERcldN u lllA y lla>. 
E ES ~I Y B ES MJI 
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Los ErlSAYOS DEL FENOTIPO SIMBIOTICO EN PLANTA se LLEVARON A CABO co"° SE DESCRIBE EN MATERIALES 
v MErooos. l. Cl3. CEPA SILVESTRE. Noo•F1x•; 2. CFN2001 lCE3 pS1K-J. Noo-, 3. CFN200l/pSM991.25. 
"ºº•. F1X-, 4. CFl12U01MIV22. tloo·. Fix-: 5. CFNiOOl/PMV!S. Noo-, 6. CFN200l/pM'/l7.2. Noo~'o Fix-. 

FIC.. 7. FlflOTIPUS llUD DE íllFERENTES MUTANTES EN EuASEOLll> 'llll.liARU• 
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LOS ONAS DE LOS COSHIDOS F'UERON PURIFICADOS DE LA CEPA H8820 HU Y SE DIGIRIERON CON EcslRI Y Ba.l:IHI. 
LA ELECTROFORESIS SE LLEVO A CABO COHO SE DESCRIBE EN MATERIALES Y HtTODOS, SE HIBRIDIZO CON UN 
PROBADOR "ARCADO CON 32p tlQDAB DE B. "E' 11or1 (f'IG. 8), ORDEN: lo PHVl7.1; 2, PHV17.2; 3, PttV17.3¡ 
4, PHVl6.li S, Pt1Vl6.2; 6, PHVISi 7. PSH99f.25; 9,).. l:i.LNDlll .EcQRli g, PMVl4.2i 10, PttVl4.t; lt, 
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DISCUSION 

En el presente trabajo, se utilizó el c6smido pSM991.25 que 

como se menciono en Antecedentes y Objetivos sabiamos que 

conten~a un fragmento de 18.S kb del pSym de la cepa de &..:... 

phaseoli 

llevaba 

CE3, Teniamos evidencias para afirmar que el pSM991,25 

los genes nodABC funcionales, una región con la 

informaci6n necesaria para capacitar a R· meliloti para nodular 

frijol (gen o genes hsn) y una secuencia que hibridizaba con un 

probador para el gene nodo de ft. meliloti. 

Este cósmido fué mutagenizado al azar con el. bacteri6t'ago 

MudIIPR13 (fig. 3} con el objetivo de localizar finamente las 

zonas esenciales para la formación y desarrollo del nódulo. tas 

zonas esenciales se localizaron al observar el fenotipo 

simbiótico causado por las diferentes inserciones cuando se 

hicieron ensayos de nodulación en Phaseolus vulgaris. De esta 

forma, encontramos dos regiones que al ser mutagenizadas 

generaban fenotipos Nod-: la primera de estas zonas fué la que 

conten~a los genes nodABC. El mapeo de restricción Y la 

hibridizaci6n ONA-DNA con probadores especif icos para estos tres 

genes (figE. 5 y 9), indicaron que los cOsmidos pMV10, 11 Y 1~ 

conten~an inserciones en una banda de BamHl de 4.3 kb que 

hibridiza con el probador de nodAB de ft. meliloti. Ya que el 

pMV10 ocasiona un fenotipo simbiótico Noct+, el pMV11 presenta un 

fenotipo Nod+'-a y el pMV12 es Noct-, proponemos que el gene n.QQa 
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se localiza entre los s~tios de inserción en los cósmidos pMVll y 

12. Dado que el sitio de la inserción del pMVll es ambigua y que 

no se encontraron inserciones que mapearan en esta regi6n de! 

cbsmido, no se puede situar con exactitud la localización de 

nodA. Sin embargo, se estan buscando mas inserciones que se en­

cuentren en el fragmento de BamHl de 4.3 kb para delimitar aün 

mas la región donde se encuentran los gen~s nodABC. 

La ·1ocalizaci6n del gene nodB que sugerimos a partir de los 

datos obtenidos es entre nodA y nodC, ya que en las 

hibridizaciones con los probadores para !lQQQ y para nodBC (fig. 

9B), la banda que hibridiza es la de 1.2 kb en BamHI y que con el 

probador para los genes ~ hibrídiza el fragmento de BamHI de 

4.3 kb (fig. 9A). El gene nodB debe tener por lo menos un sitio 

de restricc16n interno para BamHl muy cercano al sitio de Sacil 

utilizado para obtener los probadores nodAB y !1QQ.ª9. para poder 

explicar que ambos probadores hibridicen con bandas distintas. 

Esta suposición se apoya por el hecho de que se predicen dos 

sitios de ªª1n,HI que generan una banda muy pequeña de 

aproximadamente 0.2 kb con las inserciones en el pMV13.1 y 13.2 

(fenotipo Nod-) entre las bandas de 1.2 y 4.3 kb de ª1!.m.HI. 

Las otras opciones ser~an que IlQQH no se encuentre en esta 

región y que mapee en alguna otra zona del c6smido, lo cual seria 

diferente a lo encontrado para otros Rhizobia (fig. 1), como por 

ejemplo en el fragmento de EcoRI-BamHl de 3.1 kb localizado en lo 

que nosotros postulamos sea el f ragrnento del gene nsn 6 en !a 
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banda ~RI-BamHI de 3.1 kb de la zona donde se localiza !:!Q.QQ. 1 ya 

que el patrón de la hibridizaci6n con el probador nodAB, ademas 

de la banda de BamHI de 4.3 kb localizada dentro del fragmento de 

~RI de 6.9 kb que contiene a los genes !lQ.Q., presenta también 

una banda de hibridización de similar intensidad de 3.1 kb, que 

segón el mapa construido es imposible que esté dentro de este 

fragmento de 6.9 kb de ~RI. 

Sin embargo esta banda de 3.1 kb de hibridizaci6n con el 

probador nodAB podria tener otras explicaciones: a) dado que el 

probador ~contiene la región 5' de control del gene nodA, y 

que se ha descrito que el operón nodABC lleva en esta zona una 

caja nod involucrada en la activación de este oper6n y de otros 

genes nQQ. como~' nodH y !lQQ!1 {Rossen et al., 1987), es 

posible que el probador nodAB esté hibridizando con el fragmento 

EcoRI-BamHI de 3.1 kb del gene han a pesar de que la caja nod 

consenso sea de sólo 25 pares de bases (Martinez et al., 

aceptado). Rostas et al., 1986, han encontrado una secuencia con­

servada de 47 pb en las regiones s• de tres unidades transcrip­

cionales !lQQ. tnodABC, nodEFG y nodH) en ft. meliloti y Spaink et 

al., 1987, han propuesto una secuencia consenso de 70 pb 

aproximadamente a partir de la comparaci6n de tres promotores in­

ducibles por exudados vegetales (pr.nodA, pr.nodF y pr.IlQ.Ql1J en 

R. leguminosarum. Por otro lado, Cevallos et al., enviado) al 

hibridizar el probador nodAB con el pSM991.25 digerido con EcoRl, 

observa claramente la banda de 6.9 kb (genes D.QQ.) y una banda más 
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tenue de 3.5 kb {gen h§.nl. 

b) La otra posibilidad para explicar la aparición de la 

banda de 3.1 kb con el probador~ es que alguno de estos dos 

genes o ambos se encontraran reiterados, aunque fuera parcial­

mente en esta banda. Sin embargo, la h1bridizaci6n con probadores 

nodABC completos contra el genoma total de la cepa de fi. phaseoli 

CE3 presentan una sola banda de hibridización en un fragmento de 

6.9 Kb de ~Rl (Ceval.los et al., enviado). 

Para solucionar este problema, no cabe duda de que lo més 

importante seria hacer estas hibridizaciones con probadores ex­

clusivos de nodA, nodB y de la región 5' de ~. 

Los cósmidos pMV14.1 y 15 poseen inserciones en el gene nodC 

y ocasionan un fenotipo Nod- absoluto, similar ai encontrado con 

inserciones en este gene en otros rhizobia, donde las mutantes en 

W2SLA 1 ~ 6 ~ no provocan el enroscamiento del pelo radicular 

(fenotipo Hac-> (Djordjevic et al., 1987a). Se ha encontrado que 

los genes nodABC por si solos pueden inducir meristemos nodulares 

aunque no se ha observado la formación de hilos de infección 

(Hirsch et al., 1985). Los cósmidos pMVlO.l y 2 también poseian 

inserciones en el gene nodC, aunque al probar una de estas cepas 

(pMV16.1) en un ensayo de nodulaci6n en maceta donde el proceso 

es mAs favorecido que el ensayo en matraz, se encontró que la 

cepa que conten~a esta inserción era capaz de hacer nódulos blan­

cos muy pequeños {A. de 1as Penas, comunicación personal) y de 

los cuales fuimos incapaces de extraer bacterias, por lo que es 
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posible que los nOdulos formados por esta cepa carezcan de 

células infectadas con bacteroides; es decir, que si este fuera 

el caso, existiría diferenciación celular del tejido vegetal para 

formar una estructura similar a un nódulo. cuando se analizaron 

las proteinas solubles de los n6dulos producidos por esta mutante 

en geles de una dimensi6n de poliacrilamida-SDS, se encontr6 que 

el patr6n obtenido era mucho mas parecido a las proteinas en­

contradas en un extracto soluble de raiz de frijol que al de 

n6dulos bien diferenciados (J. 

Por esta razón, esta mutante 

primeras nodulinas inducidas, 

Padilla, comunicaci6n personal). 

seria ideal para estudiar las 

necesarias para la iniciación del 

desarrollo del nódulo cuando la bacteria no ha alcanzado su des­

tino final en las células infectadas de la planta. ~or el momento 

se está llevando a cabo un estudio de microscopia de los nódulos 

producidos por la cepa que contiene el cósmido pMV16.1, para 

determinar la presencia o ausencia de bacterias 6 bacteroides 

dentro de los mismos, asi como el grado de diferenciación y 

desarrollo de estos n6dulos. 

En conclusión, la localización más probable de los genes 

nodABC de la cepa CE3 de a. phaseoli se encuentra representada en 

la fig. l. 

Las inserciones en el pMV17.1, 17.2 y l'l.3 en el fragmento 

de BamHI de 0.7 kb, causaron un feno~ipo Nod•'-b. Este fragmento 

esté situado al lado del fragmento de ªª-!!!.HI de l.~ kb, que con­

tiene a nodc. Sin embargo, al hacer las hibridizaciones contra el 
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probador de este gene, !129.Q no parece encontrarse en la banda de 

0.7 kb {fig. 98). Las inserciones 17.l, 17.2 y 17.3 podrian 

presentar este fenotipo si se encuentran en el extremo 3' del 

gene nade. 

La otra zona donde encontramos un t"enotipo Nao- t"ué en el 

fragmento EcoRI de 3.5 kb que sabiamos que contenia uno o més 

genes importantes para capacitar a la bacteria para nodular 

frijol <h.e.n.>. Los cósmidos pMV23.l, 23.2 y 24 contienen inser­

ciones que causan un fenotipo Nod- absoluto. Dado que estas tres 

inserciones mapean en una zona de U.3 kb y que las inserciones 

mas cercanas que las flanquean y que ya causan un t·enotipo Nod• 1 

están a menos de 1 kb, sugerimos que en esta región existe un 

sólo gene del tipo hsn (fig. 5). Por el momento, nos interesaria 

saber si este gene es similar a algunos de los genes de 

especificidad (nod F, g, Q 6 H> descritos para otros Rhizobia, 

que como se menciono con anterioridad, a pesar de ser genes que 

confieren especificidad de int'ecci6n y que no pueden complementar 

fenotipos alterados de nodulaci6n cuando se hacen sustituciones 

interespecificas, si 

nucleotidica (nod E y K> 

guardan gran 

(Djordjevic, 

homologia en secuencia 

1987a). Sin embarso. las 

mutaciones en los genes nod ~. K y ~ no causan un fenotipo Nod­

absoluto como el que observamos con las inserciones en los 

pMV23.1, 23.2 y 24, sino un retraso en la aparición de los 

nódulos (ver Introducción). El ónice gene de especificidad donde 

se han descrito mutaciones que provocan fenotipos Nod- al impedir 
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el enroscamiento del pelo es el gene !lQQli en a. meliloti (Horvath 

et al., 1986), el cual no se ha encontrado en otros Rhizobia, 

aunque posiblemente exista en R· trifolii CSpaink et al., 1987). 

Otra zona mutagenizada fué el fragmento de EcoRl de 5.5 kb 

que sabiamos que hibridizaba con un probador que contiene el gene 

nodo de R· meliloti (Cevallos et al., enviad~. En esta zona, las 

inserciones causaron dos clases de fenotipos alterados: las in­

serciones pMV3 y 4 presentaron un fenotipo de baja eficiencia en 

la nodulaci6n (fenotipo Nod•'-a) similar al encontrado en inser­

ciones en nodo en R. meliloti donde este gene se encuentra 

reiterado dos veces y las dos copias son necesarias para obtener 

una nodulación eficiente (Kondorosi et al., 1986). Sin embargo, 

si nodo se localizara en esta zona estaría alejado de los genes 

ngdABC por 3.5 kb cuando en otros Rhizobia la distancia entre el 

inicio de nodo y el de~ es de o.s kb. Dado que el ensayo de 

los fenotipos simbióticos fueron re~iizados en plantas crecidas 

en agar suave donde la nodulación no es tan eficiente como en 

otros sistemas, es necesario realizar los ensayos de.eficiencia 

de nodulaciOn en alguno de estos sistemas para corroborar el 

fenotipo Nod•'- observado. 

Las inserciones en los pMVS, 6 y 8.1 y 8.2 presentaron un 

fenotipo Nod• y las inserciones 7, 8.3 y 8.4 presentaron un 

~enotipo Nod? al igua1 que la inserción del pMV9 situada en un 

fragmento EeoRI de 0.6 kb situado al lado del fragmento EcoRl de 

5.5 kb. 
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ESTA TESIS 
SAUll DE LA 

NO llEIE 
BIGLIBTECA 

El fenotipo Nod? definido por el hecho de que en los ensayos 

simbibticos en frijol l.os fenotipos ob't.enidos no 1·ueron 

reproducibles entre experimento y experimento, podria explicarse 

por una falla en los mismos, aunque al probar las resistencias a 

los antibióticos correspondientes de la cepa y del c6srnido de las 

bacterias obtenidas de los nódulos, no se encontraron incongruen-

cias. Por otro lado, es de hacer notar, que este feno'tipo está 

claramente confinado a una zona particular situada en el extremo 

de1 fragmento de EcoRI de s.s kb y en el fragmento EcoRI de 0.6 

kb aledaño al de 5.S kb. Sin embargo, al igual que en el caso an-

terior, estos ensayos deberán repetirse en sistemas que permitan 

una nodulación eficiente para definir si estas mutantes presentan 

una alteración real en el proceso de nodulación. 

Desgraciadamente la hibridización con el probador para n.2..9.Q. 

no nos permitió localizar con exactitud la zona donde éste se en-

cuentra Cfig. 9C), puesto que el probador utilizado hibridiz6 con 

las dos bandas de EcoRI-BamHI que forman el fragmento de s.s kb. 

Esto puede tener dos explicaciones: 1} Kl gene nodo se podria en-

contrar Justamente en el sitio de corte de BamHi, lo que haria 

que en 1a hibridizaci6n detectaramos ambas bandas; 2) ya que el 

probador utilizado, además de contener a nodD completo posee 1.4 

kb de la secuencia aledafta a este gene, se podria presentar una 

ae~al de hibridizaci6n en ambas bandas por una zona de homolosia 

con la secuencia vecina a nodo de ~. phaseoli ademas de la del 

propio D.Q,QQ. Nuevamente, lo que se propone es la utilización de 
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algón probador intragénico de para determinar su 

localizaciOn mas exactamente. 

Es de hacer notar que ninguna de las inserciones en este 

fragmento causaron un fenotipo Nod- absoluto. La cepa CFN2001 de 

R· phaseoli que contiene a los c6smidos con las diferentes inser­

ciones, no contiene el plSsmido simbiótico ( ·rab.la 2) y ninguna 

copia del gene nodD (fig. lOA), aunque se ha descrito que R· 

phaseoli posee por lo menos dos copias del gene CRodriguez 

Quiñones et al. , 1987) y Cevallos et al., enviadQ han detectado 

tres bandas de hibridizaci6n con el probador para este gene. En 

los casos en que existe una sola copia del gene nodO, las 

mutaciones en el mismo, ocasionan un fenotipo Nod- como en R· 

leguminosarum y g. trifolii lTabla 2, Rossen et al., 1987). Por 

lo tanto, dado que la cepa que utilizamos como receptora de los 

cOsmidos mutagenizados no lleva?ª ninguna copia de !lQ.QQ y que la 

~nica existente se encontra~a en los cósmidos, se esperaba que 

inserciones en el fragmento EcoRI de 5.5 Kb que hibridizaba con 

el probador de nodo, causaran un fenotipo Nod-. Por otro lado, 

Cevallos et al., describen el c6smido pSM927 que no posee ninguna 

copia de !l..ru!Q y este c6smido en la cepa CFN2001 lpSim-> es capaz 

de nodular frijoJ.. Por estas razones, .sugerimos que en B.· 

phaseoli, nodo no es indispensable para que la nodulación se 

lleve a cabo. Si esta afirmaci6n es cierta, se abren una gran 

cantidad de preguntas. Por ejemplo, habr~a que explicar c6mo es 

la regulaciOn transcripcional de los genes en g. phaseoli para 
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los que se ha visto que la presencia de un producto funcional del 

gene nodo es indispensable para su expresión, . como es el caso de 

los operones nodABC y !1Q.QEA y nodH y !.lQQ!:1. (Roseen et al., 1987). 

Para este propósito sera de gran utilidad determinar la actividad 

de Sgalactosidasa de las fusiones del gene lacZ contenido en el 

bacteriófago MudlIPR13 con zonas de posible promoción de 

transcripción y traducción en las distintas inserciones del 

pSM991.25. Otra interrogante seri.a la "utilidad" de la existencia 

de dos o tres copias de secuencias homólogas al gene nodo de 

otras especies en ft. phaseoli asi como el determinar la fun-

cionalidad del o ios genes !!QQQ en esta especie. 

Sin embargo, aón existe la posibilidad de que en el t'rag­

mento de §.9..QRI de 5.5 kb del pSM991.25 no exista ninguna secuen­

cia homóloga a IlQQQ., debido a que, como se mencionó, el probador 

utilizado (fig, 8) no esté detectando al gene nodo sino a una 

secuencia contigua a este gene, presente en el fragmento de s.s 

kb de EcoRI. Para aclarar este punto, se hacen indi.spensables las 

hibridizaciones de este fragmento con probadores intragénicos de 

!l2SU2, o la complementación de mutantes en este gene, donde 

pudiéramos asegurar que el ónico !!QQQ presente t·uera el que se 

encontrara en este fragmento de 5.5 kb. 

Finalmente, las inserciones de los pMVlB y 19 en el Xrag­

mento EcoRI de 2 kb y las de los pMV 20, 22, 25.1, 2~.3 y 2ó en 

el fragmento EcoRI de 3.5 kb, presentan un fenotipo de nodulaci6n 

normal (Nod•). por lo que concluimos que estas zonas no contienen 
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información necesaria para ia formación y desarrollo del nóduio. 

Las hibridizaciones de ios DNAs totales de ia cepa CI-ºN2001 

probador e! con los diferentes cbsmidos u~ilizando como 

pSM991.25, demostraron que las inserciones se 

tables y que la misma inserci6n mapeada 

purificados de la cepa de K· coli M8820 Mu fué 

tacta a la cepa CFN2001 de R. phaseoli. 
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CONCLUSIONES 

El c6smido pSM991.25 contiene un fragmento del plAsrnido 

simbiótico de la cepa CE3 de ~- phaseoli que presenta dos 

regiones indispensables para la formación y el desarrollo de 

los nbdulos en (?haseolus vulgaris L.) Cv. Negro Jamapa. 

La primera de ellas contiene los genes nodABC comunes 

en una zona de aproximadamente 3 kb dentro de un fragmento 

de 6.8 kb de ~RI. 

La distribución de estos genes es similar a la en­

contrada en otras RizobiAceas lfig. 1) 

La presencia del gene !1Q.Q-ª. entre D..QQ11 y ~. deberé. ser 

corroborada més directamente. 

La otra región indispensable para la nodulación está 

presente en un fragmento de ~RI de 3.5 kb. Por el tamaño 

de la zona mutagenizada que causa un fenotipo Nod-, esta 

regi6n parece contener un solb gene nod. 

a R- meliloti para nodular frijol, 

Este gene capacita 

por lo que se le ha 

llamado gene ~ o de 

hospedero determinado. 

gene es equivalente a 

Rizobillceas. 

especificidad de nodulaci6n de un 

Por el momento, no se sabe si este 

alguno de los des.cri tos en otras 

El fragmento de ~R! de 5.5 kb del pSM991.25 que 

podria contener al gene nodD, no es indispensable para la 

formación y desarrollo de los nódulos, aunque las inser-
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ciones en dos zonas de este fragmento ocasionan fenotipos de 

nodulación alterados que hay que confirmar en sistemas de 

·ensayo que permitan detectar alteraciones sutiles en el 

desarrollo del proceso. Finalmente, al igual que para el 

gene~. la presencia del gene nodo en ei pSM991.25 deberé 

ser corroborada mas directamente para poder establecer la 

funcionalidad de este gene en las fases iniciales de la 

nodulaci6n. 

El estudio de una región del plásmido simbiótico de la 

cepa CE3 de R. phaseoli, nos ha permitido localizar la 

información minima necesaria para la iniciación y desarrollo 

de los nódulos en Phaseolus vulgaris. 
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