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INTRODUCCION 

Todos los organismos vivos requieren asimilar del medio ambiente 

compuestos nitrogepados para sintetizar sus componentes esencia

les . En la naturaleza, el nitrógeno se encuentra principalmente 

en estado gaseoso, constituyendo el 80~ de la atmósfera terres

tre; sólo un número limitado de microorganismos son capaces de 

disponer del nitrógeno molecular y de reducirlo a amonio, un com

ponente esencial del ciclo del nitrógeno. Este proceso, denomi

nado fijación de nitrógeno, solo puede ser llevado a cabo por or

ganismos procariotes, tanto aerobios como anaerobios o facultati

vos, algunas cianobacterias y todas las bacterias fotosintéticas. 

su participación es de suma importancia en la biosfera ya que son 

las responsables de la constante canalizaci6n del ni tr6geno, a 

compuestos o_rgánicos nitrogenados . 

La Cijaci6n biológica del nitrógeno es llevada a cabo por el com

plejo enzimático nitrogenasa, el cual consta de dos. componentes: 

la nitrogenasa (componente I) y la nitrogenasa reductasa (compo

nente II). El componente I también llamado proteina FeMoCo. 

esta compuesto por dos subunidades a y dos aubunidades ~ y. re-

quiere de molibdeno y de hierro para su actividad. El componente 

Il, proteina Fe, es un homodimero que requiere de hierro para Su 

actividad. En el mecanismo de reacción, el componente II es redu

cido Y reacciona con ATP, reduce al componente I el _cual a su vez 
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reduc;:e el nitrógeno atmosferico a amonio. 

Las bacterias del género Rhizobium fijan nitrógeno en simbiosis 

con las raices de ciertas leguminosas en estructuras a1tamente 

diferenciadas 1lamadas nódulos. Para establecer esta relación 

simbiótica es necesario un reconocimiento muy especifico entre la 

planta y la bacteria; las bacterias colonizan la superfici~ de la 

raíz y se adhieren a las células que van a formar los pelos radi-

cularcs; posteriormente las bacterias penetran por los pelos ra-

diculares por las distintas capas celulares de la raiz. Cuando el 

hilo de infección al.canza la corteza ex'terna se induce una ac

tividad meristemática a distancia de las célul.as de l.a cor1:eza 

interna. Cuando las bacterias llegan a estas células, el saco del 

hilo de infección se abre y la calula vegetal se llena de bac-

teroides, rodeados de la membrana peribacteroidal. Es en este 

estado de diferenciación que Rhizobiurn lleva a cabo la fijación 

de nitrógeno. El nitrogeno reducido en el nódulo es asimilado por 

las células vegetales, ya que las enzimas necesarias para la asi

milación de amonio estan reprimidas en el bacteroide. A su vez 

los bacteroides reciben de la planta la energía empleada en la 

reducción de nitrógeno atmosférico {revisado en Martinez et al, 

aceptado). 

OROANlZACION ES'f·RUC'fURAL DE LOS OENliS DE LA N1'l'llOOlmASA. 

Los genes estructurales de la nitrogenasa fueron inicialmente ca

racterizados en Klebsiella pneumoniae, una ente1~obacteria que fi

ja nitrógeno en vida libre; en este organismo el gene que codi-
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fica para el componente II de la nitrogenasa 1 nifH, y los genes 

que codifican para el componente I, nifD y nifK, estan organiza

dos en un operón( Mac Neil et al, 1978; Merrick et al., 1978¡ El

merich et al .• 1978). 

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

que hibridizan con pecuencias análogas en una gran variad.ad de 

organismos fijadores de nitrógeno ( Ruvkun y Ausubel, 1980}. 

En los rhizobia de crecimiento rápido~ meliloti, !L.. legumi

nosarum, y ~ trifolii el estudio 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 nifHDK ( 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 japonicum, 

!L.. cowpea y en Parasponia Rhizobium, la organización de los 

genes estructurales de la nitrogenasa es diferente a la anterior 

ya que !1!..fJ:! esta separado de o!iQ y K por un tramo de DNA de 15 

a 20 Kb, formando dos unid~des distintas de transcripción. Además 

estos genes se encuentran en el cromosoma Scott et al., 1963a). 

ORGANIZACION DE LOS GENES ESTRUCTUllALES DE LA NITROOKNASA KN lL. 

phaaeoli. 

En Rbizobiym pbaseoli, simbionte del frijol Pbaseolus yulgaris 

L., se encontr6 que el gene n1.fli esta reiterado tres veces en un 

plasmido de alto peso molecular Quinto et al., 1982). El 

análisis de la secuencia nucleotidica de cada reiteración moser6 
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que los genes son identicos. 

electrónica de heteroduplex formados entre t-agos recombinantes 

que llevan cada una de las reiteraciones mostró que existe una 

homologia de 5 Kb entre las regiones llamadas n!.L. a y nif b y de 

1.3 Kb entre la región llamada nif e y las regiones a y b ver 

Fig. 1) . El análisis de restricción de las zonas reii;:.eradas 

demostró que la homologia encontrada en los heteroduplex se 

refleja en la conservación de los sitios de rest1•icci6n y que es

t.os emPiezan a divergir en el sitio donde se pierde la homologia. 

Hibri-dizaciones de tipo Southern de plasmidos recombinantes que 

llevan cada una de las reiteraciones c..on detec-core:s he't.er6logos 

de Parasponia Rhizobium específicos para nifD y pifl~, mostraron 

que exisi:.en secuencias homologas a ea't.os genes en el extremo 3' 

de los genes nifH de las regiones nif a y b pero no en la región 

n.!f. e (comunicación personal de e.Quinto)( ver Fig. 1). 

La reiteración de secuencias en B..:.. phaseoli no esta restringida a 

los genes de la ni trogenasa sino que es un fenómeno 1nas general, 

ya que se han encontrado secuencias repetidas tanto en plásmidos 

como en el cromosoma (Flores et al., 1987). 

La reiteración de los genes estruc't.urales de la ni trc1genasa es 

una Caracte1~istica común entre aislados naturales de !L.. phaseoli. 

Martinez et al. 1985 ) reportaron que en SO aisl¿1dos indepen-

dientes estudiados, 48 tenian reit.eraciones de los genes estruc-

turales de la nitrogenasa. La reiteración de estos genes -cambien 

ha sido obse1-vada en otras especie:s de Rhizobium, come. es el caso 

de R.... fredii (Prakash y Atherly, 1984) • IL_ trifolii ( Wang et 
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al., 1986) y Rhizobium sp ORSS71 { Norel y Elmerich, 1987). 

Para explicar la presencia y la identidad de reiteraciones de los 

genes es~ru~turales de la nitrogenasa, Romero et al. (1988) 

demos-eraron que derivadas que llevaban 1nutaciones en los genes 

nifH de las regiones D.i.f. a o b tenian una capacidad simbiotica 

menor que la cepa sj.lvestre en cuanto a masa 

actividad de nitr.ogenasa total por planta, 

total de nódulos, 

actividad especifica 

de nitrogenasa, nitrógeno total en planta y porciento de 

nitrógeno con lo que concluyeron que ambas regiones eran 

necesarias para una plena capacidad simbiótica en B.... phaseoli. 

ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL Y EXPRESION DE LOS GENES OE LA 

NITROGENASA EN !L.. phaeeo1i. 

La regulación de la transcripción de los genes de la nitrogenasa 

en !L. phaseoli ha sido poco estudiada. El anélisis de la secuen

cia nucleotidica de los extremos 5' de los genes Dif.li mostró que 

la identidad se mantiene por 200 pares de bases hacia arr~ba del 

cod6n de iniciación. DentrJ de esta zona de homología se encontró 

la secuencia consenso heptamerica de promo'tores de los genes D.i.f. 

en~ pneumoniae ( Beynon e't.al., 1983; ow et al., 1983). Sin em-

bargo solo se encontró a la secuencia requerida para 1a 

activaciOn por el producto de nifA en las regiones nif a.Y b. 

Esta secuencia esta localizada en el sitio donde divergen las 

secuencias de las regiones ni.f. a y b de la secuencia de la región 

n!L e en.el extremo 5 1 C Buck et al., 198&). Morett et al. (1988) 

demostraron mediante el uso de fusiones transcr~pcionales del 
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gene lacZ de ~.coli con los genes ~ en las regiones nii a y b 

la expresión regulada de estos genes ya que la actividad de 

J3. gal.actosidasa era mucho mayor en el nódulo que en vida libre. 

La expresión del gene n.iili de la región nif c no fué: cla1~amente 

demostrada porque las cepas que llevan 

presentan rearreglos a muy alta frecuencia ( Morett ~tal., 

1988). 

Para definir la organización transcripcional de las regiones nif 

decidimos obtener cepas que llevaran mutaciones en los genes n.i.íf:l 

o en diferentes regiones. Las derivadas obtenidas 

permiti1~ian definir si en las regiones nif a y b los genes n.!.f.H, 

ni f"D y .o..i..fK t'orrnan operones o si existen p1~omotores entre ni fH y 

nifK como se ha observado en otros sistemas. 

Aónque, se requiera de las dos regiones completas para una ac-

tividad optima hemos observado que en nuestras condicion~s no hay 

diferencias observables entre las capacidades simbióticas de la 

cepa silvestre y de derivadas que carecen de alguna de las 

regi?nes (Quinto et al., 1985; Romero et al.,1988).Por lo tanto 

la reiteración de las regiones nif forma un sistema natural de 

complementación ya que mutaciones en una región serian cornpl<E:men-

tadas por la copia silvestre en otra regiOn. 

Debido a esto no es posible aislar al azar mutantes en los genes 

nif ya que los fenotipos de las mutantes no se1~ian observables 

fac.ilmente, por lo tanto el enfoque que se siguió fu~ hacer una 

muta.genes is in vitro de las regiones para poste1~iorme~te 
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reintroducir las mutaciones construidas al fondo genético 

original de !L.. phaseoli por conjugación y recombinacion. 

En la actualidad no se ha reportado ningún sistema de transf'or-

maci6n eficiente en Rhizobium, por esto es necesario reintroducir 

las 1nutaciones a su fondo genetico original por conjugación. 

Hemos escogido el¡ sistema de plésmidos suicidas para este f ín 

(Simon et al., 1983). Este sistema se basa en el uso d~ vehiculos 

derivados del plásmido PBR 325 que llevano clonada la región mob 

del plásmido RP4. Esta región le permite ser movilizado en trans 

por plasmidos que tengan el operón Tra del RP4. Sin embargo los 

origenes de replicación de los derivados de ColEl corno son los 

pBR no son funcionales en ~ phaseoli, por lo tanto las transcon-

jugantes solo estabilizan al vector intermediario de mutagenesis 

si este reco~bina con regiones homologas en el genoma de la cepa 

receptora. Asimismo se pueden obtener transconjugantes donde 

ocurrio un fenómeno de doble recombinación entre la región 

homologa silvestre y la región en el vector. Usando este 'sistema 

es posible entonces introducir las mutaciones construidas al 

fondo genético receptor y seleccioñar aquellas que lleven la 

mutación en su sitio en· el genoma. 
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MATERIALES Y METODOS 

CEPAS BAC'l"ERIANAS Y PLASMIDOS. 

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados y construidos en 

este ~rabajo estan descritos en la tabla l. 

I 

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 

El medio de cultivo utilizado para crecer!L_ phaseoli fue PY 

(peptona de caseina O.Sr., extracto de levadura 0.3% y CaCl= 

7mM)(Noel et al., 1984). El medio utilizado para crecer JL.. ~ 

fue LB (peptona de caseina 1%, NaCl 1% y extracto de levadura 

0.5%) (Miller, 1972). Para solidificar los medios se utilizó agar 

al 1.5%. 

Cuando se requirió se utilizaron los siguientes antibioticos: 

Espectinomicina (Sp) 100 µg/ml, Kanamicina cKm) 30 µg/ml, Cloram-

fenicol (Cm) 15 µg/ml y ácido nalidixico (Na1) 10 µ¡:/m1. 

• Tetraciclina ('fe) fue usada a concentraciones de 2 y de 4 µg/ml. 

para R.:.. phaseoli y a 10 µg/ml para K:... QQ!!.. 

La temperatura de crecimiento de R.:_ phaseoli fue de 30ºC y la de 

K:_ coli de 37ºC. Los cultivos.en medio liquido se agitaron a 200 

rprn durante 24 hrs. Los cultivos en medio solido.se incubaron 

hasta obtener colonias aisl~das ( 16hrs para K:... coli y tres ·~ias 

para IL.,·phaseoli), 

CRUZAS BACºfERIANAS. 
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Las conjugaciones bacterianas se realizaron sobre PY solido, in

cubando 16 hrs a 30"C, las células fueron cosechadas con 3ml de 

MgSO.,. lOmM l'ween 40 o, 01~" y plateadas en el medio selectivo. Se 

usó ácido nalidixico 10 µg/ml para contra sel.ecciona1· las li·~ 

donadora y ayudadora. 

EXTRACCION DE DNA 'l'O'J'AL DE ft.:. phaseo1i. 

Rhizobiunt phaseoli fue crecido en cultivos de .3 ml de P'f hasta 

saturación. Las celulas fueron cosechadas, lavadas con Tris SOmM 

EDTA 20 mM CTE 50-20) y resuspendidas en o. 4ml de ·ri;: 50-20. Se 

agregaron SO µl de una solución de pronasa Srng/ml en TE 50-20 

predigerida 90' a 37ºC y SO µl de SOS.al 10?. dejandose incubar 

una hora a 37ºC. El ONA fue fragmentado pasando el liaado tres 

veces por una aguja insul.:.Lnica. El .l.isado fue extra:i.do tres veces 

con soo µl de fenol.-cloroformo-iaoamilico (~4 J 2t1: 1) < lo'Cl) y dos 

con 500 µl de cloroformo-isoamil.ico (24:1J (CIJ. Los ácidos 

nucleicos fueron precipitados con etanol absoluto ( 2 1/2 vols y 

1/25 vol NaCl SM) a -2o~c. lavados con etanol al 70X y finalmente 

el etanol fué evaporado. Las pastillas de ácidos nucleicos fue~on 

siempre resuspendidas en agua esteril. 

PURIFipACION DE DNA DE PLASMIOOS RECOHBINANTES. 

Los plasrnidos recombinantes fueron purificados según .una 

modificación del método de Birnboim y Doly (1979) en la cual se 

eliminan todos los ti-empos de incubación. 
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DIGES'CION CON ENZIMAS DE RES'ERICCION. 

Los DNAs purificados fueron digeridos siguiendo las indicaciones 

y cocteles de reacción recomendados por los proveedores ( Amer

eham Int. y Promega Biotech) 

ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA. 

Las eleetroforesis ~ueron realizadas en geles de agarosa al l?. o 

al 1.5% de 3mm de grosor y 15 cm de largo con buffer Tris 

Acetatos ~DTA (TAE, Maniatis et al., 1982). Los geles fueron cor-

ridos de 12 a 16 horas a 4ºC a 40V. Para su visualización fueron 

teñidos con una solución de bromuro de etidio ( O.S µg/ml) e 

iluminados con luz ultravio~eta. 

HIBRIDIZACION DNA-DNA TIPO SOUTHERN. 

Los geles por transferirse fueron tratados de la siguiente 

manera: se incubaron con agitación a 4°C en 0.25N HCl dos veces 

de 1S'cada una, para depurinar el DNA rompiendo asi 1os fragmen-

tos de a1to peso mo1ecu1ar; se siguieron incubando con N~OH O.SN 

NaC1 l;.SM, dos veces de lS'cada una a 4ºC con agitación, para 

desnatura1izar las cadenas de DNA y finalmente con Tris-HCl O.SM 

NaC1 l.SM pH 7.2 para neutraii~arpor dos vec~s de 30'cada una. 

Las membranas de nitroce1ulosa o de nilon fueron hervidas 10' en 

agua esteri1 para desengrasarlas y fueron 1nojadas en SSC 6X 

Maniatis et al., 1962). Se col.oco una membrana de: cada lado de1 

gel tratado ( transferencia en "sandwich11 
) cubierta por una hoja 

de pape1 Whatman y una pila de Scrn aprox de papel absorbente. En-
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cima de todo esto se coloco un vidrio con un peso de O.SKg aprox. 

Las transferencias se dejaron 12 horas, el DNA fué fijado a las 

membranas de nitrocelulosa horneandolas al vacío a SOºC y a las 

membranas de nilon por irradiación con luz ul~ravioleta por 

espacio de 5 1 
• 

Los fil tres fueron prehibridizados en bolsas de plasi:.ico selladas 

con lOml de una soluciOn que contenia: solución Oenhardt iox, SSC 

Sx, buffer fosfatos O. lm pH 6. 8 y DNA de timo de ternera o de 

esperma de salmón desnaturalizado por calor a una concentración 

de SOµg/ml . Los filtros fueron prehibridizados a 6SºC por 2Hrs. 

Los detectores fueron marcados radiacti vamante por el método de 

11 Nick Translation" incorporando '3::l!p dCl'P en la reacción (Rigby at 

al, 1977). 

Para las hibridizaciones se cambió la solución de pl'ehibridiza

ción por Sml de solución fresca que además con·tenia ~l probador 

radiactivo. Las hibri~izaciones se defa1~on de 1 o a 16 horas a 

65°C. 

Para quitar la marca no hibridizada los filt1·oa fueron lavados 

con una solución de ssc 2x SOS O. 1% a temperatura ambiente por 

dos veces de 15' cada una, Tres veces con una solución de SSC 

0.1X SOS 0.17. a SOºC por 20' y dos veces 1S'con una solución de 

SCC O.lx a la misma temperatura. Los filtros fueron secados a 

GSºC por 1S' antes de ser montados para autoradiografia. 

DETECTORES ESPECIFICOS 

Se utilizaron ioa siguientes fragmentos con10 detectorea 
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especificos para las hibridizaciones: como detector especifico 

para nifH se utilizó un fragmento Sal! de 240 pares de bases que 

cubre del codón 28 al ·110 del marco de lectura de nifHa ( Quinto 

et al., 1905) ;como detector especifico para nifD y ~ se 

utilizó el inserto Hind lII-BamHI del pLS 150¡ corno detector 

especifico para Km se utilizó el fragmento interno Hind III de 

Tn5 clonado en pSUP 205 ( Quinto et al. ,1985 y como detector 

especifico para Sp se usó el fragmento EcoR1 Q del pHP4Sn 

Prentki y Krisch, 1984). 

DETERMINACION DE LA NODULACION Y DE LA ~·IJACION DE NU'ROOENO . 

. Para los ensayos de nodulación con las distintas -derivadas de 

Rhizobium phaseoli se utilizaron semillas de frijol Phaseolus 

vulgaris L.) cv. negro Jamapa. Las semillas fueron lavadas con 

etanol absoluto, esterilizadas superficialmente con una solución 

de hipoclorito de sodio al 2% por 15 1 y enjuagadas con agua es-

teril. Las semillas fueron puestas a germinar en condiciones es-

teriles en agar agua al 0.7% a 30ºC en obscuridad por\46 hrs. 

Posteriormente se pasaron a.matraces Erlenmeyer de 250ml que con-

tenían 200ml de solución nutritiva Fahreus sin nitrógeno Wacek 

y Brill, 1976) y fueron inocu~ados con un cultivo saturado de !L.. 

pbaseoli en PY. Las plantas inoculadas fueron dejadas dos dias 

mas a 26ºC en oscuridad para etiolarlas y despues fueron in-

cubadas con periodos de luz-oscuridad de 12hrs a 26°0. 

La acti:vidad enzimática de nitrogenasa fue determinada en nodulos 

aderidos a la raiz en un erisayo de reduc.ción de acetileno. A los 
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14 o 16 dias despues de la inoculación, las raices·se cortaron y 

se introdujeron en frascos de 2Sml con tapón hermetico de hule: 

se les inyectó ltnl de Acetileno y se dejó corre1~ la reac¡;ión por 

1 hora a temperatura ambiente; l.a produccion de etileno fué 

determinada por cromatografía de gases. 

PURIFlCAClON PE BACTmHAS DE NODUl.OS. 

Para corroborar que los nódulos habian sido formados por la cepa 

con la c¡ue se habia inoculado se cortaron 5 nódulos da cada 

plant:.a, se esterilizaron con una solución de hipoclori to de sodio 

al 10~ por S' y se lavaron con agua esteril; les nodulos fueron 

molidos con una pinza esteril y fueron estriados en cajas de· PY 

sin antibioticos. Posteriormente se probaron los marcadores de 

las colonias obtenidas parchando SO colonias por planta en medios 

sel.ectivos para los marcadores de la cepa usada como inoculo. 
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RESULTADOS • 

CONSTHUCCION DE LOS VEHlCULOS IN'l'ERHEDIARIOS IJE HUTAGENESIS. 

El objetivo de este trabajo es estudiar cual es la organización 

transcripcional de ~as regiones n.!.í. de R. phaseoli. Con este Cin 

se usó un enfoque de mutagenesis dirigida para contruir las cepas 

necesarias para llevar a cabo este análisis. 

Ya que no existe un sistema de transformación eficiente en !L... 

phaseoli es necesario construir las mutaciones en un plasmido que 

pueda ser movilizado o conjugado para poder rei troducirlo a su 

fondo genético original. ~n plasmido que cumple con estas con

diciones es el pSUP 205, un derivado del p8R32S que lleva la 

región mob del plasmido de_ amplio rango RP4, la cual le confiere 

la capacidad de ser movilizada de una. cepa a otra utilizando un 

plasmido ayudador que complemente 1as funciones de trans,ferencia 

necesarias para la conjugación ( Simon et a1., 1983). 

Para obtener cepas que llevaran mutaciones en el gene nifH ya sea 

de 1a región nif a o b se construyó el vehiculo intermediario de 

mutagenesis pLS 151 (Sober6n-Cpávez et al., 1986). Este.plasmido 

iué 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 región nif a, en particular lleva nijJj y niíQ com

pletos (Morett el al., Aceptado). El pLS 151 fué construido in

sertando en el sitio de Bgl I I localiz.ado en el gene n!.f!i de la 
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región n.!.i. a un fragmento BariiH1 de 3. S Kb, que con1·1ere resisten

cia a espectinomicina • proveniente del plasmido pOV 764(Leemans 

et al., 1982) (ver Fig. 2). 

Para obtener mutaciones en nifK se construyó primero el pLS 150, 

un derivado de pSU? 205 que lleva un inserto HindIII-BamHI de 3Kb 

del plasmido p89 cubriendo parte de nifD y nifK completo .de la 

región ni{. 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 nifK un interpos6n Q que tam

bien confiere resistencia a espectinomicina (ver fig. 3). 

CONSTRUCCION Dll CEPAS MUTANTES. 

Las mutaciones construidas en los plasmidos pLS 151 y p~S 171 

fueron introducidas a R. phaseoli en cruzas triparentales usando 

como ayudador al plasmido pRK 2013 ( Guine:v et al., 1979). Este 

plasmido es un derivado del plasmido ColEl que lleva el operOn 

IJ:.g del plasmido RP4, el pRK 2013 es capaz de movilizar a todos 

los elementos geneticos que lleven el sitio de origen de la 

conjugación del RP4, el sitio mob, por complementación en .!:...tA.n§. 

de las funciones de conjugación. El pRK 2013 es incc•mP<:ttible con 

todos los de1"ivados del pSR por tener un origen de l"eplicaci6n 

comUn proveniente del ColE1 (Guiney et a1., 1979). Si 1a cepa 

huesped es Rec- ,· los plasmidos se ~ransferiran independientemente 

el uno del otro, no como cointegrados. 

Al ~o ser funcionales estos origenes de replicación en Rhizobiua, 
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las transconjugantes so1o adquieren los marcadores del vec~or in

termediario cuando este recombina con regiones homologas en el 

genoma de la receptora. Asimismo es posible obtener tranacon

jugantes en las cuales ocurre un fenómeno de doble recombinación 

entre la regiOn silvestre y la región mutada, quedando la 

mutación construida insertada en su sitio en el genoma. 

En este trabajo se usaron las cepas CE 3 (silvestre} y CFN 2201 

(nifHa::Km) como receptoras en las cruzas. La cepa CE 3 fué usada 

para '?onstruir cepas que llevaran inserciones sencillas en nifH o 

!l..!f.K de las regiones nif a o b. La CFN 2201 fué utilizada para 

obtener derivadas que llevaran mutaciones en las regiones n1.L a y 

b a la vez. 

Las transconjugantes fueron seleccionadas en medio PY con Nal, Sp 

y Km cuando era necesario. El ácido na-lidixico fué emp1eado para 

contraseleccionar a las cepas donadora y ayudadora. La frecuencia 

de aparición de transconjugantes fue en todos los casos alrededor 

de 10-~ transconjugantes por receptora ve1~ tabla 2). Para 

seleccionar las dobles recombinantes en las cruzas con el pL.S 151 

se verificaron los marcadores de resistencia a 'l'c de las trans

conjugantes Nalr Sp~ y en las cruzas con el pLS 171 se 

verificaron los marcadores de resistencia a Cm. Como control se 

realizaron cruzas con la cepa silvestre CE 3 usando e1 vehiculo 

intermediario dé mutagenesis pJL llS (Quinto et:. al., 1985), este 

vehiculo lleva una inserción ·cte un detern1inante de resistencia a 

Kanamicina insertado e:n el gene nifH de la región pi f a. Los 
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resultados aparecen en la tabla 2. 

Se aislaron derivadas en cada cruza que llevaran los marcadores 

indicativos de que habia ocurrido una doble recombinación. Estas 

fueron purificadas resuspendiendo las colo~ias en MgSO~ 10 mM 

Tween 40 O.Oln?. y plateandose despues a alta dilución. Se vol-

vieron a probar lo!:> marcadores de estas cepas tantO en caja como 

en liquido. 

En el caso de la cruza con pJL 115 con la CE 3 se seleccionaron 6 
). 

derivadas Nal ...- , J<mr- • Te• (dobles recombinantes) y dos derivadas 

Nalr-, J<mr-, Ter-e recombinantes sencillas). 

Para la cruza empleando el pLS 151 con la CE 3 se aislaron 4 

Te• en l.a 

cruza con la CFN 2201. 

Usando el pLS 171, con la cepa CE 3 se escogieron 8 derivadas 

Nalr, Spr- y cm• y con la CFN 2201 ocho derivadas Nal.-, Km.-, spr- y 

Cm• . 

El. análisis de ·ias hibridizaciones de estas cepas con un detector 

especifico de nifH mostró que pese a tener los marcadores corree-

tos al.gunas de las cepas mostraban rearregl.os o del.eciones ( por 

ejemp.lo carriles l y 2 de la fig 4) o eran cointegrados "del vec-

tor intermediario aunque no expresaran las resistencias del 

vehiculo. De este análisis se escogieron para un mayor estudio 

cepas que presentaban el. perfil esperado para las siguientes 

derivadas: n..!f!i.2.: :Sp, nifKa: :íi!, nifKb: :S"'l, nifHa: :Km nifKb: :í2 y se 

les denominó. CFN. 2220, CFN 2221, CFN 2222, CFN 2223 respec-

17 



i 
l 

• 

tivamente (car.riles 3,5,6 y 8 de la figura 4J. Asimismo se es-

cogieron dos de1"ivadas más que llevaban ambas una inserción en la 

región nif b aunque de mucho mayor tamaiio que la esperada, los 

perfiles de estas cepas serian n.i.fli!2.::Sp y nifHs::Km n.!fli.Q::Sp 

(carriles 2 y 9 de la Fig 4) denominadas CFN 2224 Y CFN 2225. 

Tambien se escogió una derivada que presentaba una banda del peso 

esperado para una inserción nifHa::Sp pero que habia perdido las 

bandas. correspondientes a las regiones nif b y e denominada CFN 

2226. 

Para conCirmar el sitio de inserción de las mutaciones se 

hicieron hibridizaciones con detectores especificos para ni.f!i, Km 

y Sp. 

La cepa CE: 3 presenta en BamHl tres b~ndas de hibz·idización con 

D.1fi:i de 9, 5.6 y 4 Kb correspondientes a las regiones n..U:. a,b y e 

respectivamente e carril 4 fig 4), ninguna de ellas tiene 

homologia con Km ni con Sp carril 4 figs s y 6). 

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

lli.Qi de 11.1, 5. 6 y 4 Kb de las cu a.les solo .la primera, cor-

respondiente a nifHa: :Km, hibridiza con Km; ninguna es homologa a 

Sp ( carril 7 f igs 4, 5 y 6) . 

La derivada CFN 2220 presenta tres bandas de hibridizaci6n con 

n!f.!::i de 12.5, 5.6 y 4 Kb de las cua.lea la primera tambien 

hibridiza con ~P· Ninguna hibridiza con Km. E.l patrón de esta 

cepa indica que en efecto se trata de una derivada que lleva una 

inserción en la region nif a y que mantiene las regiones b y e 

18 



intactas ( carril 3 figs 4, 5 y O) 

La derivada CFN 2221 tiene tres bandas de hibridización con nifH 

de a, 5.6 y 4 Kb, no tiene zonas de homologia con Km y solo tiene 

una banda de 2Kb, correspondiente al interposón n, homologa a Sp, 

Este patrón es el esperado para cepas que llevan inserciones en 

nifK de la región atya que la inserciOn del interpo~ón Q, el cual 

esta flanqueado por dos sitios BamHl (ver Fig 1), provoca la 

disminución en tamaño de la banda silvestre ( carril 5 íigs 4, 5 

y 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 

solo una banda de 2Kb homologa a Sp. El patrón que tiene esta 

cepa es el esperado para una inserción en nifK de la región n!f_b 

ya que la presencia del interposón Q tambien provoca una 

disminución en el tamaño de la banda correspondiente a la región 

nif b (carril 6 figs 4, 5 y 6). 

La derivada CFN 2223 tiene tres bandas de homología con'ni.LH de 

11. s. 4.2 y 4 Kb de las cuales solo la primera hibridiza con Km; 

tarnbien tiene una banda de 2Kb homologa a Sp. Su patrón cor-

responde. al de una cepa que ll~va una inserción de un interpos6n 

Kmr- en la region n.i.f. a y . el tamaño de la banda corespondiente a 
"· 

la región nif b in~ica que lleva una inserción del interpos6~ n 

en nifK (carril 8 figs 4, S y 6). 

El análisis de estas derivadas tambien incluyo a las cepas que 

llevaban inserciones en la región riif b ya que el patrón indicaba 
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que las inserciones no eran recombinantes sencillas. Ambas cepas 

presentan tres bandas de hibridizaci6n con n"ifH; en la CFN 222S 

pesan 11.s. 4 y una mayor a 16 Kb, de las cuales aolo la de 11.S 

hibridiza con Km y solo la mayor a 18 Kb Con Sp (ca14 ril 9 figs 

4, s y Ó); en la CFN 2224 las bandas pesan 9,4 y tambien una 

mayor a 18 Kb, la cual es la unica con homologia con Sp. . No hay 

zonas de homologia con Km (car1 .. il 2 figs 4, 5 y 6). 1.-os patrones 

de hibridizaci6n de ambas derivadas indica que las inserciones se 

limitan a la zona nif b y que las· otras regiones nif fueron 

respetadas. 

La derivada CFN 2226 que perdió las regiones oif b y e solo 

presenta una banda de hibridización con nifH de 12.s Kb la cuai 

tambien es hon\ologa · a Km . Esta cepa no tiene zonas homologas a1 

detector Sp ( ca1 .. ril 1 figs 4, S y 6). 

Para localizar con mayor precisión el sitio de insercibn en las 

regiones ni.f b de las cepas CFN 2224 y CFN 2225 se digiri6 ONA de 

cada cepa con SalI y se hicieron hibridizacior1es contl"á detec-

torea especificos para nifD y nifK y para nifH Sal! tiene mul.-

tipl.es sitios de cor"te en J.as regiones nif a y b po1~ lo que per-

mite identificar el fragmento donde esta la insercion. El detec-

tor especifico de n!..fli revela en ambas cepas un solo fragmento 

correspondiente al extremo S'interno de nifH; el detectol" o.iLl2K 

revela en J.a C1'"Ñ 2225 el mismo patrón que en :La ce:pa sil.vestre CE 

3 y en la CFN 2224 una banda más, tambien homologa a pSUP 20S; 

Los patrones ob-cenidos en estas hibridizaciones indican que 1as 
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inserciones mapean dentro del gene n.iiJi ( Fig. 7) 

ANALISIS DE LOS PA'l"HONES DE PLASMIDOS. 

El patrón de p1asmidos fue analizado siguiendo la tecnioa de 

Eckhardt ( 1978) ( ve1"- Fig 8) • Para identificar el plasmido Sim en 

cada derivada los geles_ fu~ron transferidos y hibridizados con un 

detector especifico para nifH. El patrón revelado en la 

hibridizaci6n mues·tra que a excepción de la cepa CFN 2226, que ya 

no tiene las regiones nif b y e, todas 1as derivadas presentan 

una banda de: hibridizacion del mismo tamafio qua l.a CE :.3 o la CFN 

2201. La CFN 2226 tiene una banda de menor peso mol.ecular lo cual 

indica que lleva una deleción ( fig 8). 

ANAL1SIS DE LOS FENOTIPOS SIMBIOl"ICOS DK LAS DERIVADAS. 

Se inocularon raices de Phaseolus vulgaris L. cv. Negro Jamapa 

con las cepas obtenidass para determinar sus fenotipos de 

nodulación y de Fijación de nitrógeno ( Nod y Fix ). 

Se inocul.aron a los .dos dias de germinar 6 plantas de frijol. por 

cepa con 0.5 tnl de un cultivo.saturado de la bacteria. A los 13 

o 16 dias despues de haber sido inoculadas se cortaron las raicea 

y se determino la actividad de nitrogenasa por el ensayo de 

reducción de acetil.eno. 

Fenotipo de los nódulos producidos por las mutantes. 

Todas las cepas produjeron un número de nodulos por planta muy 
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similar ( 20 ± 10) a excepción de la CFN 2226 que no nodula. Esto 

indica que las mutaciones ·en 1os genes estJ:•ucturales de la 

ni trogenasa no afectan el proceso de infección de la planta por 

l.as bacterias. Las cepas que llevan alguna de las regiones Dá..( a 

o b libres de inserciones producen nódulos de color i•osa, en los 

cuales se pueden observar los haces de vascul.r1ri::ación · ( CFN 

2220, CFN 2221, Clo .. N 2222, CFN 2224, CFN 2201). Las cepas que 

llevan inserciones en ambas regiones n!.f.. a y b producen n6dul.os 

de menor tamaño, lisos y de color verde-blanco, esto es un mar-

cador característico del fenotipo Fix- { CFN 2223 y CFN 2225) 

(Hirsh y Smith, 1967). 

Fenotipo de fijación de nitrógeno. 

Las cepas CFN 2220, CFN 2221, CFN 2222 y CFN 2224, que tenian ya 

sea la región oif a o b libre de inserciones, tuvieron todas un 

~enotipo Fix• al tener una actividad de reducción de acetileno 

comparable a la cepa silvestre CE 3. Las cepas CFN 2~23 y CFN 

2225 que llevan inserciones en ambas regiones tienen ambas un 

fenotipo Fix-. 

Se chec6 que las bacterias contenidas en los nodulos hayan man-

ten~do los marcadores de resistencia de la clona de~ inoculo. Se 

extrajeron bacterias de tres nóduJ.os de cada pJ.ant:.a inc•culada. El 

100% de las colonias probadas Jnantuvieron el fenotipo de resis-

tencia a antibióticos (200 por cepa). Ademas, se checó que las 

bacterias recuperadas de los nodulos hayan mantenido su patr6n de 

hibridizaci6n contra nifH en BamHl. 
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DISCUS10N 

En este trabajo se describe la construcción de derivadas de 

Rhizobium phaseoli que llevan mutaciones en los genes estruc-

tural.es de la nitrot:enasa .. El análisis de los fenotipos sim-

bioticos de las distin't.as derivadas permite es't.udiar los posibles 

arreglos transcripcionales de las regiones nif a y b.· 

El an.3lisis de las regiones nif en hibridizaciones tipo Southern 

contra detectores heteroJ.ogos de Parasponia Rhizobium espécificos 

para nifD y nifK mos't.ró que solo en las regiones nif a y b ex-

isten secuencias homologas a estos genes ( C. Quinto, no publi-

cado ) . Por ende, en .Rw·~~e~h~a=s~e~o~l~i, 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 inserciones en 

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

inserciones. Estas cepas tienen un fenotipo Fix+ que en nuestras 

condiciones es indistinguible ~el de la cepa silvestre. Sin em-

bargo Romero et al.(1988) demostraron que ambas regiones n!f. a y 

b son necesarias para tene1" una maxima eCecti vidad simbiotica, ya 

que derivadas que llevaban mutaciones en nifHa o en n!.fiib tenían 

una efectividad simbiotica menor que la cepa silvestre padre, en 

cuanto a actividad total de nitrogenasa por planta, actividad 
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especifica de nitrogenasa y nitrogeno total en la planta. Es de 

suponerse que las cepas CFN 2220. CFN 2221 Y CFN 2222 compartan 

tambien estas caracteristicas al comparar sus capacidades sim-

bioticas en condiciones optimas de crecitniento de la planta dond• 

la unica limitante sea la fijación de nitrógeno. 

La cepa CFN 2224 lleva una inserción en la región n..if b, el 

analisis de los patrones de hibridizaci6n reve~ados por un deteC

tor especifico para nifK y n.i1.Q muestran la aparición de una 

banda que tambien tiene homología con pSU? 205 . Al igual que en 

. la CFN 2225, la inserción en la región ni fb parece estar 

localizada en.-.n.!.f!i. su comportamiento simbiotico es similar al de 

todas las cepas que llevan inserciones sencillas. 

En la cepa CFN 2223 las mutaciones construidas mapean. en las 

regiones nif a y b. La región nif a esta interrumpida en n!.fii por 

una inserción de un determinante de resistencia a kanamicina y la 

región nif b esta interrumpida en la zona homologa a nifK por la 
• 

inserción de un interposón a, ei cual confiere resistencia a 

espectinomicina. En esta cepa no se observa complementación de la 

insérción en nifHa por el gene nifHb en la region que lleva la 

inserción en la zona homologa a n!fK ya que tiene un fenotipo 

Fix-, este seria debido a ia carencia de los productos de los 

genes nifK, en un caso por la inserción en la zona homologa a 

este gene y en el otro por la polaridad de la inserción en el 
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gene nifH sobre la expresion de nifK. Por lo tantO se concluye 

que en la región nif a, 

operón. 

los genes nifH, tlfD y niff\, forman un 

En la cepa CFN 2225 

regiones nif a y b. 

las inserciones tambien mapean en laa 

El análisis de las hibridizaciones con un 

detector espécifico para nifD y nifK muestra que esta cepa. tiene 

el mismo patrón que la cepa silvestre CE 3 y que la cepa padre 

CFN 2201, esto indica que la inserciones no involucran a los 

genes !ll..[Q y nifK¡ asimismo esta cepa solo muestra una banda de 

hibridización en Sal! con el detector especifico de nifH 

empleado este fragmento 

donde mapea la inserción). 

revelado es exteJ~no al fragmen'to en 

Por lo tanto las hibridizaciones 

muestran que la zona alrededor de la inserción astan intactas. 

Por ende la inserción esta localizada en el gene: u.t.fl:i de la 

región nif b o en l.a región 5 'del gene nifH. La región !)i t- a esta 

interrumpida del mismo modo que en la CFN 2223 pc•r lo tanto la 

inserción en nifHa es po1ar sobre la expre-sión de- n_ifDJ:;. En esta 

cepa no se observa comp1ementaci6n del efecto de polaridad de la 

mutación en nifHa sobre nifDKa por l.os genes nifD y nifK de 1a 

región nif b. El fenotipo Fix- observado seria entonces debido a 

la ausencia de los productos de nifD y nifK en ambos casos por 

polaridad de las inserciones en nifH sobre la expresion de D.!!:QK 

en ambas i~egione's nif, por lo tanto los genes n...~ tambien for

man un operón en la región nif b. 

E1 análisis de la cepa CFN 2226 muestra que lleva. una delación 
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del plasmido simbiotico ya •;que se observa una banda de menor peso 

molecular en asa cepa; las hibridizaciones con un detector 

especifico para n.1.f.!i indican además que se perdieron las regiones 

nif by e, las hibridizaciones con un detector especifico para 

!1.:U:Q y nifK muestran que la región esta incompleta ( datos no 

mostrados) . El fenotipo Nod- de esta no es debido a la inserción 

en nifH sino a la perdida de genes de nodulación. 

La expresión del gene nifH de la región nif c no ha podido ser 

claramente demostrada ya que cepas que llevan fusiones nifH-lacZ 

tienen rearreglos a alta frecuencia de esta zona ( Morett et al., 

1988). Por lo tanto es necesario construir cepas que lleven este 

tipo de fusiones estabilizadas, por ejemplo como cointegrado del 

vector intermediario para construir esta fusión con plasmidos que 

.si son estables en Rhizobiurn como el pNC 206, donde se puede 

medir la expresión de la fusión laez. Se puede sino buscar la 

• complementaciOn de cepas de Rhizobium o de Klebsiella pneumoniae 

que lleven mutaciones no polares en n.iLH con plasmidos que lleven 

la región nif c. Sin embargo cepas que llevan una substitución-

deleción en la región !l.if. c f~jan nitrógeno en simbiosis lo cual 

indica que esta region no es indispensable para la íijaci6n de 

nitrógeno (c. Quinto et al., 1985 ) . 

. ~ 
Los nódulos inducidos por las cepas inefectivas son mas pequeños 

y tal vez mas numerosos que los nódulos inducidos por una cepa 
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efectiva, son de color verde-blanco lo cual indica la ausencia de 

leghemoglobina y los haces vasculares en la supe1•ficie del nódulo 

parecen estar menos desarrollados. El análisis microscopico de 

cortes de nódulos inducidos por una cepa inefectiva por llevar 

mutaciones en las regiones nll a y b 1 la CFN :2210 ( Romero et 

al., 1988). mostró la presencia de bacteroides en el tejido de la 

pla~ta lo que indica que el desarrollo del nódulo se detiene al 

momento de empezar a fijar nitrógeno; tambien se observó la 

proliferación de amiloplastos en las celulas no infectadas F. 

Sanchez, comunicación personal), esto es caracteristico de 

nódulos inducidos por cepas inefectivas (P. Hirsh e~ al. 198?). 

En conclusión en Rhizobium phaseoli los genes estructural.es de 

la nitrogenasa en las regiones n1f. a y b estan organizados en dos 

operones nifHDK, la región nif e, ·en caso de expresarse, formaría 

una unidad independiente de expresión. 

La organización de los genes nifHDK como operOn es caractcristica 

de los rhizobia de crecimiento rápido ya que se: ha encontrado en 

todos los sistemas donde se ha buscado por ejemplo Rhizobium 

meliloti, Rhizobiurn leguminosarum, Rhizobium krifolii)( Ruvkun et 

al., 1982; Corbin et al., 1982; Ma et al., 198~¡ Scott et al., 

1983b). La reiteraci6n de los genes de la nitrogenasa ha sido ob

servada en otros' Rhizobia como es el caso de Rhizc•bium fredii o 

de Rhizobium sp. NGR234, en estos sistemas los genes pifHDK t:am

bien forman operones ( Prakash & Athe1"1.y, 1984). H:n B.. fredii 

26 



Mathis et al. ( 1985) obse:rvaron 

provocan una disminución en la 

que mutaciones 

actividad de 

en genes nif 

fijación de 

nitrógeno, esto indica que, al igual que en Rhizobium phaseoli 

Romero et al., 1988), las distintas copias participan en la 

función global. 

I 
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cepa 

HB 101 

Rhizobium phaseoli 

CE 3 
CFN 2201 

P1asmidos 

pRK 2013 

pSUP 205 

pEM 15 

pLS 150 

pLS 151 

pLS 171 

pHP45Sl 

TABLA 1 

Genotipo relevante 

Derivada srn~ de la cepa silvestre CFN 42 
Derivada de CE 3, nifHa::Km 

Oerivad·o de Col.El con la región tra 
del plasmido RP4 
Derivado del pBR 325 con el. sitio mob 
del plasmido RP4 
Derivado de pSUP 205 con el fragmento EcoRl 
de la región nif a de !L.. phaseoli 
Derivado de pSUP 205 con un fragmento HindIII
BarnHI conteniendo parte de !!.!.[12 y nifK 
completo de la región nif a de R.:_ phaseoli 
Vehículo intermediario de mutagenesis derivado 
del pEM 15 conteniendo una inserción de un 
cassette de resistencia a espectinomicina en 
el sitio BglII de nifHa 
Vehículo intermediario de mutagenesis derivado 
del pLS 150 conteniendo una inserción del in
terpos6n Q en el sitio EcoRl de !Y:.f.Ka 
Derivado del vector pHP45 que lleva 
el in~erpos6n Q de 2Kb, que confiere resistencia 
a espectinomicina 

Or.igen 

Maniatis, 1982 

Noel et al, 1984 
Quinto et al, 1985 

Guiney et al, 1979 

Simon ~t al, 1983 

Morett et al, 1988 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Prentki et al, 1984 



PJ.asmido Receptora 

pJL 115 CE 3 
pLS 151 CE 3 
pLS 171 CE 3 

pLS 151 CFN 2201 
pLS 171 CFN 2201 

'!"ABLA 2 

~STA TtSlS swa · · Bl LA 

Transconjugantes " de dbbles 
por receptora• recombinan tes~ 

1.3 X 10-ts 6 ?. 
1.0 X io-r::i 4 ?. 
2.1 X 10-ci 4 ?. 

o.e X 10-ts 2 ?. 
1.3 X 10-es 4 ?. 

a Naniero de clonas que llevan los marcadores del vehiculo inter
mediario en"Cre el número de clonas Nal ..... 

b Porciento de transconjugantes que no llevan los rna1~cadores de 
vec't.or ( Te para pJL 115 y para pLS 151 y Ctn para pL.S 171 > 
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FIGURA 1: Mapa de restricción de las regiones nií. Las lineas 
punteadas denotan los limites de homología entre las regiones.9111 
gene nifH,t::::I homologia coñ nifD .... homologia con nifK • 
... zona de operaci6n y promoción. B, BamHl. s. Sall:'"Ci. Bgl II. 
H, Hind III. P, Pst I. X, Xho I ( tomado de Quinto et al, 1985) 
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FIGURA 2: construcciOn del vector intermediario de mutagenesis 
pLSlSl. El plasmido pEM 15 fué digerido con BglII (G)y el plas
mido pGV764 con BamHI (8). Los extremos gene¡ados por estas di
gestiones son cohesivos,por lo tanto los fragmentos generados 
pueden ser ligados. El pLS 151 fue obtenido transformando con la 
mezcla de ligación y seleccionando para los marcadores del vector 
(Te~. Ap•, Cm•) y del cassette ( spr ). 
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Fl:GURA 3: Construcción del vector in'te1·media1·io de mutage:nesis 
pLS171. Los plasmidos pSUP 205 y p89 tueron digeridos con BamHI 
(BI y con HindIII (H). El pLS 150 fué obtenido de la 
transfo1·maci [on con la mezcla de ligaci6n de estas digest:iones 1 

seleccionando para 1os Jnarcadores del pSUP 205 ( cmr-, Ap• ) y la 
inserción del inserto (Te•). El pHP4Sn fué digerido con EcoRI 
(E), el pLSlSO fué digerido parcialmente con EcoRI_ y se liga.ron 
las mezclas de dig~stión. El pLS 171 fué aislado sellecionando 
para el interpos6n g ( Spr ) y los marcadores del vector ( Cmr ). 
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FIGURA 4: Patrones de hibridización de -·~e·rivada_S_. 
Hibridizaciones de ONA tota1 de las mutantes digerido con BamHI 
usando un detector especifico para nifH. 1- CFN 2226. 2- CFN 2224 
3- CFN 2220. 4- CE 3. 5- CFN 2221. 6- CFN 2222. 7- CFN 2201.· 
8- CFN 2223. 9- CFN 2225. 
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FIGURA 5: Patrones de hibridizsciOn de las derivadas. 
Hibridizaciones de DNA total de las mutantes digerido con BamHI 
usando un detector especifico para Km. 1- CFN 2226. 2- CFN 2224 
3- CFN 2220. 4- CE 3. 5- CFN 2221. 6- CFN 2222, 7- CFN 2201. 
8- CFN 2223. 9- CFN 2225 . 
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FIGUHA 6: F-at:.rones de hibridización de las. derivadas. 
Hibridizaciones de DNA total de· laS mutantes digerido con BamHI 
usando un detector especifico para Sp. 1- CFN 2226. 2- CFN 2224 
3- CFN 2220. 4- CE 3. 5- CFN 2221. 6- CFN 2222. 7- CFN 2201. 
B- CFN 2223. 9- CFN 2225. 
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FIGURA 7: Patrones de hibridización de las derivadas. 
Hibridizaciones de DNA total de las mutantes digerido 
usando detectores especificos para nifH y para nifDK. 
2- CFN 2201. 3- CFN 2225. 4- CFN 2224. 

con Sal! 
l- CE 3. 
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FIGURA 8: Patrones de hibridización de las derivadas. 
Hibrídizaciones de los pat'rones de plasmiclos obt.enidos por 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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