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RESUMEN 

Rhizobium leguminosarum bv phaseoli, es un conjunto 
heterógeneo de bacterias con una diversidad genética muy alta 
(Piñero, et. al., 1988). La presencia de plásmidos mayores de 100 
kb., es una característica común y cada cepa tiene un conjunto 
particular de ellos. Nociones de equivalencia y distribución de la 
información genética residente en los plásmidos de una población 
bacteriana han sido poco estudiados. El objetivo de este trabajo 
fué definir la equivalencia y distribución de plásmidos, mediante 
criterios de hibridización de DNA y correlacionar estos resultados 
con la diversidad genética cromosomal medida por electroforésis de 
isozimas. 

Para realizar esto, se purificaron cuatro de los plásmi-. 
dos de una cepa de B.,_ lequminosarum bv. phaseoli, y se utilizaron 
como detectores radiactivos en hibridizaciones con DNA total 
digerido con una enzima de restricción (EcoRI) y los perfiles 
electrof oréticos de los plásmidos de una colección de cepas de B.... 
leguminosarum bv. phaseoli. Esta colección incluye cepas de 
diferente origen geográfico, establecen una simbiosis efectiva con 
el frijol y tienen tres copias del gene de la nitrogenasa reductasa 
(nifH). Además, se incluyeron algunas cepas que tienen un solo gene 
nifH, que también establecen simbiosis con el frijol, y cepas 
aisladas de otras leguminosas, corno son chícharo, trébol y alfalfa. 

Los resultados obtenidos de la hibridización de los cuatro 
plásmidos, con las digestiones totales de DNA de las diferentes 
cepas, muestran que la mayoría contiene secuencias homólogas a los 
plásmidos probados, aunque el número de bandas de hibridización y 
su conservación sean muy variables. El plásmido más conservado es 
el pCE3-d (plásmido simbiótico de 390 kb). El pCE3-b (190 kb) le 
sigue en representación, mientras que los plásmidos pCE·3-a ( 190 
kb) y pCE3-c (220 kb), son los menos representados. Al correlacio
nar estos resultados con la diversidad genética cromosomal de las 
mismas cepas, se observa que el patrón de distribución es indepen
diente del genotipo cromosoma!, no hay plásmidos asociados a 
genotipos particulares. 

Para examinar si la información genética presente en los 
plásmidos de una cepa, también reside en los plásmidos en las demás 
cepas, se hicieron experimentos de hibridización con los perfiles 
electroforéticos de los plásmidos de algunas de las cepas. Los 
resultados indican que es común que la información genética se 
conserve en un plásmido y en algunos casos en dos plásmidos. 

En conjunto, estos experimentos nos permiten concluir que 
existe información genética extracromosomal comun a grupos 
bacterianos muy diversos. 
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INTRODUCCION 

El genoma de las bacterias está constituido por un 

cromosoma y, generalmente, por plásmidos en número y tamaño 

variable. En el cromosoma se localizan los genes esenciales para 

el crecimiento de la bacteria en diversas condiciones al!lbientales, -

y en los plásmidos se encuentra información genética especifica 

para determinadas funciones, tales como la simbiosis, la patogéne

sis y la resistencia a los antibióticos. Existen plásmidos capaces 

de transferirse entre distintos grupos bacterianos por conjugación 

y algunos pueden movilizar genes cromosomales. Sin embargo, de la 

mayoría de ellos se desconoce su función y no son indispensables 

para el crecimiento bacteriano en condiciones normales de cultivo 

en el laboratorio. Estas características han conducido a pensar que 

los plásmidos juegan un papel importante en la adaptación y 

evolución de '1as poblaciones bacterianas, permitiendo el.flujo de 

genes entre ellas. Así mismo, se ha considerado que los plásmidos 

forman parte de una poza genética a la que diversos grupos 

bacterianos tienen acceso por conjugación (Reanney, 1978; Campbell, 

1981). Si esto es así, se esperaría encontrar plásmidos homólogos 

o secuencias de los mismos en grupos bacterianos poco relacionados 

genéticamente. En este trabajo se examina esta propuesta en 

relación a algunos plásmidos de Rhizobium leguminosarum, en 

particular con aislamientos pertenecientes al l2Y.._ phaseoli. 
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El cromosoma de cepas del Qy.... phaseoli ha sido carac

terizado por métodos de electroforesis de alelos de enzimas. Estos 

estudios han revelado que el grupo posee una gran diversidad 

genética, de las más altas encontradas en bacterias. La estructura 

genética de la población es básicamente clonal, con poca recom

binación cromosoma! entre las clonas (Piñero et. al. 1988). Cada 

una de las clonas generalmente equivale a una cepa, y contiene un 

conjunto particular de plásmidos diferenciable por su número y su 

tamaño. Esto ofrece la oportunidad de caracterizar la distribución 

y la equivalencia estructural de algunos de estos plásmidos en 

genotipos cromosomales definidos y genéticamente distantes. 

Desarrollos recientes en el campo de la taxonomía y la 

genética de poblaciones del Rhizobium, resultan importantes para 

la discusión de los datos presentados en este trabajo. A continua

ción ofrezco una revisión de los aspectos principales de esta 

áreas. 

LA SITUACIOH TAXONOMICA DEL RhizobiUJ!I 

La familia Rhizobiaceae se encuentra incluida en la 

división alfa de las bacterias púrpureas (Woese, 1987). Comprende 

bacterias capaces de interaccionar con diversas plantas, ya sea 

estableciendo una simbiosis como lo hacen Rhizobium. Bradyrhizobium 

y synorhizobium. o bien provocando hipertrofias (Phillobacterium) 

o tumores (Agrobacterium). Algunos de estos géneros son claramente 

divergentes filogenéticamente de acuerdo a estimaciones basadas en 

homologías de los genes ribosomales (Fox et. al., 1985; Woese, 
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1987) • La definición de las especies, sin embargo, no es muy 

clara. En la tabla 1 se muestra una clasificación de los géneros 

y especies capaces de formar nódulos fijadores de nitrógeno en las 

raices de las leguminosas. Los problemas a los que se enfrenta este 

esquema taxonómico son los siguientes: 

i) Los determinantes qenétioos para la siml>iosis están localizados 

en plásmidos. Con excepción de las especies del Bradyrhizobium, en 

donde los genes para la nodulación y la fijación de nitrógeno se 

localizan en el cromosoma, en el resto de las especies descritas 

existe un plásmido (pSim) que lleva la mayor parte de la infor

mación genética necesaria para hacer simbiosis. El hecho de que 

los plásmidos simbióticos pueden ser transferidos entre cepas y 

especies de Rhizobium, cambiando la especificidad de hospedero, ha 

sido tomado como evidencia de que estas bacterias pertenecen a una 

misma especie (Jordan, 1984: Johnston, et. al., 1978; Brewin, et. 

al. 1980). Este es el caso de R... leguminosarum. donde los tres 

biovares considerados, (viceae, trifolii y phaseoli), pueden 

intercambiar plásmidos simbióticos, aún cuando estos tengan 

características distintivas, como son la organización de los genes 

simbióticos, la presencia de genes nifH repetidos y la especifici

dad de hospedero (Quinto et. al., 1982; Watson et. al., 1985). Sin 

embargo, estos experimentos de transferencia han sido hechos con 

un número pequeño de cepas y, por otra parte, se sabe que los 

plásmidos simbióticos pueden funcionar en fondos genéticos tan 

distintos como lo son cepas de Agrobacterium (Hooykaas, et. al., 

1981). El pSim-299 puede, inclusive, realizar una simbiosis 
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TABLA 1. LA FAMILIA RHIZOBIACEAE (Jordan, 1984; Chen, et al., 
1988; Lindstrom, 1989) 

Género 

Rhizobium 

Sinorhizobium 

Bradyrhizobium 

Aqrobacterium 

Philobacterium 

Especie 

meliloti 

leguminosarum 

biovar viceae 

biovar trifolii 

biovar phaseoli 

loti 

qaleqae 

fredii 

xingiangensis 

japonicum 

tumefaciens 

rhizogenes 

radiobacter 

Planta Hospedera 

Alfalfa 

Chícharo 

Trébol 

Frijol 

Soya 

Soya 

Soya 

Diversas 
dicotiledóneas 
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completa en el fondo genético de una cepa de A.,. tumefaciens 

(GMI9023), curada de sus plásmidos nativos (Martinez et. al., 

1988). 

Por otra parte, algunos de los plásmidos simbióti-

cos sufren rearreglos genéticos que conducen a la pérdida de sus 

funciones (Soberón-Chávez, et. al. 1987; Flores, et. al., 1988), 

Esto sugiere que las caracteristicas simbióticas son inestables 

por lo que no son buenos indicadores de relación taxonómica. 

U) PromiscuicSad de la relación hospedero-huésped. En relación 

directa con el punto anterior, está el hecho de que una leguminosa 

puede ser nodulada por varios tipos de Rhizobium. Plantas de frijol 

pueden ser noduladas efectivamente por al menos dos tipos de 

Rhizobium, diferentes en su cromosoma y en su psim (Martinez, et. 

al. 1985). Aislamientos de nódulos inefectivos de alfalfa son 

capaces de nodular frijol {Eardly, et. al., 1985). Existen cepas 

de Rhizobium que nodulan un amplio rango de leguminosas. El ejemplo 

más extremo es la NGR 234 que puede nodular efectivamente más de 

10 leguminosas distintas (Lewin, et. al., 1987). Dado que solo una 

fracción de las leguminosas existentes {aproximadamente el 1%, de 

acuerdo a Allen and Allen, 1981), ha sido analizada para nodula-

ción, es posible que se encuentren más cepas con afinidades 

cruzadas para distintos hospederos. El criterio de hospedero por 

: 'l lo tanto resulta insuficiente para clasificar al Rhizobium. 
'i 

r·• 
! ; -
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iiiJ Diversidad intraespecifica. Estudios de taxonomia númerica 

(Graham, 1964; Moffet and Calwell, 1968), hibridización de DNA 

total (Gibbins and Gregory, 1967; crow, 1981), patrones de 

proteínas totales {Roberts et. al.,) y resistencia a los an

tibióticos (Beynon and Josey, 1980), han sido aplicados a una gran 

variedad de aislamientos de Rhizobium y constituyen las bases para 

proponer la taxonomia actual. Sin embargo, los mismos estudios dan 

cuenta de la gran variabilidad prevalente en estos grupos. 

Aislamientos de frijol, provenientes de los sitios de origen de 

esta leguminosa, tienen una diversidad genética muy alta (Piñero 

et. al., 1988), mayor a la encontrada en otras especies, de acuerdo 

a estimaciones basadas en la variación de enzimas cromosomales. Al 

menos dos grandes grupos han sido descritos para estos aislamien

tos, uno tiene repetidos los genes niíH y nodula efectivamente solo 

al frijol (BY._ phaseoli tipo I). El otro grupo tiene un solo gene 

n.1m y adicionalmente al frijol, nodula efectivamente algunas 

'' leguminosas tropicales como teucaena y Hacroptilum (IDl,. phaseoli 

tipo II, Martinez et. al., 1985). Un estudio más extenso realizado 

con cepas del .ID!... phaseoli tipo II, revela que tiene una diversidad 

... 
¡. -~ 

...,.¡ 

\ \ 

genética equiparable o menor a aquella de las cepas con reitera

ciones del D.iíll, y caen en dos agrupamientos distintos {Martinez, 

et. al., 1990). 

Aislamientos provenientes de soya, considerados ahora como 

Bradyrhizobium japonicum, comprenden dos grupos altamente divergen

tes, de acuerdo a su patrón de substitución de bases en 
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genes simbióticos (nod y nif) y cromosómicos (glnA y recA) (Stan

ley, et. al., 1985). Keyser, et. al., (1981) han reportado el ais

lamiento de cepas con la capacidad de nodular cultivares de soya 

nativos de China, pero que son inefectivas en cultivares comer

ciales. Estas cepas son fisiológicamente distintas de las del 

género Bradhyrhizobium y son de crecimiento rápido. Se ha pro

puesto, basándose en taxonomía númerica y en la baja similaridad 

en DNA de estos aislados, con respecto a otras cepas de Rhizobium 

y Bradyrhizobium, que pertenecen a un nuevo género, llamado Sino

rhizobium (Chen, et. al., 1988). Asimismo, cepas de R.... meliloti, 

provenientes de distintos lugares geográficos pertenecen a dos 

lineas evolutivas distintas, como lo describen Eardly et. al. 

(1989), basándose en la variación en enzimas cromosomales y la 

divergencia en los genes que codifican para los RNA ribosomales. 

En conjunto estos estudios señalan que los marcadores 

cromosómicos son mejores indicadores de similaridad y divergencia 

entre cepas, que los basados en características plasmídicas o de 

hospedero. 

iv) Poblaciones de bacterias son características similares al 

Rhizobium, pero sin la capacidad de hacer simbiosis. El hecho de 

que los aislamientos clasificados actualmente provengan de los 

nódulos de leguminosas, impone un sesgo a los estudios taxonómicos. 

Generalmente se hace uso de cepas que son buenos simbiontes. Esto 

deja fuera a una parte de la población con capacidades menores en 

cuanto a nodulación. Por otra parte, es significativo el des

cubrimiento de poblaciones bacterianas con características 
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similares al Rhizobium, pero que carecen de propiedades sim

bióticas. Estos aislamientos son parecidos al Rbizobium por 

homologias a nivel de DNA total con una cepa de R. leguminosarum 

~ trifolii (Jarvis, et. al., 1989), por algunas caracteristicas 

de crecimiento en cultivo, como son la producción de goma y la 

resistencia a nalidixico (Jarvis, et. al., 1989: Soberón Chávez, 

et. al., 1989), y por la presencia de dos tipos de glutamino 

sintetasa (Soberón-Chávez, et. al., 1989). Mediante un enfoque de 

poblaciones, Segovia et. al., (enviado a publicación), han 

demostrado que este tipo de bacterias no-simbióticas, están 

cromosomalmente relacionadas a cepas del ~ pbaseoli, encontrán

dose interdispersas en un dendrograma de distancias genéticas, con 

cepas que si son efectivas para nodular y fijar nitrógeno con el 

frijol. Es importante señalar que la introducción por conjugación 

de un plásmido simbiótico de una cepa del ~ trifolii o del ~ 

phaseoli, a una cepa no-simbiótica, le confiere propiedades de 

nodulación (Soberón-Chávez et. al., 1989; Jarvis, et. al., 1989; 

Segovia, et. al., enviado a publicación). 

Estas poblaciones bacterianas aún no ha sido tomada en 

cuenta en la taxonomia actual, y seria importante conocer que 

relaciones genéticas mantienen estas bacterias no-simbióticas con 

las simbióticas. 
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En síntesis, los estudios taxonómicos han revelado que las 

bacterias simbiontes fijadoras de nitrógeno son un grupo altamente 

diverso. Una mejor ubicación de las especies requiere además de un 

enfoque filogenético. La secuenciación de genes ribosomales y otras 

regiones del cromosoma podrían ayudar a establecer los patrones de 

divergencia y evolución de estos grupos bacterianos. 

GENETICA DE POBLACIONES DEL Rhizobium 

Con la aplicación de métodos de la genética de poblacio

nes, se han podido analizar la variación en un número muy grande 

de bacterias y describirla en términos cuantitativos. Los estudios 

más consistentes en ese sentido, están basados en la detección de 

alelos de enzimas cromosomales de acuerdo a su movilidad electro

forética, que depende de su carga, y a final de cuentas de los 

residuos aminoácidos que forman la enzima. Esto es un buen reflejo 

de la variación en un locus crornosomal determinado, y de la 

utilización de un número adecuado de enzimas, en una muestra 

poblacional razonablemente grande, se obtienen indicaciones del 

grado de variación y recombinación entre diferentes cepas. Las 

conclusiones derivadas del estudio de diversas especies de 

bacterias, como E..._ coli, Shigella, Salmonella, Neisseria, 

Legionella y Rhizobium son las siguientes: 

i) Qué existe un gran polimorfismo genético dentro de las especies 

bacterianas. 

ii) Qué hay un gran desequilibrio de ligamiento entre los alelos 

detectados, es decir, las asociaciones de alelos no son producto 
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del azar, como seria el caso si los genes en las distintas 

poblaciones estuvieran recombinando frecuentemente (Selander, 

1987). 

El modelo que se propone para la evolución de las espe

cies bacterianas, consiste en considerarlas como conjuntos de 

clonas independientes unas de otras y que no existe o hay muy poca 

recombinación cromosoma!. La selección periódica, asi como la 

extinción al azar de clonas, explicarian la diversidad encontrada. 

Sin embargo, es posible que no todo el cromosoma bacteriano se 

comporte clonalmente. Datos derivados de las secuencias nucleoti

dicas de los genes ~' ~ y J:ÜlQA de E... ~ indican que estos 

genes han experimentado intercambio genético en el curso de la 

evolución de esta bacteria (Stolfztus, et. al., 1988; Milkman and 

Stolfztus, 1988; Dubosse, et. al., 1988). 

En Rhizobium los estudios de qenética de poblaciones 

son básicamente los realizados por Younq et. al. (1985, 1987, 

1988), por Piñero et. al. (1988) y por Eardly et. al. (1989). Las 

conclusiones alcanzadas no difieren de las obtenidas para las demás 

especies de bacterias. Sin embargo, es importante destacar los 

siguientes puntos: 

i) Diversidad Genética. La mayor diversidad qenética encontrada 

en Rbizobiym (H::O. 69), la presentan los aislamientos de frijol 

procedentes de los sitios de diversificación de esta leguminosa ( 

Miranda, 1969; Piñero, et. al., 1988). Esta es una de las más altas 

encontradas en bacterias • .E... QQli tiene una diversidad genética 

(H) de o.47 (Selander, et. al •. 1987), mientras que para Pseudomonas 
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y Frankia los valores de H, son del orden 0.75 (Denny, et. al., 

1988; Gardes, et. al., 1987). cepas de Rhizobium obtenidas de 

frijol procedentes de Inglaterra presentan una diversidad baja 

(Young, 1985). Aislamientos de alfalfa, chicharo y trébol, del 

mismo lugar tienen una diversidad genética (H=0.50), equiparable 

a la encontrada en g. coli (Young, 1985). 

En China, por otra parte, que es el sitio de diversi

ficación de la soya, se han caracterizado al menos dos tipos de 

bacterias simbiontes (Bradyrhizobium y sinorhizobium) (Keyser, et. 

al.1982; Chen, et. al., 1988). Estos resultados indican que en los 

centros de origen de las leguminosas se encuentra una mayor 

diversidad en los microsimbiontes. 

ii) Relación Genética. Como parte del análisis de la diversidad, 

está el estudio de las distancias genéticas que relacionen los 

distintos tipos. Estas se ilustran mediante un dendrograma, donde 

los tipos más relacionados tienen distancias genéticas (calculadas 

de acuerdo al método UPGMA de Nei, 1979) cercanas a O, ·Y los más 

diferentes se aproximan a l (Selander et. al. 1987). En muchas 

especies bacterianas (Legoniella, Haemophillus, E.... coli, S~lmone-

1.lg) la distancia genética tope va de 0.3 a 0.5 ( Selander, et. 

al., 1985; Selander, 1987; Beltrán, et. al. 1988; Musser, et. al., 

1988). Aislamientos de B· leguminosarum bv phaseoli, se encuentran 

relacionados a distancias genéticas bastanta altas (0.87) (Piñero, 

et. al., 1988; Martinez, et. al., 1990). Esto indica que &.. 

leguminosarum llY..,_ phaseoli, puede consistir de un ensamble 

polifilético de organismos (Piñero, et. al., 1988). Hay una 
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correlación muy fuerte entre la divergencia a nivel de DNA y los 

estimados de distancia genética (Selander, et. al., 1986). La 

divergencia en el gene tn;!B, de g. coli y Shiqella. se estima en 

25 y 30 millones de años. Esto representa una distancia genética 

de 0.3 entre ambas especies (Ochman and Wilson, 1987). Si esto es 

igual en Rbizobium. es posible que el IDl· phaseoli, contenga varios 

linajes evolutivos. Cepas de B· meliloti, provenientes de todo el 

mundo se encuentran relacionadas una distancia genética de 0.84. 

Un análisis de RFLP's de los operones ribosomales indican que en 

esta agrupación hay al menos dos lineas evolutivas divergentes 

(Eardly, et. al., 1989). 

iii) Limite 4• especies. La frecuencia con la que se recombinan 

marcadores cromosomales es indicativo del grado de homología entre 

dos genomas. Cepas de los tres biovares (~, trifolii y 

·• phaseoli) de R... leguminosarum, pueden recombinar marcadores 

cromosomales en condiciones de laboratorio (Jhonston and Berin 

ger, 1978). cepas de B· meliloti, pueden recombinar entre si, pero 

] no con cepas de R· leguminosarum. Sin embargo, el limite de 

intercambio genético entre las especies no esta bien definido. 
i-,-, 
'. 

La mayoria de los aislamientos de B· meliloti, analizados por Young 

1-~ (1985), son bastante diferentes de los de R... leguminosarum, 

.,, 

11 

originarios del mismo lugar. Sin embargo, uno de los tipos 

electroforéticos (ET's) de R... meliloti está traslapado con el ET 

más común a los tres biovares de R... leguminosarum. Asi mismo, dos 

de los ET 1 s de B... leguminosarum son similares a uno de los ETs 

de B... meliloti. Además, se observa que la mayoria de los ET's de 
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R.... leguminosarum, se encuentran intercalados en uno u otro biovar. 

Young, a partir de estos datos concluye que los aislamientos de R.... 

leguminosarum de este lugar, comprenden distintas líneas cromóso

micas que pueden llevar cualquiera de los determinantes de 

hospedero. Este tipo de observaciones, ha conducido a preguntar 

acerca del papel que juegan los plásmidos, en la diferenciación de 

las poblaciones de Rhizobium. dadas las características de 

conjugación que poseen algunos de estos elementos, y que el 

cromosoma se conserva relativamente aislado. Reanney (1978) y 

Campbell (1981), han propuesto que los plásmidos y otros elementos 

extracromosomales, forman una poza génica a la que distintas líneas 

cromosómicas tienen acceso, constituyendo así una genoespecie. 

Algunos experimentos dirigidos a demostrar la transferencia 

horizontal de plásmidos en Rhizobium, son discutidas en la 

siguiente sección. 

LOS PLASMIDOS DEL Rhizobium 

Virtualmente cualquier aislamiento de Rhizobium tiene 

plásmidos. Cada cepa tiene un conjunto característico, diferente 

de otras por su número y por su movilidad electroforética. La gran 

mayoría de estos elementos son genéticamente crípticos, es decir, 

no se conoce su función. Solo el plásmido que codifica para la 

mayor parte de las funciones simbióticas ha sido analizado 

extensamente (Rolfe, et. al., 1988; Long, 1989). A diferencia de 

los miembros de la familia de las enterobacteriaceas, que poseen 

plásmidos de 7.5 a 45 kb (Hartl, et. al., 1986), Rhizobium y otras 

-14-



bacterias fitopatógenas, tienen plásmidos grandes, cuyo tamaño va 

de 100 a 900 kb (Prakash, et. al., 1981; Hirsh, et. al., 1981; 

Martinez and Palacios, 1983). Dos aspectos de los plásmidos son 

importantes en relación a este trabajo, los estudios sobre 

transferencia horizontal y los referidos a la relación estructural 

entre diferentes plásmidos. 

i) Transferencia horisontal de qenes. En Rbizobium se han descrito 

plásmidos con propiedades conjugativas, algunos de los cuales 

llevan los determinantes de especificidad de hospedero (Johnston, 

et. al., 1978; Hirsh, et., al., 1979). En B..... leguminosarum, un 

plásmido que codifica para la producción de bacteriocinas, se 

tranfiere a frecuencias de 10-2 por receptor, entre cepas de 

distintos biovares (Johnston, et. al., 1978; Hirsh, et. al., 1979; 

Brewin, et. al., 1980). Estos plásmidos también son capaces de 

movilizar genes cromosomales a baja frecuencia (10-7 a 10-8 

por receptor). Sin embargo, estos experimentos solo indican el 

potencial de transferir plásmidos entre distintos grupos de 

Rhizobium, y no dan información acerca de la ocurrencia de este 

fenómeno en condiciones naturales. Broughton et. al. (1987) han 

reportado la transferencia del plásmido simbiótico de una cepa de 

B.... leguminosarum QL. ~ a una cepa de R... meliloti, que no puede 
• nodular ni pegarse a la raiz, en experimentos de complementación 

en una rizosfera definida de Medicaqo, Estudios recientes brindan 

una mejor evidencia mejor acerca de este tópico. 

Schofield, et. al., (1987) y Demezas, et. al., (1988), a 

partir del análisis de 16 cepas de B..... leguminosarum ~. trifolii, 
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encuentran que diferentes plásmidos simbióticos, caracterizados 

por las secuencias repetidas especificas (Watson, et. al., 1985), 

se presentan en tipos cromosomales iguales, de acuerdo a los alelos 

de enzimas crornosomales y serotipos. También encuentran que 

plásmidos simbióticos iguales están presentes en diferentes tipos 

cromosómicos. En un estudio similar, realizado con cepas nativas 

de Inglaterra, también se encuentran discordancias entre tipos 

plasmidicos y cromosómicos (Young and Wexler, 1988) • En estos 

experimentos se utiliza para caracterizar los cromosomas, electro

foresis de alelos de enzimas y una región de 21 kb del cromosoma 

que incluye el gene de n-galactosidasa, analizada con enzimas de 

restricción (RFLP). Los plásmidos simbióticos son caracterizados 

por RFLP'S de los genes de nodulación (nodABCD y nodEF) y de los 

genes de la nitrogenasa (n.tifülli). Los tipos plasmidicos corre

lacionan en muchos de los casos con los tipos cromosómicos, pero 

algunas cepas con un fondo cromosómico igual, tienen diferentes 

tipos de plásmidos simbióticos. Un análisis posterior, utilizando 

un método computacional para evaluar transferencia genética entre 

poblaciones, con los mismos datos presentados, indica que entre el 

20 y el 30 % de los tipos caracterizados, ha estado involucrado en 

eventos de transferencia horizontal (Valdés, ·1990). 

ii) Relación estructural entre plásmidos. Rhizobium. como ya se ha 

señalado, posee un sistema de plásmidos complejo, que puede llegar 

a constituir hasta un tercio de la información genética total, si 

se asume que el cromosoma tiene un tamaño de 5 300 kb (Crow, et. 

al., 1981). Poco se sabe de la relación estructural que tienen los 
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plásmidos en una población. Esto quiere dec;:ir que pese a la 

diversidad en contenido de plásmidos que tienen las cepas de 

Rbizobium, no se sabe cuales son equivalentes y en que rango de 

cepas se distribuyen. 

Estudios globales de homologias entre plásmidos de 

Rhizobium. generalmente se refieren a un plásmido y consideran 

pocas cepas. Prakasb, et. al., (1981), apoyado en experimentos de 

hibridización tipo Southern (Southern, 1975) de plásmidos totales, 

señala que al menos un plásmido está conservado extensivamente en 

los biovares trifolii, ~ y phaseoli, y que las secuencias de 

este plásmido están poco representadas en una cepa de B· meliloti

~ Por su parte, Haugland y Verma (1981) mediante experimentos de 

reasociación de DNA e hibridizaciones en Southern de plásmidos y 

DNA total, concluyen que algunas cepas de .lh iaponicum poseen 

secuencias homólogas a uno de los plásmidos y en uno de los casos 

estás se localizan en el cromosoma. Cepas de B· meliloti. de origen 

geográfico distinto, comparten secuencias comunes en 5 plásmidos, 

como se observa de los experimentos de hibridización en soutbern, 

realizados por Jouanin, et. al. (1981). 

Por otra parte, los plásmidos de Agrobacterium, prin

cipalmente los que codifican las funciones de virulencia, han sido 

caracterizados en base a sus homologias. Mediante varios métodos 

de hibridización se ha podido establecer que los plásmidos 

tumorogénicos están conservados en promedio en un 50', con regiones 

altamente conservadas, regiones variables y regiones ausentes 

(Drummond and Chilton, 1978; White and Nester, 1980; Thomashow, et. 

al., 1981). Las regiones conservadas son, generalmente, las que 
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llevan los genes de tumorogénesis. El trabajo de currier y Nester 

(1976), indica que los plásmidos tumorogénicos pueden variar en 

homología sobre un amplio rango de cepas de varias partes del 

mundo. Además, las homologías en los plásmidos no correlacionan con 

las homologías cromosomales, ni tampoco con los esquemas de 

taxonomía númerica. Así, plásmidos homólogos se encuentran en 

fondos cromosómicos distintos (Currier and Nester, 1976). 
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OBJBTIVOS 

En este trabajo nos propusimos lo siguiente: 

i) Hacer una descripción de la distribución de las secuencias de 

algunos plásmidos en una colección de cepas de JL. leguminosarum. 

procedente principalmente de México, Muchas de estas cepas 

pertenecen al ~. phaseoli tipo I y han sido caracterizadas desde 

el punto de vista cromosoma! por Piñero et. al. (1988). Como 

citamos anteriormente, este conjunto de cepas tiene una gran 

diversidad genética. En este trabajo nos enfocamos a establecer si 

existen relaciones de homología entre algunos de sus plásmidos. 

ii) También nos propusimos examinar si las secuencias presentes en 

las distintas cepas se localizan extracromosomalmente. 

iii) Finalmente, examinamos la variación en contenido de plásmidos 

en cepas provenientes de un mismo lugar geográfico, y que per

tenecen a los genotipos cromosomales más comunes en este lugar. 
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RESULTADOS 

I. DIVERSIDAD EN PLASMIDOS EN R.lequminosarum bv. pbaseoli. 

Previamente Martinez y Palacios (1984) encontraron una gran 

variación en el contenido de plásmidos en aislamientos del bv. 

pbaseoli nativos de suelos mexicanos. El número más comun de 

plásmidos en cepas del mw_ phaseoli tipo I es de tres a cuatro, 

aunque hay cepas que tienen hasta siete plásmidos. En cepas del 

)2y. phaseoli tipo II, no se ha observado que tengan más de tres 

plásmidos. El número de plásmidos más común es de dos a tres 

(Martinez, sin publicar). Los pesos moleculares de los plásmidos 

varian en un rango de 100 a 750 kb aproximadamente, y cada cepa 

tiene un conjunto de plásmidos particular, diferenciable de otras, 

por su número y su tamaño. Es conveniente señalar que esta es solo 

una estimación aproximada, puesto que plásmidos de mayor'tamaño no 

son detectados en los procedimientos utilizados, y plásmidos que 

son del ,mismo peso, aunque pueden ser diferentes genéticamente, 

pueden co-migrar durante la electroforésis. 

Esta caracterización de las cepas por su contenido de 

plásmidos es útil para identificarlas, pero no alcanza a revelar 

la diversidad genética de estos elementos. El hecho de que en cepas 

distintas existan plásmidos de movilidad electroforética 

similar, sugiere que pueden ser equivalentes en estructura y 

función, pero no es concluyente a este respecto. Estudios de 
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homoloqia a nivel de DNA pueden ayudarnos a revelar las relaciones 

existentes entre los plásmidos de diferentes cepas. 

II. PRESENCIA J:!1 SICUIHCIAS .QI Pt,ASHIDQS llf DISTINTAS 211Ai 1ll 

B.t. legwainosarua. Para examinar la presencia de secuencias 

homólogas a algunos de los plásmidos en diferentes cepas de R.. 

leguminosarum, procedimos de la siguiente manera: 

i) Elegimos una cepa perteneciente al ~ phaseoli denominada CEJ 

(CFN 42 strp) como referencia y fuente de plásmidos. Esta cepa 

contiene seis plásmidos y con excepción de uno de ellos (pCE3-e), 

los demás han sido movilizados por conjuqación a una cepa de 

Agrobacterium tumefaciens (GMI9023), curada de sus plásmidos 

nativos (Flores et. al., 1987). A partir de estas construcciones 

se purificaron los plásmidos pCEJ-a (190 kb), pCE3-b (190 kb), 

pCEJ-c (220kb) y pCEJ-d (390 kb), por el método de lisis alcalina 

de Hirsh (Hirsh, 1979). 

ii) Eleqimos un conjunto de cepas sobre las cuales buscar secuen

cias homólogas a los plásmidos de la CEJ purificados en el inciso 

anterior. La lista de cepas y algunas de sus caracteristicas, como 

son su planta aislamiento y su origen geográfico, se encuentran 

descritas en la Tabla 2. La mayoria son cepas del ~. phaseoli tipo 

I aisladas en distintas localidades de México. También se en

cuentran cepas representativas de EEUU, Brasil, Colombia y Hawaii. 
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TABLA 2. CEPAS DE Rhizobium UTILIZADAS 

CEPA 

Acu 3 
Bra 5 
Bra 8 
Car 22 
CE3 
(CFN42 str) 
CFN 3 
CFN 299 
CAR 22 
C05-I 
C05-II 
CIAT 281 
CIAT 893 
CIAT 894 
CIAT 899 
coc 8 
Des 109 
F 2 
F 6 
F 8 
F 13 
F 14 
F 17 
Fe 4 
Fe 12 
FL 10 
Nitragin 
8251 
Rme 1 
Sil 4 
Tal 182 
USDA 2046 
Vic 1 
Vikin9 I 
125 
129 
1018 
1019 
1021 
1091 
1253 
1273 
1911 
1966 
1596 

ORIGEN GEOGRAFICO 

Texas, USA 
Brazil 
Brazil 
Brazil 

Guanajuato, México 
Guanajuato, México 
Colombia 
Brazil 
Brazil 
Brazil 
Colombia 
Colombia 
Colombia 
Colombia 
D.F. , México 
Jalisco, México 
Guanajuato, México 
Guanajuato, México 
Guanajuato, México 
Guanajuato, México 
More los, México 
Guanajuato, México 
Hidalgo, México 
Morelos, México 
Guanajuato, México 

USA 
México 
Morelos, México 
Hawaii 
USA 

Minnesota, USA 
Morelos, México 
Morelos, México 
More los, México 
Morelos, México 
Morelos, México 
Morelos, México 
Morelos, México 
More los, México 
Morelos, México 
More los, México 

HOSPEDERO NUMERO DE 
PLASHIDOS 

P. acutifolius 3 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 2 

P. vulgaris 6 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 2 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 5 
P. vulgaris 2 
P. coccineus 4 
Desmodium spp. 3 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 7 
P. vulgaris 6 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 3 

P. vulgaris 4 
Medicago 1 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 3 
Trifolium 1 
Pisum 5 
P. vulgaris 2 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 6 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 4 
P. vulgaris 3 
P. vulgaris 4 
Trifolium 3 



Incluimos además, 5 cepas del ID!... phaseoli tipo II, 2 del bv. 

trifolii, 1 del ID¿. viceae y una de R... meliloti, nativa de México. 

De cada una de esta cepas se obtuvo el DNA total y una vez digerido 

con la endonucleasa EcoRI, fué sujeto a electroforesis en geles de 

agarosa y transferido a membranas de nitrocelulosa, como se indica 

en los métodos. Los perfiles de digestión son sustancialmente 

diferentes uno de otro, de acuerdo a lo publicado anteriormente 

(Flores, et. al., 1987). 

iii) Finalmente, los plásmidos purificados en el inciso i) fueron 

marcados radiactivamente y utilizados como detectores de homologia 

en el genoma total digerido en~ de nuestra colección de cepas. 

II-A. Homologias con el plásmido pCE3-a. El plásmido pCEJ-a tiene 

un peso molecular de 190 kb. No se ha encontrado que tenga un papel 

en la simbiosis, pero está relacionado con el pCEJ-d (pSim) por 

algunas secuencias homólogas (Flores et. al., 1987; Girard, et. 

al., sin publicar). En las figuras l y 2 se muestran las autoradio

grafias correspondientes a la hibridización del pCEJ-a con cepas 

del ~ phaseoli tipo I. La cepa de referencia da un promedio de 

19 bandas, algunas de las cuales son de gran intensidad. Estas 

pueden representar fragmentos de tamaño similar. Entre las cepas 

existe un extenso polimorfismo en este sitio de restricción y no 

hay dos perfiles de hibridización que sean iguales. Por el número 

de bandas y por la intensidad relativa de las mismas, las cepas que 

tienen más secuencias homólogas al plásmido pCEJ-a son la F8, la 

Fl7 y la Nitragin 8251 (figura 1). En seguida podemos observar un 
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FIGURA 2. Presencia de Secuencias homólogas al plas
mido pCE3-a en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

Carriles: 1- CE3i 2- F 2i 3- Bra Si 4- Bra Bi 5- Acu3 

6- Sil 4i 7- CIAT 2Bli 8- F 6i 9- Tal 182. 



qrupo de cepas con homoloqias intermedias, estas son la F2, la CIAT 

281, la F6 y la Tal 182 (figura 2). Finalmente hay un conjunto de 

cepas que tienen muy poca homologia con el pCEJ-a. Estas son la 

CIAT 894, CIAT 893, CFN3, Viking I, Bra 5 y Bra 8 (figuras 1 y 2). 

Dos de las cepas no demuestran homologias significativas 

con el pCE3-a (Des 109 y Acu 3). Es conveniente señalar que estas 

cepas no provienen de nódulos de frijol, sino de las leguminosas 

Desmodium sp.(Des 109) y de~ Acutifolius (Acu 3). 

La presencia de secuencias homólogas al pCEJ-a también 

fue examinada en cepas consideradas como grupos diferentes del ruw._ 

phaseoli tipo I. En la figura 3 se muestra la autoradiografia 

correspondiente a este experimento. Existe una gran heterogeneidad 

tanto en el número de bandas como en la intensidad de las mismas. 

La COS I, es la.que presenta mayor homologia con el pCE3-A. Las 

cepas CAR 22 y CIAT 899 (IDG. phaseoli tipo II), la VIC l (l;rL,_ 

~),la USDA 2045 _(hy, trifolii) tienen una homologia moderada 

con el pCEJ-a, mientras que la 1596 (bv. trifolii) y la Rme 1 (R.. 

meliloti) comparten muy pocas zonas de homología. Es· conveniente 

señalar que las homologías observadas en la autoradiografia 

anterior no son comparables a las del bv phaseoli tipo I mostradas 

en las figuras l y 2. Estas últimas tienen un tiempo de exposición 

de 3 dias, mientras que la autoradiografia de la figura 3 

corresponde a una exposición de siete dias. 

II•B. Homoloqias con •l pláamido pCE3-b. Este plásmido tiene un 

tamaño aproximado de 190 kb, y co-migra con el pCEJ-a en elec

troforésis en geles de agarosa. No se ha demostrado que tenga 
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FIGURA J. Presencia de secuencias homólogas al pCEJ-a 
en distintas cepas de Rhizobium. 

Carriles: 1- CE3 (bv. phaseoli tipo IJ1 2- COS-I (bv. 
phaseoli tipo II); 3- CAR 22 (bv. phaseoli tipo II); 
4- CIAT 899 (bv. phaseoli tipo II); 5. Vic 1 (bv. vi
ceae); 6- 1596 (bv. trifolii)1 7- Rme 1 (R. melilotiJ1 
8- USDA 2046 (bv:-trifoliiJ; 9- GMI 9023 (A. tumefa-
ciens, sin plasmidos) • - ---



alguna relación con la simbiosis, pero contiene una de las 

secuencias que codifican para la producción d&l lipolisa-

cárido extracelular (IR§) (Noel et. al. sin publicar). Secuencias 

de este plásmido demuestran una mayor uniformidad en cuanto a su 

conservación en las cepas del bv. phaseol i tipo I, que las del 

plásmido pCE3-a (figuras 4, 5 y 6), Las cepas con más secuencias 

homólogas al pCE3-b son la Viking I, Des 109, CFN J y FS. Las cepas 

con homologias abajo del 50% son la Nitragin 8251, la CIAT 894 y 

la CIAT 894 y la Fl7. Hay algunas cepas del bv. phaseoli tipo I 

presentan patrones de hibridización muy similares (F lJ, F 14, Fe 

12, FL 10 y coc 8) (figura 6). Estas cepas se hallan agrupadas 

dentro de la misma rama de diversidad genética cromosomal (dista

ncia genética= 0.4) de acuerdo a Piñero et. al. (1988). Este dato 

sugiere que estas cepas pueden tener un origen común. 

Las secuencias del pCEJ-b se encuentran bastante 

representadas en cepas diferentes del ID!..... phaseoli tipo I. Las 

cepas C05 I y CAR 22 (bv. phaseoli tipo II) muestran el mismo 

perfil de hibridización (figura 7). Las cepas del bv. phaseoli tipo 

II no están relacionadas a las del tipo I, de acuerdo al 

criterio de enzimas cromosomales. La distancia génetica entre 

ambos tipos de o.a (Piñero, et, al., 1988; Martinez, et. al., 

1990). La Rme l (!L. meliloti), no muestra homologia significativa 

con el pCEJ-b 

II-c. Homologias con el pl•smido pCE3-c. El plásmido pCEJ-c tiene 

un peso molecular aproximado de 220 kb. Se conoce que este plásmido 

se puede perder espontáneamente a baja frecuencia en condiciones 
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FIGURA 7. Presencia de secuencias homólogas al plás
mido pCE3-B en distintas cepas de Rhizobium. 

Carriles: 1- GMI 9023 (A. tumefaciens sin plásmidos)J 
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tipo II)1 8. C05-I (bv. phaseoli tipo II)J CE3 1 bv. -
phaseoli tipo I. 



normales de cultivo en el laboratorio. Cepas curadas de este 

plásmido nodulan tardíamente (S. Bromm, datos sin publicar). Los 

experimentos de hibridización con este plásmido indican que es el 

menos representado en las cepas analizadas (figuras 8, 9, 10 y 11). 

Las cepas con mayor homología tanto por el número de bandas que 

presentan como por la intensidad de las mismas son la CFN3, la 

Nitragin 8251, F 8, Bra 5, Bra 8, Acu 3 y Tal 182. El conjunto de 

cepas con homologías débiles está representado por la Fl7, la F6, 

F2 y Des 109. El tercer conjunto de cepas lo constituyen cepas que 

carecen de secuencias homólogas al pCE3-c o tienen muy pocas. Estas 

son la Viking I, la CIAT 893, la CIAT 894, la Sil 4 y la CIAT 281. 

De nueva cuenta el perfil de hibridización de las cepas 

F 13, Fl4, Fe 12 y Cae 8, es bastante similar, como sucede con el 

plásmido pCEJ-b. 

Secuencias homólogas al pCE3-c, prácticamente no se 

encuentran en cepas del bv. phaseoli tipo II (figura 11). Hay pocas 

secuencias homólogas a este plásmido en las cepas del bv. trifolii 

(USDA 2046 y 1596) y en la Vic 1 (bv. viceae) 

II•D. Homoloqias con el plásmido pCE3-d. El plásmido pCE3-d con

tiene la mayor parte de los genes necesarios para efectuar una 

simbiosis efect'iva con el frijol. Tiene un peso molecular aproxi

mado de 390 kb. Actualmente existe un mapa físico de todo este 

plásmido construido a partir de un conjunto de cósmidos tras

lapables en algunas regiones. Se conoce la ubicación de las tres 

regiones genéticas que codifican para la nitrogenasa (nifHDK) y la 

de algunos genes de nodulación (Il.QQABCD) , la del gene de inhibición 
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FIGURA 8. Presencia de secuencias homólogas al plásmido 
pCE3-c en cepas del bv. phaseoli.tipo I. 

Carriles: 1- CEl; 2- Viking I; 3- Des 109; 4- CFN 3; 5-

Hitragin 8251; 6- CIAT 893; 7- CIAT 894; 8- P 17; 9- P 8. 
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FIGURA 9. Presencia de secuencias homólogas al plás
mido pCE3-c en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

Carriles: 1- CE31 2- F 21 3- Bra 51 4- Bra 81 5- Acu 

31 6- Sil 41 7- CIAT 2811 8- F 61 9- Tal 182. 
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PIGURA 10. Presencia de secuencias homólogas al 
plismido pCB3-c en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

Carriles: 1- GMI 9023 (A. tumefaciens sin plismi
midos); 2- CPN 299 (bv.-¡ihaseoli tipo II); 3- Pe 
4; 4- Coc 8; 5- PL 10; 6- Fe 12; 7- F 14; 8- F 13; 
9- CB3. 
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FIGURA 11• Presencia de secuencias hoaólogas al plisaido 
pCE3-c en distintas cepas de Rhizobium. 

Carriles: l. GMI9023 IA. tuaefaciens sin plis•idos); 2-
USDA 2046 lbv. trifolii); 3. Rme 1 IR. melilotilr 4- 1596 
(bv. trifolIII; s- Vic 1 lbv. viceaeT; 6- CIAT 899 (bv. 
phiseoli tipo III; 7- CAR 22°"lbv. phaseoli tipo IIl;-S
cos- I (~. phaseoli tipo III; 9~ CE3 lbv. ehaseoli ti-

. po l). 



de la producción de polisacáridos (~) y la de un gene homólogo 

a ni.fA (Girard et. al. en preparación). En relación al presente 

trabajo es necesario señalar la presencia de zonas de DNA reiterado 

dentro del mismo plásmido, asi como en otros plásmidos y en el 

cromosoma (Flores, et. al. 1987; Girard et. al. en preparación). 

En los experimentos de hibridización del plásmido 

pCE3-d, con digestiones totales en EcoRI de cepas del ~ phaseoli 

tipo I (figuras 12, 13 y 14), detectamos una extensa conservación 

tanto en el número de bandas observadas como en la intensidad de 

las mismas. El patrón de hibridización en cada cepa es altamente 

polimórfico y complejo, no podemos hacer una buena comparación con 

el objeto de mostrar .las zonas en las cuales hay conservación de 

los fragmentos de restricción. 

En cinco de las cepas del bv. phaseoli tipo I, no se 

detecta una homologia significativa con el pCE3-d (CIAT 893, Des 

109, Fe 12, F 14 y Fe 4). Estas cepas han perdido el pSim durante 

los periodos de cultivo en el laboratorio. Hay evidencia de que en 

algunas cepas ocurren rearreglos genómicos a alta frecuencia, que 

involucran la pérdida de los genes niíHDK y de nodulación, sin 

involucrar un cambio en el perfil electroforético de los plásmidos 

que contiene la cepa (Soberón-Chávez, et. al., 1987; Flores et. 

al., 1988), Dos explicaciones se han ofrecido a esta observación, 

una de ellas postula que el pSim sufre amplificaciones y delecio

nes, entre las zonas de nodulación y fijación, la otra postula la 

existencia de un plásmido de peso molecular similar al pSim, el 

cual se pierde sin alterar el perfil de los plásmidos de la cepa. 

Nuestros datos indican que, al menos estas cepas, son curadas de 
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FIGURA 12. Presencia de secuencias homólogas 
al plásmido pCE3-d en cepas del bv. phaseoli 
tipo I. 

Carriles: 1-·CE31 2- F 21 3- Bra 57 4- Bra 81 

5- Acu 31 6- Sil 41 7- CIAT 2811 8- F 61 9-

Tal 182. 
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FIGURA 13. Presencia de secuencias homólogas al 
plasmido pCE3-d en cepas del bv. phaseoli tipo l. 

Carriles: 1- F 87 2- F-171 3- CIAT 8947 4- CIAT 

8937 5- Nitragin 82517 6- CFN 37 7- Des 1091 8-

Des 1097 9- CE3. 
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FIGURA 14. Presencia de secuencias homóloqas al 
plasmido pCEJ-d en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

Carriles: 1- CE31 2- P 131 3- P 141 4- Pe 121 5-

PL 101 6- Coc 81 7- Pe 41 8- CPN 299 (bv. phaseoli 

tipo II)1 9- GMI 9023 (A. tuaefaciens sin plasmi

midos). 



su plásmido simbiótico. Finalmente las cepas que tienen la menor 

homología en relación al pCE3-d, son la Coc 8, la Fe 4, la CIAT 

894, y la CFN 299 (bv. phaseoli tipo II). La GMI9023 (A_,_ tumefa

ciensl también muestra algunas bandas de muy baja homología con ' 

este detector. 

Con lo que respecta a las cepas definidas como grupos 

distintos del bv. phaseoli encontramos una representación baja de 

las secuencias del pCE3-d (f,igura 15). La cepa con mayor número 

de bandas de homología (9 bandas) es la CAR 22, una cepa del bv. 

phaseoli tipo II. La C05-1 y la CIAT 899 (bv. phaseoli tipo II) 

muestran un grado de homología similar a la Vic 1 (bv viceae),la 

USDA 2046 (bv. trifolii), Rme 1 (!h meliloti) y a la GMI9023 (A_,_ 

tumefaciens), en cuanto a la intensidad y el número de sus bandas, 

pero no en la conservación de sus sitios de restricción. La 1596 

(B... trifolii) solamente posee 2 bandas de homología débil. 

Estos datos indican que el pCE3-d (pSim) se encuentra 

predQminantemente en cepas del bv. phaseoli tipo I, y que secuen

cias de este plásmido están poco representadas en otras cepas. 

III. LOCALIZACION DE LAS SECUENCIAS DE LOS PLASMIDOS pCE3-a, b, e 

y d EN DIFERENTES CEPAS DE R. leguminosarum. De los datos presen

tados hasta aquí, podemos decir que hay secuencias de DNA homólo

gas a los plásmidos pCEJ-a, b, c y d, en la mayoría de las cepas 

de R... leguminosarum analizadas, con un grado de conservación 

variable. Para conocer si tales secuencias se localizan también en 

plásmidos en otras cepas hicimos experimentos de hibridiza-

ción, utilizando los plásmidos pCE3-a, b, c y d, marcados radiac 
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FIGURA 15. Presencia de secuencias homólogas al 
plasmido pCEl-d en distintas cepas de Rhizobium. 

Carriles: 1- CE3 (bv. phaseoli tipo I): 2- COS-I (
bv. phaseoli tipo II); 3- CAR 22 (bv. phaseoli tipo 

II); 4- CIAT 899 (bv. phaseoli tipo II); 5- Vic 1 (
bv, viceae); 6- 1596 (bv. trifolii); 7- Rme 1 (R. -
iiieliIOt"ITJ 8- USDA 204'ii(°bv. trifolii); 9- GMI 9023 
(!.!_ tumefaciens sin plasmidos) 



tivamente contra los perfiles electroforéticos de los plásmidos de 

algunas de las cepas, mediante el método de Eckhardt (1979). 

III-A. Localización de las secuencias homólogas al pCE3-a en cepas 

del bv. phaseoli tipo I. En la figura 16 se muestran los perfiles 

electroforéticos y las hibridizaciones correspondientes al pCEJ-a, 

en cepas pertenecientes al IDl· phaseoli tipo I. Con excepción de 

la Viking I, todas las demás cepas dan señal de hibridización en 

uno o en dos plásmidos. Las cepas analizadas presentan los 

siguientes patrones .de hibridización: 

i) Cepas con la señal de hibridización en un plásmido de peso 

molecular igual o de tamaño similar: Nitragin 8251, F 8, F 19 

ii) Una cepa cuya homología con el pCEJ-a reside en una estructura 

de peso moleculas mayor de 250 kb (Bra 5). 

iii) Cepas que tienen dos lugares de homología, generalmente una 

principal y otra de intensidad menor: CFNJ, AcuJ, F4, CIAT 281 • 

En este caso una de las bandas es de peso molecular cercano a la 

pCEJ-a, mientras que la otra es de un peso molecular mayor de 250 

kb. 

En la CEJ se ha descrito que el plásmido pCEJ-a tiene 

zonas de homología con el pCEJ-d, y cuando es hibridizado contra 

su mismo perfil de plásmidos, se observan la señal en dos lugares. 

Es posible que en este conjunto de cepas se conserve una relación 

similar. 
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FIGURA 16. Localización de las secuencias homologas al plasmido 
pCE3- a en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

A. 1 3 4 5 7 8 9 10 

• 
!. 

B. 

. . 
' 

A. Pérfil electroforético de los plasmidos de las cepas. Carriles: 
1- Viking I; 2- Acu 3; 3- CE3; 4- CFN 3; 5- F 4; 6- Bra 51 7- F 81 
8-'F 19; 9- CIAT 281; 10- Nitragin 8251. Las flechas señalan los -
sitios de hibridización. 
B. Autoradiografía correspondiente al gel. 



III-B. Localización de las secuencias homólogas al pCE3-b en cepas 

del bv. phaseoli tipo I. Las secuencias homólogas al pCE3-b se 

encuentran presentes en el genoma de la mayoría de las cepas anal

izadas y se localizan en un plásmido de peso molecular variable 

(figura 17). En algunas cepas (F8 y Fl9 ), la señal de homología 

se localiza en un plásmido de peso molecular similar al pCEJ-b. Las 

cepas Viking I, Acu3, CIAT 281 y Nitragin 8251 no exhiben señal de 

hibridización o es muy débil en ninguno de sus plásmidos. Estas 

cepas tienen secuencias homólogas con el pCEJ-b, como se observó 

en los experimentos de hibridización con DNA total. Es posible que 

estas secuencias se localizan principalmente en el cromosoma o en 

un plásmido de peso molecular elevado que no es detectado en 

nuestros procedimientos. 

III-C. Localización de las secuencias homólogas al pCE3-c en cepas 

del ~ phaseoli tipo I. Las secuencias homólogas al pCE3-c se 

localizan generalmente en un plásmido de tamaño variable en cepas 

pertenecientes al J2Y.... phaseoli tipo I (figura 18). La cepas con 

mayor homología son la CFNJ, la Bra 5, la Fl9. Las cepas Viking 

I y F4 muestran una homología débil que sólo se revela con un 

tiempo de exposición de la autoradiografía más prolongado, mientras 

que la CIAT 281 y la Nitragin 8251 no revelan homologías con 

ninguno de sus plásmidos. 
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FIGURA 17. Localización de las secuencias homólogas al plasmido 
pCE3-b en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

A. 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 

~ 

.j 
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B. 
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.... . .• ,, . . 

A. Pérfil electroforético de los plásmidos de las cepas. Carriles: 
1- Vikinq I; 2- Acu 3; 3- CE3; 4- CFN 3; s- F 41 6- Bra 5; 7- F 8; 
8- P 19; 9- CIAT 281; 10- Nitragin 8251, Las flechas señalan los -
sitios de hibridizaci6n. 
B. Autoradiografía correspondiente al gel. 
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FIGURA 18. Localización de las secuencias homólogas al plásmidso 
pCE3-c en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

.. .... 
A. Perfil electroforético de los plasmidos de las cepas. Carriles: 
1- Viking I¡ 2- Acu J¡ J- CE3¡ 4- CFN 3¡ 5- F 4¡ 6- Bra 5¡ 7- F 19 
1 8- F 8¡ 9- CIAT 281; 10- Nitragin 8251. Las flechas señalan los 
sitios de hibridización. 
B. Autoradiografía correspondiente al gel. 



III-D. Localización de las secuencias homóloqas al pCE3-d en cepas 

del bv. phaseoli tipo I. Como citamos anteriormente, existen datos 

acerca de la relación estructural del pCE3-d y el pCEJ-a. En los 

experimentos descritos aquí, damos evidencia que esta es una 

relación común en cepas del bv. phaseoli. En seis de las cepas del 

bv. phaseoli analizadas: F 4, F 8, F 19, Nitragin 8251, adicional

mente a una banda de homología principal que corresponde al pCEJ

d, hay una banda de bajo peso molecular. Esta es la misma que 

hibridiza con el pCEJ-a (figura 19). En algunas cepas el plásmido 

que hibridiza es de un tamaño ligeramente superior al pCEJ-d, estas 

son la Nitragin 8251, la CIAT 281, la Fl9, la F8 , la CFNJ y la Acu 

3. Un plásmido homólogo y de igual tamaño al pSim lo contienen las 

cepas F4 y Bra 5. 

Con el objeto de conocer el grado en que se relacionan 

los plásmidos homólogos al pCE3-d y al pCEJ-a, en las distintas 

cepas, hibridizamos seis cósmidos que contienen secuencias del 

pCEJ-D contra los perfiles de plásmidos de cada una de las cepas. 

Estos cósmidos representan un 25% del plásmido completo. En la 

figura 20 se muestra la autoradiografia correspondiente a uno de 

estos cósmidos (cGD-35), que lleva la región nifH-c. cuatro de 

estas cepas (F4, Bra5, F8 y Nitragin 8251) hibridizan en dos 

plásmidos, en el resto de las cepas solamente hay señal de 

hibridización en el plásmido simbiótico. Sin embargo, no es la 

única región en la que se comparten homologías. En la tabla 3 se 

indica la hibridización con los seis cósmidos, en las 10 cepas 

utilizadas. Todos los cósmidos dan dos señales de hibridización en, 
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FIGURA 19. Localización de las secuencias homólogas al plásmido 
pCEl-d en cepas del bv. phaseoli tipo I. 

A. 

B. ' • .J 

•• 

A. Pérfil electroforético de los plismidos de las cepas. Carriles: 
1- Viking I; 2- Acu 3; 3- CEJ; 4- CFN 3; 5- F 4; 6- Bra 5; 7- F 8; 
8- ·p 19; 9- CIAT 281; 10- Nitragin 8251. Las flechas señalan los -
aitioa de bibridización. 
a. Autoradiografta correspondiente al gel. 
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FIGURA 20. Localización de las secuencias homólogas al cósmido 
35 del pSim-CE3. A. Pérfil electroforético de los plásmidos. 
Carriles: 1- Nitragin 82511 2- CIAT 2811 3- P 191 4- F-81 5-
Bra 51 6- F ., 7- CFN 31 8- Acu 31 9- Vikinq Ir 10- CE 3. 

B. Autoradiografía correspondiente al gel. 



TABLA 3. PRESENCIA DE REGIONES DEL pCE3-d 
EN LOS PLAMIDOS DE CEPAS DEL bv. phaseoli 

COSMIDO 

CEPA cGD15 cGD35 cGDU cGD47 cGD105 cGD106 

CE3 2* 2 2 l** 2 1 
ACU 3 1 1 1 1 1 1 
BRA 5 1 1 1 1 1 2 
CFN 3 1 1 1 1 1 1 
CIAT 281 1 1 1 1 1 1 
F 4 1 1 1 2 NP*** 2 
F 8 2 2 2 2 
F 19 2 2 2 2 
NITRAGIN 8251· 2 2 2 1 
VIKING I NP 1 NP NP 

* Hibridización en dos plásmidos 
** Hibridización en un plásmido 

*** No probadas. 

2 2 
2 1 
1 2 
1 1 

H.Qtg: Los cósmidos cGD105 y cGD106 han sufrido rearreglos 
genéticos durante su mantenimiento en el laboratorio, por lo que 

·finalmente no fueron considerados en el mapa total del pSim (M. L. 
Girard, comunicación personal). 



al menos, tres o cuatro de las cepas. La Acu 3, la CFNJ y la CIAT 

281 solamente dan una señal de hibridización con cualquiera de los 

cósmidos utilizados. Las cepas con más regiones homólogas 

repartidas en dos plásmidos son la F8, Fl9, Nitragin 8251, CEJ, F4 

y Bra5. Estos experimentos indican que no es una sola región del 

plásmido simbiótico la que presenta homologia con el pCEJ-a, y que 

esta relación se conserva en la mayoria de las cepas. 

III• E. Localización de las secuencias homólogas a los plásmidos 

pCE3 a, b, c y d en cepas del bv. phaseoli tipo II. Solamente dos 

de los plásmidos probados dan señal de hibridización con los 

plásmidos de tres cepas del ~ phaseoli tipo II. El pCEJ-a y el 

pCEJ-d hibridizan en un plásmido de aproximadamente 250 kb en las 

tres cepas probadas (figura 21). La CFN 299 tiene dos plásmidos de 

peso muy similar. En este experimento no podemos discernir en cual 

de ellos se localiza la homologia. El pSim-CFN 299, tiene un peso 

molecular de aproximadamente 450 kb. El pCEJ-d da una señal de 

homologia principalmente con este plásmido, pero también con uno 

de los plásmidos de menor tamaño. El plásmido pCFN-299-b, es capaz 

de incrementar la fijación de nitrógeno en A.... tumefaciens GMI9023, 

que contiene el pSim-299 (Martinez, et. al., 1987). Además, cuando 

este plásmido es transferido a cepas del bv. phaseoli tipo I, les 

confiere a estas cepas una capacidad competitiva por nodulación 

mayor, en relación a las cepas parentales que no lo tienen 

(Martinez and Rosenblueth, enviado a publicar). Esto sugiere, que 

el pCFN299-b, tiene determinantes simbióticos que aún no han sido 

detectados. Experimentos de hibridización de este plásmido 
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,l A. CFN 299. 1-Perfil de plasmi-
dos. 2-Autoradiograf ía con el -
pCEl-a. l- Autoradiografía con 
fÜ pCEJ-d. 

B. CIA'l' 899. 1-Perfil de plásm! 

~ 
dos; 2- Autoradiografía con el 
plásmido pCEJ-a; 3- Autoradio--
grafía con el pCEJ-d. 

"""' c. CAR 22. 1- Perfil de plásmi-
dos; 2- Autoradiografía con el 
pCEJ-a; J- Autoradiografía con 
el pCEl- d. 
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purificado, contra un conjunto de cósmidos derivados del pCE3-d, 

indican que no es en este plásmido donde reside la homología que 

observamos (Rosenblueth, sin publicar). Es probable, que la 

homología con el pCEJ-d, resida entonces en el plásmido pCFN-299-

a. 

En estos experimentos no detectamos homologías para los 

plásmidos pCEJ-b y pCEJ-c. A nivel de genoma total, estos plásmi

dos presentan algunas secuencias comunes a la cepa CIAT 899, pero 

no con la CFN 299. Es posible, que en la cepa CIAT 899, las 

secuencias homólogas a estos plásmidos, se localizen crornoso

rnalmente o en un plásmido de gran tamaño que no es recuperado en 

nuestros procedimientos. 

III- r. Localización de las secuencias homóloqas a los plásmidos 

pCE3-a, b, c y d en las cepas Vic 1 (bv. viceae), 15H (~. 

trifolii) y Rme 1 (R... meliloti), La cepa Vic 1 revela algunas 

secuencias homólogas a los cuatro plásmidos utilizados como 

detectores,' en experimentos de hibridización en DNA total (figuras 

4, 8, 11 y 15), Solamente los plásmidos pCEJ-c y pCEJ-d muestran 

una homología buena con alguno de los plásmidos de esta cepa 

(figura 22). El pCEJ-d hibridiza fuertemente en tres de los 

plásmidos de la VIC l. 

Los plásmidos de la cepa 1596, tienen homología con el 

pCE3-b, con el pCE3-c y con el pCEJ-d, Por último, la Rme l tiene 

secuencias homólogas al plásmido pCEJ-a, y muy débiles al plásmido 

pCE3-d, localizadas en el único plásmido detectado. En general, 
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FIGURA 22. Localización de las secuencias homólogas 
a los plasmidos pCE3-a, b, c y d en distintas cepas 
de Rhizobium. 

A. cepa Vic 1 (bv. viceae). 1- Pérfil electroforéti 
co de los plasmidos. 2-, 3-, 4-y 5-, autoradiogra-
fías correspondientes a los plasmidos pCE3-a, b, c 
y d respectivamente. 
B. Cepa 1596 (bv. trifolii). 1-Pérfil electroforéti 
co de los plasmidos. 2-, 3-, 4- y 5-, autoradiogra~ 
fías correspondientes a los plasmidos pCE3-a, b, c 
y d respectivamente. 
c. Cepa Rme 1 (R. meliloti). 1- Perfi electroforéti 
co de los plasmidos. 2-, 3-, 4- y 5-, autoradiogra~ 
fías correspondientes a los plasmidos pCE3-a, b, c 
y d respectivamente • 
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esta cepa tiene muy pocas secuencias comunes a los plásmidos de la 

CE3. 

IV. DIVERSIDAD DE PLASKIDOS EN RELACION AL GENOTIPO. Cada una de 

las cepas utilizadas en este trabajo tienen un conjunto de 

plásmidos característico. Como hemos señalado, la mayoría contiene 

secuencias homólogas a los plásmidos pCEJ-a, b, c y d en propor

ción variable. Las cepas correspondientes al bv. phaseoli tipo I 

han sido caracterizadas en cuanto a la variación en sus enzimas 

cromosomales, representando cada una de estas un electroferotipo 

(ET) distinto (Piñero et. al., 1988). En la figura 23 se muestra 

el dendrograma que relaciona a los ETs de acuerdo a la distancia 

genética (Piñero, et. al. 1988). En relación a la distribución de 

las secuencias de los plásmidos en estos genotipos podemos hacer 

las siguientes observaciones: 

i) Las secuencias homólogas a los plásmidos pCEJ-a, b, c y d son 

prevalentes en distintos genotipos cromosomales. La presencia de 

estas secuencias no es particular a uno de los grupos de genotip 

os sino que es independiente de la distancia genética que los 

relacione. 

ii) Los patrones de variación en el número y conservación de las 

secuencias homólogas no son uniformes. Esto es, que en una cepa un 

plásmido puede estar bien representado, mientras que otro no. 

iii) El pCEJ-d (pSim), aunque tiene un extenso polimorfismo en el 

sitio ~. se encuentra con una buena conservación general, en 

cepas del bv. phaseoli tipo I. 
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FIGURA 23. Distribución de las secuencias de los plasmidos pCE3-a, 
pCE3-b, pCE3-c y pCE3-d en distintos genotipos cromosomales de -
cepas del bv. phaseoli. El dendrograma fue generado a partir de -
los datos reportados por Piñero et. al., (1988) por el método de -
Nei (1979). 
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V. DIVERSIDAD DE PLASMIDOS EN ELECTROFEROTIPOS CERCANOS. Los 

distintos patrones de migración electrof orética de los plásmidos 

observados en cada cepa han sido un buen marcador de su identidad. 

Generalmente un ET es equivalente a una cepa y le corresponde un 

perfil de plásmidos particular. Sin embargo no se ha examinado un 

conjunto adecuado de cepas pertenecientes a un mismo ET como para 

detectar alguna variación en los plásmidos que poseen. 

En este experimento nosotros analizamos el perfil de los 

plásmidos de cepas del bv. phaseoli provenientes de un campo de 

cultivo de frijol de Tepoztlán, Morelos, que han sido carac

terizadas de acuerdo a sus ETS (Souza, 1990). De tres de los ETs 

más frecuentes tomamos los siguientes números de cepas: ET 10, 4 

cepas, ET 12, 4 cepas y ET 19, 2 cepas. La figura 24 muestra los 

perfiles de plásmidos obtenidos en este conjunto de cepas, y en la 

tabla 4 se puede observar, la variación en sus patrones de 

plásmidos. La observación principal que se deduce. de estos 

experimentos es que ETs iguales pueden tener hasta tres perfiles 

de plásmidos distintos, y que un mismo perfil de plásmidos puede 

encontrarse al menos en dos electroferotipos. 

Los patrones de plásmidos pueden generarse por eventos de 

rearreglos internos a la cepa o bien por adición de plásmidos por 

transferencia horizontal. Si hay rearreglos de plásmidos, la 

información contenida en el ET debe ser común. Nosotros hibridizam

os los plásmidos pCE3-a, pCE3-b, pCE3-c y pCE3-d con cada uno de 
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FIGURA 24. Perfiles electroforéticos de los plasmidos de 
cepas aisladas de nódulos de frijol en Tepoztlan, Morelos. 



TABLA 4, PATRONES DE PLASMIDOS EN RELACION AL 
ELECTROFEROTIPO (ET) EN CEPAS DEL bv. phaseoli 
DE TEPOZTLAN, MORELOS 

ET CEPA PATRON 

10 18 II 
10 19 II 
10 21 VI 
10 91 VI 

12 5 V 
12 9 IV 
12 53 V 
12 73 I 

19 11 III 
19 66 II 



. . ' 
l 
f 

estos perfiles de plásmidos y observamos que al menos parte esta 

información genética se encuentra en las cepas analizadas y se 

localiza en plásmidos (figura 25-A, B, e, o, E Y F). 
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FIGURA 25. Presencia de secuencias homólogas a los plásmidos 
pCEJ-a, b, c y d en cepas del bv. phaseoli de Tepoztlán, Mo
relos. A. Cepa 1273 (patrón de plismidos I); B. Cepa 1018 (
patrón de plásmidos II); c. cepa 1911 (patrón de plásmidos = 
III). D. Cepa 129 (patrón de plásmidos IV); E. Cepa 125 (pa
trón de ptásmidos V); F. Cepa 1091 (patrón de plásmidos VI) 

Carriles 1, 2, J, 4 y 5, señalan el perfil electroforético de 
los plásmidos de las cepas y las hibridizaciones correspon
dientes a los plásmidos pCEJ-a, b, e y d respectivamente. 
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DISCUSION 

Las especies bacterianas tienen dos maneras de generar 

variabilidad; una de ellas es interna a la linea evolutiva o clona 

y deriva fundamentalmente de los procesos de mutación y rearreglos 

de su material genético por recombinación. Otra manera, es mediante 

la incorporación de genes por transferencia horizontal, bien sea 

por conjugación, transducción o transformación. 

Durante muchos años, uno de los problemas de la taxono-

mia de las bacterias, ha sido la carencia de criterios adecuados 

para examinar su variabilidad. Enfoques derivados de la genética 

de poblaciones y enfoques filogenéticos, basados en la secuen

ciación de genes ribosomales, están siendo utilizados en la 

caracterización de las especies bacterianas (Selander, et. al., 

1987; Woese, 1987). Sin embargo, aún carecemos de un concepto claro 

que defina los limites entre una especie bacteriana y otra. 

En eucariotes las especies se definen como aquellas 

poblaciones que son capaces de intercambiar su material genético -

y el limite lo establece el aislamiento reproductivo (Mayr, 1985). 

En las bacterias no existe un concepto similar. Existen limites al 

intercambio de material genético entre diferentes bacterias, como 

son los sistemas de recombinación, de restricción y modificación 

de DNA, sistemas de reparación de "mistmatch" y de incompatibilidad 

de plásmidos, pero estos no son suficientes puesto que pueden ser 
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superados al menos en condiciones de laboratorio. Por ejemplo, 

mutaciones en los genes mutL, muts y mutH del sistema de reparac

ión de "mistmatch" pueden levantar la barrera de recombinación 

entre E... gQli y §..,_ tiphimurium, bacterias que divergieron hace 

aproximadamente 150 millones de años (Rayssiguier, et. al.,1989). 

Además, los híbridos formados en este tipo de cruzas, recombinan 

a muy baja frecuencia con las cepas parentales, por lo cual pueden 

considerarse como nuevas especies, bajo el concepto de un ais

lamiento de tipo reproductivo (Rayssiguier, et. al., 1989). 

La estructura genética de las poblaciones bacterianas es 

básicamente clonal, con poca recombinación entre las clonas. El 

descubrimiento de que algunos genes cromosomales de E... coli, han 

sido sujetos a recombinación foránea (Stolfztus, et. al. 1988; 

Oubosse, et. al., 1988), indica que sí hay eventos de transferen

cia genética en la historia evolutiva de la bacteria, pero aún se 

desconoce frecuencia de los mismos y el papel que juegan en la 

especiación de las bacterias. 

Los plásmidos constituyen un compartimento genético 

catalogado como información accesoria (Reannney, 1978; Campbell, 

1981). Bajo algunas circunstancias ambientales son determinantes 

para la sobrevivencia de la población que los tiene, pero de la 

mayoría de ellos se desconoce para que sirven. El papel que 

juegan los plásmidos en la conformación de la estructura genética 

de las poblaciones y en el flujo de genes entre especies bac

terianas, se puede evaluar estudiando la relación estructural y 

1uncional entre plásmidos y cromosoma, a nivel de la organización 

interna y a nivel de poblaciones. Preguntas acerca de la trans-
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ferencia horizontal de genes, la coevolución plásmido-cromosoma y 

de la concepción de genoespecies bacterianas propuesta por Reanney 

(1978), se encuentran subyacentes a este enfoque. 

En este trabajo hemos examinado los siguientes puntos en 

relación a algunos de los plásmidos presentes en una colección de 

cepas de R... leguminosarum ~ phaseoli: 

I. Distribución de secuencias de plásmidos en diferentes genotipos 

cromosomales. 

II. Relación estructural entre distintos plásmidos. 

III. Diversidad de plásmidos en electroferotipos cercanos. 

I. PISTRIBUCION ~ SECUENCIAS .QE PLASMIDOS EN DIFERENTES GENOTIPOS 

CROMOSOMALES. En este trabajo hemos buscado la presencia de 

secuencias homólogas a los plásmidos pCEJ-a, pCEJ- b, pCEJ-c y 

pCEJ-d, en una variedad de cepas pertenecientes a R... lequminosaru

m .bY... phaseoli. La conclusión principal derivada de estos 

experimentos es que existen secuencias comunes a los plásmidos 

probados en un amplio rango de genotipos cromosomales. El numero 

de secuencias compartidas y la extensión de la homologia de las 

mismas es muy variable. 

I-A. Presencia del pláamido pCE3•d, El plásmido mejor representado 

entre las cepas utilizadas es el pCEJ-d, lo cual es de esperarse 

debido a que este contiene la mayoria de los genes que participan 

en el proceso simbiótico. A nivel de homologia global es un 

plásmido bastante conservado, aunque hay un extenso polimorfismo 
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en el sitio de reconocimiento de EcoRI, la enzima de restricción 

utilizada en nuestros experimentos. Análisis de RFLP's, utilizando 

cósmidos derivados del pCEJ-d en un conjunto de cepas del bv. 

phaseoli, también han revelado un alto polimorfismo en la secuen

cias de este plásmido (Dávila, et. al., 1988). Young y Wexler 

(1988), en su estudio de correlación de algunas regiones del pSim 

y del cromosoma de cepas del ~ viceae, encuentran que la 

divergencia observada en las secuencias del pSim es de 11. 4 %, 

mientras que para el cromosoma es 5.7 %. Esto sugiere que hay una 

mayor variabilidad en las secuencias de plásmidos que en las de 

cromosoma. De nuestros resultados no es posible conocer el grado 

de divergencia de este plásmido, dada la complejidad de los 

patrones de hibridización. La secuencia nucleotídica de regiones 

que codifiquen para funciones propias del plásmido, como son 

orígenes de replicación y de conjugación (si hay), pueden ser 

mejores parámetros para medir la relación genética entre plásmidos 

homólogos en una población de bacterias. 

Las secuencias del pCEJ-d, se encuentran mejor· represen

tadas en cepas del~ phaseoli tipo I (figuras 12, 13 y 14). Fuera 

de este agrupamiento, tiene poca representación, en número de 

secuencias y en homología global. Esto sugiere que hay un mismo 

tipo de plásmido simbiótico en cepas del ~ phaseoli tipo I. 

I-B. Presencia 4• los plásmi4os pCE3-b, pCE3-c y pCE3-4. Estos 

plásmidos exhiben la misma situación polimórf ica que el pCEJ-D. 

La conservación que tienen en las cepas analizadas es muy hete

rógenea. El pCEJ-a, que se transfiere a una frecuencia de 10-2 a 
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10-3, a la CFN-2001 (derivada de la CEJ, curada del pCEJ-a y del 

pCEJ-d) y a fu. tumefaciens GMI9023 (Brom, sin publicar) esta 

ausente en algunas cepas o representado por unas cuantas bandas de 

hibridización (Bra5, AcuJ, desl09, CIAT 893 y CIAT 894). La cepa 

Nitragin 8251 es la que presenta una homologia considerable en 

relación al pCEJ-A. Con respecto a su genotipo cromosomal, esta 

cepa se relaciona con la CEJ a una distancia genética de 0.6. Este 

es el ejemplo más sugerente en relación a un posible evento de 

transferencia horizontal de un plásmido. 

El pCEJ-b es el plásmido mejor representado en las cepas 

analizadas, con una buena conservación en el número de sus 

secuencias. El pCE3-c, por otra parte, es el menos representado, 

falta o hay pocas secuencias de él en 9 de 17 cepas analizadas. 

Sin embargo esta presente en cepas no muy relacionadas cromoso

malmente como en la Bra5 y Bra 6 (distancia genética en relación 

a la CE3 es igual a 0.7). 

Con respecto a estos plásmidos podemos concluir que sus 

secuencias son prevalentes en las cepas analizadas. 

I-C, DISTRIBUCION DE SECUENCIAS DE PLASMIDOS EN RELACION AL 

GENOTIPO. Pocos estudios hasta la fecha han intentado definir la 

distribución de plásmidos en diferentes genotipos cromosomales. 

Hartl, et. al. (1986), señala que no hay una relación significativa 

entre la presencia de plásmidos mayores de 25 kb y cuatro genotipos 

de .&.... coli. caracterizados por sus antigenos de superficie, es 

decir se ditribuyen independientemente del genotipo. Plásmidos 

menores de 25 kb, son más abundantes en algunos de estos genotipos 
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y en otros ausentes. Sin embargo, en estos trabajos solo se usa 

como marcador de la identidad del plásmido, la migración electrofo

rética, y se sabe que existe una mayor diversidad en genotipos 

dentro de los grupos caracterizados por serotipos (Selander, et. 

al., 1987). Esto limita las conclusiones alcanzadas. 

Los datos presentados a lo largo de este trabajo, 

indican que las secuencias de los plásmidos pCEJ-a, pCEJ-b, pCEJ

c y pCEJ-d, se distribuyen independientemente del genotipo 

cromosoma! al cual pertenezca la cepa (figura 23). Las secuencias 

de estos plásmidos se encuentran predominantemente en cepas del 

l2Y.... phaseoli, pero también se encuentran en cepas del l2Y.... viceae 

y ~ trifolii, y en R.. meliloti. El plásmido pCEJ-b es el mejor 

representado en todo el rango de cepas analizadas. 

Los datos de hibridización de los plásmidos, no pueden 

ser correlacionados con los patrones de divergencia cromosomal, 

pues no son traducibles en términos de similaridad y divergencia. 

La correlación ofrecida en este trabajo, es solo una aproximación. 

Un análisis cuantitativo de la homologia global o de la. secuencia 

nucleotidica de algunos genes de los plásmidos puede ayudarnos a 

establecer una mejor correlación entre plásmidos y cromosoma. 

Esta distribución de secuencias de plásmidos puede ser 

resultado de eventos de transferencia horizontal y divergencia por 

mutación y recombinación. Aunque hay evidencia de transferencia 

horizontal en poblaciones naturales de Rhizobium. esta no es 

concluyente (Schofield, et. al., 1987; Young and Wexler, 1988; 

Broughton, et. al., 1987), En enterobacterias la dispersión de los 

genes de resistencia a los antibióticos ha sido explicada por 
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transferencia horizontal de plásmidos (Watanabe, 1964; Datta and 

Hughes, 1983; O'Brien, et. al., 1985). Esto no quiere decir que 

los plásmidos de Rhizobium se comporten de la misma manera, puesto 

que su hábitat natural es diferente, al de las bacterias entéricas. 

Por otra parte, aún no se explica cómo los plásmidos son 

mantenidos en una población en ausencia de selección. Una 

posibilidad es que la tasa de pérdida de los plásmidos se encuentre 

en equilibrio con su tasa de transferencia (Levin, et. al., 1981). 

Modelos teóricos, que simulan las condiciones naturales en que 

viven las bacterias, señalan que la tasa de transferencia de 

plásmidos es muy baja (Levin, 1986). Además, se conoce que los 

plásmidos son heredados con un alto grado de estabilidad. se estima 

que bacterias libres de plásmidos se originan a una frecuencia de 

10-6 (Nordstrom and Austin, 1989) . En los plásmidos hay varios 

sistemas que aseguran su segregación estable, algunos son depen

dientes del número de copias y de la resolución de oligómeros por 

recombinació'n sitio especifica, otros son dependientes de la 

presencia de locus especificos .!.R!ll:, hok/sok). Sistemas "killer", 

como el codificado por hok/sok del plásmido Rl, son ejemplos 

interesantes de como un plásmido es mantenido en una población 

bacteriana. La función "killer" asegura que sólo las células que 

tengan el plásmido sobrevivan en la población, mientras que las que 

no lo tienen son eliminadas (Gerdes, et. al. 1985). 

Dado que no se conoce la función de la mayoria de los 

plásmidos, tampoco parece obvio si algún tipo de selección natural 

actúa sobre ello~. Las cepas de Rhizobium. generalmente provienen 

-72-



í i 

de nódulos fijadores de nitrógeno en las raíces de las leguminosas. 

La planta tiene un papel al seleccionar aquellas poblaciones que 

sean competitivas en relación a la nodulación. Este tipo de 

selección, recae fundamentalmente sobre el plásmido simbiótico, 

aunque no se puede descartar que otros determinantes genéticos se 

localizen en otros plásmidos o en el cromosoma (Martínez and 

Rosenblueth, 1990; Brom, sin publicar). Respecto a la prevalencia 

de secuencias de los plásmidos pCEJ-a, b y c, en distintos 

genotipos del bv. phaseol i, no es posible decir que tengan una 

intervención directa en la simbiosis. La selección impuesta por la 

planta sobre el pSim de estas cepas, puede tener como consecuencia 

el arrastre de otros plásmidos, sin que necesariamente estos tengan 

que ver con la simbiosis. 

n. RELACION ESTRUCTURAL ENTRE DISTINTOS PLASKIDOS. Los experimen

tos de localización de las secuencias homólogas a los plásmidos a, 

b, c y d de la CE3, indican que generalmente son contenidas en un 

plásmido de peso molecular variable. Esta observación es par

ticularmente válida para las secuencias homólogas al pCEJ-b y pCE3-

c. Sin embargo, también es posible que las secuencias homólogas se 

localizen en dos, o en tres plásmidos (como es el caso de la Vic 

1, mw_ viceae). De estos casos el mejor documentado es el de la 

relación entre pCE3-a y pCE3-d. Se conoce que en la CE3, el 

plásmido a y el plásmido d, tienen secuencias repetidas compartidas 

(Flores, et. al., 1987; Girard, et. al. sin publicar). Es posible 

que en las demás cepas se mantenga una relación similar, mediada 

por secuencias repetidas. Otra posibilidad para explicar este 
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patrón de organización, es que en algunas cepas estos plásmidos se 

mantengan como cointegrados, y en otras como dos replicones 

independientes. Secuencias repetidas en ambos plásmidos pueden 

mediar este tipo de eventos. sin embargo, no tenemos experimentos 

directos en este sentido. 

Algunas cepas no presentan hibridización en ninguno de 

los plásmidos, únicamente en la zona del DNA cromosomal roto y en 

la entrada del carril del gel. Esto sugiere que las secuencias 

presentes en el genoma de estas cepas, es cromosomal o bien se 

localizan en un plásmido de peso molecular muy elevado que no es 

recuperado en nuestros geles. Hibridizaciones de los plásmidos 

contra digestiones totales del DNA de estas cepas confirma la 

existencia de regiones de homologia. El significado de estos datos 

no es preciso todavia, pero se vuelven relevantes al considerar la 

estructura clonal de las poblaciones de Rhizobium, pues implica que 

es posible romper la clonalidad del cromosoma, con secuencias de 

DNA que tienen otra historia evolutiva. Por otra parte, es posible 

que se trate de plásmidos integrativos. En algunas ·bacterias 

fitopatogénicas, como Pseudomonas, Corynebacterium y Clavibacter 

(Coplin, 1989), se ha reportado la presencia de plásmidos in

tegrativos. En Pseudomonas. un plásmido de 150 kb se inserta en el 

cromosoma, mediante secuencias repetidas específicas. La excisión 

de este plásmido, es imprecisa y da como resultado plásmidos 

deletados o bien plásmidos con fragmentos de DNA cromosomal 

(Curiale and Mills, 1982). 
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III. DIVERSIDAD DB PLASKIDOS EN ELECTROFEROTIPOS CERCANOS. De los 

experimentos ilustrados en las figuras 24 y 25, y en la tabla 4, 

concluimos que hay variación. en el perfil electroforético de 

plásmidos, dentro de un electroferotipo (ET) similar. Además, 

diferentes ET's pueden tener un mismo perfil de plásmidos. Esto 

suqiere que, aún cuando por electroforesis de alelos de enzimas 

cromosomales pueda revelarse una gran parte de la variabilidad 

qenética de las poblaciones, es posible encontrar más variación, 

en este caso en los plásmidos. También conocemos, que al menos 

parte de la información qenética de los plásmidos pCE3-a, b, c y 

d, está presente en estas cepas. La variación en los perfiles de 

plásmidos puede deberse a rearreglos internos del material genético 

de los plásmidos, o bien a la adición, por transferencia horizon

tal, o curación de los mismos. 
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CONCLUSIONES 

En resumen podemos concluir lo siguiente: 

i) Las secuencias de los plásmidos pCEJ-a, b, c y d, son 

prevalentes en cepas R... leguminosarum, principalmente en el bv. 

phaseoli tipo I, sin importar la distancia genética que relacione 

a estas cepas. 

ii) Las secuencias homólogas se localizan extracromosonalmente 

generalmente en un plásmido, y a veces, en dos plásmidos. 

iii) Desde el punto de vista taxonómico, podemos sugerir que al 

menos las cepas del QL. phaseoli tipo I, comparten un conjunto 

común de secuencias de plásmidos, y que poseen un solo tipo de 

plásmido simbiótico. Anteriormente, Jouanin, et. al. (1981) 

llegaron a una conclusión similar para R.. meliloti, sólo que su 

análisis contempla número limitado de cepas. Nuestro trabajo es 

más extenso en este respecto. 

iv) Los datos presentados en este trabajo van de acuerdo a la idea 

de genoes~ecies propuesta por Reanney (1981), en lo que se refiere 

a que diversos genotipos pueden compartir una poza común de 

plásmidos. Los patrones de distribución de secuencias que 

nosotros observamos, pueden ser generados por transferencia 
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horizontal de plásmidos, pérdida de los mismos, y divergencia por 

mutación y rearreglos genéticos. Estos mecanismos pueden llevarse 

a cabo de una manera independiente al cromosoma. Si esto es así, 

se puede postular que el genoma de las bacterias está dividido en 

unidades evolutivas independientes. 
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MATERIAL Y METODOS 

Cepas ~acterianas. En la tabla 2 se presenta la lista de 
las cepas utilizadas en este trabajo 

Plásmidos utilizados. Los plásmidos utilizados en este 
trabajo son el pCE3-a, pCE3-b, pCE3-c y pCE3-d. Son mantenidos 
individualmente en la cepa de A.... tumefaciens GMI9023, y provienen 
de la cepa del bv. phaseoli tipo I CE3 (CFN42 strp) (Flores, et. 
al., 1987). 

Medios y condiciones de cultivo. Las cepas de Rhizo
lll1!!!1 fueron crecidas en PY (peptona de caseina 0.5%, extracto de 
levadura 0.3%, cloruro de calcio 7 mM) a una temperatura de 30ºC 
con agitación a 250 rpm. Cuando se requirió medio sólido se le 
adicionó al medio anterior 1.5% de agar. 

Purificación de DNA total. A partir de cultivos liquidas 
de 50 ml incubados toda la noche en las condiciones señaladas, se 
colectan las células por centrifugación a 6 ooo rpm y las pastillas 
se resuspenden en 10 ml de TE 50/20 (Tris 50 rnM EDTA 20 mM). Se 
centrifuga nuevamente y la pastilla se resuspende en 4 ml de TE 
50 /20. Se adicionan 0,5 ml de Pronasa (Calbiochem Inc.) a 5 mg/ml 
en TE 10/1 y o. 5 ml de SOS 10%. Se mezclan por inversión y se 
incuban 60 minutos a 37ºC. La mezcla es pasada tres veces por una 
jeringa de 10 ml. Se extrae dos veces con un volumen igual de 
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24/ 24/ 1). Se extrae dos 
veces con cloroformo absoluto. Se precipitan los ácidos nucleicos 
agregando 1/25 del volumen total de NaCl 5 M y 2 1/2 volumenes de 
etanol absoluto frio. Se deja precipitar dos horas a -20ºC y se 
centrifuga 15 minutos a 7 000 rpm. La pastilla se resuspende en 
5 ml de TE 50/20 y se le agrega RNAasa a una concentración final 
de 0.2 mg/ ml. Se incuba a 37 •e por una hora. Se extrae dos veces 
con un volumen igual de fenol cloroformo-alcohol isoamilico y dos 
veces con cloroformo. Se precipita con 1/ 25 del volumen de NaCL 
5M y 2 1/2 volumenes de etanol absoluto. Se centrifuga para 
obtener la pastilla de DNA, 15 minutos a 7 ooo rpm • La pastilla 
se seca al vacio en una evaporadora Savant y se resuspende en 0.2 
ml de TE 10/ l. 

Digestiones de DNA total. En este trabajo utilizamos la 
endonucleasa EcoRI, que es activa a 37º e y en condiciones de alta 
sal (Buffer de reacción: NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 rnM pH 7.5, MgC12 
10 mM). A una concentración de DNA determinada se le agrega el 
buffer de reacción, la enzima a 3 u/mg de DNA y se incuba toda la 
~~. . 
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Electroforesis en 9eles de aqarosa. _Se utilizaron geles 
de agarosa al 1% y al 0.7% para cámaras de electroforesis verti
cales (Biorad) . La cantidad de DNA aplicada en cada carril fue de 
5mg/ml resuspendido en una solución de ficoll 400 ooo al 20% y 
0.01% de azul de bromofenol. Las corrida se hicieron a 80 V por 8 
horas. Los buffers de corrida fueron Tris -Boratos (Tris-base 0.89 
M, ácido bórico 0.089 M. EDTA 0.002 M) y Tris-Acetatos ( Tris 0.04 
M, EDTA 0.001 M). 

Detección de Plásmidos. Esto se llevó a cabo empleando 
la técnica de Eckhardt (1978), que parte de un cultivo liquido a 
una densidad óptica de 150 a 200 kletts. Se centrifuga 1 ml de 
cultivo y la pastilla es lavada con sarcocyl al 0.1%. Se descarta 
el sobrenadante y la pastilla se congela 10 minutos a -2o·c. 
Después la pastilla se resuspende en una solución que contiene 
lisozima (70 ooo m/ ml, RNAasa 0.3 mg/ml y ficoll 400 ooo al 20%, 
en Tris Boratos. La mezcla se coloca en un gel de agarosa al 0.7% 
de 3 mm. Alli se incuba 10 minutos a temperatura ambiente. Después 
se le agregan 40 ml de una solución de sos 0.2% y ficoll 400 ooo 
(10%) en Tris Boratos y se mezcla cuidadosamente hasta homogenizar 
bien. Por último se le agragan 100 ml de una solución de sos o.~% 
y ficoll 400 000 (5%). No se mezcla. Hecho esto, el gel se sella 
con agarosa al o.,7% y somete a una corrida de 1 hora a a mA y 4 
horas a 40 mA constantes. Posteriormente el gel se tiñe con bromuro 
de etidio (5 mg/ ml) y se visualiza con luz UV. 

Purificación de plásmidos. se llevo a cabo de acuerdo al 
método de Hirsh (1979). Consiste en crecer las.cepas en un cultivo 
liquido (PA: peptona de caseina o. 4 % , cloruro de magnesio o. 01 M). 
de 1000 ml, toda la noche con agitación de 250 rpm a 30'C, hasta 
una densidad óptica de o. 6. Se reparte el cultiva en botellas 
Beckman de 250 ml y se centrifugan a 7 ooo rpm por 10 minutos. Las 
.células se lavan con 100 ml de TE 50/20 pH 8. Se centrifugan 
nuevamente y la pastilla resultante se resuspende en 80 ml de TE 
50 /20 pH a. se agregan 10 ml de Pronasa 2 mg/ ml predigerida una 
hora a 37"C, más 10 ml de sos al 10%. Se mezcla y se incuba una 
hora a 37ºC. El lisado se ajusta a una pH de 12.4 por adición 
cuidadosa de NaOH 3M. Se deja reposar 20 minutos a temperatura 
ambiente. se ajusta el pH a 8.5 por adición de Tris-HCl 2 M pH 7. 
Se agrega NaCl 5 M a una concentración final de 1 M y se incuba en 
hielo 4 horas. Después se centrifuga a 10 ooo rpm, se descarta la 
pastilla y al sobrenadante se le agrega PEG 50% a una concentración 
final del 10%. Se incuba 4 horas en hielo y se centrifuga nueva
mente a 10 000 rpm. El sobrenadante es desechado y la pastilla se 
resuspende en 2.s ml de TE 50/ 20. En este paso se puede tomar 
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una alicuota y correr en un gel para su visualizacion. El plasmido 
obtenido esta listo para el último paso de purificación por 
gradientes de cloruro de cesio. 

Preparación de gradientes de cloruro de cesio. La 
muestra de plasrnido se lleva a un volumen de 4.3 ml con TE 50/20 
pH 8. A esta solución se le agregan 4.3 g de Cloruro de Cesio y 
430 rnl de bromuro de etidio {10 mg/rnl). Se calibra la solución en 
una balanza analítica, tornando 100 rnl para una densidad de 1.58 g/ 
rnl. La muestra se coloca en tubos de polipropileno (Beckrnan) y se 
centrifuga en un rotor VTi65 a 43 0000 rprn durante 17 horas. La 
banda del plasrnido se visualiza por luz UV y se extrae por punción 
en el tubo con una jeringa de 1 rnl. A la muestra obtenida se le 
extrae el bromuro de etidio que contiene, con un volumen igual de 
alcohol isornilico las veces que sea necesario, y se pone a dializar 
toda la noche en TE 10/1. Finalmente, el DNA de plasmido se 
precipita con NaCl 5 M (1/25) y 2 1/2 volumenes de etanol absoluto 
frío. 

Transferencia de DNA de un qel a melll))ranas de nitroce
lulosa. Esto se hizo de acuerdo a southern (1975). El gel se trata 
una vez con HCl 0,25 M en agitación 10 minutos, 2 veces con NaOH 
0.5M NaCl l.5M por 20 minutos y 2 veces de 20 minutos con Tris Hcl 
0.5M NaCl 1.5 M pH 7.4. Estos tratamientos se hace a 4'C. Después, 
el gel se coloca sobre un papel Whatman 3MM que hace puente con una 
solución de ssc 6X (SSC lX: citrato de Sodio 
0.015 M, NaCl 0,15 M, pH 7.0). Sobre el gel se coloca una membrana 
de nitrocelulosa previamente hervida en agua estéril por 10 minutos 
y lavada en ssc 6 X, 5 minutos. Encima de la membrana se coloca 
otro papel Whatman 3MM y sobre este se colocan suficientes toallas 
absorventes. Finalmente se coloca un peso sobre las toallas. La 
transferencia se lleva a cabo a 4ºC durante 12 horas. Al sacar la 
transferencia se enjuaga la membrana de nitrocelulosa en ssc 6X y 
se saca al vacío a ao·c durante 2 horas. Alternativamente, algunos 
de los geles fueron transferidos en "sandwich", para obtener dos 
membranas de nitrocelulosa con DNA de una sola electroforésis, 
siguiendo un procedimiento similar, solo que el gel, ya tratado, 
se coloca entre dos membranas de nitrocelulosa y una cantidad 
suficiente de toallas absorbentes a cada lado. 

Marcaje de moléculas de DNA con a32CTP. Esto se realizó 
por el método de Rigby et •• al. (1977). 200 ng del DNA a marcar se 
incuban con una mezcla de deoxiribunucleotidos frios, deoxiCTP 32 
y la enzima DNA polimerasa I. La reacción se incuba por 2 horas a 
14' C. La marca incorporada se separa de la marca libre mediante 
una columna de Sephadex G-75, y se cuenta en un detector de 
radiaciones gama. 
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Hibridización. Las hibridizaciones fueron hechas bajo 
condiciones estrictas de homología en buffer fosfatos a 65'C. La 
mezcla de prehibridización consiste de 1 ml de Oenhardt 100 X 
(ficoll 5 g, polivinilpiridolina 5g y seroalbúmina bovina 5g en 
agua estéril), 2.5 ml de ssc 2ox, buffer fosfatos pH 7.5 (fosfato 
monobásico de sodio 0.5 M y fosfato dibásico de sodio 0.5M) y DNA 
de timo de ternera como acarreador, a 50 mg/ ml, previamente 
desnaturalizado. Se incuba 2 horas a 65'C. Posteriormente se tira 
el liquido de la prehibridización y se agrega el detector marcado 
radiactivamente en una solución similar a la anterior solo que a 
la mitad de volumen. La hibridización se incuba a 65'C por 12 
horas. 

Los filtros de nitrocelulosa hibridizados se lavan, 
para quitar el exceso de marca radiactiva, una vez 15 minutos a 
temperatura ambiente con 2X ssc o. 15 de sos, y lavados de 15 
minutos a 55'C con O.IX ssc 0.1% de sos, las veces necesa-
hasta eliminar la marca no incorporada. Finalmente se lavan en O.lX 
SSC por 15 minutos a 55'C. Los filtros se secan a 65'C y se 
exponen en películas de rayos X por J dias o una semana. 
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