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!!;hiz·:r_bi' .. Jif.l ~!:.!J111.DQ~_EtD.!fil. b1i:ivE1.r E:JJ-ª-.~_l i .::.~ tW1?. 
c·a·=ter-i:;.;-.Gr::i.rn-·ne.-::i:::i.t-iva q1 .. 1e vivo: r1•:11 .. malrne1-,te er1 eí :=zt~el1:• v· que e;;: 
·::2,¡:·az d-~ f·:·1·rne.r 1Jna asi:••=ia•=i<.:·n :=:irnbi1.!..t:.i•=a c•:4n las raíces de la 
r-i:..nts. del- fri.i•::rl \E:bE\~'E~2J: .. !.J..~ :-{.!::.1.l:ia.§1.r'_.;L?). E~te t-ir~i:• de :..2•:.,=1c:c1ó1"1 
dC1. •:w1·~er1 =~ uri ó1···:;1E'.l"'"10· c•:1r1or::i1:k1 •=•:•rni:• r11::'.11:krle,., e1·1 ·=k·1-1de se !l-3va a 
·=:i.b•:• la fi_ia·=ión de l"11tr6qer10. El n•.!11:lulo est.á fc1rrna•:k1 por t•aiid•:·:::. 
.:ío: la r--larrf::1. I11 .. w~..o.n-f:.e el ea:t.ablecirnierrt.i::i de la s:irnbic1si:::.. las 
ba·=·l:e1-1s-.~ at.1·a\.-1•::sa1·1 ur1 p1·i::i·=e::::c1 de di"feren•=iaciéir1 a nl\lel 
mo1-fo!6qico v met.eból1co. v es preci~ame1~te la forma difer~nci~d~ 
den 1:1 rnir1ad~ t•a·=-1:.erc:dde~ lc-. ·=1'-te fi.ia nii:ró·::1e1·1 1:• at.rn•:•sféricc• ba.i.c-. 
C•:1r1d i '= i •:=tt"1-e::::. f i:: l •:•J. Ó•::t i ·=as de rn11=r1:i'aer1:•f :i 1 i a. Es t. a c1:•t"'1.•:f i e i (~.·1·1·> e~. 
1··==f1u~::-::r .. ida r-•s-.1·a ·=11 ... 1e el 1=•:1rnplej1:• iat·1zirn-~d:.i1=,=• d·= la riit.1·;:,qe-i-l-iaif=.- --·=--;:¡1 .. te .. 
.:::.-:: '.;;€:nsibli: & ·:i:·<í·:::ienc:, r-o1 .. 1e'dc:1 rle'iar ;:.. 1=at11:1 la f_~--1-~s·~~=~1:<.~~e·_~ 
ni i: r· ó ::¡-::r-..:· ( 1) . 

La fi iar.:iór1 de r~iti:-•:":1_9er11:1 •:H-1 el .·ba•=t.eroide ~e er1c1 .. ter1~~r.a 
l1m1t=.::1::: f:"•·:·r· la di2.p1:11·11bil1°:tad de es.::i• .. .relet.i::is d•:: ·==.rl:11:•r11:1 de 1:.. 
r:-le-.r1+;.c:-.. f.11 .. 1rar1te la- :=:-iÍnbió-Ei§ e-1-~1t.re fiJ·11--:-ób1úrn V 1-5'. P!C:it"lf&. -4-:=:t.::1 
:~1! t irn::-. i::'!-c•ve:e: =· le•::: ba·=ter-1:.ide::: di:" si...r:;;t.1·::.t.1:1::: c.li:: 1=a1-t:"·C·1·1·:' r.•:i.r:..-
::¡3¡·;:..ni:.i:z:cl1·- ed i:•s:11:l1~r er1e1··=::1éti·=ci v red1 .. 11=tc·1·" r1ecezario r-·ara l?.t 
fiJ?.•=ió1·1 de rdt.t·óge1'"1•:i., .a_ la vez .:!e .:::¡1 .. .ie la plant.at re•::i1..1ie:r~ cio:~ ,=2¡1· 
b·:-i-1•:1 y PC·•::!o::r er1er·;fét..i1=·:i r--a1·~a pi:1der a~.imi 1 ar el arnc11 ... 11c1 el ,=• .. 1c;d i:=s 
-:.l r:·1· 0:1d1 .. J·=·b:~"d.S: -la -fi_ia1=1ón 1:!0:: 1·iit.1·,:,,~e1·11:1 (2.::~) ~ 

i'1ETABOLISMO DEL. CARBONO EN Rhizr.:•t2._iurn. 

Estt1dios fisiológi.ccis~ 

;./=ti·- i 1:1z cc1rnr.:-• .. 1e~:f: c1::. de ·=:trbor1 'f1..1er1:1n Prc•badc1:s P•:rr ::1 .. 1 
•=;..r-·E:·=id~.d de . rn:;rí-!;··=d·1er la re·::Pir·a·=iór-i en b2.1=ter·1:dde:=:: aizl:-.·:I·:•::::. 

~.~:~ ·· b~'.~t.:~.~;·~·~;,,~e~:·-1~~~-ZJ:!~ ~.;,biJ~:rn~·!.!:::~::~·:R1~"l a 1 ;:,~~=~:,~~~~:: --~~-
rn:o:·/1:'1· ~r::i.do:• r-•1:1r ~1.11= 1=ir1at.eo q1..1e l?. •:.caz:ieir1a1:fa pcii.- ·;1l1~.1•=i:·z=-a. L2. 
v~l·:1ci·:lad de ent.1-ada de la •:::il1 ... 11=i:•s:i. e::: ler1ta cc11-1 ·rela·=i·=•r1 a· la .del. 
~ 1.1 1=•::in8.-l:.eo ·=· rnalat1:1 dadi:• ·=r1 .. 1e es t..tn p1 ... c1ces1:1 pasivc• (7, 8) 

Ha-, .. evid-=:ncia do: ·=iu-:: el 9lu·f:.:irn:o.tq est~ ·tarnC:1ié-,:,, -\n-
·.-,:,l:~•·=r·a·:k• iE:l"i la resr::oiri::'. 1=i·:·1··1 d·n ~- j_%E·1:•1lif;.!:.!OO.· _ Si1_1•=C:i1~,·atC;._1 •. ~/::·Íil.a"('~-t:8·· 
s 1:·r·1 t r·an=:r:·i:1r:f:.adc·:: rn~1s rápidarnent.i: ·::i•...ie oal gl1~ta,rna~1::.. --~,i.1~i"'.:,~.rn1?=·1-;3.:·~ 
la.. r:-1-i::-r:· 1.:1rc1ó1·1 di: ·:::ilr_rtarnat.o ci:•nvertidei er1 CO.::::- e~ !Z'-lbst.at-1;::ie1.i·· ·~c1rn-'. 
r·::t1·ada: .'=i:•r: 1::-. de leos á•=idos: d1•=::i1-b•:·>~í l i1=i:·S ( 12).: ',~.'·:< ~<;;<. 

1 1 ~- ·e~t.:?. -_·f·:·rrnl:1 se =:abe o:¡t1e si:·¡-, 11:•::: i··=idc·~· i:··:;'.'.tj·~:~:~:1~~1-~ . .- roEtz 
·':Jue lc1s: ·=~1··.1; .. :•J.-~idt-:d:.•::·~ •. la f1 .. 1er1te de er1.er~; . .i.a· ·,¡:;,·, ... ed~·e·r.ér:~,-cía1rner .. t.:: 
t-1i:-i 11 ::::'a·,j~~- --~·1:·1· ~--1-·:•:z.-· l:1a1::·t.eri:• i des:. Act.1 ... 12 l rne1·1t:,=-, t·~rrib f é¡¡-=(se;~':-s ~be- --.:¡u1E:­

e:=t •:1!: sc•n ·1a füer1t.e d•a -=r1er·~ia 1 .. 1t.ili::::a1ja r-oara l·lo::var a· .:::..t:u:• la 
fiJ2·=(:::.1~1 ·:f-::· r11t1-,:.'cie1·11:• (6~ 7:,13.9, 10, 11>·.· 



I' 

!_a q~:?t:ierei.ci•!w1-'.,de r01.1t:ár1t.es ·er1 :t.rat~1~-r-·ort.e v fl1E:(f:.abc•1 í:::rn•:' 
·=art:u:•nc• haí-i·_,::c.i·,f.lr,Ínad•:1- rn1..4,=h1:1 de 11:1=: ézt.1.1di6s rel:=v=i•:ir1ad•:•5 :;:., 

1· S;'::ltlO::i" iro·i -21,.1tC•E:·_ de·_:'.'i=i?:r:~b•:1J\·ó . d1.1r c\t·1t.é l :ii zimb i 1:1;::. i Z .. 

El s:1.1•=1=i1"tat.•:·~ >:.1 f 1_.nn:i.rai:.•:• v el rn:1lC1.t.1:1 s+:1r1 t.1·ar1s:P•:11···· 
tados po1· el mismo Eis:tema , tanto en bactQroides como ~n 
·::-=l1.1las. en. 1::1.tl ti VC• de Rhiz1:1b1urq_. fpe°l i 1•2..t..~.· f<hi~.:·biqm. ],.§l·fr_.1min•:•z:_ª'X.~!(f1 

bv. \L;i;.~;J.g.~ v .!;:!~ .. A.§lE:!.'.2tJ.Li;;.~!ffi.· L~1::: rnuti:1rrt.es deficient-es er1 ~1 
t r :-.nz::r••:•rte •:Je 
~-~irni !ación de 

su•::•::i1·1s-.i:-•:• s.01·1 ir1v:i.rieiblerr1et·1t.e defi·::ier1i:es 
otros ácidos dicarboxílico~ (13-15.18>~ 

La:a rnt4t:i.1·1tes ds í.:hi:::: 1:d:d 1.1rn le·::i•.1rní111::iEarurn bv. t.rif•:•l11 
·::·:·ri 1'2~i.:·1·1e::: e1·1 la ·;1lt1cc··::t'.1it=;aS~~:---e;1-, ·ia-á"Siíni l:=<.ción de fr;_Jctc•sa ~­
-2!·1 1?. \··i::-. de Ent1·1e1·-[1+:i1_41jor•:1ff y eri li:i: piruv:..t+:• CE\1-bc1; .. ~:il21=::..~ 
i::-1.1-==.:dS:n llevCt.r a ·==-.be• 1.w1a :=irob1c•:.i-:: efectiva cor1 la planta de 
+:r~b·:·l (4) .. Ez:t.:1 .::::t1•;:;iiri•.:!1~ ·:t•.4e r1i- -la -•3l1..1ccfsa-, r-ii l:i fr1.1c-f: .. :1sci. •:• la 
:=:a·==.1··:·=:~ :=.•:,,-, 1·e·:.i'Aer1•::la:a F·ar-~ l:t fiJa•=iór1 de.nit.1·ó·;:ler·11:i i::1·1 l1:i=: b21=­
:e1·01de= ,:Je 2o;·I;,¡;,¡¡ ·=ePa.:;; (4, 13). 

L·:•:::: an8 .l i :.z i ~- s;.1.1b-ze,::1.1er1t.e:s, demost.rari:in «::iue l1:1s é.•=i 1:l1:i:;:. 

.j 1 c:-.rl: o::(:i 1 i ·=o=: son req1_.1er· i dc1E pa1·;:\ 1.41·1a 'f·:11·rn~1::i.Ór1 efe•=t i va •:toa l c1·::: 
!·,ód1.¡J. 0:1=:. (i;,:p¡:;.,:;: d~ R· -l-=~.m1i1··1c;~IO~ bv.- --t__rj_fpli .. l ir1i=ar:•ac~=· 
't ,- ::nzr-':"·t :?.r ,-, de: cre•=i:=r st1 E.'-~'=·=i nat.c1 o f1.nn!\r :..ti:•~- re·t i e1·1er1 :::1.4 
caF,ac1dad para nodt1lar trébol. Sin embargo, ézt.os nódulos fl1eron 
1 n~::f~·=t i \·"=·= .. 

SI~•TEMA RESPIRA T O.R.I O. 

ResPiración bacteriana. 

E1·1 terrn11-1os 9er1-=r3 les la res pi rz:..cié1r1 bacter i :..n¡:, puede 
·:!E:f1nir~i: ·=·:•rilo la .t.ra1·1=:fe1·encia t.errnc1dí11arnicarner1te ezpc1r1i::dne:i. de 
~':1 1.11valerri::·~s- r9d1_1ctores • a r-•art.ír ·:fe- 1.u·1 redu•=t+:•r a ur1 r:•>(idar1t.e 
;.. t 1· ~: .. /é=: •::!'2 1 • .u-1a ~er i.;:: de ·=ornf:'•C•t1s:r1t.ez 1·.ed1:1;-.: urd d•:•;; 
t :m?-nt.4:; ¿._ rnernbr 8.n2<. ·=1 ~:..:ip l asrnét. i CEt. Est.e i=·r1:1ces•:• e;::t.~ 
·::t-= un c=:~.rr1bic· en ~1·,~1-q:la libre.. -ei -.::1.1ai" d6F;-~r1ch: ele 18 
d·? Pot-=:1··1·=1al del r:,;;11· 1-~di:.:~~ (59. 60) .. 

predornir1::..r1-
a•=•:1rnpa;.-=,¿..dc+ 
di fer~nc1 t:: 

l._.?. -t1·&n:=f;:.:r~cit";f. de elect.rc•r1ez::. de alta ~=1·1er•;iia r--•:•r 1•:1.=: 
·=·:•rr1i:-·leJ•:•E 1·1;'2,;:pir::..t•:•ri•:o:s, e::;;i::.Ei. B.•=•:·plads-. =i la t.1·&r1.=:l1:11=21ci•:w1 ve·=­
i::•:·!-121 d~~ prcd:one.:: E>.l lad•:' e>~terr1c1 de la rnernbt-c:ina.. Ez:i:1:1 r:oerrnit~ 
·=t· o:Bi· ,_,,.! r.-•:•t ~1·1·= i :..1 el e·=t ¡·.;.quí rn i•=1:1 de r::·1·c1t.i:i1·1e~ q1.4e p1.-1e:•je ~e1· 

l1ttl1zad0 Para aintetizar A'íP (60>~ 



La cader·1a de! t.ranzr:~i:it"te ·-,:fe e1e,::'t;~;:,nes··i:~·á=,=t:e·¡ .. ··i-a1-1'a 1:-zt.:á 
~-=·:111~t 1 tu.i'. da r--or di feret.;1t.ez. ·=C1mpé1t1er1te~--_c.iúe aSerrieta'.n .<%(< '·1 a: ,:i;·aqe1~\a 
re ~r.-11· ai: 1:1,- 1 ::.. mi t 1:11=c11·11:fr i a 1 {61, 6~_) ~ .- _ -E_i.t:~-- '.·:;-,-~.r~C-ir .. i~I~:--.: ~'.- .. < ~-.:-:_, ·(as 
1:!e=:l·1 i d1·1:1qen:i.s =t·=- •:fel rna 1 ato, de 1 s• .. ~1=1=i r1a-i:.ó-:· v- -- deil'.-~-:~>NAr1H{- p¡-·,:1t.e:l 1·1as-
f i er t··:• - a:::uf"t·e, ·:¡1..~ir1r:•r1as v ·=it.•:11=rc1rn1:1s del -t.i'f)é;,_ª-\ ~~:t;!,-/. :~t~·::q~--~/ .i:. ··La 

1) Flav1:1pri:it.e:í.r1aE.. · -.-

!_a:'.· 'º~''.'!· cornLw1e,s s•:•n las ·::i1.1e o:ddar'1 L~mi!:{d,,'. I•- v L-
1 act: ~:t: 1:1 .. L-·ql i·=e1··:·l - ·::-fcisfat.o y L-dihidro-•:i1·1:it.at:;:.. :Tc11:fas 1=•:irat ieno: 
Fl,!M 1: f l ~~.vi n - Ei.de1··1ín-m1:11·1c•rt1..1•=1 ei:•t.i •:k•) e:·~cer=it.c• 1 a L...; baci: at.•:• 
•je=:h1d1··:·•.:ii::n2:=.a -::iue con-!: iene Fi::~r.· (fl::1vin-ade1·d.r1-din1 .. tcle1:1t.id•:1) .. E:::­
l::a:: Pt· 1:1 -l:ei1·1a~ t1et"1o::n al m·~v1os 1.1r1C:l E·•-lb1.w1idad que esi:.á lcu=s-.lizada 
de 1 l 2d·:1 ·= i i:.·:·P 1:ét:=:rr1i1=0 de 1 a rnernbr a1·1::t :o a 1 a •=t.la l est.~w1 a•=C•P 1 a1::l•:•= 
f.~zf~·líPid0s específicoz por m~dio de it1teracciones l~idrofóbicas 
(t.(1) .. 

NADH de&hidrogenasa. 

l~zte ~i2tema e11zimét1co (también llan1ado Comple10 i>, 
·=::.:t.::..11::::2 i:.::i t.t·21·1:::'f-e1·e1-1c1:i. de equ1val1;:r1t.e=: 1·ed•A1=·!::. 1:11·e.:: 1:Jez·je .::! 
l'-!Af.1l·f •.i--1ic:cd:.::n-adG::r1.in-d1nt1cl•3•:!:.•tidc• er1 :su f1:•rrna red1.1c11ja) ha:::.ta la 
r . .ib i .:i 1 •. 111·1-:1na o 1 a rnen2·41.111·1c•na. s 1 e1·1do 1 a vi a de ent.1· =ida de 
-:::le.·::tt··:~·r1>:2:::: rné.=:: imi:-c•rt.arrte pa1··a .::a::.i cual'=ltller :;istemEl 
,-i:::·.::-riirat•:'1-10. El •=orm-·lejo r-u 12do:: +:.1-an·~locar r·1··,:d:.r:•r1e:::. en 1:-. rn=ivcq·~·=· 

j~ !e~ bacteria~ ql1imioheterot.rofas (64). La enzima contiene 
fl ~--..-11·1=-. u1·1ida 1·10 •=o\::i.le1·rt.ernente (FIYJI'! •:• Ff-=\[t) v rn~1s do:=: '='-~::{·~1-.:-

·'::.:1-rf:.roz F-=-·:; (€·0 :i .. 

Succinato deshidt·ogenasa~ 

E~ta enzima cataliza la reacción de oxidación del Sl~c­

·=ir·1:::i.i:·:· ;i f1..1r11::d-:;o.·'::i:1 v i:.1·ansfiere e•=lt-'ivaierrb:s redu•=tore·:i; .p1·efe1·ei-1-
t.-=:rn1'.2nte :::. la utii.::¡1_1inc1na. El alf.:.c, ___ p_Qt.e1··11:::_i-_a~lc ___ :_t:_~q_q;,._~~ del i;.'.-ar_ 
¡=1_.1m=-.1~a+_.•:·-s•.t·=cit1at·:· (Ern ·t-:)0 rnV> ha,=e irr~i-9r1ifi•=a1·1te_ -·1a·-
·=·:·nl:1·:i..b•.1ciór1 d•2 9st:a enzima en la •=1:1r1~e1--vetciór," .de ·ener.g.í.sl;o lo >:¡tle 
::.mr-1de el t•oml:-i::i:i de r:·1·i::•t.•:11·11=~ (60) .. 



L:-.::: .,uir1c•r1a:! rná:5 cc1rnur1e:a:. er1 lc1s :::zi~t.erna;:;;. t.ran;;s:•or-
t~do1·e~ d~ elect1·or1es bacter·ianos so11 la ubiquit1ona CUQ) v la 
rn>:ni::iq1.1in•:•1·1a 1'.f'r!G!). la=: 1=uales. eE.tár1 fi:11"rnad•:·s· P•:•r r11:~·=le 1:•= de 1 .. 4-
b.::1·1=o·=tt.~i 1·1·:·1·12::: 1:1 1·1a ft.1:).q1.1i1·1c•r-1as 1.u·ll d·:i5 a i·ar•;ias cader1as d~= 
PoliisopretioE. L~ forma redttcida·de 1as··quinonas acepta 2H para 
f•:·1-rna1- los .:::¡1.1in1:1les reSPS•=tivos. l•:·s· Cüal-es se fc,rrnan vía lcis ir·1-
i:ermed1:i.rieis. :=:erniquir11:•r1a. y· est.1:i ... 'a 'Su Vez. p1.ieder1 iordzarse par8 
fo1·r11:0.1· el ani1:1n G!H- (6(1) .. 

La 1_1b1·::11.11n•:1na ei. cc•í~F;.c,~~~-¡:..,t,é·:_ -t~edc·;~' de laE bacteria= 
C11·:=i.m-1·1o::q;..tiv=::: rnier-..traE q•.ie la ine11aq1:~ir-11:111a par·e·=e :;;er- ca:i e>~­
clt1si'1a de las Gram-positivas; ii11:·:~mb~r~o~ las bacterias facttl­
t iv:i.= c·:·rn•:• la:: Ent.e1·i:1bi•=t.eriacea>-<r-:or~:_ejernplo E. ·=•=•li) 1=c·nt.i•2r1er1 
arnbe.==: ·=1Ult"1C11·1ei.'.!:. La UG! es. r~ .quir11:•r1a Prir11=ir-·al 1:kn·ar1t.e la 
1·~2=:pi1·c;o.•=iór-1 aer·obia •:1 c•:1i-1 r1it.r·at.1:• •=c•rn•:• a•=ept.i:•r. rnie1·1tras: la MG!, 
de i::•:•l:encial redo:>:: más 1-·1e.;1at.ivc•~ e'Et.á ir1v•:1l1.1•=rada en la 
re=:.pi1·ación del f1_un2.r·at1:• (61)) .. 

E!~ becter1a3 e5ta oxidasa es las más parecidas a la 
•:•: . .;idas:-. rnit;.c .. =·=·nd1-i?.l. ~·in ernba1--:::i•:•., se dist.ir1·;:1qe por.::iui: t.ier1e 
men•:•s ::.1.rb•.1n i d::o.de:::: ·:-i•.1e .ta rn1 i: cici:ind1·- i a y t=-i:it- e~.t ar asociada a los 
citc0c1-·:•m•:•s: ~ ·=·-~::;L (64). E~t.a •:1::<ida:!a e~tá pt·eser-1te en la mav•:·r·ía 
,j-= !•:•:::: d1fe1·eni:e:::: qr-uJ:••:•=: ba·=t.~:=:.r-ianos (66) ~ El •=it1:11=1·r:·rni:1 a+-~ e:; 
1·.:::i::rr1Pla:::::i.dc• r. .. :.,· citi:•crc•m•:• ~=~ ·=u1=11·1d•:r ias ba•=i:eria::: :e cttltivar1 er·1 
t:1 E-.1~::: i:er1si•:•r1e:.;: d·:: ·::•:<.Í.·';len•:· {67,68).. La absc•rcj.ón ·=a1"act.eriz.t.ica 
di:: 11:.:~ ·;;:u-up•:·:::: h•:::rn·:·~ ti1=1•:• .~· d?. un::\ abs:cir-ció11 d~2 424 ·y ,.:_:.02 1·1rn r-•ar-=-. 
la ~n.::1roa 0:1:··.:1d:1da. v do:: 445 y 605 r1rn 1=>ar·a la en:::::irnci. redu·=id2. 
C64). C~mo en el caEo de la enzima mitocondrial el citoc~orni:i 

.~:Lg:~,~, l·:·:::: ·:ji:·s sit·t1r--eos 1~1emc•z -=·e: di11tir191.1en pi:1 r s:1.1s r--r•:1p1edades: de 
unit· l1·;::I:i.ndc·::=: • Citi:ic1·orn·:• 2.::1 •.ir1e. er1 ::;1_~ fcn·ro::1 r"=du•=ida 1_1_1, 
·=i2.1·:1.11·0::· : ... · •:·i::1·1:•s: 1 i9andc•s: •... -El 1=itc11=rc•rn•:• -ª ne:' '~Jr1e estos 1 i•::tan1:k•s: 
(72). El c1tocr~rno ~i·a8 cont.1ene 2 o 3 át.i:imos de cobre qtte ~on 

irnr..,:•rt:i.ni:es: i:-•ar·a la re·~-~c 1=iór-1 del 1:1>~:l.·;:1er1c• (62). La ~::n:::::irna t.ier1e 
1.w1 a !:.rn r.ocir El •:i:·< í qeno de 4 a 8 µ ¡1¡ ( 68) r-•cw li:1 que se: di:: t. i r1gue 
·=·:1m•:• la •:•: . .:ida~a tet·rnir1al ·=c•r1 -rnén•:1r-=- affr1idei.d pcw el •:•::-~í·::i•ar·,.:•. 

E 1 ·= i t ci•=r·:•rno =i.:!.:.E'~;., fur1c ior1a corn•:1 
( 64) • E=t •:+ ha :;:: ido dernc1E.t.r C\·d.:1 cc11,.1 1 a 
1·econ2tituida en vssiculas membt·anales 
aspec1as bactarianas (73,74,751. 

ur1a l:11:1rnba de r--rot.or1e=: 
enzima F~rificada y 

de tres dife1·ent.ias 



El ¿itoc1·omo q e~ la oxidasa terminal méE represetitada 
-a1·1 d1fer.:.r-rt..~=: e-::pec.ie: de baci:et·i~1:=: (68) .. E~t.e c.itcn=rc•rni:' e:;:t.~1 

f1:•1·rn::td•:1 p1:11· 2 •:• 4 sub1.~r1idade=: dependie1·1do la espe1=ie~ v se Puede 
e1·11=c•nt.rar 1:•t.r 1:1 ·~J9tlt=":• herner ~1. Ci hern•:1 .;_ asc11=iado al ~·1erno t;~ de! 
·=it 1:••=1·1:•rni:1 ~~ (64). ·3e ha F•r1:1r--1.1es.t.o c.iue el ·=it.c••=1·1:1rno R puede r-:·ar­
·t:.icipar ·=~:i-1 1:k•s t.1r: .. :•:: de cade.i-1ei.:::: re=:pirat.or·ias dependiet·1do s:i 
o~idan a citocromo tiPo ~o citocromos tipo~ C62). 

El ·= i t.c11=i·oroi:1 p ti e1·1e una ;d:.1=:.•:i1··= i .:~,,-, ·==r :i.ct.e1· i st. i ca d 1: 
·=it.+:1•=r•=•rnc• de t.ir--o b ·=•:11·1 t=·i•:c·~ a. 4:210 v ~·60 nrn.. r-•c1r lci que ei.dernas 
de El.-! ide1·1t i fi •=a•=ii:::•n espe,=1:.t·c,fc•t.•:•rnét.r i1:.a es r1e•=esar ic• i den­
ti f 1 •:ar l•:• r:.i•:•r s-1.~ '=ci.pacidad de r·eac,=ic•nar c1:1r1 CO (64). Lc1s 
esi=•ectr•:•s d•: prei=•ar·a,=i1:ines red1..11=id:as rn~s CO.. rn•.1est.ran ser;alez 
~!~_icas con un _pico a 417 y valles a 430 v 560 nm. 

E11~ dife1·ente5 especies bacte1·ianas- se tia t·epor·tado que 
el c·itoc1·omo Q tiene '-'11a Km por o~ de 1"8 a 6~5 µM (64) .. Ein em­
b?1··:i,:•.. Ee hai-1 1·ep•:•rt ad':• l(rn rnen•:•r•2s a 1 µM 1:11 ~.· ~o! t. (81) ~ 2._::-.1-
rn.Q.t:{el la .-b~eb.~ . ..rn.'::!.!:.~JJ.[!i <82) v ,;1er1eQ;;§..ª-. 1·1ai.i:Li-ª..@l.12. C68) .. 

E.1 cii:cu:1·i:1m1:• Q de ~...!....._!.:;:..!2J_;i. es capaz de 9enerar un p1:1te1·1-
cial de rnernl:·1··ana c1.1a1,.1do ~e t·e·::c•nE-i:.ii:.uve er1 prot.ec1lir:•c1s1:1rna5 er1 
f:•t·eisi:rP=i:. •:!e ubiquincrria··:::: v r:oii-1.~va·t..:1 1:1::.·:f.jaseo. • E1·1 1,:it.1·1:• est.i..1d1•:1 

:-z·:: dernc•stt·.:, que 12~ ·=•:.::ida•=t·:•n de ·::¡1.~inc•l 1:do1·1ador ds hicft·,,:,9encd in­
v.:·11.1·=1·:. le-. l ibe1·2c1ón de rq·ot.cine5 al e::·::t.er·ior 1je 1:..5 rnernbrat·1a·:s 
~in -ernba1··~0.. '.rt i l iz:t.r1do f\I:, 1'1.1'1', l\l 1 -Tet.rarneti l parci.-feni ler1diarnir1a 
(Tfr1PI•) c•:•rno o:!i:+na.d·:·1· 1:le elec·f::.ron•=:s se p1·esenta ur1 •=arnbi•:• en el pi-! 
-=:·<t.e1··~·1·:· rr.1.1v b~·.io (:;:::t) 4 E.;t.o::: d:i.i:o:.: dernr.te=-tr¡;:~n q1.1e e! cit1:11=i--·:•rni:i o 
1·1·:· ·=:i.i::?.1 iz:i. u1·12 t1·:..nsl1:1•::..1=iór1 ve•=t.01·ial de p1·i:it.1:1r1es... :ir·,.:, ·=11.~e 
·:;io:::ner:.. •.1n ·~1··adier1~:e de pJ-1 a traves de reaccic•r1r1es. qr.1e 1=c•ns1.uner1 y 
11ber·a11 H~ a11 diferentes ladi:is de la memb1~ana (65)M Sin embargo~ 
~1-i !}~;1-~;~i;:~;;fil~;!f~T!~~ ~-~ª-!.-~ 1 ~t.~. se ha p1·c·puest.c• ·=11.~-= e 1 i: i t ei1=r•:1m•:i ~~ 
::: í f1~1nci·:•r1a i::c•rno 1.1ria bc1rnba de prcd:.c,nes (85). 

5) Citoct·cimo ~-

E 1 e: i t.·:1crc•rnc1 g_ :e r-•t..tede _eric•:·1~d:.:1:.·at~ .. ·.·9·~~ri:.r-é. bC-t.er i Et E· fir :.rn-
ne-~?.i: i vas 1·1ei::et·1:d:.t·ófi"~Ei.s.. El 1=.i ~-·::i.C~:,~·~~~.~:1 , ·g ':-~er1e1·=tlrne1·1t~ :;:e en·-
c1.ient1·::t =-.s 1:11=ici.dc1 c:tl •=it.i:u=rorn•:• Q.·C•:imc• ... i:•>(idasci.' eo.!terr1a (64). 

''. ·~ ·./ ;:: 

·= i t·: .. =1·<=•rn·=· E~ c~:n~;~;p~es~':1~H·1 t~~:;;~!~.~~·~:~~r~t~e i¡·rrn i ~~~·~·~;:;ª~~ que e 
1 

'i•!ne~:~·=~·~:~:!:, d:s~~l;.~~t"~;~~.·=·q·~n~í'!~{~.~·~f .. :;%·:r:i~.c~.~~~~~ é;~-=·~~e e:~::~r~;::;~;~ 
i :::1 f~.se est.a1=ii:ir-1a1· ia de · ·;::re;::jr1"iel"°ft.;:;:~ .an el crecimient1:• en 
E\1·1ci.e1·c1tiiosis., en prezet~1i'::i~-' y en •=c,ndi•=ii:•r1e~ de 

limit~c16t1 de_cobt·e ~~e>; 
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T R A N S.F' OcR TE; DE EcL.EC<T R.Ct)~JE·S E.N Rhizc•biwn. 

Diferencias:. er1t.re el> :~-t~ecirn"iet~1tO -~r1 .J.·id~· i;·Ú:ír~ 'y_¿éi bact.eroide • .. ,'",' .. ' . 
·= ~ - ·" 

El zi:::.t.erna "do::· t.r~ns:Pc•rt.e de -·.-'·e/ieci:.rc1r1e:=. de las 
1· i:::•:ib1é.·=.:=a:; h=-. sido .::st1.1diadc1:0 ~n es.pe~1ál. _É:l d.a B. iapor1i 1=1 .. 1r~~ y 
::n men·:•r :;;iradr::· e1·1 Br~.9.·t.rl1.~~~·i1.nn si:o. <b.!JE·i1'"1us).. y er1 F:. 
l§..s:!.!:!!i!.ill~~.2.i=tCJ:.!.ffi bv. y_:G;j._2.§:.. Así rnisrn':'~ e:-<ist.en difet·en·=i:-.:: =:i·;i­
nificat.ivas en lEl c•:1rnpo:::.iciót1 V •:irganiza•=ión del :=izt.erna 
1·e=.:pi1·ai::1:•ri•:1 de l•:•:; ba1=te1··:·ide::: y el de las 1=é.l•.~las er1 vid:::1 
lib1M.:. El t.ipr::• de ·=it•:1ct·i:·rn1:1~ v d.a deshidr1:11:;iena:sas ::or1 bá~iCClrnente 
di fer· ente=.: •21·1 el ·ba·="ter 1:dd12 ( 19-27) .. Gir1 emb8.r9C:•:o las di f•:t·en·=ias 
p:o.r-:::c~n 1·i:td1·=::.1- p1·in1=ipalrner1te en el t.ip1:• de •:1>::idasa q1_~e so: en­
=•-1e1·1i:1·:=.. ·~n Ci:ida fi::i1·rnct .jife1·e1·1·=iada di: la ba•=i:et·ia.. F:hiz·:·biurn er1 
vid:-. l 2b1·e~ s::·1.~ede •=r·ecer- e1·1 v:i.ria:. c•:1r1di·=ii::11·1e:z:: ae1·óbi1=;;1rne1·rto::, 
rn1•=1··:·2.e1··:·fí.l1·=arn~1··1t..: -=n 2: .. ; de •:•::,íger1c1, v ''=l'-lirnii:1lit.i:•t.rófi1=c-.rneni:.e 
cc:11·1 1~:-:"! \·' e.o .• ! ·::orno fue1·1 t.e de et·1et·q í a y de carbone• t·espe1=t i varnent.=.. 
Er1 ·=~.da ccw1dición me1·1·=i·:w1ada t::>::iEt.e e:=·~F·reai·~·n difet·.;11°=i2.l del 
ElEtema respiratorio (20,28,24 1 27) .. 

~ .Ls:.E:.Prsi';1.!fil en vidci. 1 ibre ·=•:intier1e ·=i t.•:1cr•:•rn•:•s.:.. ir1-
te1·rn'2d1c02 d-=: tipo }:1 ·v· ~' • y ccirn•:• c:1:1o::idasa::; terrnir1al-=:::: :i. · li:·~ · 
·=i i: : 1·=1·c1mos §..:!:.?l.2.! y e> L·:·:::: ci t•:11=1·.:irn 1:1_"-2.1-eo.:~•- ~1- ~2._--f•:1t·rn~t:.1-_ 1R~1\ __ ~~~rn~P-1e_j-,:. 

~·~·;:: e;~~:~::·~~.;.'~º! ~d~e~:~~~~~~1ó~ 1 -11·1:;~n=~ =-¡·~~;:;~;~,~= -~,;,~; 1i1~f'.:::;~~~'!·f'f;~~-M~~~<··~-;~~ 
ta:::; ·=c·1·1di1::io1·1e3~ P•:I\- 1°:1 ·~ue pare•=e ;:.er qÜÉ= e>~i~t..e .-~-~<r~:et~1:~~;._/:-'-•:1·~~!~~i~···-_· 
·=·=·rnJ:",,:1 1-ii:~ri"l::E: q1.H.~ :::~= ~::::::~i=·resa en vida 1 il:.i-e y_ ·=11~~.a aCtt.:~=---: ·Ci:•fO·~i;-:;~'.x{dáSB-· · 
ter roí ne;..! ( 27) . . . ,:,-, . ':/;?.-.'-:- ~ ;,~;/.'. ·¡_¡\''. ~· -~;~-.: .. ~·· 

l:e1· i;'". 
2rnr:· l i •:1 

'-"' lo 
e:·<pt--::::Eión de 
-::i1 •. 1e permite 

:=.1: hao. 1je=s 1=r i te- ci•.~e los ci t.i:•c1·c·rn,:1s ~:y ·~ .... ~;} ·.f<:!~~-;n-:~¡., 
r--a1·te de 1.u-1s1 rni sm?. rarn~. del =: i st.erna de t.r:w1s1=·c•rt..e de s(lect.1~ 1:i.n9; -. 
rnien1:.r::\=. ·:iue el •=i t. 0:11=r1:•rni:• •:.!. f1:1rma Part..a de et.re• ramal _el c 1.1E\l 11c• 

•:·:<id:=-.- •:'.1 t.1:•c1·1:1rn•:• ~ .. Una- 1=epa --rn1.~t-at1t.e---de- ~ i?.f::u:iniCr .. 1rn-'""o:::¡~j.2- .::at·e+=-:--
do: ,=1t.: .. =1- 1:•m·:1 1::;_ y _¿t·<·;;~~1 tier1e prc•r-•iedad':?E!:. t·e~pirat.c•riaz:. ident.i•=as. 
·71'~'"= l=-. rn•.ri:a1·1te ·-::ii.te :;;1!•lr:• ,=ar·i:-=:e de ·=it.c•c1·c•rno a+a;::i .. Est.•:1 i;z.1.t·:::1iere 
.:i•.1'2 1.-r-'!:". •=ii:ocr·c·rnc· '.; :..,· §.±E.r.• f.:,rrnan parte de ;~--~1:1la 'Anidad. fr.tt1-
ci·:·nsl (22>. 

El :a:i::::t.erna de t.1·an=.:p1:•rte de 0;de1=i:.i--c1r1e=:. de P~· 

t·§:..:::!!.-:.tr!lJ.1:i~;~?.i.':.r1.1m bv .. t_:_rifolíj en vida lib1·e e:z :similar al d·= ti. 
J .. ~.:.L~·.[!_:i._:.;.'d.m .. en el :=:et·1t.1 de• de ~:11.1e ;..rnbe.s b21. 1=t..er i as r.oc1 :aee1·1 el punte; 
d·: r·::irnific:o.'=i•!•n del si~t.1:=rna re=:-r:·ir:ai:•:wi•:• =. 1·tivel 1je ·=ii:o·=ri:irn•:1 t;• ... 
S!t-1 di:w1de ! eis ·= i t:c••=1·i:irn•:1s ·:1~ -=~ y =!..!:..S..., f 1:11·rns~n 1.1na 1--arna :::eP5'.r:tdt:t •:le 
·= 1 ->: •:re¡- •:•m•:• ~:· (:JO ) .. 

T~1·1t.•:• 13. .. le·=t!.-~~j.JJ.f~-~X'..!:!f.!l bv. ~r~f1:1l i_~ ~-·-_B._·. le~1_1rninosc:trt1r11. 
bv.. ..,.-i1;j.¿§ ·=i:rrn•:1 ~ - ~-·~-~rni.!·~~m bv. - ·ph;:i.~r:1lJ:.. e;i.~presan el 
~itocromo ~bajo condiciones de ae1·eación 1-estringida (120)=- y 
: .. 1.u-1·=11 •. 1-=: ·:r;i -l=·_i~n sr_~ f1.u-1+=íón '=·=•rn•:' i:i>~idasa n•:• -ha si1:k•, d·:!!rni:1st.rad:-. e1·1 
f:=.;!~.!.L:;g!='.J...!:.!.!!l ( 25) ,. 



Er1 ·='-ran·t:.c1 a 1 a car=·et·=i 1jad de: 1 a 1=ade1·1a re::pi r at.c•r i a e1·1 
G:!:-1 .t.;;;.::;'.~:J~.J!D ':?J·-, v1cl~·. 1 ibr~ r.:oc..ra •:•:.<id:-.r di f.:::rei-1-f:e:z su2trat.•:1 s~ s1·1 t.'E!i- -
mimo~ qe1·1e1-2les~ se fia ob5erv~do que el NAD~I es el suzt1·at 1~ que 
~~ 0~~1da Preferencialmente, mientras qLta el SlJccinato ~e o:<ida a 
m-=1·1c.,- vo:l 1: 11=1d::td <32, 33).. f•at . .:•z Pt·overd~rrte~ ,je la •.rti lizac.iéir1 de 
distinto=: irJhibid1:q·e~ di:: la respira•=i 1:.•n y de 1_.u-1a rn1_rt;.ar1t.e 
defici.::.:1·11:'2 er1 cii:.c••=rorn•:• a1·c1:::i de ~"-.!- . .iN . .:.'..91:1.!.!..::;~:1!!!. •je:rnc•st.rar•:11·1 g1.1e 
-?.1 lliHr•H v el T!rlF'[• s.c•11 •:•::-::idadc1s r:tt:•r •:•>·:idesE<.=. dizt inta-=: a lc:1:;s. ·:¡ue 
•:1:-.:i·'.ian -::1 :=ui::cir1at.•:• (22).. La alta ve!i:ic:idad de o:~(ida1=i1:!w1 del 
l·JAI 1l-! v Tt1IPV •je l•:•s e::<tr·:-t·=to·5 libres. de •::élula::: •= 1:1rnpEtr8•ja 
~1sl0c1dad d~ ozidaci61~ del Eltccinat.o, p1_1ede deber~e 

~;;:r.·~·=ifi.=::.•j.=td ·:i1.1e le-.=: o:.-:id::-.:aas: t.1e1·1e J=••:•r l1:1s st,:st.ra·l:.•:•z. 

c.:11·1 

"' €1.;: 

la 
la 
1·1a 

~';l:~·~ r l e·=·r-·;~:~~~ ~ !,:.~·~·~·~:~~·:
1

~-~;:: ~ ;·,::J,:,tr~:~e a'i'~.~ ª.;~ªe~·=~~'~.;.;~:= ~= ~~e~~;~ 
~·~1sd~ soport~r S:l citocromo Q· Sin embat·go~ el citoc1·omo ~· 
r·:l.!·•:co: ::i:r m~s a•je·=1Aadi:1 para f1.Jr1•=ic•na1" i:::n 1=i:in•ji·=i1:1n1:s de baj·:• O-;-; 
:iu~ -:=l ·=1 tr: .. =1-orn•:• §':..~-=--~... La::: cél1.1la-z. crecidaz ba ic1 -::crr11:1icic•r1eE 
1-.=.~t1·in·:i1.jaz de ae1-~aciór1 t.ier1e1-, disrni1iuído, -=· 11.:i tienen 
·=1tc··=1-·:•m•:• ~~Rt..:;-:• (:J4,:::-t5,36), 1,:, c• ... rétl e::: ccin~is:.tente c-:1,.-1 la id~a d~ 
·::r 1_1~:::: .::::-i:E: 1:1ltirnc' nc1 ez:. f1_n-1ci1:1r1al b~jc• cc1ndici•::ir1e:::. limitar1t.e:a de 
·::1: ·:i.•;:1o:=:.r1•:•. 

G·:=n-=:r~lrnent.e, la e:>~Pres:.iór1 de cit.1:11=r,::irn•:• ~+t:t:;n y 
'=1+.:·:·cr1:•rno ~=! .:;:1·1 [1:'dz.gbi1.1m es 1·ei:·rirnid:t •=:r1 li:is nó1j1.1l•:1z de la raíz, 
~t·1 :=:u lu·?r.tr i:ott-=-.s o;:.::idasas ~c•r1 e>~r-o1--e5ada.=:. para rna1··1t.er1er la 
~l~nt·i.:0::12 (20,25,37),. L::i. diz.rnir1'.1•=iéin en la ·=·=•r1,=er1t.t·aci1:!1ti de 

sl incremento en la ac-
J;:_,_ i =<F.,:•nl,,Q.![,!I ( 38) • 

·;;.11-, -2mb:i1··:;:1·:·~ ~l 1=it.cic1·.:irn•::i -ª.±J;.::1 e.= 1··et.enid•:1 ~n ba•=t . ...:rc•ide.=. d~ 
·=·=,r=-: infe•=tiv:-.: •:je f.J.t:..,,"\.9,X!j:JJ;;;•:•~.U!!!l :r--. (b,',.!P-_Ü!!J?! (49) Y F:;, • 
. l_~..:..,==t'~'f0!!.:1.;i~~'~-'~Ufl bv. YJ.tl.ª-~~ !;~. pat.:a.~r-11:ir1i::t, É~ ier.p1:it::i.i·='-{rtl 

1.20, ·3·_;,, 42) .. !1 lut2.r1te:2 d~ 8.~ t§5!!~J.m.l.L!.!;;~.?_J~:~rn. bi1:•V?:\t· E:t'J.ª-.~ 1:•1 (~ -=:>~-
Prs=.21-! c1ti:icr·:•mo §L~:.';!. e1··1 c1:1ni:Ji•=i•:1nes rnict··:iae-r.:rfílic~:::; ::i:•r1 rn~1::: 
~fi•=ii::.n-t:.s::: en fiJ~11· 1 .. dt1··=··::i~r1•:1 .. <::·c2,:)3) .. 

f·,:q·- l•:· ·-:iue lct ~·:•lc1 pre~E:nciE•. de cit•: .. =r1:•rno S,.i·a::"! c~n 
1-,.::dr.1lci:~ 1·1·:· .::z r·r1_,eba d~ ·=iue i::=:te f::·'-~e·ja "funci1:1r1t:11· a b:=..jaE t:i=:rr-
21·:r1es de •:i:·-d-:.:i•.:::a-1•:• .. La ;;i.t.:-f:.ividad •:le 1:r:·<idaz= .. •:!e ·=itc .. =1-.:·rn•:r ai·a::"! al 
i.:;:11_.,~1 .. ':'J,_Jo: l~. dia le•: ,=i·l:ci·=i-·:•tn•:•z :=· y 9.. 111:• ha sidi:i ·::iernc·.=t.r=:•ja e1·1 

¡-!·=·d•.1!c1z (::11)~ UnB. •.:"2t=·?. rnutant.e def'icien-f:.e e1··1 1=itocri:imci ~:r d>i! 
f· i::.r. .. -,,-.;,-r¡m '=1'-10: i:>:r·1-s=:.~ ncrrroalmeni:o: e.E::f:.:i. -:i:..:id:t.E'.C:1 1j1_u·er.ni:•::: !~ 

;:...;.rnbÍ~~~i;~-":":.-':.~r:: ·=~r-·a:: de pr•:uj1_1c11~ r1ódt.1lc1s efe,=t i v1:•::. ( 47) .. Pc•r 
e:::T::t:::- ob.::er·v=-..ci1:•1·1e=:~ e:= difícil ·=•:11·rel?.ci•:1n=i.r l:i. preser1ci~ de 
·= i f: 1:1cr•:•rnc• =%!..!:....C!,:;:1 •.::i:::.1-, .l c:t f i j a1= i .::(n ,je ni t.róqe1··1•:1 

:;;~~--;;~ '.;:;::!~~ E:'·L'3;!! r:·~.IT!!2.' ti::11::k1!!: est.i:i-: reai::cic•r1ar1 ·=cin el rnor1ó>::idc• 
,je c=:1-bc•11•:1.. P•:1i- l•:• r.:¡1_,e pue.jeJ"i ceir1:=:ider-:tt·s'i! •=•:1rnc• 1:i;:.:;ida:=:=-.::-
<48, 27). L•:·= b=•.ci:.;;r 0:•id;;: de I,<¡_:9f!_'t.Xl:ti.z•:•b:!.ill'l sp. i'=1!ci!.l'=J_'.§,_) -f::=<rnbié:ti 
·=<<r:·1--E!.E~r1 c:itc·c1-·:•rnc1 F'-i~...:¿ C49) •::•:•rn•:• 1•:1 he.o.ce.. aLw1que o::r1 rner1i:•r 
r.;i::·jida la ·='=P?. F-'~"'i:E de B.· l·a~ni1··1 12_?.§':.!.:!:!ffi bv. xii;..L~~~ (::-f9). L•:•-z 
b2ci:: ·=r·:i i de d·::: [:. i§.E:::•n i •=1.m¡ t i:tmb 1 én 1=i:1r1t i ersen 1=c1mi:-•i:it·10::1·1t.es si r-1 



grupo l1emo~ 102 cl~ales tienen Llna-alta actividad dE citoc1·omo ~ 
o::·dda:<.sct .. E~ta actividad e=: ·-ser1=:ible a la at.ebr1r1a.. al cian1..1rc1 v 
E-. 1:1t.1·i:·=:: a·::ie1·1tes roetal•:r·q1.~elantes:o per•:i r11:• le• es al rn1:inó>;:idi:i de 
carbono. Esta actividad 

0

PLtede s~r pa~ci~lmente restaurada por 
FAD o Fr~N~ lo cual sugiere que la oxidasa puede ser una 
f!:~v·:·r-·1·· 1::d:eír1E\ (41).. La figura Me•. l m1.test.ra 1.n-1 esql~erna de la::. 
Pi:•sible::= '.'í~s .j.a t·e2.piraci1:ir1 er1 el ba1=ters:dd1es •je Rh1zi:-biurn.. 

El control de 5íntesi3 de ATP por oxígeno an los or­
·;::J:\ni.=rnos fijad1:11·e-z de 1·dt1·,:r•;::rer1c• se ~-,a •=>,:Plicad•:' en t.et·rnir1r:•s de l~-t 

exi=te11•=ia de un sistema respiratorio ramificado, con un ramal 
qu-=: t ie1·1e tU-1a 0:~::1d~Ea m:\s afiJ•¡ f'=•1:1r 1:?} 0-:.~ y 1:1·t.ra ir1efiCil'.:r'1t.e ü 

merl':•-::: atín por el o:~~í·=ier11:1 <s:o.. La rarn5\ más. eficier1t.e ,je la 
re=:pir·ei.·=i··Sri ~= inhibida i=·c·r· CO.~ rnieni:t·as ·=11 .. ~e la , .. espiración rnei-1c1E: 
•:2fic1e:1-1t.e ·:::¡ue c1cur1 .. e pc•r ar1··iba de 1 fJM de Ü::o~ es: i..-1senzible .a 
·:::=:te inhib1d•:•r (50 .. 55, 56) .. 

f) altas cor1cent.raciones de o~ més de ! µM ) la 
1·e=:pi1·.ac1·:!·t·1 de li:o:a: ba·=t.et·•:•icfes ele ~ ... ~r=·•:•r1iQdf[! e::.t~ 

•.::fe::c~·=c·plada PC::-t1··a lct slr1tesi;: de ATF' (56).. F'c:•r lo ·=P-le se t-1a 
r:ir·•:1i:--u•::::i::.•:• q1_1e e 1 i:. r =ir1sp1:•rt.e de e 1 e•=trc•r1e-s desa1=1:11=·l ad·:i f1 .. ~1-.-= i 1:•r1.a 
ci:irno ''p1···:1t.ecci ón respi ri:\'f:.ot· i a 11 , rnE\r1t.er1i er1dc• baja 1 a 
c•:1ncent1·acié1r1 intracelular 1je 0-.:::, para impedir la inactivaciór1 ds 
la nit.1·oge11asa causada por· este gas. 

NITROGENASA. 

Sensibilidad a oxígeno. 

La nit1·~c11'.='enas~. es la er1zirna g1 .. 1e cat.aliza la red1..1cciór1-
del l'f~ a Nl·i~." Esté fo1·mada pot· do~ componente (102)~ ~l. com­
r.••:·1·1eni:·= I o Pr1:d:eín:i. Fe-Mc1.. t.1e1·1e 1 .. .fl1 pes•:1 rr.i:ilec•...1lar de_ 200,'·00(i 
daltone~; está formada Pot· dos tipos de Polipéptidqs· que fo~man 
un t12t.t·:Etrnet .. ·:·. E:ste ceirnponete cc•nt.1'i!ne 1_~r11:1 1:1 d•:is =it.órno·::· de· rriolih-: 
•::ft:::nc· ·,· d2 -.:.:i1·1t•:::.: 8. t:.reinta atorn•::.s de. fierrc1. 

El comp+:11·1ente II o r--1-c•t.eina-Fe:o t.iei--1e Ln .. 1 pes1:1 rni:do:c1..1lcd­
de 50,000 daltone~ .. está formada por do~ sl~bunidades identicas 
que c·:11·11: ien•.:::n dG un•:1 a cuat.rc1 át.•:im•:1s de f{i:ú~t-i::i. 

La p1·ot.eina II 
ele•=t.1··:·1·1es t fet·t-i:-•d·:i:~r.inas .. 
r.::d1_1,=id•:• f•:•rrr.a 1_1n c1:1mple ic• 

ez reducida por algón donador de 
rlavo::.d•:ixi1·1as, f\IA[•PH!. ·En el est.ado:• 

cor1 M·;;:i-ATP~ lc1 ·::¡ue prc•vcu=a er1 r_~r1 carn-
bi·:· confo1·rnacii::inal ·=rt1e i:-·er·rnit.e la it1t.era•=1=i 1:1t1 •=01·1 el •=•:•rnpor1e1·1t.e I 
·.; la f:.ri:·.1·1=:fe1"e.i--1cii::-t dia 1 .. 1n Pt:lr de elect.r1:1r1e:= a ést.e ·=·=·rnpc1r1ente~ 
e::::t.e:; p1··: .. =•23•:• e~t.& li•;:iacft:, a la hidr•:rlisis de ATF'.. La p,-1:•t.eír1?. I 
!··educicla Ci::1.t.ali::::a la red•.1•=•=iór1 dra N:.~" (4sí la reducci1:•r1 d12 
ni i:.1-,: .. ~~:::n1:• roo 1 e·=ul a1· se 11 eva a ·=:i.bi:· , dand1:1 cc•rni:• p1 .. odu1=t.1:1:s NH:-c v 
!~~ (108)w Lo~ do5 componentes de la nitrogeriasa son sen~ibleE al 
O-;:: ( 1 ) .. E 1 ci:irop1:•nent e I I es rnEts. :::.e1· .. 1s i b 1 e q1.~e ~2 l •=•:1rnPi:•r1ent.e I .. 
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FIGURA 1 

ESQUEMA DE LAS POSIBLES VIAS DE RESPIRACION EN EL BAC­
TEROIDE DE Rhizobium. SE TOMA EN CUENTA LAS DIFERENTES OXIDASA 
PROPUESTAS. 
ABREVIATURAS: Fp, FLAVOPROTEINA; UQ, UBIQUINONA. 
Tomado de Barquera, B. (44) 
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A r:•e:s=-.r· de la~ ::e1·1Eibilidad al i:·~·~ige1·1c1 ds lei 
ni t.r.:•get·1asci... ! a '=apacidad di: f i .i ar r1i t.ró.;e1--1c• se ha- encc1r1t.radc1 en 
rni·=rc11:•r·;.:1a1-dsrn•:1s ·=f'-~8 ·zc•n aeróbi1=C1S es:.·J:.ri·=·l:.1::r~ ( 105) n E-::!-t.C• . irn¡:.l ir=a 
el desa1·r•:•l lc1 do:= di ferer1te::: est.rat.egi as ·-··=l'-·le perml·i:.err 1 a 
r:·J"·cd:.ec•=i•:•r1 de 1 si. rii t.rc1ger1asa de O::::· e• de rd t.1"c1•;et:1as.as ir1ser1:.ibles 
al •:1:< :i. •:::ieni:i ( 1 ) .. 

PROTEC:C:ION r:•E LA NITRCll::lENASA DEL o.,, DURANTE LA FI-TACION SIM-
flIOTICA f'•E NITROGENO. 

1 J LE•::1HEMOGLOflINA 

La !eghemo~lobina ez ~rna hemoproteína, de tipo globina~ 
it·1vc1i1.-t•=rad9. ei-1 el r.;:.1·c11=e:=:•:• 1je fi.ia·=ió1·1 :::irnt:d1~1·l:.ica de t·dt.t·1:!11;ie1·1c'.• v 
::e ~:=:n·='-'~ni:ra en lc•s n1~11:::kd1:1s de la raíz de !as. le•;11.1rnir1c•sas (1(16) .. 
1=ll9uns..:=: •:·ti-~= hernc•·;Jl1:ibi1·ias 1·e.lacic•r1ad:is t.ambié1·i hat-i sid·:' 
¡.j~nt.i "fi•=?.das i:n ei.si:iciacicir·1es sirnbic•t.icas de E11-ady1·hi_;::c1bi!:Jfil_j:b.. 

1=c•n e.~~C~~~.C.:Q.r!.Í.-ª ~ :,: t:WJ 1 C• •=tUe Se der1C1rn Í r1 a Si mb i 1:1S i 'S 
11 :i.,=tir1c'l-h1z.::1bial" de Frankia con varías plar--it.as hi:::1spederas r1c• 
le·;i•.HílllK•S2S ( 19). 

E~ta proteína es de gran impor·tancia para el proceso 
do:: la fi.ia 1=iór1 zirnbi 1::-1t.i·=a de r1it.r•.:19eno, da1:k• ·::¡1.~e •=c•r1t.1·c·la la 
·=on·='i:r1i: 1·a·=ión de e·:·-~ í 9e1·1 1:1 er1 el r1·~·d1.1lci. evi t.an•:fi:, de esta fc1rrna 
·':11-ls la ~21-1.zirna de la 1·1it1·1:1·~er1a-sa :sea ina•="t·ivada i-'C•r este •;1as. 
gt!l,;¡;;,:ibj...l!fJJ. es un rnic1··c11:•1-9ani2rno a.::robio -=::::.tri·=-f:.1:1~ pi::·i- le• tanto 
t"e,::iu1e1-e 1je o::.::í·;:;:ienc• par:>. •:1btene1· la ener9:ia r1e,=esar·ia i:::·arei s1_~ 

m~tabo!ismo; así la leghemoglobina 1.~rie o>:ígeno reversiblemente 
•=•:in ·~ra1·1 afinidad , difu1-1dii=.11d•:ilci a lc•s bact.et·•:1i•:1es, c1:1t·1 1_~r1 fluj1:• 
·::i•-1e r-·0:::1--rniti:: el 'funcionarnier1to 1jel rnet:.aboli:::rnc:i aeróbico val rnisrn1:• 
t. i erni:-· 1:• rnar1t i ene 1 a •=cit·1·=ent.r ac i •:11·1 d,.3 o>~:í. -;1i:r1ci 1 o s1_.1f i ·=i e.nterne1·1i:tE: 
t•aja para g~1e la nit.roge1~a~a 110 sea da~ada ~ Se sabe g1_1e e~ la 
r:1~=.: ~b,_1nd?.!·1ti:. de. i :1s i:-·r•:d:.e í nas di:::nt.rr:1 de 1 nód1.~ 1 o c1:•r1::t. i tu~/ e 
!-ie:="::=! s:l ~~5~~ de la Pt·ot.e.ir1a si:iluble t.c•i:-al del nó1j1_~l':' rnack1r.:i~ dan­
·::k•le ,::.u car-a·=te1·ist ic•:• c•:1lc.,- t-c·sa. L:i. ap1:1prcd:.e.íi-1:.. •:le lei. 
J.e 1-:;iherno·~lot•11·1a e:=: 1.11·1 prodL1ctcr de la r-olant.a~ mientra~ g1.~e el q1··1.1p1:1 
p1··:·-=:i:é.t ic·:1 heroo e.:: =int.et izadr:• p1:·1· la ba·=t.et··:dde. ( 107) .. 

2) flARREG:A CONTRA LA f:•IFUSION DE 0-,,,. 

'-~ -=::..:1~t.encia de una bat·rerc1 c•:::1r1t.ra la difus.ión d·a n .... 
~1-1 •21 i1·1te1·i·:·r· d 1=.l 1·1ódr..-1li:i se ha e:st.t~di adr:• L~t.i 1 iz~1·1di:::• 
n11·=1··c1electrodc•:s d~= O:;:", •=1:•r1 lr:•s· cr.tale~ :.e dern•:•st.ró ·~ue la 
•=·:·1·!cent 1·aci ón i 1·1te1·t·1a de c•>::i.;ren,:• er1 el nr.:~sd•Alo :::e re•;:¡ul & e.1·1 
1·-·'2:=:r.-ue-=.·f::.¡;.. Et 1 a c1:1ncent.ra·= i ·~·r1 e:~::t.err1a de este i;:ias: ( 1 OE1) • ~ i 1·1 •:iue 
r:icu1-1~a1·1 ·=arnbii:r·:s e1·1 la respira•=ión (10'";/) .. Se ha r-orop1_1est.•:• que la 
b211·1·12ra so: li:i•=al i:ZE! •=n la c•:•rt.ezc:1 1·11:id1_~lar •=it~e rr:1deei a las 1=élr.~la.s 

i1·1f~:=:·=t.e1das (110)~ Tarntsíéri ~e ha z.1.1gerid•:::1 •=ti.le ez::.t.cl barrera 1=i:ir1-

21:::i:e d·~ una ·=:tl=":t •:i'E: células cs:'n espaci1:is: int.r-acelularez <111) .. 
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271)591 
A N TE •=: .E E N T E 

Ger1eti ca de 1 a Respi raci~•r1.- Y ··ra F~·i j~~i'·~:~:;-;·.~f~-~-N--i t:r.ó·::re,r1ci:::er1 
!;t_,___j apc.:on icurn • ·· · ' .•. · ; ·• } . ··•· .. •·• . · • 

¡:;:: l Etl'"l~1 l i S· i S CC•rnPar at. i VC• de , l·C;i, ·C :Í. ·fcu=rc•rnC•S Pt"eser1t.es et"I 
~.!.. j_~r-:~~.lj.J;J:J!Jl .. e1·1 vida libr'E!· y en ba•::t .. ~-t~c1ideS ihdi~=1:!1 -·=i•-~e e:::t.e •:•r­
·-::iei.n i :::roo 1~rl: 1l1za di f'erent.es o::·~idasÚ:\s·~:t-e'i-'rni'r1ales en cada una de 
-::::ta.;:; ·=·:·n·:ji·=i1:•rie:=:.. adernSi.s de P•:•seer ur1=t - •=adena 1·espi1·at.•:ir·ia 
t·:?m1 fi•::ada. Losz ·=i.t.0•=1·1:1rn1:1s de t.ir:•c1 C:\+El::n·· y .;;.!. s•:'n la:;:: o;:.;:idasets 
tE:1~rn1ne.1 .. :::~- •.-1t i ! izadas e1·1 ae1·ob1•:1:=:i·::;. E1·1 11:1::: bc11=t.er•:•ide:: de :..l ··· 
-:1t1n?.s ·=·:=p:;..s el i::iti:•crc•rno •:..!. v 21 1=it.•:1crc:irn1:1 ~J:.ª-o o:ti:::sar-oare1=er1.. en 
:u lu-;ia1· ~p~1-·2·=-=n 121.=: hernop1· 1:•t.eí1·1a·:::: •::556_, g54~ E:.1~~~ P4_~~:, y· 
P4.20~ E:::t~.:.: r-·t·ot::.eí1~1as pu1::liet·ar1 ser PElrte d•= •.11··1a e• va1··1~s 

·:·":id:?.::::i:s i:errnin;i.le:::: •=01·1 alt.:i. afir1idad t=•i:11· o>::ii;:re1·11:•. Le··~ ele•=tTr:1r1i;:2 
:?.1:•n 7:ft?~ne1·2·dr:1::: a p~ri:.ir de lEl Pciza de 1.1biq1.1ir1i:·l y se t.rar1sfieren a 
l :?.·~ ·=•>ci d?..=:E::S ter-minales r.1 t.ra'-/es- de -ci t.c11=rc1mi:1s inter·rni::d102 ( 1 '~1 
27~ 30) .. Sin embargo~ a pesar de estos anéli~is. no e~i~te 
i:.v1ds1·11=i=-. f1.Jn·=io1·1al ds la parti•=ipc:-ti=ión de l•:•:::: dif.:::rent-::=: 
·=ito·=r·ornc·:::: d1_u ... mnt.e l;.. respiraciór1 er1 C:llt.as: c1 bajas t·~r1:.:ic1r1es de 
·=-i:··:í·;¡i::::n•:1. 1~dem9.s 2-= de::;0=c11·1cu::e la se•=1.~er1cia de l•:•=: F·e1~ .. :1:=: •:w1 12. 
i:1·a1··1sfe1·e1··1·=ia d•:= ele•=:t·r•:•r1•:s a le• l-argc1 de la •=ader1a respirat•:•r1a .. 

L=: i:obter1>=i·:!·1·1 -Y .•=st1~a·=·berizsv=ió1·1 d~ rn1st:a1-.-f:.e::,. •=•:ir1 
l. 2·::: i•:1r1-==: bi•:=r1 defir1ida~., er1 cad::r. ttt"1•:• de los t=·asc1s del t.rar1SF·•:•rte: 
de .::lectr•:1r1e·:::: ~ . hEt sfd1:1 i:fe ·~r·an 1_.1t.i 1 idad F'&l·a det.er·fnir1ar 1 :?. 

¡:•a1-ti·=ir--s.•-:ió1·-, de l,os di,ferer1t.es: cit.i:11::rc1rn1:1s ·=r1 la 1"espiraci1:1r1' __ er1 
di s-f:.i1·1t.a;;; c1:11~1di·=ir:11·1e:=: .d~ •;:ri:_1=irníe1·1t.i:s. 

Las. rn1_1t.arrt.e::. de t:~:!...--japoriic1.1rn hasta .ah1:•ra.- deE.c1~ít.aE, 
!"i5-.r1 •=•:•nt!·ib•~~id·:· a des1=if1·=-.1-,. <S:ti (·=1'-~e f•:•rrna se ramificar, 1=-.s. ··/i·a~ 
-j•_1!·ai.!·1te l;.. 1··-:2pir::r.ciór1.. Una rn1.1tci.r1t.e ·=·:•t·1 '-~nci. ir1se1·c16r1 de Tri~ •=•:·r1 
1.u-! di::f-=·=t•:• -=:1·1 la ··=:y:r=·1·e~iéw1 de cit.•:icr•:1rnc1 a+ari.· rno~tró $91"' :J:1rn­

bi.c•t j,1::arnente e'fi:.ct.iva. •2S di:1=i1-.. l~ •=epa E:E •=a~·Et:Z de f1:11-rna1· 
1~1·::-11:t 1M!l•;1 s_ ·~·~I'= f_i_ja_n _ni_tr1:.•_·;e1·)q ___ (Fi:~(~) .. __ '3i1·1 e:mbar-;i.i:·-.. l"1C• ~:e __ 1jern•:•Et.ró 
:-iue 12'. m1_rt.ació1·1 fu .. ::r·:.;i. en el •;;Jer1e e~·t.1·1.~·::t.1 •. u-al (23) M 

Otr::..~ rnui:.ant.e: de::•=r-it:i.s. i::c:•rn•:• defi•=ie1·1t.12: er1 •::1t+:11=r·c1m1:•:::: 
1
; : ... • §i!..E'.q v ·=r:in 1.u-1 ni\1el l'"Sd1-J1=idc:• d~:: i::it:r:11=ri:•rnc:1 b.. ·=r~1=en tv:•rrnal­
meni:.e en i::o1·1dicii:11·1eE aer·óbicas, Pet·1:1 ~1:11·1 s:in1bfotii::arner!"te i1·1efi::·=~ 
1: i··/E1.~ <Fi>~-). El pr1:1bJ.erna 1o:=:n est.a\s rn1.1t.a1·1t.e::: e5 ·~1.1e se C\i:=:.lai--·:·t·1 
r··:·t· mtrt:i.génesiE química, p1:ii-- le• ·:'.11.te s1_1 ~.náli!!iz •31:=r1ét:.icc:1 es 
limit~di:t (28>~ 



E:: i :i.1·~i:! i:::: l :=: de 1.1n2~ . rn1'."1-f::.ant.-: .de ~ j ElPC1ni •=t1rn a is 1 etdEt P•:1r . 
rn1 .. 1t Et'::i•=1·1s=: i:: ··=c•ti Tn.;¡ '=!'-~e ,=r·e,=e aer1!1b i '=:am•::rt~:.o: p~1-·:• e=: i nc::i.r-·:.z d·E: 
fiia~ n1trogeno sn simbiosis (Fix-J~ permitió a Hennecke y cola 
(2·:1) ~ iderit.ificcir ·2 -;ier1es ei.dveice1·1t.es. fbcF V .f..Q.f;.!:b •=1tte ci:idifi 1=ar1 
par?. la ¡:.1· 1:•teí1·1a l="<i~:ske hierr·r:•-az1.,f1·13 ~ y l•::•E •::i"t.c11=1··1:rro1:1.=; º· v ~!.: 
•=J'.·le .=;.:i1·¡ ci:•nsi:ii:.uve1·1t.es cara•::t.er·ísi:.i1::•:•s del c•:ims:•leJ•:1 re.:::::p1rat.•:11·i•:1 
J:II • EEt·=·~. aut.1:•ri::=: dernc·~t.rárc1 r1 •4ue fbcH e:s tn-1 solc1 gene cuva 
r.":•rci•::·1·1 5 1 1::i:idifí·=a para el cii:.c1•::n:1m•:1 !;~y 1:-. mitad ::::1 1 F•ara e:! 
•::it.c11::rc•rno e,.. El Pre.::1~1rsc•r Fbc:H e!! ¡::.rcice:sadcr pc1st.-
·t.1·a.:f1~1·::•::i1:ir1alr;;e1-,t.e •=n dc•:s pri:it~ínas. Adem~: las m1.~t.antes de fi!!. 
i.~~E.~.!d!:.Q. •=1:1n in=:et·1::ic1r1eE er1 estc.i=:. de•::. ·::Je:1·1es ~.fb1=H v .fb1::E) 
cr·e·=en a.eróbi•=arnent.e~ pet·o si:•t'l i1·1caF·a.•=es de fijar- nit.1·1:1·;:i~~1-1•:·~ Ez-· 
te;..:: dateiz. llevaror1 a le•: i:tut.c,res a pt·,:.pciner •4ue ~ japc1ni•1.1rn 
utiliza un:;, cadenE\ 1-o:S!spirat.i:iria •=1ue •=orr/:.ier··,~ el •=ornpl-=:j1:~ 

·=1i::c1cr.:1rno::• b/•=1 r.l•~rrani.:.e el preicezo de 1=c1nvert.irze er1 1 .. 1r1 er1d1:1-Eirn­
bi•:•r1i:e rni¿-,:~·aeróbici:i~ mier1t.1·as •:¡ue er·i aercibiosi-z la 1--ezpir·a·=iór1 
cu=urt·e r-•o:ir una via indepei-1dier1i:.e al del cornplejc• ·=it.•:"=ri:•rn•:• b/•=l..'" 
E-..1 id~1-1•::i a.s 9e1·1é.t1•=E<.S· P•:•·=.t.i=::r ic•re:: ap•:•rt.c1das. pc11· e~t·:':: rni sm1:1~ 
211.1t·:11··-=:s: (119.l ~ dE:rn•:i:z:..J:1··áro1··1 la e:>~i-::t.'er1cia de-·,_~r1a v.ía de t.rar1sp1:1rt.e 
de el-=·=tr··:·r-1-d: zerne.iante a la rni-f:.i:i,=•:indrial. Eie cei.ra•=t.e1·izar•:1r1 •:k•:Z 
rn1.1t~.nte::. 1::•:•n 1.11·1 f~n,:·tipo ci t.c1•=rornc1 -;;, cr>~idEt:Er. t"Jt2g~t.ivc1. La 
m1.1t=-.nt~2 c.0;:::122 fué defe•=t.i va 1:=r1 1_~n n1.~ev 1:i '=1"=r1e~ de.r1c•rninadi:i ~Q;l~ 
el ·=1.1al e=:. i--e.::r.·-:ir12::i.ble de la sírrt.es:iE de 1.rn ci·t.c•cri:irnc• t.ir:•c1 1;_,. 
E:::t.e ci t.c11=t·orn•:1 ar:·arer1t.erner1t.e 1=::1t.al iza 1 :-. t.ra.r1sfer.a1·11=i :t · di:;: 
e1-:,o::t.r·:·1·1e" de:od•= el 
in:.e1··=1ón de Tn'.;• ~;~;rnr-- i: j ~~,A~!~;~:~r;~'.~~~;, 1 ~:~e iu: 1 

1 ~~; 1~11~~~~~~ !t~:ª~~,;•:<~~ 
·7~ene est.1·· 1.1•=t.1.1ral de lai. s1.1b1.w1idad I .jel 

·=ito•=r•:•rn•:• E::.:U~-:;c~" Arnbc•.s. rn1_1t.a1··1t.es f1.1erc1n capaces efe fi .iar nit.t-óqenci 
dur ant •2 la s 1 rnb i .:is is, en •=.:ri-.-t.t- ast.e co1·1 la=: rnutant.es e1·1 1=1:1rnp le i1:• 
·=1tc1ct· 1:1rn•:• ~~.\.f;_1 r.:l1:=sc1··i-f::.as p1·eviarnent.e, que si.:1n sJ.rnb1i:+t.icarner1t.e in­
o;:·f-=cti\ .. e-.::- 1:F1:.-:-.1.. Estci :::u•;:iier··e., ·~1.1e e:·~i;:,i:.e d1~11··a1··1t.e la ::irnbieisiz 
1.11-12. ·::adena re:;pir::1t.01·ia esi:-·ecífica en este 1:•1··;za1·1i2rno la ·='~t:tl 

r.:o:•.rte •jE;l ·=·:·rnr:·l€:J•:1 ·=it.o•::r-:1m•:• t;'.J.!;;..1. (119). 

C•:•rn!='c•:. i e i ót"1 •:le 
Ele•=t.ror1es et'l 

los Citocrorni:.2 de la Cadena 
~ l.:.q1_nnir1osat·1.un bv. phasi=:.oli~ 

de de 

En un t.rEtbB.ic• rec1er1te se publi·=ó la cc•rop•:isiciór1 d•:;: 
·= 2 t 1:.,=ri::rrn·:·~ de l E<. ·=a·je1··1a de t.r c:t1-·1~r-·i:i1··t.e d•= el ect.r--•:•1··1eE· de 1 a ·=e¡::. a 
~ilvest1-e CE·3 de E~!.. ie·~trni~2.?~L!::!rn bvª F?b.E:.§.§.pl~ (3:2>~ Le,~:: 
c1 .. 1ltiv•:1:::: de ·=élulei.s •:fe e.st.c-. ba1=i:.eri::. cre•=id::i en medie• ri1::1:1 •::01·1 
t.1enS!1·1 -::i t.1:1c:rorni:is de +.:.ipci t;:: v !:;_ v cf·:i~ c1 >~1dci.s:..s t.er··rn1r1ales: lo:= 
·=1t•:11=rorn•:1s ~~ y §.:..'_-?-.;-::!... El ·=it.c1cr--c•rnc• ~~! ::::.-~~ e.:::p~-6t~Ct par•=ictlrne1·'lt.e 
cua1·1dc· lai.:z 1=él9laz se •='-~ltiv:tr·, er1 rned1•:1 rn1n1rn 1:1 v d1.~r-ar1t.e 12 
?:: imb1i:-::ris. 

.2 



L:.. ·=c•rnpc:.:i·=i·:w, del z-is-te·roa re:;ú=•i1·;?.t.c1J·i1:• de B.~ 

;-~;;1~!~~;~~{-~~- 1-~:. 1;irt a~~=::=~~t t•:.~ e~~~cf·:=,-~~i~~i:::l~blr~~s (:2~~d~~~:~·~ 
f~'.0::•= l ~ntemi::ni: E: 1•ep1:1J·i:.::o.J··i:1J•J adi::rnáz. _ de la p'1·eser1ci'a de I= i t 1:11=1·1:1fílC1 ~~ 

-:1·1 ·=élul:=is de vid:i. lib1·e de ~-!'.... Je•":11.uoir1osar1.1m bv. ffia'.Eeoli 1.w1 
·=•:•mr.•1:•r1e1·1t 12 no-·=1t.oc1·i:·rni:1 1=ai::oaz de re.ac•=ii:w1ar •=•:ir1 el •:1:>·:í•:;:1en·~·~ el 
•=1.1:..l r:-uede :s1.1qe1·ir~e come:• flav1:•F·ri:1t.eír1a. · Esi:a er1zirna r-·:-.t·ece ser 
e::-:clus1v?t •jel ·=1-ecirnient.o aeról:dc1: 1 (120~ 1:21).. La fi·;;n.~ra 2 
r11u1:=:t.1·:t l•:•::: e.z..;:¡ue:rnas pt·•:1p1.1es·t.i:•s F'ar·a el t.1·ar1EP•:•rt.e de el-=ct.rcines 
.-:!·:=: r~~-- J.~_:;~~~rni_D~:l.u:.b!f.!l bv. E'.1192~;:1 1 i e1 ... 1 -vida 1 ibre .. 

Ai::.larniei-1to y Ca1·acterizaci•!•r1 de Mutar;t.es ·de ~ leqqrnini:1sarurri 
bv. eb-ª2.§2.li. cor1 Alt.eracic•r1es err -1a e>~presié•n de cit.c11=rc:1rnc1s y· la 
Fiiación de Nitrógeno. 

En dc•s t.raba 1os p1·evi 1:1z. (32;.·, -88)·-~' 0 se roepi:1rt.ó el i:\lE-

l~rn1er1t.o v la •=&1·a·=t.eriza,=i•!1h de •=ir1cc1 ~·rnüt.ánt.es ·=•:•r1 alteri:\ 1=ii:ir1~E" 
-:::n J.a cad-:::na 1-~::=.:pit·at.c•r1a .. E=:tas rni.ti;.a¡.:.;t:·e-s-· :.-e-_-- ider1tifi•=ar•:•r1 p1:.¡·- =:-'-~ 
c8pac1dad P?1·a o~idar el col61;a11te N~N,N 1 ,N 1 -t.etrametil-p-
f"eni !.=:1·1~d1arn1n::t <TMF'D). E:::.t•:= •=c1l1:•ra1··1f:.e es •:1:>~idad•:• PC•r la •=ade1-.a 
1·~.=:r:·ir;:;:itc1 t·iz:\ ::1• 1·d·.1~l de 1=itc .. =rorni:is i;_ Y ai·a::?I• ye, q1_1e ur1a rn1.ftar1t.e 

rnut.::i::ré1·1i•=·:·::: c•:1n nit1··:·s·:•9uar1idin:=o. 1:1 cor1 el t.1-2n:sr-•1:isc•n Ti-1~i.. :el-:c-
1=i•:11··1andc1 '.;:'.C1l21mente 8."=tuellas ·=éltd.as alterada.:: er1 s1.1 ·=apacidad de 
eo.;idi;r- el o:•lo:onent.e TMF'[• ~ <TMF•ri-) e• <TJYIP['+"·) 

La cer=•a CFhl4201 er1 1.n·1a rnr.rt.a1·rt:.e TMPr.•- ir1d1 .. ~cida pc11· ur1a 
z·:·la inse1-ció1·1 d•: T1·1~~ e>::presa r1iveles baj1:1s._.de:·--·=it.1:o=rc1rn1:1s !;;~ y ~ .. 
"':: ie1·!0: i?.t1rn•2ntE1di:l 1:::1 -=:>ci=·resié•r1 de l•:•s •=it.1::1crc1Ín•:'.:•s, c•::.::idas:Ets t.et·­
rni1·1ale:s~ ::1dern~::: de t.e1·1e1· 1·1iveles re:d1.~cidos ;:fe·~ laS ·a·=tividades de 
de l\lr~[ 1 1-f., :::uccinat.ci v TMPr:1 •:•>,idasa. Le·~· 1""1é11:::lul•::is _fárrnadi:•s pc1r esta 
·=~i=·:-. no fijan 1·1i·l:r1!:11aer11:•. 

----------·---

,_,na rnL1t.ant.e · Tl•tPD+ ·• • 
rnt1ta·;:iéne:::1:=: •=i:i1·1 nit1·c··=:·:~·:::r1.~::ir1idir1a. Tiene 1-dveles 1·ed1.~cidc:1s: de 
1=1tc:•Cl·-i:1rnC• C~, ar=t.ivid~.d a1_1mer1t.ada •:le s1_11=•=ir1at.C• O>(idasa C\C·-
t.1vidadeE normales de de NADH y TMPD oxidasa. Esta cepa expresa 4 
viece:; rna:=:. ·=it.c11=1-c•rn1:1 ?.1·c1.:'.'t en rn12dic1 rn.irdmc• ce rico v 2 veces rn~.s 

·=1i:.•:1·=1·-:irn 1:• E':.:!.E.-::..!. 1:::!1_~r:::•.r1te lEl sirnbi1:·~iz. LQE r1ód1.1los. fcrrrnadc•s PC•r 
e=:-t:.a rnutar1te. "fi.ia1·1 ·:i-:1:1; rnás riitr-,: .. ::ienc• •=iue lc•s ir1d• .. 1ci1:li:1s po1· 1:-. 
·::sr.:-::"l =: i l ve=:i: re. E'.Et.a ·=apac i dc:1d aurn1:ntada pa1··c\ fijar rii t.1"'ó9enc• 
r .. :,dr :i a d·=:be1·ze a u1·1 aurne1-1t e• e1·1 e1 ATF' c1 equi va 1 e1·1tes red1.~ 1=t•:•re:. 

-:-11.1e :::c•n 1_1t1li:::ad·:•:=: po1· la nit.ro-;i:en¡;lsa, •:1 a 1_11"1a rnej1:1r F·1··:1t.e•=•=iór1 
!--=:=:pi1·=-it•:·1·ia do:: la 1·1it.r•:1·;:renas¡;i d~da P•:11- la ·=ad12t·1a de t.ransr.11:.¡·-f:.•= 
de electrones~ o a ambas cosa~~ El hecho de qi_te la actividad de 
1·1i -t:1··:··~en:;..;!'a a1.~m~r1t.a :=::ólc' e1·1 nódulc•:::: jo:~1v1:=nes, p1 .. 1diera i1·1di 1=a1· la 
r·~rticip~ción de l~ cadena re~pi1~atori~ protegiendo del _ox!geno a 
le:-. nit!·o·;:i~r-1::::-:.::=:a .. ci:im•:• lo ha s1.~qe1·l.d•:1 APF•leby~ e·I: al (19). 
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La cepa CFN0:::1 e1·1 ur·1a rmAt a1·1te aislada •:::!e=:p1.~éE de 
r11u1:.a·~er11.::::-.i· c•:•n Tn~ v e:=. TMP[)...... E::ta rnutar1t.e oa:<Preza 7 veces 
m•:.:::1·1 1:·;;: ·=itr:·c1·1:•m•:• r:• E:1·1 cultivo: er1 medi•:• 1·ic•:1, e:-::¡::.1·-s:s:. cit.r:rc1·omo 
::..': •• t_:_s-:..:::1 e1·1 •::uli:.iv1:rs rn1cr1:1aer•:•fíli·=c1:;, al c1:1r1t.rario d(= la •=epa sil­
ve:=:tt·e.. tiene alt.er-adaz su~ i=·1·•:1piedades de ·=re•=irnie1·1t.o e1·1 vid~ 

libre v ~~• Proliferación dentro de las cél~1las del nódulo. El 
-Fe,·1cd: ir-.. :· de e:té. ·=epa :su-;:¡iet·e ·=11.~e el 1=it.1:11=ri:1rn•:• ~· .1uei;::ia ur1 papel 
tMPortante en la i1~fección de las célt1las d8 la raíz de la 
r=r 1 ant :o.~ 

L2. ·=epa rn1.1t.ani:.•::: CFN0::17 1:.arnbiér1 f•.1é aislada ¡::.eir 
rn1.1-+: a·::1énes is •=-:in Tn;i~ y pre:=eni: :?. t-ir1 fenc,t.ir:oc• TMF'r:i~·, ·=rece i~1.1al 
:iue la ·=epa silves·tre, e~<F·t·esa ·=it.1:••=r-·:•m•:1 a+?;;.!. er1 c1.,1t.ivc•s 
m1•=1-o:t-:1·,:·fíl i·=os, v Et: •:Ji'ferer·-i·=íC:t en bact.er·c1id·= y fija r1ii:.rógenc• 
mé: 1-~pido qt'G la cepa silvestre. 

t-iun ·=1.tandr:• =:e har1 i denti f i 1=adi:• 4 rnr.1t.af'"rf:.es •4tte ci 
di fere111=i a d-=: 12 cer:•a si 1 vest.t·e e>::p1·esar1 ci t. 1: .. =1·orno a+¡.;j~.!. en •=01·1-
di•=i·:•ne~ rni·=i·r:·aer·i:ofíli·=&s ~ una de ellas: e>~J=·t·esa r-iivele: 1je 

·= i i:. 1:•c1··:irn1:1. q re:duc i ·:f•:i: ~ ademé.o: d1: estar seve1· arnent.e a f e•=t.ada en su 
·=~r:-·a•=idad ¡::.ara i:·1··:•liferi?.r· e1·1 las •=élula=: de la plard:.a, rnier1t.1·:i.:: 
·":ltls l =·= ··:11.1e ti er··1i::n i·1i ve 1 es red1.1cidc1s de ci t.:oct·c1mc• I;;~ v a•=t i vid ad 
de 1·J¡:.1I1H c•:.<idas:a se di fer·e1·1·=:í ar1 en baci:-ercii de::. y fi .i ar·. 
i~itr6geno m~~ temprano qtte la cepa silvestre C32>~ 

El f~2t·,.:d:.ipo de est.2\s rnutant.•2:s ind1.~dablerne1·1to.= ir1dlc:?. 
··1'.le s:n !3..:!'- !.§.:=JUíf!.i.D~:1=.:~~t:.!.·dlI!. bv. r-:±·l~.,.!:2i:tli e>::ist.e un::;:~. •=1:•rrelaci1::.1r1 
e1·1tt·e la res:p1r~1.•=ión bao::teri:=tna y 1::.. fi_iaci1!1n sirnl:d1.:•t.i1==i. 1je 

ni-1:: ,-.: .. ::1et·11:•. ·::c:1bernoz q1_1~::.:: la-=: 2ecu9nci as de t•Nt'.4 que co:•nt.iene:n las 
in:::e1··=1c•nes: de l·:•s Tn? y el Mud Lac :::.01·1 di-=:t.ini:::..:=: e1·1 l=.s cuc-.ti-·:· 
rnui:ant.~::: ::.~ni::es rnencior12dc:.s .. 
tas =:ec 1.1enc12s:: n•:is va a 
!::q··~qu l ~1c l ón d~~ l r::1 f2:·<Pt" e-=: i .:::.n 

Por lo qt1e la caracterización de e~­
pe1·rrti t.i 1· comprender- rn:.;~s a foi-1do:1 1 St 

d~2 l1:1s. dist.int.os:. citoc1'"i:1rn•::is ·:ir.1e par-
t.i1=iPi:t1·1 en 1 a ·=ade1·1=. de t ranspot·i:.e de electt·•:W1•2: v st~ F•apel e1·1 1 =i. 
::?. imbii:~•Sl?.. 
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B ._T E I V 

El ·:•b.ietivc· .:::iener5.l del p1·1:1ve1=t•:• eE el ~=:t•Adi1:• a r1ivel 
-::i:r!ét i+=i:- v fi:;:-i.:•11'.!•·=licr.:• de la cade1·1s-. del t.rar1s:r=•eit·te de 
-:: i ect 1··:•n-:::=: ·:iuo:: •:•per· a en fh 1 e~~!dffL!J..:!.!2..?-ª.!.:~Li:.n bv. EtL%.§'2 1:•li e1·1 vi da 
i.1t,¡··: "I ·~j 1_n-:-.n't:::: la sirnt,1i::i=:is, a.s:.í ·=•:·rn•:1 dete1·rnir1at· s1.1 
r·21-ti•=ir·:i.·=1ór! 12r·1 !~. r;:•ri:ite1=1=ii:in 1jel dat-1+:• que -sufr·e. la 1·1it1··:•·;::l.:1·1:..::;a 
:.1 ·=·:·nta•=t·:· c·:•n •2! o:•>: . .í·~er1i:i v ::=:1.i P~1r--el en la •;1ene1·2.ció1·1 de ATF' 
Ps.1·;.. ·::::•:1:::i::e1·1er i2 f1.1ac1ón de 1·1it1·ó·;Jer10. E=:t.e obietivo -.=e Pret..:1·1d 1=: 
lle ... /e1r ::=t ·:::::•t.:0::1 a i::t"&'-/e::; de identif1•=a1·, ~tis:l::-.r v 1=a1-etctet·1z2.r 
.l·:·.:: ·:.::ien•:::.:: ~::::-tr·uct1.H·ali:::::z v ri=:9ulat.01·1 1:•-:: ·je l?.Z enzima:: ·::iuS: .. ;::st.1·1.1·=­
~l1r21~ 12 ~adEt1a del tran:::porte de electrone~. La ectrategia para 
1•:•:11-::i.1· e=:t.•:1 ::: ·:·b1et1v•:1=: h=". sido ¡::.1·in•=ipalrnente el a1zlarnient.1:• \' 
·==-.i·:Ei.•=i:i::'!r1:::;..c1•:'.:•n de rn1.1teinte.s •:¡ue tiener1 afe,=tada la re::::.r-•it·ei.•=icin. 

E 1 eob i e·t: i ve- esr.•ecí 'f i ·=·=· q•-~e p1-~.2t ende: 11 evar· 1=ab•:• este 
tri?.b:t i·:1 .jer·11:1·i:o de ·:::ste PJ"1:•vectc0• es la ca1·a·=teriza•=ión a nivel 
rr. 0:•Jec 1.1l::rs d•'.:! l::'! rntlt:1ción descr·ita par8. l~ cei::ra afectada .:in 12 
s:·:p1·e::::.1·.::'.·n de !·:·~· ci"t.i:i·=i·c·rnc• t:~ y •;;. CFN4:201, m•:=:di:irrte la clc·1·1a1=ió1·1 y 
·==-.r :-.. =t-::1· iza·= i ·=·n •je 1 ·;lene rn1.rf:.ad1:•. Lcis res u 1 t:::1d·:•: q1_1e se •:•bten·::ian .. 
lnd1.1d?.bl•:::rneni:e nc•s d2ré.n !nf•:1t·rnaci•::'.•n que r .. :•s P·:=:t·rnitirá inici::i.r 
l =i. ·=:i.1·~cte1· iz::r.•=i.::·1·1 •:le l•:1s .ji fet·ente: c•:,rnr.··:•ne1·1t.:2. •;:1et"14:t ic•:•s 
1-~~r.· 1:·r12ab1.~= d·2 le\ 2>:r::·1"e:::ión d-= lo:::: cit•:•c1-orn•:•s ir1to::rrnedir::•o¡¡: '2 v 
·;::i_. ~1·1 ::;;._·-~ L-;;9!:Jf.!L~.1~;~-~.hl~H!l bv .. EJ.-1a~5:.2.li. 

1 



2705·:i1 
MATERIAL V METQDOS 

CEPAS Y PLASMIDOS 

En la TABLA rre · er1C~~1·er,'t.~ ah· y 

r.·lé.srn1d•=·~ qi_~e s·e '-~t.i 1·_izat .. i:i1·~ 

CONDICIONES DE CULTIVO : 
~ -.-: . . •' _.- ... 

P2.r:-. el cr-=,=irnierri:.•:i· _de .. _totja·s ce¡::.a:. de· ·R_¿_ 

~-:~~~ :..:·=!~1 1 ·:::',",:t:·' s:(~:',::~~~:l~e g~e~'.!1.~,~ ~\ Te·g~ ~;/(~;::~a~i 2 <;:~;;·=·i~~ 27 ~~ 
P~r~ .;;:.1 ·=1-ia1=irn1eni:c• de E. ·=•:•l i -=~ ·-~~-ó .·-rne¡:iic•·:-LEI. ·-(pi:s=·t.•:•t'"la -d·= 
•::a;::e.ír1a al ! .. u; . ..:~ e:-.~t1·-a•::t.1:1 de- levadi.~ra al i.:1.5;..; y Na~::I al (. o:t.). 
F·a1-:i. lci=: rn-=di·:•::: S•:!·l id1:1: se emr-·le1:!1 ao;:rar al 1. 5:1:. L:..E 1=1:111•=er1t-1-:..•=íór1 
de lo~ e11t1biótico~ en PY fueron las siguie1~tes:- estrEPtomicina~ 

·:::rn :200 µ·;.i.rrnl; e=:pe1=t.i1·1Qmi1=ir·1a~ }3F· 100 ¡1g/rnl; -ácidc,· Nalidí:i.::i•::: 1:•~ 
~!~! 20 µg/ml; ke1~amicinaT Kan 30 µg/rnl~ gentamicina; Gm 1D µg/rnl~ 

r1e•:•ro1c1n:-,~ N.:•:1 60 pg/rnl ~ ·=lc•r:trnfe1·1i1=•:1l, Crn 10-50 µ•;,::i/rnl y 
tetraciclina, Te 0.75-3.ú µg/ml. Les concentraciones de los 
?.ntib1•.:•-i:.1c•:>::: en LE: f1.~é de: T·= 10 µ·:i/rnl.~ Crn 50 1.~g/rnl, Sp 10(1 
µg/m!, Nal 20 µg/ml. Kan 30 µg/ml, Ap 50 µg/ml. La temperat~ra 
d-= cri:::cimi.;:nti:1 r.·~!·2 Fi: .. l§t::!.!::!ffiin1~~ bv. ~.§.§C•l~ fr_~e de ·3cr 0 c y 
·:Jo: :~;·i:c F'a~-=~ ~ c•:1li. Li::is. c1.1lt.ivc1s. er1 rnedi+:• líq1.~i·:k• f1Jer•:•n 
::'{q 1 ta·::?•:i:s a ;:so 1·pm d1A1- ~'{nt.e 16 a :24 hrs y 1 c1 ·.:: cr.~l ti V•:•-:.. ~r1 rned i e~ 
2ól i•:k• f•Ae1·-.:w·1 in•=ubado: hc:u::ta c•bse1··va1·· •=1:1lc11·1ias aislada=: 
•:2r·1·0::.::1rn~.·j=irn-::1·1te ·:1 dí:..s para fí_._ l§..'.:;'1Jdffii~!§.fil:.h!ffi bv.. eh..~~1J y 

d·=: 1·3 ~ .::q·I· hrs p;~ra E~- ~lli~ 

'-~~ cc•11iL1gaciones se hicieron sobre. PY·Eól1do mezclando e:n 
un~ rel 2c1 1:·t·1 de ,~~cept.:.¡~~;;;:/d·:•n:.t,jc,ra:s de 5-.1_0/1. LEl ri1eZ·::la ::;e: 
!··.;:cuP~tN·=· en f·f·::;i:::.c:i4 1 OrnM de~PLJés de i.~r; - rniriirn•::i de !E. hrs. de 
1 r1c 1 • .1t•ac i ·:'.'.•n riar a PC•st.e1· i i:'l-ment.e pl at.ear 1 ª'= d .. i lu•::,i_•:,·r)•:=.::. < adeC1Aada:=:. 
~11 los me.dios select.ivo~" 

':' ·:i·: -.. : -.; ·~ -' .. ,.. . 
CLONACION f•E FRAGMENTOS• fiE DNA EN UN VEHIC:ULC'c:r,.tg!;:~::1._1,L_B8_~--~ _ 

\--, ---..... ' "-..'< '., ... 

F's.1·=-. ello:• ::e digirió Dl'-IA t.c•ted de'1.;,;-C:e~'.a ÓE2° de R. 
J E:~!--!If!J.JJ.:~~~!::!.ID bv., phas~•:1l i y del vehí1::1..il c1, út_i_li'za1:k•- ¡::.BR:32'3'.. •=i:•t1 
l~cc·f.:I. El li·::;i:=trnj .. ;::ntei de le·~· ·fr2t;~rñ"E:r1t.-¡_.:;s e\l_'-Veh~Culp .se real-iz,:, 
ut i 1 iz=·r1·:k• 1.n-1:t r·e.l :::i.c1ór1 de 1 :5 'de ·\/ehí•::1.~li:1 a ,r:•ai=:tJer•:•:r e1··1 1.w1a 
rnezcJ.=: de 1~eacciór1 de 25 p.l ··=i::ir1t.eriisr1do: 2 .. 5 µ! dÉ! AfF' 10 rnM, 2.5 
Pl d·~ t••.lffe1· de li·;:rasa CT1·i2-HC-l pf-17.4 0.5_.M. MgC-1°"' .O. l M,. 
-:l1i:h1•:•thr.:::1tol 0 .. 1 1~1):- 20 t.W1idades' de ligasa 1je T4 .. La rea·=i=iór1 
::::e i1·1c•.1bó ti.:••ja ]Et rici•=he El 14e-c .. 



TRA~jSFORMACION CON F'LAE3MIDOS RECOMEcINANTEE:•: 

P~ra las transformaciones con plésmidos recombinant.es 
•:1bt.e1·11d·:•E .:fo:: la 1=li:11·1a•=ió1·1 fr·a·:;:aner1to: E·=oF:I ( 125) .. ft.ié ut.i J. izada 
i?. cep;i HB101 de E. •=•:1li +=orno 1·-o=:cer:d:.1:wa .. EEt.a c•2pa fr • .ié cre·=ida en 
'51) rnl de LB ha: ... zta alcet.1~ar 1.tr1a dens.idad i:~1pt.iCEl d 1:= O. 6 DO a 6~~0 
1·1rn~ LE~E •=élula=: ft.ie1·•:111 t·eci:ile•=tadas por· cent.r·if1.~qaciór1;.. ::: .. 000 
r~m a 4QC.. lav~das con ~!aCl 10 mi~ y r·est1spendidas en 50 ml de 
buffer de .t1·ans:.f,:i1·rna•=1ó1·1 (75 rnM CaC12:- T1-iE-HCl 5 rnt11 .. ti-1':=1C12 5 ml'I 
PH 7 .. 4), :;:e ir1c•.1bar 1: 1n F·C•r 20 rnin er1 hiele• v ft1erc•n t·esuzper1dida'i!. 

=:o=: r=•:·t"l':;t~li~ron ::~. -70"'C ha::.ta el rnc1rner1t.o ele s:.tf 1.1t.ili::z:a•=ión. Petra la 
"tr~nsf·:•rrn:-.·=i•.:::•n se a.:::ir-eqó 0.5 p9 del [.·~~A e1·1 100 µl de buffer- •je 
t1-ansformac1~·n a 200 111 de células competentes y se dejaron por l 
h·:•t·a i::1·1 1·1iel•:1- 11.;si=·t~és de e:st.e tietnr-•1:1~ se les di•.!1 1.~r1 •=hc•o::i1 .. ~e di:: 
·==--l·:w a 42.:c P-:it- 1 tnit"1, se F·as.ar1:1n a ur1 t.ubi:i 1=.:in :J rnl .;:te LB v so:: 
·:IS":".1ar-i:in e::-:;pres.andc• i=-01- :3 hrs para po::::tet-i•:•rrnente r.ilat.ea1- o_ 1 ml 
o.?.n m~~ciio:i '.::el-=ctivcJ_ ( 123) .. 

PURIFICACION Y ANALISIS VE F'.LASMII)OS RECOMEcINANTES: 

L!:•:; ·p_lá:s~ni.tjc1s·~--r~cc•_fnbir1er~~-es_,_fuercir1 put~ificadc1:_ i=•C!r· ~l 
rné-f:1:11:k· de 1

'. lisis: a1 1:::a1 i1·1a 11 '··< 12::i:t).~ F~ara ;::::1_1 ar1álisis _ fúer.c•r1 
dí ·=te1- i d 1:•s 1=•:1!~,~- -1 S.:~ .. 'e1.:,z i r~a- ,~e~~,-~et~ :C.:fa.-.:~.v-'-':l"é·~ ~-.·t r.-a:grñ.2rri:~;-:.·:( d-e _:,-·~s+;,.:.-i~;='ióí~, 
f 1.1-=1"•:•n sepa1·-adcis p_C:ir 'e.1á.=t.-rófc•1,;.eái s: .. :e1--;-__ •;et,;, . .;,e. as.a·rc'·is•/. ar ·_'1 ;q;1; ·en 
b 1.~ffer T1-i:=:-A,=et.~.tq·~ .. ·~_:_75V Peit.:.> .. •='A=i.t.i-c;~.1-¡·,=¡t~as·~ ·<' 

';.,~· ' ,. ,;::.:-_; "'~ , ... ,/·.!..: .. 
,.: . .. .<:·::·- , ,_. ~>..T: . .-:, ·:>;> /:'..'.::.l .. ··,:·,,>,_, r>'··· - :·'~;~'.~:: ~· 
' . , '.,, ;:;~/ .. ' 

E)ffRACCION DE DMA .TOTAL Y .CONDICIONES' DE' DÚlESTIÓNi 
,.·-.. ·· •' -.':"' 

-~~·:?") 

F·ar- =. 1 ~ •:ib~: ~1-~C_i ór·1 de 1 i;:¡;{A.-!:·~t··=·~-:~ 1 '(;j_~~::::::i·;.ó;¡;._:¿~~-~-~-~>:· .j·;~-~ r:. 
!_o;::~.Hn tng·-~·ª'·r-1.1rn bv., - · b:·h-ase·c. { :t· se t.órn:-.r-ón --('~··5.-.::'fnL·-.:~:re-.'.-;\·w1< .. ,::1~1 It i v•:· 
·=.::..tui-ad•:• cr·i:·=i•:l•:i en py... se ·=··:•le·c·t.5'.t:•=··¡.,: ·1?.s> . .--~=·é'fi~~ia:=:- s::>•:11-
·=enl:1·1f1_1·::ia1::i1:•n.. f1.~erc1r1· láva•:ias •=1:•r1 1 rnl-- dEi:. TE' i:TY:i-~: 5'o-rn·t~1~ Ef.•TA 
.2:(1 mlTI r:+1 :=:: .. (1) v ,~ .. ;:::;:r_.1::r:·er1d1das en OM 4 rnl de TE..- La~ Cél"i_~-ias f•-~e1·i:w1 
liEada~ al agregar 50 µl de SDS al !O% v._i_úO µ!·: de :pronasa 5 
íi19\rnl al ·=i?<t•·=· de 1- -1-i.:;ra· de fr1c·u1:;~·=i1!1f1 a-- :)7~-i:>,------el - r:r:s'á·,:r.:. --set f.as~, 
tr·-=s 'h2·=e=: r--•:q·· ur1a ie1·ir1•:ie. para rsdt1cir la visccisidad v fue 
e:=·:t1·::-.íd·:· :~ v-:•=·== ·=1:·1·1 fe1·1al-1=li:i1··:1forrnr:•-is1:1arnil11=c• (24·-24-1) e•:¡r_~i-

=·-= ri1~'2.::lF'·!·t·.!· :i.qr.;;9c..1·1do N::tCl 5 M 1~,a~t.a al·=c-.nzar ur·1a •=•:1r11=er1t.1-acié+1·1 
fi~al de 0~~5 ~l v :105 volr_1menes de etanol absolr.1ta: la mezcla an-
i:-::1· i 01· :se i 1~1cut:. 1~· ::. -20:. C V r:-·c1 st.e1· i •:•rrne1·1'1: 12 se ·=ent.r i fu9ó e1~, 
mic1Moft1.:::ici. p1:1r 5 rni1··1, la r-•ast.il.la f1 .. ~e lavada :2 ve•=es cor1 et.an1:1l :,:.,_! 
7(t ~,;., =:e·=ads :11 va•=:i.1:1 y se r·e:;1J:::pendió en a•;:it~a e·Etér·il .. F'a1·a la 
d2·-;1i::.:~tiót"1 del 111'1(.' ·se usó l~. e1·1zirna re.:¡ur:r-ida a Ul"1a '=•:it·1·=er1tración 
:=i.r-r·o:·< i rnada de 4U/ 11·;1 de [•NA y 19 t·ea•=ci •:'.:·1·1 se d•:..ió t.oda 1 =-. 1·-1 1:·,=he a 
·:17:.i:· er1 le"=· b1 .. 1fferi:= ~si:.andci.t" p¡:,fa cada er1zirn~ <Arner2hci.rn) (12:3) • 

. -. 
"'-



HIDRIDACION DE SECUENCIAS DE DNA CON DETECTORES ESPECIFICOS: 

Para llevar a cabo lo~ experimentos de hibridización de 
~·=i 1::k·2 n1Acléic•:•s~ lo~ fra·~rn,.::r·1i:.•:1s. de DI'!("' de l•:•s plé.:rni·:k·s~ :::.-:-i 

c·:•mo •je las d1-::i~~:::::t.io1·1es de [ 1NA tot.al ~ se :=:eparat·i:ir-1 rnediar1t.e 
els:-:•=tr•:•fore:::i~ ~~n qele:: de a·;:1::11··:•sc( :tl 1 .. O :-:: e:i-1 Buff•:w Tr-is 
="··=ef:.ati:•::; v t1·-:::w1sf-=:rido:1 a rnembrclnas de nitro1=el1.~l1:1::a de :1=ue1·d1:1 :t 

11:• 1·o:r.··:>1-t ao:k• r·.:01- ~:.outhern ( 124).. L•:;z i=·lésrnidi:1s uti 1 izad•:•::. •=1:1rni:• 
,j .. ::ti:.ct•:11·o=::·:::: de 1·1it:q·idiz:tc1ó1·1 f'1.~e1·on rnar•=:=i.di:ir 1·adfa,=t ivamer1t.e 1=·:·1·1 
(:1.2P'.iCT1-=· ~i·~1.1iendo el rnétock• de 11 ni 1=k t.ranslat.i1:1n 11 (Ri9t•v et al 
!'?77.• ,:::_, r:o•:•t· 11 Mul"t1s=<1·irni:: f:il\IA l~bellino;;:i 11 <c•:ir1f•:1rrne i1·1~t.rucci•:1nes 

d-::l f~b1·i·=at·1t:e). ?.·~r~::qér1dolc1s a las rnezcl:E\ de hibt·idiza•=i·~•r1 ,de 10 
... 10·-~.:. cr:·rn r-0:11· ·::iel~ La hibt·idizaciór1 :::e llev.:O a '=ab•:• de '12·a 24 
h1·:: ?. ·=·:·1·,d1•=i·:'l··r~s e:zi:1·i·=t.az a t.:.5¡;C: y 11:is filtr•:•s fLlerc•r1 la\/a1:lo:1s 
de la z::i·;it.1ie1·1te rnat·i:1·an: 2:::: üS;C y OM 1 :1~ ·de SI:tS a 55°C, y e1·1 •:•tri:•s: 
cazos a 4)( SSC \' 0.1 X de SDS dependiendo de la seve1~idad 
ri:queri•jB e1·1 los lavad1:•s :se·;:.11.·~r1 ~'='·.t~~i:=;•:11-.t.ad•:i. r:"i:•r -G'!uirit.•:! et. al 
< 1::•::-t>.. La:: autort'"ad1•:1grclf le.s f1.lerc•t"l;·.e:l(J:o1.1est.as. a. -70.ºC·.,=on. ¡::•lacas 
i 1·1-t:.e1·1s l f l CE-.d•:•I" :..;::: al t. i etnpo r1e•=esa1·ºi •:i- e para- .det~e,=t.ar~::- __ :l S;. 

h ib1·· id i ze.i::i·~·n. 

HIBRir~CION CON OLIGONUCLEOTIDOS: 

Se ut.i 1 izclr•:1r--1 1 O prnc1les de -=~'\da 1.w·11:• de l•:•s 
o:ilio;or1ucle1:•t1·:k1::: para su rnar•=a_ie 1··adi1:1a•=i:.iv•:•. So: ut.ilizar.:11·1 75 ~ 
15(1 1-1Ci de 9:=irnma ATF'-~-;;:-p, 10 uriidade$ de r:11:1lir11.fcleóti1jc1 
·=in2:::a (!•li:l'J Eriql::i.nd E:i•:•lati:=~ Elo:arve1-1v MA~ USf:l) et'"1 cada r1aac1=ión 
de 21) 111 (123). La marca no inco1·porada se separó por medio de 
1.n-1c-. colurrw12. de :~:oo 111 de Bio-(~el P::to~ c•:•r1t.e1·1i•:k' er1-·ur1· Er=·pet·1dc11·f, 
1.d:i.li=~11·11j·:· una ·=entt-1f1_1•.::ia clínica (12:3). Se c1.1ar1t.ificó la 
1-:; .. .:lic1::\ctividad en 1.1n ·= 1: 1nt.adi:q- •=er1telleo: Ls-. =•=t-iVidad específi1=.:t· 
•?::=.:i:1~1vo o:::n 21 rc1n·=:io do: !O~· a 10., CF;M/p.g. 

El filtro de Hyl:11:w1d ftle i:-orehib1·idad1:• dt~ra'nt..e 2· hi:•r-=:t:=; ·a 
f.r5·-·c cc•n una ::c•luc1ór1 de 6~:: NET, I)er1hardt. _5~< 0' ... 05:,;---de·-- !~DS.. 1 o:.~ 
de :=.t.rl fat. 1: 1 de •:le>::i:Té.n y o. 1 ro·::;/rnl de DNA de __ t.iro-.:;_, .je ·tert1e1-as L:i 
:=:1:•l 1_,1=ión de hibrida•=ión- 'fue- ·ra---ro-rsrña- --qüe·- se~·. Ut.j-l~ízct~-~ -et"1 la 
Pt"Eh1bt•idació1·1... e::<•=ei=.t:.•:i p1:1r el ['•NA de t.iÍ01~ ae t.er-r1erwa. L:t 
hit:1·Mida1=i·~.¡-1 ~c.. lleve• a cabr:1 ccw·1 0.5-1 :::: !(l''L CF'M del 
.:1l1-=1•:·1·1•.1clei.:~·tidi::i rnarc=-.dc' P•:•r .carril. ·L-a t.emPet~at.1.~rá ·de hibtMidació1·1 
f 1.i~ ·~en 121·alrnente de 4:.2'?C dú1"ci.nti::: 20 hc•1~as. El le.vade• d·~ le•= 
fi t 1·.:1~ se 11 .. ~'..1 •:• a ·=·=1b•:1 er1 ,1.~r1a ·s,:.1i_~1=i6ri -de SSC ,;:.;::;· hast.a 2>:: a t.em··· 
r-·'2r 2lt.1_11" a d·~ 6::~·::·c.. F'1:1ster-- i c•rrriet1t.e'· 1 c•s f i tr1:1s fuer•:•ri e>~P'-le::t.•:•s 
P:i.r·a •:•t·ter1e1· ut·1a a1.~t.c,t-radi.ó·::i1;afía. <1:?3> .. 



ENZIMAS E ISOTOPOS : 

Ls-.E er1d•:•1·-11.1•=leasas de r4=st.1·· i·=,=i•!•r1~ 1 i·:;iasa de T4 v fc1:.:.-
fat.~::~ al1=:=..l iria de inl:est11·1c• de 1=ar~r1erc~.. __ f1.Aer•:•1·1 +:•bt.er1id?.= de 
-::~iolab=: (f_l .. ·3 .. A.) y ·11:1s i5C.t.cipc1s· -~'=L··.i:·bt.1.1vier1:1r1 de Arne:r:.:harn,,Ci:i .. 
uti 1 iz:a•j•:•s cc:w1fc11-rfle indi1=a 1=i·:•ne:- del fabr íc=-.ht.e ( 123) .. 

TRANSFERENCIA DE PLAéMIDOS POR CONJUGACION : 

L~. J.jbrer.i::\ •':fenC'.rni•::a :=:.e ci.:ir1E.t.r1.1Vó ,~ partfl" de [•NA t.cit.al 
·:i-s 12. b::.-=i::E=;r·i::\ F:;:. ~3_!.1min 12.E_~..::.!::lfll bv~ ebe.seic1li •=ep:.._.CFN42-, P:;i.r·.­
·:::talr:io:nte ·:11.::zeri·:!o 1::i:in lZ1. r11.1•=leasa E1=c1 ·_r.:r... Se· 'cl•:•r1é• i:r ... ,·_::-e! 
r-1;..:::rn1dc· r.-·:-UF'.205 el ·='-~al 11-:va 1•:•$ ;;;;e 0:_un1::wi"b:·;:. ~- ~· . r~ób .(-12:i>, 
~·r=:=:~rv?r1i::k·:=:e 1~n ~. ci:ili I< (:_:02. El banc•:• g-a1·1órni•=c1 <F~l?.Smi•:k•s: 
r.: 1:·n) ~·'2 c-:•n i'.V~H=• i~di ~:;~d~:~a!rner1te <er1 p;..r-1::l ... 1e) · cc·1·1 el r:•l_~:arnidc• 
Ei\."1.l(j:td·:•r r:ol·~C-:206., (éste plé.:5rnid1:1 ¡:'·•:+1·t.a e1 ~e·;irnent.•:• m·=·b-.. P.:,-r:·:-:('-
·:::P.1-= ., r.:>1··e~1.1m i b l eme1·1t.e 1·ec·:•mb i 1··1a c1:w·1 e 1 r-· 1 ésrn i i::l1:1 ¡::.Cr1, fi:·t~rna1~~1-dc1. 1.ú-1 
·=·=· i 1·1t.~·;:ir E"1·:k·.1 v pc·~ti:r i 1:11-rnent.e ·se si::l i:•=•=i ~:ir-1a1··:ir1 t.rei.r1sc•:1i) _i_1_~·=1a1~;t.::.S: 
p(:-01·t::-_d·:·1·a2. d~:2l c•:1int•'.:!";lt·ad·:1 (pC1"'1::r-rNC201..:.J .. p1:1r el criteri•:• de 
·=1·0::·=1m1·=w1t•:· er1 ?.!·1tibi1:0t.icos. rnar•=adorEs- a la ·=i:•ncer1tra•=ión fir1::1l 
z .. :=:t.:1~lc:1de. S:n ~:·~/rnl .. : T•::,. 10, !<rn.·JO:. ·~..;rn .. 100 ... ,.. Nal.10. !3e ut.ilizó el 
r:-l::~:=rnid•:• ~-1·~i:20....:.. va que é::::te i:==: ·=ai:•a:::: d~ r•:Pl1ca1·se er1 r;~J-iizi:•biuro .. 
~ d1fers11c1a del Pl~smido PSUP205. que no lo hace. Las tran~con-
11.!·~a1-,t1::s: ~··:1 !·t:-.dc·r·ai.:::: del c•:•int.e91·ad•:1 p~:IJF'205: =F·NC206 sele•=1=ior1ad2s 
_ _ ·=¡·· 1.1z:-.r·:•n ·=·:i¡-, f~~- !_.;:.fil!:Jfili.!J.91L~.J-u1n bv.. r:Ji2.s•2•:•li cepa CFN420 ! y 
r.·•:·=:1:-::1·1cii-rn•=:nt~ ze =1:lecci1::ina1·.:,¡--¡ t1·ei.1·1::::co1·ij1A•;"JE1nte:: di;: H" 
l_':§~"i:l~!J:.'l:t:.!::.:;:.!..?_~!_!~!.-.!ffl. bv.. E:tt~~lt r:•1:1ri:.;i.di:11··~.a d~l ·=1::ii1·1t.:·:;,1·c~d·:1 
1.CFl·!4.2t)i\pCn: :Pl'-IC.:20.;-.; .. p1:or el c1·it.erio de •=re·=irnier1t.•:• -=n 
2ntib1óticos. v Posterioment.e sa les determinó Etl complern~ntac16n 

r•?.r:-. -::1 f•:neii: ir-o:· TMF'D+ rni:-~diani:.e la técr11ca des•::1-1ta c::12). 

DETERMINACION DE LA NODULACION Y DE LA FIJACION DE NITROGENO: 

L2:=- t.1-::\1·1~c4:·1·1ju9c~nt..;:~ de F:. le·~::l.rniJ..:!.f~_.::.rt!.LQ. b\/. ¡::l-1a_::::ei: . .lj._ 
·=-=r·a e r:·1·~4.20 1 '. r-Cn: : I'=" Ne;: o,_:. •=iue re·=uper a1··:·1·1 el fer1ot. i P•:• Tl1PL 1 ... 

f 1.10::1·.::-1·i i1-1·:·c 1~~l:?.dE-.:;; er1 1·2.i•=es: de E-!.. Y.2::!.lSlfül"is-. p::ira i=·ri:1b21· q1A·~ 

f:.1-:=!·-·:·n °:::;.r:·a•=e:::: do::: inducir la fc11·rna1=iór1 c!e nc .. :Jt1l·:•s v fijeo.r 
t~1i·t1·.:1 ·:.::i.;:;n•:•. Í'Cd-a ·to:ida:;; 1?.S de"t.e1·rnina·=i.:ine:;: de f.í_ia•=1i:~~1n •:!-= 
1·-t1t1··,::.q ... ::::no Sfa in1:11::1.~la1.-c•n :semilla-=: q":=rrnj.r1c~das de fr-1 j+:•l •=v 11 N•3·:it··:1 
J :-.m:tr:ia lt o::•:·n i a=: di st i nt a: ·=i::r=·r1s de E~ l§:_:¡:lurn í 1·!2.§.fil:~J!-n bv ~ 
r·!J.~-;'.~.::;'.ll. Laz siemi 11 ::-.s se l ~ve.rc•n c1:,n ag1Ja y se ester i 1 i z:..r1:·1·1 
::;1_1pe1·f1·=i:o.lrrii::! .. 1ts. ::1.une1··;::i1ét"1d1:•las 10 mi1·1 ~::n una si:il1_~·=ió1·1 de 
!"1:?.r::··:·cl.:·rit.c· •::1•2 ~·=·d1•:• i:1l 20 ;~ v laVt::tni:ti:i ve.t-iGtS ve•=es. c•:1n a·:;11_1a 
e2i:ér1l .. Hni:-::=: i:le :::e1· inc•c1.~ladas, las sernill::: ... s fue1· 1:•n r.<1·i:·::i•:1·-
m::.r~:..~·jas ::.. :0J 11 C -e1··· la ,i:4bs1=1_11.-idE"o1.d p1:1r t.i--es días... La semilla-=:. a:a.i 
·;:ie1·rn1n~d:i:::: "fue1-c01·1 t.1-a1Y5ferida'.E: a rna•=i:::t:=i.:::: ci:•n 
¡-:·:--ev1am•:::nl:e es:.tet·ili:::::ada ~::: ir1medictt.aroer1te 
in•: .. =1.1l:o.c1ón .=:-·= hi:.::•:1 de la .=:i·~i..rient.•= rnaner-~r 

4 

verrn i c1_1 lita 
inc•culadct:=. 

h1:une·j:, 
L:t 

l::i.s bacteria::: 



·::ent1·1fu·;;i::i.1·or1 v l;;o.v::11·01·1 c•:11·1 Jri·:::i~;o.,,~ :LO rnM. A •::i:int.in1.1a1=ic:•r1 ;:::;-= 
1·e::::r.1~r.···=ndi-:1··:ir1 ~n 1::.. rn1srnc-. ~·=•l'Ación, e ir11:1·='-~lar1:ir1 e1·1 1.~r1 v1:1l1:.1rn-=:r1 
.. ::li.=.:ci·et.·:• ( 1 ml de c1.11t.ivc1 por r-·le1nt.c: ... ). La:;:: plantas •=re•=ida:; -=::1·1 
rit::i.·=~i:~.==· PoE:rman.:::cie:r1:•n ·=r1 el inve1·1·1ader•:i .a n•:• más de ·::o~c.. Las: 
r.:· 1 ~1-1t a~. d1~! i nver1-!?.der1:1 se 1·egclr':•r1 deis. ve1=ias PC•r ::::.ernarra •=i:•r1 1 OOrnl 
•:ts é:1·~'A~ -::::s-f::.é1· i l v 1.11-ia vez ¡::.01· =:.erna1·1a •::ein e 1 rni s:rn•:• v•:• 11:,mer, di: 
2•:·lt1ció1·1 ::.:a-.1 ina. 

r-·i~~-i::,:·:im~dt=o.rn•::r1te 2'5 dí.~.::: de~ptfe:s d•=: ::::er ini:11=1.1lada=:. lai:z 
ro=-..cet?.s, =:e co~e·::ha1·01·1 la:: pla1·1t.=-..:::. La et•=t.ivi•jad ·:fe lc:1 
1·11+.:ri:i•;:ii:::!n2'-:::E1 fué i:letet·roinada l="::•t· la reduc•=ión de ac.:tileno a 
e·l:1l.:.1·1·:1 e1·¡ 1 1:1~ 1·,,:.d1.1l 1:•~ adhe1·id·:•:: a las r·aí•=ez •:1·= l~ts r:ol::l1·1tc:!S .:::. 
:!~r::ara•:ta~ .je S:llets ,. Las ra.i'.i::es •=• 11:•: n1:!11:!ulc1s se i::i:.11··taron y 
f1_1er1:·1·1 i1·1t1·•:1du1=idc•:::: e1·1 f1-~.scc•::: de 15rnl •=01·1 t::ir-·•.:1r1 de ht~le; :::e les 
1·~ti1··ó 1..11·1 \'ol•.11n1:::1·1 de l rnl 1je r::-1.ire e l1""1rnediat.arni:r1te :e !.:s 
i1·1vect.;:. 1.11·1 vc1l1.1rnen iqu=-.l de de ::t•=etili:ini:·~ estos•:: in•=•-~!::11:!1 1 J·11·. =· 
~-3RPe1-~tll!Ma amb1e1~te y Ee t.omaron OA25 ml de la mezcla de qase~ 
·ji::l fr::l:;;:..:1:•. La r-.,t-oduc·=ió1je etilen1:1 se det1:H-rni1·11~· F":w •=rornatosir·::.fí::-. 
do;: •;:1r.:1::::•:::::::. ~.~ ... a c::o.lc1.1li:".1 el r-oi::si::i s.e•=o d·= le•':.· n•!•d1.~lo=: v 'E.e reletcic1rió 
·=·:·1·1 l:=-. r=-t··=··:f1.1c·=i·~·r1 de et 1 len•:• ¡::.1·oducido. 

RECUPERACION DE BACTERIAS DE LOS NODULOS : 

L1:1=: 1·1ódu l •:•::: f1 •. 10:::.r•:1n es.t.e1· i 1 i::::adc1s =.upe1· f i ·= 1 al rne1·1t.~ c1:11·, 
h l r-·•:•i=l·:·t-1 t·:' dia: ::::i:o.jf •:• a 1 20 ~,; p1:1r esr:-ac i C• d1~ 1 (1 rn in.. . a 
·=i:onti1·1t.1:=-.1=i 1: 1n =:e lava1·or1 •=•=•n a·a1.~a •::=:té:1·il y si: t1·itur:i.r1:•r1~ 
::~ .. ji·=i 1:•1··1and•:•:::.ia 100 1-11 de ·=ald•:1 de ci.tlt.ivo es~:ét·il e ii--1rn•adiata.rnei--1t.: 
=:.::. :.srnb1-.:i ié.:..t.e 1 i.:i1.~1·jc• er1 rnedii:• PY (a·~ar) sin ant.ibi,:•t i•=o::::... Una 
v~z crecida$ las colonia:= purifica1~on y se ~eleccionaron por Slt 

·=re.•=imier1t.c:1 en ant.ibió-1::.i·=·::i::: rnar1=ad•:1r--es .. 

VISUALIZACION DEL PERFIL PLASMIDICO 

La '.•i;::1..1ali:z:a 1=ión de li:1s ·pla~rn.ido.::: preE':E!r1t.e::.::. ·e_i_:1 ___ -l_-ª.~-_ 
diat.1nt.?.s -=~r.raa de- Ji!_ le:ci1.trnit·1c•Sarüm C1v-~---~-- p~~¡a-.::.e~:.-1-f. .·"- :e,:1_r~'/ó ::. 
·==ibo rn.; 0j l =1r1t e 1 a t.é·=t·ti '=ª des•=i- i t.a.' P'.:.,- Eckh=ir~:lt. ( 1:2tf-)~·-

[>ETERMil\JACION DE PROTEINA : /{~ ._· •.. ··:·· - . ;;; ¡{:; .•r 
·,-,),<:·.··>·-:'. <,. 

·::;e •.1t.ilizó el rnéto:odá de Lc·i·ii-.-<·· et'.· aY;•' ··<.l·:i5L>·· rnód1f1·=ado 
P•:.¡- r·12rk\··1ell. s-t al ... (19:~:1). er;: r:·t--eSSit1_¿í,a,:di;;_':_Sbs~:,:_:.r.:.a·,-:a-<eái~n1r1á1· >:!l 
·=fect•:1 de l•:•s f1:•s:fi:dípi.::k:·~· F·a·ra··.13-: 0~l!!~~'/~:·'f•i=ttré-.n-,~~ ',·i..~t:i·lfzó al­
burn1n::.. t:-o·,..11·1:::1~ 



ENSAYOS ENZIMATICOS : 

L~ actividad de la ox1dasa del 
r: .. :.i ::i1·0·:;11"~fi•=21ment.o:: ·-~-f:: i l izarid•:1 un ele.1=t.r-1:11:li:i de •:1>~igenc• ::i.•=oPlEl.d•:• 2i 

t1n 9ra'ficE1dc.r a L·:i:=:. ~1-1:=:avc1s er1zimé.i:.icc•S se real izarcir1 de a•=uercl•:1 a 
lci de5•=rit•:1 r:":ir· L:tn·::i~ e-f:. e.l .. C131) .. En ur1at cámara teroi=ierada a 
::( 1 •'!'."~: r::":"- un f:.9;'.=;•:• cit·c1.1J.ante v con a·~1tación ·=cin+.:.1.nua PC•t"" b21rra 
rn;i,.;:¡nét ic:\. L:;. 1=:1rn:.-.1·:t ·=·:·nt.e.r1ía en t•:ujc•s le•=: ·==-.:=:·:·:; la .=:iquie.r1t 1: 
me=•=l2 d·~ ·::!!n~av•:•: O. 75 rnl d•= btrffet· de f•:•:=:fato •:le p 1:•i:95.i•:1 (f .. 1 M 
¡.-·l·i 7~4~ o.a;:. al lfr;::¡ de proteína \1 a•;iua de-.5i::il:::11j?, hast=-i t~n \"':1 l•.'1rner1 
d~ J rnl .. L1=1. mi::z·=l::t d·-~ ensavo ::e prein1=ut:1i:~1 d1.11·-21nt.e 2 rnin. P2tt""a 

~=::·t:~bi~:::·=et· la ba'S~il ant.e:::: d12l i1·ri1=io de la rE::e1c•=ii::~·n p1:1r li:!. 
a•jtc1•.:·n d12l ::us.f::t·ati:•. La a•jición d•::::.l NADH fué e1··1 sr:•luciót"1 a•=uosi:o. 
:, •=•:•1v·:-==.ni: 1- ación f i 1·1::-t l de O. 5 rnfT"f. 

La~ ~c~-ividades de o:,ida=a Ee e>,presan como nanoátomps de 
·=·:·:í·;::1E:1·1·:1 c•:·r·1:;;•.1rnido::: p1:01- rni1·11.1t.•:• p1:1r rn·;:I de prote:í.1·1a. 102 valc•res =.e 
c·:·rri-::~11et·c.¡··1 -:n a·71uell•:1s ca::::os:. •2r1 el ·=iue se preser1t.éi auto­
·:i::id2·=1·.:·t·1 de 1:: ro-=:=·=.12 ele l•:·s s1..1st.rai:os (as•=orbat.1:1 + TMF'Vi. 

INHIBIDORES I•EL TF:ANSPORTE DE ELECTRONES : 

El ·=fecto d12l inhibidor del t.ra1·1sr=o•:•rt.e de ele.•=tr··:·r·ie~ 
ani: imi·=11·1a =>:1b1-e le. o>::idasa d~l NADH f1.1é e:~~c:trninetdo ::.,291.~ri Fe! i::-::~ 
.;;tal.(132). 



TABLA # 1 Cepas ba•=teriat1as y Plésrnidc•s 

F'lásrnidc•s y 
,=•!1~rn i dc•s 

¡.:-•SUF'205 

p'31JP5011 

r-·C59 v pC::::l 

CFl'l4:;:: 

O: Fl\!20:• 01 

CFJ··J4201 

caracter i s.t.ic:as 
relevantes 

Crn 1
- T•= .... Ar:o•-

F1-a·;:iment•:•s .je f•NA de la 
cepa CFN42 clonados en pSUP205~ 

P ! a::::rn i d1:•s ·::¡1..1e c.:,rnp 1 erner1t.ar1 el 
'fen•:d: i p1:1 TMF'D... de 1 a '=epa 
CFl'-14201. 

Ft' c-.·;irnent.•:• de :~:. 7 Kb 
·= 1 ':•neldo en pE!F:::129. 

F1·ei.9rneni:.c:1 de :3 l<b 
·= l 1:•nad•:1 ~1·1 r.•SUP205. 

Frc:lgrn~r1i:o d1:: 4 l<b 
el 1:11·1adi:1 et·1 pS;UP202. 

Rif~ derivada de la cepa 
CFl'J42 ~k .. :J·•· Fi:<:.'er1.fr_iic•l. 

C.Fi'l42 p42é. r.·42d-:· 
Ri f..-. 

:;:.F· ..... "·:11 

CE2::: ·~_1;1~ .. ::'.:!;~_;;.:~, ,;'.., 

m"ºº, /cC5~·.c~;&{~~~!!E{~~~m~~· 
CFl•!420~1JPC:~: L- 1::i:'~í421ii ;;6in"plernent:ada 

f.:;"ar.a-: 9'1\ "fe¡.~,·1:d:"iF1ét TMPD' .. 
·,:::.:,,·¡\:·is: i· :: ;=·~;"Sícl'i .:;t•:i pC::i _1 .. 

7 

(122) 

(122) 

(134) 

Este traba .i C• 

Este trabad e• 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este t.raba.ic• 

(127) 

(128) 

(32) 

Est.e t.rabajc• 

Est.e t..rabajc• 



C F/'-l4:2.'r.·Cit~F:2 

CFN42/r.·GlrJR:3· 

1;;f•II902::1 
\pCIATt3':19El) 

HE<! O l 

CFN420 1 •=•:1mP 1 eme1~1t ~d ;.. 
para el f~notipo TMPr1~ 

COt1 el Plésmido pGMR2 

CFN4201 •=•:,rr.r-il•2r11ent.a•j::t 
P•r• el fenotipo TMPD• 
con el ~la~mido pGMR3 ~ 

1:;:ifl' c1_1ra+:la de l·:1s plásrnidc1s 
PAt v pTi derivada de ~- · 
cepa C5:~: 

Ver·iv:;lda de GMI~o2:3---cc•r1·-= --·el-= 
P'~'irn de CIAT 8:·=: f:i fr • 

F- [:¡sd2_, hsdM,, _;¡;¡ .. :;;; thi ,' sfü., 
lE~-~c: ~ r~~.a:.;.-.. --·§m.: .. ~--- :__._ --

Este tr abed o 

Este trabaje• 

( 1:29) 

< 1:rn > 

<i25) 



RESl_IL TAr•C•S 

C'LONACIIJN ['E LA -:•ECUENC:IA DE DNA GlUE CONTIENE AL 
DE LA CEPA CFN4201. 

21 (15•;.1 

Come· '.·::e de~-cribi•:!' previa.rne1"'1t.e, la '.:e1=•et ,_·._ rnutar1t.e 
CFN-4;~01 ~ d•2 13_.. .1ª:=.!!_.!~11in:;~_ª1:.!:!f.D- bv •. --"pháseól:i_. :·p1·e~e1)t.a 1·tiveleE 
baj•:•:: d~:= li:is 1=it.1:1c1·•:•rnc•s. !=..!. ·v 1:;;,. v alt.c•s t:i1¡¡¡(-·c:it.i:1ct-.c;rnc1S ~~ v Q., y 
~,=·r:ivid=.d~s: 1·e~pi1·at.•:•r1as ba.ias:, ·además de ·~,=r ·inl::ar--az 1:le fijc11· 
1··11tt·,:,qer11:1 21.trn·:1:=:.fét·ic•:1 (:3:2) . E.st.a C'=!Pa. ·t.21rnbiér1 ril•:•st.ró pc1seer ur1Ct. 
2·=-i:: i'..-i•j:::1•:I •:le l·ü~r·H •:•:=~:ida;=:,a p~:i·=•=• ·=::ens:i.ble a la ant-imicina ('=tue 
::i,=t 1:1~. ·=: 1:1ti1·e el •=·:1rnple.Jr:1--·!=1/1:: 1 > er1 relaciór1 C1:•r1 la cepa s:.1lvest.re .. 
f 1 qi.w !?. :1 .. 

Con el Propó~ito de analizar el qene responsable de 
-=::::::t.e fi:•n 1:1ti¡:.o, se de•=idic1 cl1:•r1ar el fra·~rnent•:• de ['•l\IA que c1:1nt ie1·1e 
i?.. rn1.1ta·=i6n ir1du•=ida pcir la ins:.erciéir-1 del t.t-:i.nsp•:•'.::on Tr1t;:~M F'ara 
.;:f.;:cti.1:1.1- l& clc11·1a1=i·:·1·1 -se di·:::ii1-i•!1 el [•NA de la 1=epa CFN420.l •=on 
E•=c1Fi:I .. v se li9ó al pBF::32'~ ¡::·1·eviarnent.e di·::¡erido ·=,=·n E·=c•F:I. 

La rnez·=la de li·:tasa ft~e ,_,t.ilizadc:"' para t.1·ans::fc1t·rna1· 
r.::é 11.1 l á~- •=1'.::imr:iet.e1··1t.e-.:: de 1 a '=er:-a H810 1- ds E~ ~;:'-1.i,.. La se: 1 e ce i ón 
de l·:i= 1·e1=•:1rnbina1·rt.es f1.~e he1=~-ia scibre rned11:1 solidi:i LE! ·=cii-1 :Hn-· 
Pi•=i l ir1a v ka1·1arni.1=ina. Se cibt1..~vierc•r1 9 t.ransforrnant.es kanarni•=inc1 

Se Pltrificaron los plá~midos de las 9 transformantes~ 
v ::1.1b5ecu•:::nternente fu 1:1·,:ir1 di•;:1e1·id•:•s 1=c•r1 Ec1:1F\I, pa1·a 1 ibe1·a1· el 
fragmento pa5ajero más el vector. Los 9 plásmidos tenían 3 v 
1-1;;..sta 4 f1·2·;::1ment•:•s Ecc1 ~:I (1jati::1E r11:1 ro•:•st.1·adi::i-s)" F'1:ir lQ que. ~i: 

1::,1-·:1ced i1:1 ~ 1·ea .l i za1·· 1.1r1a ::.1_1bcli:inaciór1 '-~ti l izando el plei.srnid•:i •=on 
el rne1·10:::: n1.·1me1·0 de f1·:i.·;::irnerrt .• :1s. 

El Pl~=::m2d-::1 r-e~1_1lt.:i.n-f::e se dor:ni:1rnini:~' PGMR1. Est.e 
pla~mick1 c.:1nt.1ene ·.:l•:•nad..:i u1-1 ft~a·;zrnent,ci E1=c•RI de :~:.. 7 ~=':b~ ·:)_~<P __ 
de e:=1:S! f1·B..;irnento cot·1·-esp 1:w1ch=r1 ~~1 DMA de F~. !~rnin1:,e-arurn bv. 
F:.:J.1~.:...~·~g_J._j .. la:: rest.ant.es 5. 7 kb ci:1t·1-e:::r.:11:11·1dén al Tn2. Pcir lo q1_~,= 
f"::l f1-·c.:-.qrn~n1:0 Ec•:•G'.I -:::.i l'1e:::t.re e'.: d1~ :·3 ~<b. 
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FIGURA 3 

MUESTRA EL EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA ANTIMICINA 
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA NADH OXIDASA DE LAS CEPAS CE2 Y CFN4201. 
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HIBRIDACIONES EN DNAs TOTALES DE LAS CEPAS SILVESTRE Y MUTANTE 
UTILIZANDO COMO DETECTORES A LOS PLASMIDOS PBMR1 Y pSUP5D11. 

La Fi~l,,-~ 4 muestr·a -lo~ resultados obt~nidos deEPltéE de 
1·~al1Zi:IS hib1·1da·=ic•r1es de l·:is r)t-JA:: i:.r.:d:ale.s di·:ier1do:1s.. c•:ir1 Ec:c1RI de: 
i :?.~ ·=e:r·::..::: CE2 ''f° CFl'.14201 ,_,ti 1 i z=.r1di:1 corn•:• dete·=t·:ire::: ::. l·:•:::: 
r-:-l~:::rn1dr:.:.: r=-C1/•!F:l v r:•SUF'':i011 (pl~srnidi:1 •":JUe ci:1rit.ier1e. al trar1sr-:•c1::.on 
11·1~!. 

Utilizando como detector al p!ésmido pGMR1. se observa 
1 :- ,:.1·e~~nci s d~ d•:•S banda:=; de hib1· ida 1=i·~·ri a 4 v ::;:. 7 kt1 en el DNA 
:;i-:1·,·:·rn i ·::·:• d~:= l 2. ·=.:i=-~. rn1.rt.ante CFl'l4201. LEt señ~-t l de h i t:w i dac i ·~·n a 
:;::L 7 l·.b fr.1é el ~~=:r-·e1·c=td1:. e1·1 esta ·=epa,, d::1d•:• •::¡1...1e •:le ar1t.ernan.:1 ~·2 
·=·:11·1·: .. =.ia ;:.u 'f:.;..rncu-.. =;,:,~ el fr·a·"=trnent..i:1 tl•:triadc1 el p1:,:¡MF:1 es de un t.arnai'.=;·:• 
1·=nA:-.i. -:.in -::rnb2r9o:r, 
rrr;..~ .• 2. 4 l:.b .. 

En J.=~ li1·1ea B ·:it~e c1:•rresp1:•nde al DNA de la c~pa sil-
ve=:t1·e. CE~~ i::arnbié1·1 :=:e preser1t.ar•:1n do=: bandas de hibr·id;;..·=i•:•n. La 
b?nda d>:! hib1-j.d=:: ... ción d•::.: ·:-i 1~~b f1.té la esperada par·a e:Et.a 1=epa. C•.:•mr:• 
~.-:. m~2r1·=ii:inó, el t.amat=;o clel fra9rne.nt.o de Dl\~A si lve:5t.t·e c•:·r-
1··2~i::-onde =:: ... :1 l=:b. E:;;t.a =:.e•=uerrcia e=:. hs:irnólei9a 2.l fraqment.c• d:2 :=:. 7 
·=i·::·n=-do •:::n el plá3rnido PGÍ"IR! r=-e.r·i:i :=.11·1 la in=:-€!1·cil.'.~11·, Tn~ de !5. 7 ~:::b .. 
f= .. :.¡- ·:ii:ro l;:1dcr, ·=orn1:• en el Ci:t'.::C• d~ la r=er::oa i.::Fl'J4201 (lin .. 2::1 A), 
-t:ambi4:i-1 ::e ¡::-·1·e:::~~r1t.ó ur1?. banda de: hibrida•=ión d·a 4 /:"'.b. 

Esi::.eo:;; e:-:p~::.:r i rnent.i:is s•.~·::i i .. :::r•=:l"1 ·=iue. parte de 1 a s~c1.1er1c i El 
n:_~·=.l •::·:.-1: id i ·=:.. del fi-a·;:ime.nt.c• E·=,:•G:I de :3 f(b esta repetida er1 1:•t r.:• 
f ¡·- E\'-~rnent: e< E·=of~.r de 4 l·=·.b. 

F··:1r •:•i: ¡--,:, l 2ld.:• ·=uar1dc• se ut.i 1 izó -al Plá:;midei i=·~3UP5011 

i. Tr,~,:: c 1:1rno d-2'1:.-:::·=t,:•r •=1:11·,t.ra el DNA ,j.:;: 1 a cei:•3 mutarrl:.e, s-e ob:se1·vó 
!_1!·1ei. :=•.:·Ja !:::er'!,al de , ... 1ib1"1i:1aciór1 :::.7 l<b <li1·1ea C). Esta :;oehal r10 se 
r=·1- .. 2=.~nta c1_.1B.nd1:• :::..:: h1b1-ida i:s-1:.e rnisrnc1 det.e•=i:.1::-1- •=•:1r1t.rc-. el DN1~ d•= 
la =~pa silveEtraM 

E:=:t.•:rs cf2lt.•:•s •=or ,--,:d:·~·-1·--ci.r1·:l-ó-\ffe~-,~-fót;ie\~~-~~ c1:1r1 arJt.ei-=-fc•r i dad .. 
·::1·, ~l sent.idc• de que I-a '=e.p-a rn1Jt.arit.e ·c:FN4~01 $.e 1:iri•;ir1ó por 1_n1c' 
=:•:il::t in~e1··=i6n de Tr1~ (3:2). 
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FIGURA 4 

HIBRIDACION TIPO SOUTHERN DEL DNA TOTAL DE LAS CEPAS 
CE2 y CFN4201 CORTADO CON EcoRI. LAS LINEAS A y c CORRESPONDEN A 
LA CEPA CFN4201. LAS LINEAS B Y D CORRESPONDEN A LA CEPA CE2. LAS 
LINEAS A Y B CORRESPONDEN AL DNA G~NOMICO HIBRIDIZADO CONTRA 
pGMRl MARCADO RADIOACTIVAMENTE CON 3 P. LAS LINEAS C Y D FUERON 
HIBRIDADAS CONTRA pSUP5011 MARCADO. 
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LOCALIZACION FI8ICA DE LA SECUENCIA EcoRI 8.7 Kb EN EL GENOMA DE 
LA CEPA CFN4201. 

Cornci 3,.3 mer1cic1nó Previarnarit:.e., el ·~.:1··1i::irna d-= la c-=P~ (E2 
[!· -1.§:?J.!::tr.fU.n~:;:»?~.~:1-1rn b\ ... r::li.~~-ª-~~_i . it1cl1.~y,.2 a s·=i~ i:-·1 S..::rnidc·a d-= ali::·:· 

r·e:::•:• rni:1le•::•.1la1·- c1•jemé.:: d·=.:l ·=r1:1rnc1=:.orna. U1·1i:• de estos; el plé:::::rnid•:• 
d. cci1·1l:.i r:=ne 1.1r12~ .::it·an ca1·1i: id ad de it·1forrnc-.1=iór1 di.:= 1··1od1.1lac11::11·1 v 
fi.ic:v=ión de nitr•:::1qe1·1·:· (!::-to>.. F'~"\t-t:i li::11=2li:.:::a1· la mutación i::~n la 
·=·:ar.-~ Cl7N421.11 ::e utili:::ari:rn lÑ°Z rnísrn:i.z sondEi.·E de 1·iibr-11j~.·=i·:•n 

ut 1l1 ZE11jt:o.E -:d·: ~::! e::<P•::r irn•=nt1:• Ed··1t.er ior·· ~ t=¡i.1e f1_1ero1··1 hibr idad2'.1S 

ci:ii·rt1-r:1 r.·er'fi le=: di:: r:·l:..srnidc.:~ .je la:: '=·~Pas CE2 y CFN4:;::01 i:•bt.enid•:1~ 

por ~l método de Ec~(h~rdt (126>~ La con1paración del sit.io de la 
ser·;=-:1 1:1'2 h1b1-id1za·=ión e1·1 la ª'-'t.1:11-radi1:1•¡::i1-:i.f:i.a~ c1:1r-1 la 0jista1·1ci~ 

•:-le rni.g1·c-.•=1.:•n e1·1 el ·-:,el P•:·1·· CE1da r.1r11:i de .l.:r:: r=ol~srnid•:•s, t·1os per·-rr.ii:-= 
1nfe1·i1· ·:1~7:! rne-.ne1-~ ·;;:tener-al i::t·1 dónde s~ l•:•cal izan lciE ~e,=uen•=i =-.=::. 
c-4::E1rni::::m•:• ·1r.1e li:t. E11.1s~2nc1a de hib1 ... idl.Lac1ór1 e1"1 el perfil 1::!·2 
pi&::mid•:·=: in·:ti·=a q1Je. la lc•caliza1=ión d~ las: s~1=1 .. 1er11=i=t:=: e~ 
cromo~om2l~ G~net·alme11te la Ee~al de hibridación cromosom2l 
ar·~!- .. :2·=e en la r:•::11·t.-=. supe1·i 1:1r de la a1..Jti:01·1-adi1:1·;1t·afía. 

LB fi·~t1r·a 5 rn1.1estt·a q1_1e c1.1and1:• ~-e 1 • .Ji:.iliza al pCi!'r1f.:1 
·=·:1rn•:· s::.:·1·1d?. de 1-, i b1- ida·= i .:.1-1 ~ t a1·1'f:.•:1 i::1·1 el [:•NA d~ 1 a ·=ei=-ia CE2 cciro•:• e.!·1 

~:~d •:Je 1 ~. C:FN-4:2(1 J... E= pudi:i c1b=:E:1·-var hib1,. id2lciól'"i er1 el ·=r1:•rnc•si:•rnc:l v 
oat·1 ~1 p!E<srnido e.. Cuc:tr1di::1 :•'.:! 1.1tilizé· c•:•rni::• s•:r1·1da d 1::- hibridEi.c1ón 
~1 J:•l ::t:::rnidc• r=0\:-lUF'i:,c111 .. =-.:::. •:•bs•=1·v6 hil:widaciót-1 en -:=! ·=t·•:1rn•:•z•:•rna de 
12. •.:-er=·a CF1'14~'201 .. v no ;.::.e r:ii--=2en~:•!• e1·1 el f 1f\IA cri:1rn•:•s•:1rnal ,je 1~. ·=epa 
CE::::, 

Estos e;:.:;pe1- i rnent.o:is dern•.1e:=:t rar1 ·:i1.1e la 1 r1:=:er•= i ·.!ir1 .je 1 
t.1·2.1·1~r:o·:1i::.:in Tn? s.-: er1·=uentra lc1C.Ellizado en ial c1-ornc•E•.:im=. de la 1=•2P::". 
CFl'o/4:201'.. v t.a-.rob1ér1 =* er1cc1r1t.t·ó 1.ir1Cl :=:ec1.1encia hi:rrnól1:1•=ia er1 ·:::! 
pl;¡::;rn1dQ e .. 

LOCALIZACION FINA DE LA SEC:UENCIAPLASMIDICA. 

Ci:ir1 el 1:1bjet.c• 1.:le ·=cw1firrnar •::¡1_1e la c1:1r1 rnayo1· r:-•re1=1z11!i1·1 
l:=i re•3ié•r1 de ~·1omolo9ír::~. Et 18. o:¡-,.e1=1-~er11=ia del f"ra·::irne1-,t.•:' rn1 •. 1t.eo.•::k•. 
loc~liza er~ el Pl~=:rnido e, se realizaron ~1na ~erie d~ sxPet·ime1~­
-l:1:i.: d .. :: hi t:w i 1ja1=i C.n ti pe• [u:•1 • .Jt.her1·1 ·=1·1 di ~.;¡es t. i •:•r1ez de VNt.'4 ti:ot a 1 •=1:11·1 
EcoRI. da las capas CE2, CFN4201 adam•• da la capa CFN2001. 
d~!-i~/ada de lEi. 1=er.•E1 CF-2 1'.:1'-~~ careci:= de le·~ plásrnidi:o:::: a V d.. y .j·:i:;;: 
1=-=.:p~s ds__ A·;i1-obacteri1.irn t.•.1rnefa•=1en=: la cepa GiMI9023-
r-"CF/'.142r.1:: T1·1~ g1.1e co1··1tie1··1e el pl~1srnidc• d de la .::epr:1 CE2 y lr.1 -=~r-o~ 
p;i.d1"'.;: C-:i!l"fl":Jl).:2] .. u't.i l 1:z:-E1.1·1d•:r 1=•:1rn•:• det.•a,=t.1:1r de J·1ib1·ida1=i1::11·1 al pGMRl. 
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FIGURA 5 

HIBRIDACIONES DE TIPO SOUTHERN EN PERFIL DE PLASMIDOS 
DE LJ\S CEPAS CE2 Y CFN4201. LAS LINEAS A Y E CORRESPONDEN AL 
PERFIL DE PLJ\SMIDOS DE LA CEPA CE2 LAS LINEAS C Y G CORRESPON­
DEN AL PERFIL DE PLJ\SMIDOS DE LA CEPA CNF4201. LAS ~INEAS B Y D A 
LOS PLJ\SMIDOS HIBRIDADOS CONTRA pGMRl MARCADO CON 3 P. LAS LINEAS 
F Y H FUERON HIBRIDADAS COTRA pSUP5011 MARCADO RADIOACTIVAMENTE. 
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FIGURl\ 6 

HIBRIDACIONES DE TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DE LAS 
CEPA CE2, CFN4201 1 CFN2001,· GMI9023-pCFN42d: :Tn5, GMI9023 
DIGERIDOS CON EcoRI E HIBRIDADOS CONTRA pGMRl MARCADO RADIOAC­
TIVAMENTE. LA LINEA A. CEPA CE2; LINEA B. CFN4201; LINEA C. CEPA 
CFN2001; LINEA D. CEPA GMI9023-pCF'N42d: :Tn5; LINEA E. CEPA 
GMI9023. . 
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Las 1ü·1e:i.s A V· D de la fi•:.Jr.n·a 6 m1.Jest.1·an 1_~r1 ·l="Elt.r 1:!11·1 •:!e 
hibridación ~imilar al encontrado en los experimentos· most~~dos 
~n 1~1 fi·::iura 4 cua1·1do ~e -,:~ti 1 iza al pGMRl •=om1:1 det.e:1=t. 1:•r·. 

La linea C muestra bandas d~ hibridación de 3 _v 4-~~- ~n 

el I•l·JA de 1 a cepa C:Ff\12001. E::t.E_l:S d1:1·~ b::lnd:-.s f1.1eri:w1 1 as ~s~;~,-~,~~:s.:. 
C1:1rnc• z .. := rn-=:r11=icw·1ó.. 1_.w1a aec1_~er11=i2'. l-"1om1:1lc1•:::ic1 al fragrn1:;:;:r1t.o _d1:=:·_,,~ • .7·:.~~-t:b 
:::e .:::1·1·=1.Je1·1t1·a 1·eit.erada_ er1 ··el plCÉtsrnid•:' e, i=•ot· lo r.:p.11:::· el pat.r.:ir,:-nó 
·:f·~be carnbi~r ·='Aand•:• :se hibrida •=•:•r1trei. F·GMR1 ~ dad1::i •=ltJe !Et. ":--~:;;~r=-=1 
1:.FN2001 E•'.::! er11=1.ter1t.ra c1_1rada de. l•:1s Plá3rnidos a y d.-. , 

L:.. 1 ir1i::a -r, rn1.Jest.1·a sol•:1 rAna b:1r1da de hibr i 1j&i;~i,;1~1 "·,j~_r:-1:?. 
l<b en el N·-IA t·:·tal de la ·=ep:, CíMI-::io2:::1-pCFN42D:: Tn~J E·::.ta;' handa 
·=r::i1·1·•::sp·:-i-1·je a la in2.e1··=ii:!w1 Tn2 utilizada r=oara;·-·rn1:1.\lil."iz,a1· al 
r-·li1~m1do •= de .la cepa CE2 al A. t.1.uoefaciens. ·:·:X-\'. 

En la linea E r1•:• ap:i.re•=e rdr1·;:11.u·1a l:1anda de-: hibrida•=i61·1 
en el r 1t.1A de la •=er-•a C1Mr·302·:~ de A. t.umefacier1:;.. S-in·, einb~r9•:t:t 
c.:11·1 la1·9as: e:.<pc1~i·=io1·1es .;:ha la hibridaciór1 er1 la a1_~t.i:11·radi1:1•;1rafí::l 
:::e lc•g1·& •:rbse1···/C:\I.- 1..n·1a Ee;.:;a1 de 4~:::b. 

Ut·1~. ob=:er·va•=ió1·1 i nteresant.e det· i va.da de est1:1s e>~­

per imento~~ e~ la de que en los casos en !a q1.1e se 1.itilizó como 
d·::::tec·l:i:i1- el r-·t:iJ'tlF:;L •=1:11·1t.ra DHA-s t.1:1t.ales de las •=epas CE2, CFN4201 y 
CF~l200!~ la Ee~a! de hibridación para la banda de 4 ~b siempre 
fr.~é rn?..s inten:s~. Este fenórnen1:• también se pt·eser1t.a e1·1 l1:1z e:· .. :­
r:·-=:1·irnent.·=·~ rno=:i:.1-ados:. en la figi.u·a 4: Linee:1 B. 

IDENTIFICACION DE LA SECUENCIA SILVESTRE POR COMPLEMENTACION 

C·:·rno ::::e mene i c11·1ó en rnat.t:=t· 1a1 v meti:idos, rn•::d 1. ante 1 a 
·=ornpler.1e.ni:::;tcii::0n par~. el fenotipc:• TMPI"•·t· de 1~ •=ep:o. CFl-J4201, 1=01··1 tJr1 
bc:~n,=•:1 -:.ie1·1órnic•:• ·=•.:1nzt.r1.rldo cc1r1 fragrneni:.1:1::-:: de D/\JA EcoRI de la 
c~P3 ~ilvestr·e CE3 clonados en cósrnidoE pSUP205, se identificaron 
-1: 1·~:;: c·!·~rn 1 d•:•s: r-oC59, pC::=: 1 y pC::::i:::.. Los cósrn idos pC:31 y ¡:::.CE::3 •=c,ro­
r-:=· t-·t en el rn1srn•:1 r.-at.r,::w1 -de- 1·est.ri•=·::iór1 E1=1:1RI:: arnbos F'11:•seer1 1:3 
fra•Jmeni:o5. Por tal motivo se d~cidio trabajar solamente con el 
r=-i:.:~:1. 

El 1=6:::rnido pC59 PC•~ee 1.1r1 r11:unerc• t.c:it.al de 12 fragroer1t.cis~ 

o•=l-11:• d~:a l•:•=: cr.tales :rni·::r1·a1·1 i·r;itJal '=1'--'e 11:1:::: r:oresen·t.es er1 el ·=ósrnid1:1 
p(::?.l. 

La fig•.ira 7 rn1.1est.ra las hil:wiclac:icones 
de !os cósmidos ·pC59 y pC81 contra pGMR1. Las 
cor1-esponde1, a !os ~erfi!es de res~ricción EcoRI 
pC59 Y. pC::::1. 

de t.ip•:. Si1:11~1t.hern 

lin•:=as A y D 
de los plásmidos 
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FIGURA 7 

HIBRIDACIONES DE TIPO SOUTHERN DE LOS COSMIDOS QUE COM­
PLEMENTARON A LA CEPA CFN4201. LAS LINEA A CORRESPONDE AL COSMIDO 
C59 DIGERIDO CON EcoRI. LA LINEA B CORRESPONDE AL COSMIDO 81 
DIGERIDO CON EcoRI. LINEAS c y D A LOS COSMIDOS llIBRIDADOS CO!l­
TRA pGMRl MARCADO RADIOACTIVAMENTE. 
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La 1 ir1e:i. e: 1=1:·r·resP•:ir1de a las· bar1das de hibrid:t1=i,:·1·1 
i=·re=:.e-ni:.e: ·=n el . r•N?.\ del C·~·srnic:k· pC5':;t. Ez::t.as. 1::k1s· bar1das t.ierren un 
t.arn::-.;:.;,:. de( ::1 ,i· 4 J(b. Er1 l_:t_ ~-i-~1.e~- D-.s.:=.-· ~:.b-Set.~\/a_ 1 .. H"'1d b:=:tr1dB. de 
h{b1-~i.•;l:tt 1=_i;~.¡--~· pt~·:::serr1:.e er1 ·el [ 11\fA. •;fei-<céismi:r;fc•>-PC:F:-1 •. --,EE:ta bar1da t.iene 
1.w1 t. arnat1•:1 ·~-= ::: · t=~b .. 

. - . . . 
'-=~:z bar1cJa~. de 1·1ibr

1

ida•=i¿ir, de · .. ,_·3 ·-~·:b. preser·1tes e1··1 l•:1z 
·=ózrnid·:•E F·C~i·:-1 v pC::.:1 fuet·•:ir1 -iEts .es~·et~ad:is, ,dadc1 .::i1..1e ·i:1 'f:.am~ri;c., di:: 
C.·Nf4 h•::•rn6J.i: .. ::ip ·::1··1 el t:·l as~nid1:1, pGiMR1, es ·.'c1e· .... :~1 kJ.:,.: Sir1 embargo~ en e! 
•=·=·::.::rn1ck• p('59 se i::-r•=·~.,.~r1t.ó ~1~n~19.''.··.~~í:-;·d~->-E,·t::1.ii;iónal de hil:wi•ja•=ión er~, 
4 l<b .. 

CARACTERI~ACICIN BIOQUIMICA 
CFN4201/PC59. CFN4201/pC81~ 

~ETERMINACION DE ACTIVIDADES 
O)•:rr .. A-::;A. 

[lE COMPLEMENTADAS 

Y SUCCINATCI 

~-=-· tstblr.;t .2 rn1_.1e:!t.r-a sr1 fóVrn8_._'1=c•n11:0ai:..at.-ivS1. lElS ei.•=t.ivi.dade::: 
·:l~ •:•>:i1j:o.s2.s d.;: célr_~la.:: -=•:•mpli::tas de -. dl-Et.írrt.3._S_ -ci::-~·=-·~-- ,je· f:. 
1_~2_:;iqL!l~r1R:K.=!_(.b.FfJ bv. r::!JFt..3 .. ~gJ_i. Se i::ib':!..:.:rve. ·:iue las: ei.ct.ividci.de:: 
r·~::;~·1r:ii:r:ir12.: de lEl cep=t CFN4201 so1·1 rn•A•=h•:' rnás ba.ia~ ·=ri.~e la:= 
·=o:ir1-.;:::;::p1:q--1dientez en la cer:oa s.ilvest.re CE2. _Lsl c~::::r:·a t.ier1e 2:i :4 .. ·~ 
'/:·=e:= rnr:::n•:•::. a,=·t.ivi•jad de su·=;=ir1c:1t.•:1, NAr1H -Y as•:'.:1:1t·bat.•:1-TMF'D 1:1:>=:idas::t 
¡·-~::::.r.:-eci: i v=~rn12nt~:::: -:i1.1e: 1 a cepa si 1 ve:.t.re. Cuar1dc• la '=er--a i11ut.Et1·=1t.8- fué 
·.:·:1 ~ar·l~rt1.::n"':.::1d:=-. r-·21-:i el fe1-1ot.ip1:1 TMPI1· .. cc•n lc•E plásrnid·:•:: ¡:::.C.5·:1 y 
r-c:::.:1 si: Pt1•2de c1bso:iviE'.r- Ltn in•=1-erne:rrt1:1 e1-1 si.~=. ª'=ti vid::1de·:::: 
,~~=r.·it·2.t·:<1··i:-.::. La:: a·=t.ividad~:=s de_ ::1_1,=cir1at.c•.. NADH y as1=i:irtiat.c•-
Tf·JF'l: c.:..::id::·.::::i. ..=>::Per imei-1tE1.r1 tu-1 i1·11=rikrner1t.•:. .a ni veles- -:: iroi la.rea: al 
~nc0ntrado ~n la cepa silvestre. Esto esté de acuerdo con· e! 
f .:1·1.:it i r-s:· TMF-'D ... i::!e 1 as •::ePas: •=1:1rnp 1 erner1t.adas. 

CUANTIFICACION VE CITOC:RCIMOS PRESENTE,::; 
CFN4201/pC59, CFN4201/pC91. 

C'_c:•r1 _.;:i_,_:fin---de--- dei:.et~rnihar -1 aS.----- -c.or1cent .. ra1=í-orr•~E-- 1j1;: :i os 
d 1 :::ti nt.•:1s 1=•:•mp1:11-,.:ar1t.es d1: .. 1 a 1=ader1a de .tr~a"1·~1Sr.::c1l·te de e 1 e•=t.1-·:•ne~ , 
::e l. le"lEo.r•:·1·-, a cabo eispt:ct.1"•:•s diferet·1cic:-1.les de las dist.ir1t.as. 
·=er::-::.: ,je 13... _.b.ª91.{filir1~2.§..-::f'.!::lffi bv.. e.b.Ei~·=· U 

La figura 8 muestra ~1 an~l1~is· ·espestral 
,=it•: .. =rcirn·:1 s as1:1ciack1·:;; a la rnernb1-a1·1a de ·=élr.ila.s írrl;.egr:t:: 
di fere1·-,t:.e~ :,=-:paz: ·de fi, .. l~~lli,ínir!.Q.ª-ªl.Cl!fil b··..-·. et~1ás~c·'l .. 1. ·-·. 

. ' :·.<' . 

La fi·:;:iu1·a :.:: A rnuest.ra el e·spe•=-t.1~.'_C1··de·~·~·bs·,=··r,=ió1·-a"·,, dé.-'la 
·=.;:r=ra CE2, ci:ir-1 í.:·i'•=1:•~ de absi:•r•=i·~·1--1 ·=aracterist.~i,=·c,s:,a;¿_603(:.· 554 nrn v 
hc·rnt11·i:1 a 357 r1m ·=c•_1·1·1:sr:oi:1ndiente a· lc•s ·ci~:.:c11::l·~~~;¡.~.·~·~:,:~:+·~¡:i!, .. : 
,-.~;Pe·=t i vi:trne1-1t.~ .. 
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La fiqi_H-= :;::: D rri1>C.-=r1~·~·'->=-l -·~=r:•i::. • ...;·r·¡~,.:. di=-.- a~·-=-·-,r·-·ir'11·1 de 1:~ 
c~pa CF~l·t20!~ con Picos ·d~-;~s~~~i¿~~c;;;c~~ri~~l~~s-a-603. 554 
nrn y hc·rnb1-·:· :r. 557 -r1m C1:."t-,_~:eS_F;c,1·i·d{et~;t.e· a -:·:i'i::i::::·-.··~=i tó·=r-i:•rn1:1s --~;::::::!., ~ :.: 
t:;1 rE=~r.·ect i v:~m·z:d·1t.e .. ->--~. 

La=: fi·~_ura~- :~:.:c_-:'v n· .. ,=c11...:t-e~pc1J .. ,det_1 a.J. ar1ál1:::;i=: e:=:pectral 
r·e~lizedo=: ~las cep~s-tFN4201./pc59 v CFN4201/pc81. Se puede ob­
::zervar 1.n-1 in•=rerne1'"1t•:• en· -la _cc•r11=ew1t.rá•=iór1 ·de lc1s 'c1i:.1:.crorn•:1s irrf:.er-

La t.abl=:-. ·:c. rnt1e::::t.ra -i·:•s l'"E:S•.rlt.add.s·.,de--e·st•:•s e>a=·i:rirn"=r1-
l:.1:•s. Les. 1=ep~=: •=i:•rnr:•l erner1t:tdas CFN4:2Cd IP·=5·:f; t:FN4201 /pci::1 pr·-::sent :E\ 

1.·tive:les. de ·=it.•:1ct·ornc•-:: de t.ir--•:• ·~.!.V i;.· rnc\Vc1t~_e's q1_1e la ·=er:·c~ rnutant.e .. 
r-·i==:1-,:. n·:· iq1.~ale:=. =-. la silvestre. 

t:•ETEF:MINACION DE LA f\IODULACION:Y:. DE'LA·-FI.JACION DENITROGENO. 

r:iJ_~.ei:•li ·-:iue 1·e·=1.1perarc1r1 el 'fen··:it.iPq Tl..,IPil· .. -fl1e1"i:1r1 ir10•=1.1lada=:. er-1 
1- Et.ice·::: de f t• i .i r:r l par a p1·1:1b~.I" Et~ ·•=apac i dad de ir1du·= i ,- ni:!id•.I l 1'.:JE y 
f i _! Ctr 1-1i tt·ó.-31r::1·10. 

'1::•:1=:. Las 
La tabla 4 m~testra los re5ltltados de est.os experim~1i-

cer.•:-.s CFN4.201/pC5':' y ' CFN420J/pC:=:i 1·e·=ui:oeran s1_.1 
'=~ii:·?.cid:o.d de fo1~mar nód1.1los afectivos (Fix+). Estas cepas 
PrS::::;~~rri:.an ~:=:l i:;s ~~ d'2 la •=apa1=id::1d s:•?.r·a r·e.dt~cir· ::1cet.i len•:1 c1:•r1 
~-eI~~ión ? l~ cepa silvest.ra. 

l•ELIMITIKICll\I ['E LA RE1::.rc1N GiUE COMFIERE EL FENOTIPO TMPr••· A LA 
CEPA CFM4201. 

A r-·~.1-tit· del ·=ósrnidc1 pC;59 se st1l:u=l•:•r1ó el frsiqrnent.c• de/ 
·=·=·f·:l de ._. l<b, da1·1+j•:• i:q·i·~e1·1 ~-1 J="•lEis:r(lid•:1 pl:iMR2. 

El p 1 ~!::rn i de• PtiMR:J se 1:1bt.1..~v1:1 d1:::r.:·1.1és de. É/L1bCi.:w-1ar el 
f1-2·::rn1ento E1=i:iRI de 41:J:1 • d~+ :PC~'5'_:-en e~ _r-o_lé.;;;ro.i_,~9 .P_S!_1g:2(~2-.:::' 

'._ ...... :·,.·,-.:,-

L·=·~ i=•l ásrni de•'.:.' res1_1 l t.ar1teS'., .. fr~~et.:C;~~r ~.:"i~~~,·~~f~~~- i d·~~•E F":'r 
·=c·1-, i1.1.:.i2·::iór1 i.·::c·1·1 e:l Plik.srni.;:fc,. 'aY(ld.·~"::f':.,t~ p.Nq20E)~ ~ .. ·-,:_l_a .. : •=-=-~·a C:FN4201 .. 
1 as: t.r· c:-i1··1s.c1:1n j 1.1•;1arrl:.es t·esu 1 t.ani:.e:· .f1.1erc1r1 las . c·eF.ia'.:L- CF~l4201 /F•GiMF:2 Y 
CFN4.2(11/pC.ffrJf:::::.. Si:1l 0:1 lÉt •=epa C:Ft:J4201/~·Gi~Ri ~"t-o:::•='-~l=·er1:1 el fe1·11:1i:iF•·:· 
TMF'[•·•. 

'.::11~ 1··eal izar1:w·1 e1--.say1:1s de r11:u:f1.1laC:ii:~11·1 y fi ;clción d1: 
!·11·t1-·=··;ier":· ·=·=·1·1 el f i1·1 de ·dete1·mi11ar'· si 1 a. sübcleina ¡:.1::;¡111~:2 e:=: car:•:..z 
=:t J. i 9•.1Ei.l .:.i1.1e e 1 ·=ó:.~an i dc1 t::'.C~5'3' dS c:ornp l erner1t ar a 1 a •=apa CFN4201 
r--:o.ra ni:u:lular \,. fi ia1· t)i·t.,r:.: .. ;;iei-1•:• •. - Se i1·1 1:1c1_~lci.1-ón 25 r:olar1tas 1=c1n la 
~epa ~F~l420l/pG/rjR2. Los nódt1los, fueron enEavados par~ act.iv1dad 
0je 1-e-du•=ci·~·1·1 de acet.i 1 er1•:•. La •=epa CFN4201 /pGiMR2 it1d1_.1 io l :r. 



SU8CLONACION DE LOS FRAGMENTOS EcoRI DE 3 Y 8.7 Kb EN EL PLASMIDO 
PUC19. 

C·:·1-, el fin d~ lcicalizEtr la it·1~erc:ió1-1 T1 ... 1? e1··1 el fr~,9-

rn'2tYt.1:1 E•=•:rF:I de ::::~ 7 f:':b.. se s;1_1b•=l•:w1e.r1:1r1 l•:•s ft·agrner1ti:1s de ·::: y :=:. 7 
l<b '?.!r1 .:::! vehí1=•-1lc1 de c:l1:•na•=ión PUC1"9. L 1:•s. plásrnid•:1s t·e.=::1..1li:ant.es 
r·ui:.-:i v PIJC:~:. 7 se uti 1 ize.r·c,n para det.errnin?.r rnedi ?.IYf:.e ur1 E'.n::il i =: i 'E 

de 1·i:::str1(.:c:iór1 lat lc11::aliz8.ciór1 d~=l Tri~. Lst fi9ura ·~ rnu~2st.ra l~. 

in=:•21·ción T1·1~ i::.1·1 i;.1 f1-a·;.Hn'21·,i:.•:1 1je :~: .. 7 l<b .. 

HIEIF:IDACION DE LOS FRAGMENTOS VE 3 Y 4 Kb CON OLIGONUC:LEOTII)(I DEL 
COMPLEJO b/c,. 

c:o11 el fin de identificar la secltencia responsable del 
f~r1otii:-•:• TMPI"1'·, ;:::~.::: '.::int.etiz•:, lJr1 1:ili 0;1onucle·~•tidc1 c1.1va secuen•=ia eE 
h•:•mi:~·l•:11~=: a la que cr::rdi-fica pat·a el ·=i:rrnr-·lejci ·=it•:i·=r•::imci b/·::1 de 
.P.:-_ j_~r:·s::iDJ .. '.;.!:.!l!l (29) ~ Es.t¡.:= c1l i91:1r1ucle•!1t.id•:i s~:: /"1ibridi:.~' c1:•ntra el 
·=·=·.=:mido r.-cs·:-.i.. Este tipo:. de e1·r:::.:..yi:1 brindó ~viden,=ia d~:: •==11.1e el 
f1··:0.··:ime.1·1i:•:1 de 4 l<b r=ocisee •=iert.a l"11:1rn•:•li:i·=iíc~ ,=•:,1.--. la =:e•=1.1er1c1e. 
ut.il1zade como detecto1·~. figura 10. 
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TABLA 2 Actividades t·espiratot·ias de células completas 
de distintas cepas de 13.. leg•.uninf!_~_Ett"l.IJ!l bv. r::.!:1.a_g_s;ol i 

-----------------------------------------------------------------A C T I V I D A D E S DE 
O )•: I D A S A-

CEPA !::<UCCINATCI NANJ 

CE2 46. ::;,i 71.6 

CFN4201 2·:1 .. s 17.6 

CFN4201 \pC5'3 77 .. 7 90.5 

CFN4201\pC81 6~.:: .. J. 108. 1 

"" La: ~:tividade: ~:t:.n rep~rtada: ,:.,mo narw~Jomo: de QXi9eno 
cci!·r:umHk•: Por ¡¡¡in1.tt0 por m3 d~ proteína. 

TABLA 3 Niveles de citocromos en células integras 

ASCORBATCl-TMPD 

112. 1 

1 ·-, 
~- 1 

-~::5.-5-

:.=:2~-.·;1 

de di=:.tintas cepas de 8_. -~9.!:.!rn..lt:!.!.:•sa1·1-~m. bv. e~.l~ª"'ª-º.!J . 

CEPAO::; e I T o e R o M o s• 

CE2 o. 112 o .• 107 

CFN·1201 0.044 o. 022·_:, 

CFl~4201 /pC5·;1 (l ... 1J646 o .. 0661 

CFN420!/pe::::1 o. 0135:3 o .. 0731 

Ul•L:i -.:i:·ncsr;tr?.ci~;n de ki: di:dint.,: dto•:rc•mo: en célula: int=gra: fueron 
·j~tHmrn:idc•: a P~rtir ds e:Peo:tro: diferenciales· a t-:mp:ratr.ira ambiente. 

0.0685 

o .. 0311 

.0.0204 

o. 022·~ 

;¡.jo; ks e"~drc; f1.1Hon cobtenidc•s r;;duciendo la ;1.i;pensié·n de células con ditionita. 
L~ i:i:.n..:Er,tr2..:1~·n :e d:i cc·rnc· n2rr.·rrit1le:z de dtocrowo P1:;.r m3 de proteína. 



TABLA 4 Fenc•t.ipc. sirnb~iéot.i•=c• de las diferer1t.es c"'pa:: 
de R.· i~~'~irnir~"!.ª'ª1:.ill!l. bv. E1has'5!c1l i . 

CEPAS PORC:ENTASE DE REDUC:CIC•N r•E AC:ETILENO••. 

CE2 l.5<1 +/- 0.613 

CFJ\14201 f\I.[.•. 

CFN4201 /f=•C59 ü.:34 +/- 0 .. 214· 

CFN4201 /r:::·C•3 l o " :3•:;¡ + / - (1 • 22:2 



- -::;-!ño-_o--
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FIGURA 8 

ANALISIS ESPECTRAL DE CITOCROMOS ASOCIADOS A MEMBRANAS 
DE CELULAS COMPLETAS DE DIFERENTES TIPOS DE CEPAS DE R.,_ 
leguminosarum bv. phaseoli. TODOS LOS ESPECTROS FUERON OBTENIDOS 
REDUCIENDO LA SUSPENSION DE CELULAS CON DITIONITA. 

A. CEPA CE2 B. CEPA CFN4201 

C. CEPA CFN4201/pC59 D. CEPA CFN4201/pC81 
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FIGURA 9 

LOCALIZACION FISICA DEL Tn2 EN EL FRAGMENTO EcoRI DE 3 
Kb CLONADO EN pUC19. 



FIGURA 10 

11 Kb 

l Kh 

HIBRIDACION DEL COSMIDO pC54 CONTRA EL OLIGONUCLEOTIDO 
CUYA SECUENCIA ES HOMOLOGA AL COMPLEJO CITOCROMO ]2LQ1 DE 

Bradyrhizobium japonicum. A.- pC59 DIGERIDO CON EcoRI. 
B.- pC59 HIBRIDADO CONTRA EL OLIGONUCLEOTIDO. 
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270591 
:C• I SC:LIS I C•,.._I 

Las h1b1-1da•=i•:•rie:= de ;t.iPI;:• ·!3C•tit.h6irr1 de ! 1: 1=: DNAs 
t.1:•t=tles di.:;:ieridc•s '=or-, E•=1:1F:I ,de 'lar:: cepe.~ CE2 ).-' CFN4201 1=·:•1-i-tra 11:1-=:: 
;:::·lásrnicfi:•:z. p!3UF'5Ct 11 v pt:iMF:l, demc•'Et.r~1..:•:1r1 1_~r1a S•:il a ir1zer•=i6r1 del 
t1-ansr:11:1zór1 Tr1d. e1-, '-~r1 fra9rn~ht1:1 EccsflI · de ::::. 7 J:::b e1-1 la ce~·a 
CF~l4201~ ademés f1_1é encontrada L1na secuencia homóloga al ~Eg-

rni=r·rt.•:• rnt1t.adc1 e1·1 tw1 fra•;:irnen·l:-c1 E•=•=·· RI dé 4 f<b. 

La r::ore=:eir1cia de se1=t.tet"1cia:. re1tet-ada::. 
l·:::.:ium11·1.::1::;ar1_un bv. r.·h:..s12eol i n•:' está restr1n°;1ida a '-~r1c1 s 
·.~;;,::;:;::~:···--Ai~~=~~-irnerii:e. s;-J.·1a1.:;-;¡::;,=cird:.radc1 ü.r1a i;¡ran variedad de 
·=i:i.::: 1·sdter·adaz en el ·:::ienr:irna de est.1:1s cw-;:;iar·dsrnos~ 

en F:. 
•='-~at·1-f:.··=·~ 
:=:i:cr.~er1-

E·z:l:.as: 
ri:::1·teracii::ine~ p1_r~::dei1·1 cc:1rnp-render de.::•:1e re1:•G!t.icic•l"''1•2::! de 9enez= h~::::j:.a 

•:•P .. :=1-•:•11~E ·=ornpl8!-f:.C•-=: cornc• el 1=a:=:c• dial i:•Pi:n:~:oi-1 11i ·fH!)l~ ( 133).. Est.:.a:z 
:;ecue.1·1·=ias r1:::it~1-ad:ts 1·1ar·1 sid•:• l1:1cal izadas e1·1 el crorni:1s1:1rn:t 1=1:irn•:1 
~:E:i--1._ vari1:ts i::olB.2.rnidos~ l•:' ·:¡1_11:: t·1c1 r-iue~t.c• de rnan1f"iest1:• ·:ii.re la 
1·eiter:i·=iór1 de sec1.Jer1•=ias de I.iNA es '-~ria •=B.raci:.et·istica ·;ii::n~ral d~ 
las br.1c:t~ri;:~~ de 1::.., fc1rnilia efe lc1s f:l ... 1iz1:il:d~t.g_ (12:::>. 

Lea hibrida·=ior1es t.ip1:1 üout.heri-1 en ur1 r=•erfil de 
Plé~midos utilizando como detecto1· al plésmido pSUP5011, 
d8rn•:•si:-r=iri:.1·1 •4U~ la insercié•r1 Tri~ •=i--1 1& ceJ='a CFN4201 '2e: o:n-
i:-..:1.1.:.::nf:.re:1 J.c,cal izada er1 el i::rc•rnc•:=:c•rna br=i.r::te1·-iCt1·-1i:r. Sir1 iE.!rnbar91:1, 
•::tJE\ndi:· ~~ ut. i 1 izo el pGMF:i corno det.ec·f:.·:•r ze i:ibservó 1_41·15 fuet-1;.e 
~e~al de hibridación entre el gene m~.1tado (fragmento de 8.7 Kb) y 
e:t r::!·•:,rni:•z•:•rn::t b:tr::t-e1· i 8no .. :.;o.dern~t2 d~ d~.r 1.~1-,:;;i set-;:tl en 1.ir1=i. 2.e•=t-1er:-
c1?. !·=•r::=:1.l1zada en el plásmidr:• 1=.. E-zi:.o Et1•:;:iirió ·:iue el fra9rnent.1:1 
rotrf:.::v:k• ,je :::::. 7 /::c. ::e en·=t~e1·1t.1·:i en e.l 1=r•:•rnos•:•r0Et rni1.='.!r1tra2 q1_4¿ ~1 

fr2.•::;1rnJ:::ntc• d•E:! 4· r~:b se er10:::• . ..1en-f:.ra ubicc:tdo ~::n el plésrni·:I•:• e~ 
·~1in emb~1·-;11:•, la hibridar::i1~1n de.l r.•li<-srr.id·:' 1=<1:;:¡/flRl c•:•nt1·a le.:.==: 
'=i:Ssrn i dc•s r.~·c5·_:.i v pC:31 °:¡1_4e cornF· 1 ernent.ar•:ir1 a 1 a •=epa rnutar1te 
CFf·./4201 .. dE:r11•:•st1-ai--or1 la pr-esen•=ia de un:i s•=t=;a1 1.:I•= hibrid~ción en 
•-Ir• f"1-.=1';!rn(:H·1t.c• E•::c•RI de ;_1 1~·.b i:n el pl~smj.,:k• p(::;::1., \' •:lo:is ::eP:;ales d~: 

h i br i dac i •:1n en l •:1s f1- etS1rne.r1tc•:::. _EcoPI de .:: v 4 J<b en el p l ?.~rn i de 
¡:-.•: ~59. 

La r-•res . .:::r1c: i :t .j,: dc1.s f rct9rne:r1t.c•::: Ec•:•l::;:I e1 .... el .::1!•zrn i ck• r::-•C5'"~ 

=.:.. -::.-:r.-1 i·=e-. de l:o. :.1•:ir_4ier1t.e mar1e1-a: d1.=:bido:i a que el ba1·1·=c• ·=.i•=1-,1:1rni•=·:1 
~e cc•r1=:+:1-• . .lv•:1 ,=i::•r1 fra•;::irner1t.c1:s •:ti= DNA 1ji9eridc1s Petr•=ialro•:::rrf::.e~ ~e 

sui:.1:in'2 ~1-,t.cinces ~ q1_~e 1=adia '-~n1:1 •:Ji& l•:is fra-;;rrni:=tyt.cis cl1:•nad•:• en 1=ad?. 
c..:~·:::rn id•:1 ~::. 1_1na 2.e:c1.1e1 ... 1ci a t=•:i1-1t ¡_ ntJEt di:~ DNA. F'or... l C1 t.ai--1t.i:i: r.1acfi:i ·::::¡1.11~ 

el f1·::i·;:irnen-f:.c, ,j.= ::: ~<b e~ ·=rórnc•=:c1rnal ·' t.arnbiét-i_ le• •== .sl efe 4 i:::b. 



L1:1s e::<r-•e1" i rnent.1:1::. 11 evadc•s a ·=abc1 et·1 E)_!!_ 1 e2!.:!fn i nq:--.::EL.!Jm. 
bv. el:@.2~-º.li cita1j1:1:: a1·1t.e1·i1:irnet·1te, 1:.1ern1.~estt·a1·1 r.-c1r 11:• m1=r1•:•s la 
presencia de tres secuencias homólogas en el genoma de la capa 
CE2: 1.~na de estas sect~i;:!r1cias se er1cuer1t.1·a er1 uri fra·;:1rner1t.•:1 E·=-=·RI 
de 3 •<b v las c1f:.rc\S· d1:1s. rest.ar1t.es er1 d1:1s fra•::irner1t.•:i:. de 4 lf'.b. Cc1rno 
se menci 1:1nó, ur1•:• de l1:ts fra·='rne1·1t.c1 s de 4 Kb s•= eri;=t~e11t.ra 1-:=r1 el 
Plásmido e~ mientras que el otro se e11cuentra en el cromosoma 
bacter i anr:i E1 r10 rnás de ::10 J<b del fra-;rrner1t.o de ::t l<b. Est.e 
razcir1arnient.o se aF•c1va er1 el her.:hc• de g1,.~e el fragmerit.o de DNA 
cc•nt. í r11.~1:i 1= l •:1nadc• en e 1 pC59 es. de :::o l<b .. 

la ser;al 
hitorida el 

La existencia de 
de h i brida·= i 1!ir1 

[>NA t.•:•t.cd de 

dos f1·agme1~tos EcoRI de 4 Kb explica 
roás int.ensrzt a .::se nivel 1=tH:~ridi:1 se 

la •=epa CE2 ccor-1t.r-a el pGMR1, en 
:::1 Kb. FIJ::;UFo:A 2, Lit"1ea D; FIGUF"<A "4> ·=,:•rnpa1·ai::ir:~·n con la seP;::..1 de 

Linea A. 

en la 
PGMF:1 

Un r-·at.ré1n. sirni lar d~ ;::.eñctles de hibridac{~;j.-¡ -~~s~- p·,-.:e·5=9·,:,f.-¿, 
·=epa CFl'l2001 1=r.~ar1ck1 se 'At.ilizó c1:irno 1:jet.e•=t.1:1r ·e-f.· pfásínid1:1 
(FI•?iURA 4, l ir.ea Cl. La set''oal de 4 l<b fué más _Úit.ei~1sa', q1.1e 

la de ::1 
de 4 l<b 
pat.ri:~cn 

la CEPC:l 

y d. 

Kb. C•:irno se rneri•=i•:tnó:o 1..~r1a se•=1.~er-1cia h•:•rnól1:1gri(·--ar.-:-:f;:a9m.er1t.i::· 
z::e er1•=1.1er1t.ra reiterada er1 el plésrnidc1 e, -__ P-C~-r-- .Ye~- -- ;~,_,e-- ei 
1·11:1 debe '=arnbiar •=r.~Ct.rad•:• se hibr i•::la ccint.ra --j::.i:iMR1 :o dado ·:¡•.~e 

CFN:2001 s:.e eric1.1et·1t.ra cr.~rada 1:~1··1icarnent.e de léi'S Plásrnidc1s a 

Ur1 dett.Q det· i vad•:1 de: estcis. e:>~per i rner1t.r.:1s, es ·::.11.1e •=t1ar1c:fr:1 
se utilizó como det~ctor el pl,smido pGMR1 contra DNA total 
dig~r·i,::J1:1 ci:•n Ec•:1RI d•:= lct cepa 1:.=tMI9023 de fu.. t.1.unefa•=ier1s~ preserit.ó 
1..n·1a banda de hibridación a 4 f(b, aun·=Jue cor1 rn1Ach 1:• rner1•:•r it·1t.en­
sidad~ q1_1e la ob$ervada en la cepa CE2. Este dato 
sr . .igiere lEt pr .. '.3.ser1•=i;:1 en A. 'f:.tunefaciens de u1·1ei. se.•=uen•=ia de 4 1~~b 

horn•:!1 l c•9a a la et1cor1tT ad;-e~-. R:--ie~-¡ n1:•sar1.1rn bv. etJ.s..seqlj._. La 
diferen•=ia e1·1 intensidad er1t.re estas d1:1s se~;ales p1Aede e>~­

plicars·::= ci:1rn•:• tiria disrnin1.1ci·~·n err la lon·::iitud de la re•:ii1.!1n de 
homología, o biet-i e11 la divergencia e11 la sect~encia nucleotídica, 
1:1 amba:::. a la vez, independient.o::.:rner1t.e de ·=onservar los rnisrnc:is 
sit.i•:•s de +=•=•rt.e i:oa1·a la end1:1r1r .. 11=leaseo. Ec•:•RI. 

Las cepas CFN2013 y CFN2026 descritas con an-
teriot·idad (104) fuer·on obtenidas despt1és de rnutagenizar con Tn~ 
la •=epa CE:2. Es·l:.as '=epas 1=•:11·1t.ienen la rnut.ación en el pl~srnido e y 
s•::ir1 ir1c=ti:-·a1=es de fijar 1·1it.ró·;:1er·1c1. A·=t·~~alrnent.e la l1:••=alizaci6n de 
~~st.c:ls rn1~1t.aci •:1ne:::. es i r11=i erta, pt1es s.e descc•r1c11=e si est.ár1 
1·ela•=ionad:is espe•=í'fi•=arne1·1t.e ·=1:.r1 la sirnbiosis , 
o si !as mutaciones estén en· genes gue ejercen u1~ efect.o 
pleiotrópico sobre la fijación de nitrógeno. 

:2 



En e:::t-= s.:11t.1ck•" l:t r.•res:e1··11=i:t de •.~r1.a regi1!•r1 h 1:1rn•:!•l1: .. ~;.. 
2<.1 'f1·:-:·~msrrf::·:i de ·3 f<b er1 el r-·lé:=:rnid1:1 e 1·--:s1.1li:Et interesar1te. La· 
fa-::ilid~d de ter1er •=l1:i1·1adc1 el fra•;:irne1 .. 1i:1:1 de 4 f:~b F•errnit.iré.· la 
·=•:11·1::t1·u·=·=iC·n de rn1.1t.clr1't.es ·,=,:,r1 f"t..1sic·1·1es: .. Lc\r.:: 2 i:r1 e=a re·3iéir1.. Est.•:i 
r.-.~r-m1i:i1·::.. c•:1n•:••=er :si las: rn1.rt.acic1t1·2~ er1 l::i. :=:er::·~~r1cia del ~pl~srnid·:· 

e r-,1·i:ii:::ft1c-er1 el rn2=mc' ef8ct.•:• Pleic•t.rór.:-icc• o:it1e .al ·=iue r;·r•:11.:ft1r-e la 
u·:::.-:1··::ió1·1 1.:!~ rn'.S er-, el fr·a·::imer1t1:• i::1··c1rn•:1:c•rn;..l •:Je ·:;: J<b ·de·· 1::..·: cer.oa-. 
cr~N .. 1201.. 

f?t· otr•:r lad•:1, ~l h~ch•:' de ·:t 1.1e í::!l c6srn1d1:1 r:rC59 a 
.ji f-=:1·-=1 ... 11=1 a del có2m1 •:f•:1 r:-C(::1 c1:•ni:.et·19a dos f r:tqrner1t.c1s de 4 l<b •:¡u.:;: 
·=C;fllr,:=;.1-t-::1·1 ·::ie1·ta hornc1lo9J.a, p1:1dt·ía E:r1 •=1ertc1 ro•:•d•:i e.si:oerar-s-= '-~r1c.. 
:iif~~1·en•=i~:.. e1··1 ·=1.1E1nl:.1:• a fer11:itipci '.:.irni:iiC.t.i•=c• \fi jc11·· r1it.1,.,;:,.:;ier1c1) d(: 
1?.=:: ·=i::.r-·a2 ·=0111r:-lernEnta1ja1E cc•n est.c•s- •:l1:1sz pliit·zrnicJ•:•E. 811·1 ernbar·3·:1~ 

lo~ t·s=ult.ado~ d~ los e~~erimentoE llevados a cabo con el fin de 
·=·=·rn1=·2r a1· el .·;;:11·B1:k1 de •=1:1ropl .:rne:-1·1t..a•= í ,:_,n e.1·1tre las d•:iz C6:PetZ 
+; 1-anzo:c•:•t'1 i•-19ani:-=oo CFl1!4:20 l /pC.59 Y CFlll420 l /i=·C:::'.•1 (i:c.bl ss 5, 6 y 7l , 
dern•:•:tr~.r·on •:::p.~e r11:1 e:~~i=:te ni1·-.91.u-1a diferi:.n·=ia si-::i1·tific~tiva 

~r1t re el . .l =:12 ·=P-re p1_1eda ::1.19e1·· ir efec-1:.i:i de d•:1s i:::: •:;l'~t"d.1=a. A1.u-1·=11.~e. ~i 
bie1·1. e-:.-1:.as dc•S cep::.t-5:- r1r:• al•=::-tr1zar1 a re•=1.1pe.1·a1· a1 un 100 :1: le•:::. 
!1Í'1eles d~ citocrornos ni la actividad de nitrogenasa. 

E:::pet·irot:::rit.oz di:: l·rib1·ida•=iór1 t.i¡:-.c1 Sc11 .. ~'l:.h~1-1·1 de I'•NA de la 
·=:=:r-a CE2 di•;ie1·ido •=or1 Ec1:1F<I 1=•:1n-/:.,.-cl J.i:is f1~E1•::;irneri-/:.c1s ,je ::-< v 4 l<b 
::,::.12~mic1o:i2 p(;MF:2 y pG/r1r:.::::1 dernost.1·arei,.-1 q1_,e he~v •::iet·'f:.a h1:1rnoli:1•::ii Et 

-2!"1i: re e~i:: e·~ d•:1s fra•:;irnerit.i:is: ~ El he1=hc• de 1··1c• en•=or1t.rar rii n•3r.1r1a 
•:Jl i'21·0::1·1c1 ~. fi:=nc"l:·í r•1c=. e1·1tt·e 1 as d•:1s '=er--=-.s tr-a1·1s:c-:in iu•;ta!·1te2 
CFl"l4.2(1l/r--1:·5•:;1 )( CF'N4201/pC:;::1.. stti;:¡it·ió la p•:1::ibi 1 idad 1.:f•:2 ·~ue la 
::-e·=·-~i:.1·":: i a e.1·1 el f 1· a·~mer·1-f:. 1:• de 4 f<b ·=r•-'e ci:•rop~rt e hc•rni:i 1 oo::i í a •=01·1 e 1 
f·1··0.·;irnent•:• da ) l<b r1•:1 tiet-ie nada q1_1e ver 1=i::tn el •.;tet"1e mt1t.adi:i~ C• 

(: 0:1r1 S!l fin de •::ot·1t.:.e:::.t.c1r es-/:.as r-·re•::;1ur1-l:.a3 =:e l levaror1 ei. 
1::2!: .. :· e:···:r•21·ir;.e1·1t..:i~ en d1:11·1de l1:1s plésrnir:k1s PGMR2 v 1=<GMR·:1 (cc11·1 1•:12 
f-t·::v·::irnento:: -~ v -_4-- ~:·:ti re~p-ec-1:.i<18fni:d! ... ;tef ::e t1~ansfit·ierc11'"1 r--or 
·=·=·1-~11.1·~=:i.·=ii:::·n a 1~ 1=er-a CFN4201 .. La~ 1=e1="•a:: tra1r1:=.ci:•nj1.~9an·l::es res1.tl-·· 
t ani: 9z h1er 0:•n: Cf'!'i4201 /p1::1MF:2 Y CFl'l4:201 /pl'iMR:J. D.;;, ési:.so;. dc•oo. c.;;,pas 
::::..:.1•:• l?. r:-rirn~ra~ la ce¡::.a CFN4201/pGMr;:2 r"='=ur--e1··ó el fen.:d:1~·i:o 

T/·fF'I1'. cid-=:rn~s d•:: irJdttcir la fc•rrnacir:!11·~1 de r1ód1.1lr:1s: efe•::tivo:i-z 
i:r1:.·: ··:i • 

Ezto ~Ltg1rió ~t1e el fra~mento de 3 ~~b ~~ el ~ortador 

del ·~er1e resPOt1s9ble de r·estituí1· el fe11otip~ TMP[l+~ y que 
p1··:·b::i.t-l em.;1·1t-:::: ~1 f 1·8_•;1mer1ti:1 de 4 J:::b r10 1 1:• •=-=•r1·J:.er1•::ia ~ i 1·1de.1="·i:::r1-
.j i-::ni:.~rne1-.ti::- de compartir hi:irni:1l 1:1gía ., l:i. bierr. qtre di1=l ... P:' 91~ne =:e en­
·='-'·=n·I: 1·~ i 1·,cc•mr.· l E!t.•:1 .. 



Estos 1·•:::sul t.ad•:rs ~u·;iierer1:0- •::it~e 
ei--1 el fra•;m~~11t.1:• 

ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
BIBLIOTECA 

p1:11· 
,je ::1 

l •:• mer11:•:: la 
l<b ~e fun-

4 1:::b :::;i:i1·1 f1_~1-1-

·=1.:incll~::::=~ adern~:::: de ·:it1•2 ::.e 1jes:1=i:1r1oce a qt~e o;;;rene i:1 genes cc1r-
1-e=:r:r•:ii-1de.. Por l.:i o::¡ue es r1e•=i:sar·i1:• -:::;1.~ iderrf:..ificaciór1. Ut·1a rnsr1era 
d: c•:•nte:=:-l:clr estas: p~·e-;11.1ni:.c:ts e::. la de d•:t.errnir18.r la ze1=1.1en•=ia 
1·11.~1::l•2•:•tídi·=?. de l•:•s fr:t·;irne11t.i:1:=; d·.= ::i v 4 f(b. El análisi·:s d12 
~ec1.1encias pe1··mitir~ idet1tificar las posibles se~1.1encia5 

ci:1dificadorei.s~ v de e·st.a rnc1ne1-~ p1:1der detet·rnirrar diferenci?.s i::n 
1-,,:.rnol•:•.:;11.a eni:re e::.ti:•s do::: fra•;Jrner1tos:s aderné.s de defir1ir la 
i:q·e=:en1=ia de • . .n·1 ·;;:Jene -J:.1·unca..:k• er1 el f1·agrner1t.•:• de 4 f<b, si es (.:¡i.~·12 

1·:' hav .. F'•:1t- otro le:1do~ el 9radc• de e::.~pres.ión de •=ada 1.n·1a de ellc1s 
n·:• h::t sid•:1 det.e1·rni1·1ad•:1 v no se sabe si 1:!Stas p1.~eder1 1:11=1.~1-rir· 
sirnl1lt.~11eamente. 

P•:·i- rned i i:1 d~:: 1 a c•:i1·-1st.1'"1 •. 1c•= i ·~·1·1 de ft1si cines l ac Z er1 1 as 
tt-e~ 1·~it.e1·::1cii:•r1es Ee 1=·u1~de det-errninar la ·funcic1r1alidad de es·tc,s 

v también es posible determinaf- si existe expre~ión 
sirn·.~l·l:énea.. r·1.1esi:.1:• .:::rue la t.i-a1-i-a.c1··ip·=ión de cada 1.w1a de las: 
reí i::e1·¡;;1ci•:•r11~s :=:.e p1.1ede det.er-rnir1ar ir1dire•=t.arn'er1t.a pc1r la a 1=­
tividad de c-~alactosidasa y la otr·a· midiendo la actividad de las 
distintas oxidasas 

El he·=h•:1 de q1.1e 1.1na di=. las caract-eríst.icas fen•:1i::.í.1='i•=a~ 
de 19 cepa CFN4201 sea la de poseer una expresiót1 disminuida de 
l•:·=: ·-:ii::o·=1-~.-:rmc1;: in-f:.~rrn.;::1jic1:=: !;:~y ~, Etdernás de e::d·iibir ur1a S'\i=t.ividcld 
de t'Jf'.¡[1H 1·e=: i =t-:=:nt.e a la i nh i ble i ·=·r1 p1:w 1 a ant. i mi•= i ria~ sugirió 0=11.~.;: 
rn1.1v i=-1-c•bBb 1 erne1·1te ~~2-ta mr.1t ant.e se -:1 ... 1cuer1t.~- ~ a fe,=t.ada en 1 a 

:~~r.·~~~1~~,:~o;~:~ A c·~·~P ~~~ ·~· .. ~·~.;::~c~~rni~• a ~1

:..J~~:;Hd~::< ~ 1~~1~=d·~~~ l ~'=ce:·~ 8-~~~~;~;¿·~ 
a~ inhibida ~n ~1r1 45 ~ 2 tina concentración de 120 µM de an­
t ir.-dci1·1;::~, rni1:31·,t,·a=::: o::iue esta rnisroa actividad ~e mueEtra rné.s :=:-·:w1-
~ibl~ ~n la cepa C:E2; e~ta eE répidament.e inhibida en tln 75 X a 
1.1!-11?. ·=.:i,·1·::.;;:!·1t 1· ació1·1 ds: :l ü µM~ Lo=: 1-~:=:sul t.ados •:rbt•:?.nid·:·~ de e::,,~ 

¡:::·.;;·1mi:;n,yJ:.:·=: ·=·:·;··1 11·1hibidc1r9s cli::: 2it.io:• III C·:•mr:i J.a ant.irni1=inei .. per­
~.-.i-:·::.n r"l::..n"t-2:..1· !::: .... h1p1:•tes::i:. 1::le i.::\ r:-res~n·=i~ de 1_.w1a 1~2:1.rnifi·=aci·~·n 

jel E12tem9 rQspira~o1~io en la cepa CNF4201. Cot1siderando ·~ue la 
:::x:T:irc1-=¡ns. t-i.•:•q•_1ea ·=i r:-:t:=i:i de ·~lectr•:•n1::5 •:le 1=it.1:11=t·i::imo !;1 ?.! 
c1~=~r-0m0 ~' (132) v glle este inh1bidor tiene poco efecto sn la 
:::ic-J: ¡ \·'1 d:::c1 1je la f•ff.:)[.•H •:•>·:í dt=i.s:i. •:le 1 :-. •=epa C FN~J:20 l puede =upo:iner:.:•: 
·'11.1-2 Ja v.i.a E-.lt.erna í..':·aH-E+. la o::-~idai::1ór1 del l'IADH 
l ~- •~!L:•J ·1u1r1•:i1·1~. =11·1 r.-a::::i.1~ J::"·•:t!- '21 ·=o:irnr-·le.i•::i 
1· s~P 11· s.t1:t1· i ·:i d.:::: e·:.·f:.:.=t b::\·=t.i:~r is ... 

4 

ernPieza despt1é5 de 
b/cL del Ei::t•=rna 



C·:w, •:::l fir1 de •=>:r-1 i·=: .. r :::i l ::i. i:>~Pr~;zión disrnintd•j?. de 
i·:·~ ·=if:-:·c:--::·rn·:1:=: !:~ ·.,.· .- s:e debía a ·:iue lc1 rn1_1taci•jr1 er1 lE\ cer-i?. 
i:·F¡·.¡4~(1 l r11:.:o.r·~~b:i. en. l •:·z •::ie1··1s'.:;'. e.stru·=t.,_n-al e:: d>dl •=•:irnp 1 e_i·:· 
cito.::r<::·ff~·:• t;.'. .. t.'~:;;.1, ~~2 :::"irtt.etizó 1_1n-.:1lii::ic1n1..1·=le·~1t.1do ·=•-iy:i._-::ect1er11=ia 
8:::: 1-1i::•r!ló l 1:1·;;1a ::-. l ·:ier-1-= e::.t ruct.1_-11- =. l de e i t cict-1:·rni::1 /:1 di;: 1 •=•:•rnp 1.:::, i .:, 
·::11:i:.•=1"t:rm•:1 t;~ dG ~~-ªF.::!.Q!l..i.s:!dl.Q.· Este oli·;i:in•_11=le1~1ti•ji:. :::e: 1·1ibr1d1:::• 
c•:t1-i-f:1-8. !•:•:::: •=ó-=:mi1::k1::: pC59 v p(:1;:;:1.. E:;t.1:1s ensay1:1s brir1d&r•:•r1 -::v1de1·r 
i::i~ de ··1t1e el fragrnent.c• d(=: 4 l<t• ei--1 el i::ó~rnido pC:5'-;t p•:•::::e~ ·=1-:::1-t~ 

h•:1rn 1.:1l oq l. a ·=·:·1·1 l?. se•::uer11::i ::i. ui:: i l i :z.:ad=i. ·=i:•toi:i detect.cit--a.. E·::t•:• i nd i e•:· 
q1_1e r--i:o~iblern•.:1··1t.e er1 es:te fra•:-1rnentc• ~e ei--1ct1e1 ... 1t-ran lc1s. o;ieni::s. ·-=i•.1-:: 
c 1:•d1 fii::an r:-·ara 1:=l ·=crroi=·le i•::• c1 ~:.or::ro:irno:. b/•;1.. .. 

Por otro lado, zolo los plésmidos que contiener~ el 
f r aqrn.;ar1t•:• E·=r:iRI de ::i /=.:b ft-1e1·•:rn •=ai=·Etce~ de c•:•roP l 12rnent.;:;l1· pC\r =:.. -::: 1 
f'~r1c·tir-oi:r TMPJ::.·•· 1:.::59, c81. ¡.:.i3MJ=::2)" mie1·1t.1·-a!::- el q1_1e ·=i:ir1tier1.: el 
f1-ei.•::tmer1t 1:• Ecc·f.:I 4 J<b~ el pGiMR:::, ,-,,:, lo f1_-1é. Est.c1~ dat.o~ n•=·~ r::·er-
miten -=o:in1=luí1· que l=i. inser·=ión Tr1~ :.e er11:'.:1.1e.r1t.ra f1..-1era de li:•s 
9~1-1:3 est.rt-1ct1....11-al1=:s del C•:•rnPle.io ·=it.i:i·=rc1rnc1 f:•I•;,._ (fra9rnent.1:1 de 4 
J::b).. \_. ·:it-1•a pr·obablernente é:::.ta insercié:in se er1ct-1er1t.re en ur·1 9-:1-.e 
1··e91 .. 1lat;:o1·io ·:¡L1e ·=·=·1·1t.rola !Et. e>~Pre'Zi•!•rr d~:-· li:•s; ·;1e1····=s ·::¡i.1e 1=i:11:hf:ícei.r1 
p;ir·a lc1=:: 1=i ti:··=1·1.:•rns:i !;~ y ~~ ( fra•3rne1-1t.1::i de. 8 t<t:.:i • 

·~ -· 



270591 
PERSF"EC:TIVAS 

Con 
e . .;r.1-~·::; l •:·i-1 del 
el :rr1ad1::rz. er1 
es-1: r ;d:-~·~ i a:;:: 

•::::l ¡:.:q··i:ipóz.it":' de ider1t.ifi•=a-r y est.t~di21.r 18 
-:i l1:1z ·::ie1-1ez r·1·e·=.:er1tes el .lc•E fra•;:iment.1:1s 0

• de.:3· .. v ·4-"J(b 
el preE-•:!:!l'"1i;.e tt·aba jc1_ !::E!. J:•r 1:1pcir1er1 1 "a~ -S·J.·91.~.i ei-;-1t._e'S 

r1e-terrrd.r.a,=iétt·1 de ia ~ec1..1er1ci& 111..1\=r'ec;f.ídic:a "dé: iC.s fracmii:n­
Ec·:·l~:r d.:. 3 .,.. 4 11'.l:o e1·1."l a. cepa· i::E.2 : El 1'.!i·a!diQ.i1:,,:.sai·1.ir~ bv. 

r:l:•l':I-.§!gl.i· 

.::. -
t:"•>:2=1"TOi ti 1·á 1 a· ·dsd: ei:-rn-i t·1a1= i ór1 -.de_ -í='ÓS i b185 5·e,=1Aer11::i as •=cu:I i f i •=:..•j•:·1· a·:: .. 
de l.-:•:. •=ii:.•:•1=r_1:1rn·::i~ b v o:: e:n el: CclSC• del-. fragrher1t.1:1 -E,=•:.J=<I de 4" v 
E6-·=·-~e1·1cias re·;i1_1lad.::•rE;s~ .. _c•:irn•:1 ·se··éSpe·ra -en- e·1 •=asc1 del ft·s·:rme-nfi:• 
d'2 :_, kb q1_1e co:ir1i:.iene las sec1..1e.r1ciEt _rnut.ada er1 la cepa CFN420l. El 
::.:né 11:::: is d.;: 1 ~ ::e•=u·=1·11= i a p.:1d1·é. t.:..rnbi én dei:.e1·rni 1·1::..1· 1 a. pri:E.~'.2:1·1 1=1 a 1:1•= 
r.:·1-.:·rn•:·-f:i:ir-es. La tradt11=•=io:~1r1 do:= las se•=1_1er11=ia~ r1t~cl.:•:1t.ldicas r=•ara 
do:duci 1· 

v estudios ci:imparativos con secuencias de genes v proteínas de 

: 1 ~ C·:·n:=i:.1·1.1·=·=1 •:.':•n y cara·=ter iz:aci ór1 de •=epas de R. 
1.'ª:~!rnJ._D~2E..l=::.1.::.Jio b·.; .. c:lb~"=·=·l,;i._ c•:·1·1 f1.,1si·::i1·1e=: gé1·1i•=8:: er1 1::.. que el r-=i'::­

~ette de L=-.:.i;; ... ;;;.:; quedo:: baje• :l •=i::ini:Tol de l=-.s: zet;eo.les de 
tr-21·!s·::Tir:-·=i·:On 1::!:0.: la-=: ·se'='-~i::ncia: re·:tt~l-::i.t.•:1ria-= en e:l fr?.S-Hnent.c• de ·:-t 
1::b.. .~, l•:•E ·:ii:::1·1es *:st1·tt1=t.1.,rales d~:=l •::1:1rnJ:tleji:1 •=itcu=rc•rn•:• b/•=, ~~-, ~l 

fr~~.·~m-~1-,"f:.•:' d·2 ·'I Vb. a t1-ave2 de tecr-d·=a.=: d~ rn'-~t:=i.gé::is: i.n_ vit.1·1:1 
~1tio e~pec!fica y g2nética reversa, con el fir1 de analiza1- la 
~;.;r··1--:::=: 1 ..:~·1·1 i nd i vi du::i l d·2 cada 1.ir1B d•2 1 ritS re i t.e1·aci i:w·1e:s:. 



E• :C: BL :C: CJ•3iR:AF :C: A 

t. J. } Fo;.:1b s ·=.¡··1 .. 
-~!.4: 1 :.:::J-207. 

(2) C!':l.?ía1·a. F ... 
:l::i!.Z: ·:11 :::•-:::2 1 • 

(5i 

¡ ,·. 

\13) 
J.~~;f: 47 .. 5:2. 

(')) 

( 1 ')} 
.:1.•:.i::::! ~ 

~!4) Bolton. E Higgisson, B~~ 

0:19::::>::<• A1··=f1. l<f~·=ic•:•bic··l. ,l::'t:f: 142-~14:6. 

•.15) En·:;11=:lke. T .. , .Ja·;:iadi=:h;-
lrl1•=1-obi1:1l. 13.3:~:01•;)_:3029 .. 

27051~1 



:, l !~\ :i 
!l::.r1. ·o .. 

(19) 

i:2::1) 
S·=i. 

·: .24) 
A·=ta. 

t::25) 
F'lant 

(::t5) 

!~·="'::.;; .• 

C:. Wl1eatc1·cofi:., 



c::6) Starir:o J-f~ :• \.-arn ve·rseveld, H .. W., I•e Vries~ W~ antj Si;.qt.1t.h:irner .. 
A. (!'::11:::4) A1-ch. _Micrc•biol. 239.:53-60. 

( :37) APP l éby; e: A~ u ·:it·"1 i B :i •::>·=f-··=m. 

<:38) Chi•:;_. Y.M., Hedt.ke,;s. o.nd f\le~w:omt:• 

60: 771·-774. 

0::3'7) 1:'.\p¡:.lebv .. C. A., Berge·i-s:er1,. F.',r. 
Gr-esshoff, P. J~. o.nd Trinir-1c:k,._ M. _r_. 
in /'litroqen Fixation <Gibso1~, H.A 
Ai.,=:i: rEtl 1 :...1-, ?lcaderny c1f 

•:40) f(eist.er·-, f>.L., Mat:s:h, 
Plant. Ph:v':::ic•l 2J.: l':M-.1·:16. 

•:41 ! APr-•leby, _ 
([Je•;:n-1." H., Ll6~icf; 

1 
(42) Rcw1si:-r1. 
Rese~t·ch-Prog~iE 
eds.l. PP~ 201~207, 

(41) 

2.ea1··ch F'1·c1°3e-:s 
e.j¡;.)' p. 

•:44) flr.,r-.:iuera, B. 
Biomédica Dá~i~~ <Bioquímica), 

~47l Naut.ivan, C.S., Vah B~rkum, P. 
11 tf-, 

•>H::) Tuz i rotw a, V and Wat.anabe, I (1964) 
157-170. 

•:"f.·:;i 1>1ai::i_ls,~-,/.fC Melik-Sarl:ü;yein, 
< 1 •;,,-·7::;t) Mi crobii:1l 1:1·3Y CU. S .·S. R.) 42.: 95-10_(1 

(.5·J:i Bergerse1·1·~ 

.Et f1;:ii::f·1e.rn -. . B i c•r-ohy:;i .•. 

~ 55; API=' i ec;·~:~ . , 
Di •:u=h~rn [• i •::>pf)YS '.. 

3 

--.J. Ge,...(. 



(60) Jot1es, C~W. 

PP~ Academic Press. 

0:61) HE<ll idev, 
Nitt·oge11 Fixation. 

(1.02) ?\nr:<ku. Y. 

(64) P1:1ole, 
i:•::<id~1~e ir1 
A·=aderny Pres:;; 

(;~.5) 

(66.l 

(67) 
·~: J.32'?-13:36. 

<72) F'•:u:•le, R. I•'., ( 191:::i) FEBS 

i'.73) Sc•li•:i:::~ M. ~ Car:tfeili, 
Ch-=m. 257: 157':t-15:.::2. 

0:74) Sc•ne. ~l., 

t~E:,6:: :216-220. 

(€10) l•lilliarns, 
UJ: 24~·1-2472. 

(•31J Ri•=e, 
12·'~. 

(:.::2) L~zil 1:1, o .... r·~', Fc,r1dric1 ... ,, B .. ,c~·,, 
T:.vlcw, B.L '(19i::':4) ,T. B:"::t.eri•:ol; 

(83) Carter~ l(M, ~nd Gennis, R.B. 
10·:1:::16-i 0'?90. 

1;g5) J-h.1ndir1•;1, H., arid Drews, 
76'5: 171:-177, 

4 



( (?-':1) 

Tt·a11s. 

('?0) 

(96) 
Chern. 

(100) 
23-4 : 15E:7- 15'32·. 

·: !02) 
21~: 409-42~5. 

11031 Ha•ker, H •• Veeger, C., 

.J. 

S. Bic•L 

<105) M•.wray, M.A., Horne, A •. J., E•enennan, .J.R. (19::::4) Api:·l. En-
virm·,, Mi·=r··:·bieol. 47.: 449-454. 

M.J. and App l eby, e. A. ( 1979) Le·;if·rern•:•g l •:•b in and 
F:hizc•bi1.1rn hernc•Protein=: .. Ir1 : A t.reat.ise i:•r1 the r1it.rc1ger1 f'i:>~at.iot·1. 
~<eo::i:i-:·1·;;;-·r an·:I II (edited by Ha1··dy, R.!~., B•:•tt.eornley, F. a11d 
Burns, r;:.C.). W1lev-Inte1·sciet"1•=e, 1"1..rb •. NY, i_H3A. r=•P 671-764. 

(107) C•.wttin•:;i, 
:=:vrrf.:.hes!.::: in 

Sl.eelv. 
5·3: ~565-572 .. 

( 109) 
¡;;. fj •• 

í110) 

(111.) 
67: 14:J-

J. A. 
:=:•:•'r'bear1 

and Schulman, H.M~ <1969) 

J.E .. Michin, F.R., Witt.v, F.J. 

5 

Tf1e site of fieme 
B i •=>Phvs. Ac+..a. 



(112) 
:J60. 

01:::1) 
::;.19;' 

1.114) 
Acta. · 

(115) 
Act.a. 

( 117l Appleby, 
Biochem. Biophys. 

u i::::) 
Reports. ª:207-209. 

(119l B•:•tt, M., Bc•lliger:;_ 
¡,¡ i •=1-.:•b i o 1 '="~Y. :!.: 214 7'-.2157 •. 

( 120) Bc11··quet·a, B. 'f f:iar1=ia~l-fórSrn-ar1"~ 
( 1991) At"d-.i. fYli-=t·c·bic•l. 155.: ! 14'-119; 

(121) Bargllera, B., Garcia-Horsman, 
Ar•=hi. Micrc1bic•l., ar=ept.ad•:t par_a 'S.:'-~ 

(122) Simon,R.;Priefer,U.;and 
1: 7•:"4-791. 

( 123) Maniatis,T.;Fritsch,E.F•; 
C l •:1rii ng: A 1 abci1··.atc•rY m:w11.~a 1 11 .. 
Sprin9 Harbor laborator~ 

( 124) 

Eckf·,¡¡11·dt, T. 

<127) ~foel, 

Ceval leo;., M. A. 
f<. [). 
(19E:•4) 



(12:::) Palacios, R. ;t~r . .i:irrt-•:•,C.; 
l-le1•nar1dez, M. ; Bal 1 ado, T. ; and' Sc:.t: .. o;!t'cot'"f:.1 
of the Bacteria-Plant 
Ver lag. 

(129) Rosenberg,C.;and 
.1'?'2:533-5:36. 

( 1C::<0) 
Envi1·•:1n. 

(131l Lang, r>.F:., Feli:>(, 
t•:=r ic,1.. .lll1: 96:3-977. 

( 132) 
115-:: 55:;,:-55•;1~ 

(1973) J. 

Get"16t. i ·=s 
Spt~ i r1•;er 

J. Bac-

(133) Qt~into .. C.;delaVega,~l.;Flores,M.;Fernandez,L.;Ballado.,T.~ 
81:1b+:ror1 .. G .. ;~<Palacio:, R. (1982> Nat.tn·e. (L•:rr1dc•t1). 299:724-726. 

( 134) 

7 


	Portada
	Introducción 
	Transporte de Electrones en Rhizobium
	Antecedentes
	Objetivo
	Material y Métodos
	Resultados 
	Discusión 
	Perspectivas
	Bibliografía



