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INTRODUCCION. ", ..

- La_fijacién  biol6gica del nitrégeno es el proceso mediante el cual algunas bacterias
convicrten el nitrégeno molecular en jo. Existen al casos en los que las bactzrias

ﬁjadoms de nitrégeno se ian con otros i Entre estas aci una de las mis

estudiadas es Ia que se establece entre Rhizobium y algunas leguminosas.

Las bacterias del género Rhizobium se incluyen entre las bacterias gram negativas, son
habitantes normales del suelo, que interaccionan con las rafces de ias leguminosas para formar
nédulos en los que se lleva a cabo la fijacién del nitrégeno. Para el establecimiento de un nédulo
debe existir un reconocimicnto especifico catre la planta y la bacteria y posteriormente cl
Rhizobium debe penctrar por los pelos radiculares hasta 1a corteza de Ia rafz donde pasa a ravés
de la pared celular y queda lado en vesfculas memt dentro del citoplasma (1]. En

la formacién del nédulo existe una marcads proliferacién de las células de la corteza mdicular
v un proceso de diferenciacién de ambos participantes. La bacteria sufre cambios morfolégicos,
es decir, aumenta su tamafio y su forma se vuelve irmegular. Esm forma es denominada
bacteroide siendo este ¢l estadio en el que se lleva a cabo Ia fijacién del nitrégeno.

La fijaci6n bioldgica del nitrégeno la lleva a cabe la enzima nitrogenasa, la cual cataliza la
conversién de N; a NH,, Esta enzima ticne dos componentes protéicos: uno de cllos conticne
hierro y molibdeno y el otro es un dfmero de subunidades idénticas que requiere hierro para su
actividad. La estructura de esta enzima sc encuentra muy conservada tanto a nivel de protefna

como de la secuencia de ADN que la codifica [2,3]. La nitrogenasa es una enzima sumamente

sensible al ox{geno, la p ia de este el 1a inactiva irreversibl Es por esta razén
que los organismios fijadores de nitrégeno poseen diferentes estrategias de proteccién contm la
oxidacién del O, . En e! caso de Rhizobium cuando s¢ encucntrr en el interior del nédulo en las
rafces de las plantas, la leghemoglobina protege a la nitrogenasa ya que une oxfgeno con gran
afinidad y lo libera de una manera dosificada para permitir la respiracién de la bacteria [4].

leoh loh . A
La ye un buen cjemy

del carficter simbiético de la relacién planta

bacteria ya que la parte protéica es codificada por la leguminosa y el grupo hemo lo sintetiza el
Rhizobium [S,6).
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El nédulo es considerado como un 6rganc especializado en la fijacién biolégica del
nitrégeno. La planta transporta a través del floema ef fotosintato necesario para su mantenimiento
y para la actividad de la nitrogenasa. El nitrégeno fijado y asimilado en aminodcidos o urefdos
es transportado hacia las estructuras superiores por el xilema. La compleja serie de eventos que
la for i6n y cl funci i del nédulo requicren de la expresi6n

dan por
controlada y coordinada de los genes de la planta y de la bacteriz que intervienen en este

proceso,

GENETICA DE L.OS SIMBIONTES.

BACTERIA
En varias especies de Rhizobium se han eswdiado los genes que participan en el
imicnto de fa simbiosis (7). Estos genes s¢ p cn pldsmidos de alto
peso lecular I dos plésmid imbibticos, micntras que en Bmdyrhizobium ecstan

contenidos en el cromosoma bacteriano [8]. Los diferentes genes bacterianos que participan en
1a simbiosis sc pueden clasificar en grupos : los genes de nodulacién comunes { nodABC ), los
genes de especificidad de hospedero ( hsn ), et genc nodD  que participa en la regulacién de los
genes anteriores, los genes nif y fix responsables de la fijacién del nitrégeno y los genes

involucrados en la sintesis de polisacdridos [9).

PLANTA
Las les que sc exp especfi durante la formacién y funcién de

los ndédulos reciben el nombre de nodulinas {10} y tienen como funcién la de satisfacer los
requerimientos estructurales, metabélicos y de transporte de la fijacién de nitrégeno. Existen dos

tipos de 1 las noduli p que intervienen di en la morfogé
del nédulo y durante Ia infeccidn de las células vegetales por ¢l Rhizobium.

Las nodulinas tardfas, prenden un grupo grande de genes que son expresados un poco
antes del inicio de Ia fijacién del nitrdgeno y que han sido camcterizados en una decena de
leguminosas [11); ayudan al funci i del nédulo do y do las condici
fisiolégicas necesarias para que ocuma la fijacién biolégica del nitrdg 1a asimilacién y cl

porte de los comp i dos. Entre lns nodulinas tardfas estan la urfcasa I, la

sacarosa sintasa y la glutamino sintetasa,



Las clasificaciones originales de las especies del gé€nero Rhizobjum se basaron en su

hosped Actual se id: otras isticas &ti En la sigui tabla se
1as especi les de Rhizobium [12].
Rhizobium. Planta hospedera.
Rhizobium meliloti. Alfalfa (Medicago).

Rhizobium leguminosarum.

biovar viciae. Chicharo.
biovar wifolii. Trébol.
biovar phascoli. Frijo! (Phaseolus).
Rhizobium loti. Lotus.
Rhizobiumfredii. Soya.
Rhizobium sp NGR234. Amplio rango de nodulacién.
Rhizobium tropici. Frijol (Phaseolus vulgaris).
En ¢l centro de investigacién sobre fijacién de nitrég: se d iné una nucva esp
denominada Rhizobium gropici [13), la cual bl iaci imbiéticas con frijol

(Phascolus vulgaris ) y con 4rboles del género Leucaena y otras leguminosas. Esta bacteria
puede ser utilizada en la agricultura en cultivos de frijol ya que es resistente a condiciones
levad es resi a inio y

p y altos niveles de acidez,

algunos entibiéticos. En Rhizobium tropici los genes de Ja nitrogenasa s¢ encuentran en una sola
copia a diferencia de Rhizobium phaseoli que posec varias copias.

En el plasmido simbi6tico de R. tropici se localizan los genes nod (de nodelaci6n) y nif y
actualmente se ha encontrado que existe un gene que codifica para la enzima citrato sintasa.



Hasta el momento esta especie es, al parecer, I Gnica dentro del género Rhizobium que posee
un gene cromosomal asf como un gene plasmidico [14] que codifican para 1a citrato sintasa.
La citrato sintasa liza la i6n de cond i6n de dcido loacético a ¢ftrico y su

funcién es esencial para la generacién de energfa y la asimilacién de carbono. Esta enzima es
considerada como el paso limitante en la regulacién del ciclo de Krebs; ademds, su funcién es

vital en el ciclo de glioxilato (Fig. 1). A su vez aparece en otras vias no ciclicas para la

i6n de 2. ato el cual es un importante precursor en la biosfntesis (Fig. 2).

Los genes que codifican para las enzimas del ciclo de Krebs se encuentran organizados en
grupos cercanos unos a otros en el cromosoma de E. goli : citmato sintasa (gltA), succinato
dehydrogenasa (sdhCDAB), succinil-CoA sintetasa (sucABCD) [15). Micntras que en Rhizobium
tropici el gene plasmidico no se a fl, do por otros genes del ciclo de Krebs.

Se sabe que !a citrato sintasa aparece en todos los organismos aerobios y esta ausenis en
algunos anacrobios como Monilifonmis dubis, Gemella haemolysans, Streptococcus faccalis y
Lactobacillug plantarym [16),

PLASTICIDAD GENOMICA.

El genoma simbi6tico de Rhizobium estd sujeto o inmerse en la dindmica global del g
de las bacterias [9]. Amplificaciones ( duplicaciones ) deleciones y transposiciones, son ¢jempl

de ias modificaciones que pucden ocurrir en el genoma.

Transposiciones.
Las transposici implican [a tranfe ia de un cr émico a ofra posicién ya
sea en el mismo 0 en un cr diferente. Una clase de transposiciones

involucra & los elementos transponibles, los cuales han jugado un papel importante en la
evolucién bacteriana debido a que pucden crear mutaciones y rearreglarse en el genoma de su

h dero, Ademds, los ¢l ibles pueden proporcionar diferentes ventajas

P P

! como resi: iz a dife antibi6ti

Se sabe que en ¢l cromosoma de tipo silvestre de E. coli se encuentran varias copias de estos
1 ibles d inados I$1, 1S2,183. Normalmente cuando una IS sc coloca dentro

P

de 1a secuencia de nucledtidos de un gene, este s¢ inactiva. La reversién de tal mutacién puede
ocurrir cuando los elementos IS se mueven nuevamente.
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Rutas metabélicas cn las cuales la citrato sintasa constituye uno de los componentes

primi tanto pam organi bicos como acrobicos en la g i6n de caergfa y

diferentes precursores para biosintesis.



Deleciones.
O también llamadas deficiencias cromosémicas son a menudo Ietales, como cabrfa esperar si

iales en la fisiol o en el desarrnllo del

faltasen genes responsables de algunas fi
organi Las deleci bién pueden no ser letales y quizds sean favorecidas por la

seleccién natural en la evolucién de formas sapréfitas o parésitas, cuando no se requiera la
funcién de determinados grupos de genes. Existen pocas prucbas experimentales para probar

dicha sugerencia. Ha quedado sin embargo bien blecido que en la evolucidn han intervenido
del y no iini duplicaci

Duplicaciones.

Las duplicaciones del material genético seguidas de la divergencia de los
duplicados para llevar a cabo funciones distintas han sido un recurso importante en la evolucién.

La forma (as) ancentral (es) de vida de todos los organi con ADN probabl
contenfan una corta doble hélice de ADN formado dnicamentc por uno o pocos genes. Las
decenas de miles de genes distintos dos, como por ejemplo en el h son

descendientes de cse corto segmento anccstral a causa de miiltiples duplicaciones y
maodificaciones del mismo.

En los dltimos afos sc ha
las duplicaciones del ADN. Por iencia se disting i clases generales de

1o, sy e "

acerca del papel evolutivo de

duplicaciones génicas:
A) Duplicaci de idas de evolucién divergente hacia funciones distintas,

B) Los genes presentes en varias copias en cada genoma, pero quE S¢ conscrvan semejantes en

cuanto & Ia secuencia de ADN y a su funcién (familias génicas). La presencia de varias copias

de un gene permite al i obtener d idades del prod génico en intervalos
cortos de tiempo [17]. En los eucariontes los fe antes ionados bien se levan
a cabo por cjemplo, Los genes que codifican las hemoglobinas de los ver jos han
evolucionado por una serie de duplicaci éni idos de una divergeacia gradual hacia
funct disti Si bien relacionados, los genes que codifican para las hemoglobinas, asf como
los que codifican para las mioglobinas pueden rer a un sélo gene que se duplicé hace

unos 650 millones de afios cn la linca ancentral de los vertebrados. Tanto las mioglobinas como
las hemoglobinas se hallan implicadas en el transporte de oxfgeno : las mioglobinas ¢n el
miisculo y las hemoglobinas en 1a sangre .



7

Muchas de las protefnas de un animal pluricelular pucden agruparse en familias: Ins coldgenas,
las globinas, las actinas, las proteasas de la serina, etc. Las protefnas de la misma familia estan

emparentadas tanto por su funcién como por su ia de aminodcidos. Exi pocas dudas
acerca de que cada familia ha evolucicnado a partir de un dGnico gene ancentral por medio de un
proceso de duplicacién y divergencia. A menudo, los diferentes miembros de una familia de
protefnas son caracter(sticos de diversos tejidos del cuerpo, donde reelizan variadas tareas

Al pero dif jadas, Evidi la creaci6n de nuevos genes por medio de la

diversificacién y especializacién de los genes existentes ha sido crucial para la evolucién de los

organismos pluricelulares complejos [18].
GENES CON MULTIPLES COPIAS.

Otra clase de secuencias duplicadas de ADN estd formada por genes repetidos desde unas
pocas veces hasta varios centenares dc veces en cada genoma, sicndo todas las copias
presumiblemente idénticas en cuanto a su secuencia de nucledtidos y por lanto transcritas en
secuencias idénticas de RNA. Esta clase incluye los genes que codificun los RNA ribosémicos
y de transferencia siendo ambos tipos de genes transcritos pero no traducidos y  aquellos que
codifican para las histonas y los anticuerpos.

Los rib s¢ hallan implicados en la sintesis de protefnas, Estdn compuestos por dos
subunidades: una pequefia y otra grande. Ademds poseen tres tipos de RNA y 50 tipos de

protefnas ribosémicas.

En los eucariontes los tres tipos de RNA se designom 5S, 185 Y 28S. La subunidad
ribosémica pequeifia conticnen un RNA de 18S; la subunidad grande contiene una molécula de
RNA 58 y otra 285.

En las bacterias existen de igual forma tres tipos de RNA ribosomal: 58, 165 Y 23S.

La seleccioén natural pudo haber favorecido la multiplicacién de los genes RNA ribosomales;
ya que la célula requicre un elevado nimero de ribosomas para la sintesis de protefnas. Cada
molécula de mRNA cs lefda por un grupo de ribosomas denominados poliribosomas que trabajan
en forma secuencial a lo largo del mRNA, La demanda de ribosomas por parte de una célula es
grande ya que se sintetizan simulté has prote(nas. Generalmente atrededor del 80%
al 85% del RNA de una célula es rRNA.
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Al parecer las d han ft ido tanto a eucariontes como a procariontes ya que
provocan la generzcién de un alto grado de diversidad, por ejemplo <n el caso de los genes que
cedifican para las inmunoglobulinas, o pam la preduccion répida y eficaz de una gran cantidad
de protefnas cn el caso de los genes ribosomales y genes que codifican parn las histonas {21].
Una caracterfstica relevante del genoma de Rhizobium es la gran cantdad de sccuencias
reiteradas. El producto de la binacién de éstas d a deleci dici y
amplificaciones; dichos eventos se presentan en um frecuencia de 10° a 10° y ticnen diferentes

cfectos en 1a nedulacién y fijacién de nitrégeno {21,22,), En Rhizobium phaseoli se han detectado

grun cantidad de amplificact y deleci que los genes de nodulacién y fijacién
de nitrégeno desde dos hasta ocho veces [23}. Estos rearreglos son dos por recombinacié
entre op iterados de la ni nifHDK [24].

En los eucariontes, las duplicaciones parecen ser un evento mus general que en bacterias; sin
embargo en Rhizobium se encucntran difcrentes ¢jenplos de genes en varias copias como es el
caso de Rhizobium leguminosarum biovar viciac en donde se ha encontrade que una copia de
los genes fixN y fixG se localizan en ¢l plfismido simbi6tico mientras que la otra copia se
encuentra en un plésmido involucrado en ln sfntesis de polisacaridos {20].

En ¢l megapldsmido (PSym) de Rhizobium meliloti se ha encontrado que existen dos copias

de los genes _fix entre los cuales se localiza una copia en cada grupo de los genes fix (G.H,I,N).
Estos genes son importantes para la fijacién de nitrégeno. El primer grupo se encuentra a 220
Kb en la posicién 3' del promotor de los genes pif HDK; el segundo grupo sc localiza a 40 Kb
en la posicién 5° del promotor de los genes antes mencionados. Las reiteraciones de los genes
fix son funcionales ya que une delecién en ambos grupos afecta la fijacién de nitnégeno en R.
meliloti, Las reiteraciones de los genes fix pudieron haber surgido mediante un proceso de

duplicacién en el plésmido simbiético [251.

Existen ejemplos de duplicaciones de cromosoma a plismido. Esto se observa en R.
leguminosarum en donde se han reportado dos genes que codifican para la enzima glucosamino
sintetasa, Uno de estos genes glmS (el cual cataliza la formacién de glucosamina 6-P a partir de
fructosa 6-P y glutamina en E, coli) sc encucntra en ¢l cromosoma, mientras que nodM se

en cl pldsmido simbiético y de igual mancra presents actividad funcional de
glucosamino sintetasa. Aunado a ésto, nodM muestra un alto grado de homologfa a nivel de

protefnas con respecto a gimS de E. coli. nodM estd involucrado en la sintesis del factor de
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nodulacién de Rhizobium el cual es un oligémero de N- ilgl vina. Se sugiere que para

tener cantidades mayores de glucosamina y ascgurar la sfntesis de la sustancia o factor que

P

Al

los es \joso tener una copia adicional del gene en cuestién. [26}.

14 t

El intercambio de material genético entre p idos y cr no se da tini ite dentro

del mismo organismo, sino también puede ocurrir entre organismos .

Los genes que se transfieren provocan diferentes caracterfsticas fenotfpicas como resistencia
a antibidticos o metales pesados, produccién de toxinas o la habilidad de degradar complicados
hidrocarbonos.

La transferencia lateral de genes entre bacterias que ocupan el mismo nicho ecol6gico se ve
favorecido por la presencia de transposones o pldsmidos, ya que estos funcionan como vehfculos
parz transportar el material genético a otro organismo; ademds es bien conocido que estos
elementos preden ubicarse en un amplio rango de hospederos. También sc ha pensado que fagos
bacterianos pueden mediar transferencia lateral de informacién genética entre bacterias,

Los clementos transponibles han sido importantes en la evolucién bacteriana, debido a que

provocan mutaciones y rearreglos en el genoma de su hospedero. La distribucién de varias 1S

.

(secuencias de insercién en ¢l material g de los organi ) provee cvidencins de I

petida i i6n y colonizacién sobre linajes bacterianos por los elementos IS .

Los mecanismos por medio de los cuales se lleva a cabo ¢! intercambio genético catre las
bacterias se han denominado : conjugacién ( que sc da debido a la fusién de una célula con otra
mediante una estructura denominada pili a través de la cual s¢ trasfieren pldsmidos y
cromosomas) , transduccién {mediado por ciertos bacteriofagos los cuales introducen su material
genético) y trasformacién (en el cual una célula asimila y expresa ADN ex6geno).

'

Se han utilizado varias caracterfsticas genotfpicas para posibles relaci evolutivas

tales como ¢l mimero, tamafio y forma de los cromosomas en los cucariontes. En las bacterias
las caracteristicas fenotfpicas y fisiol6gicas no reflejan en realidad qué tanto una especic estd

Tac) da fil &t

nente con otra, La morfologfa en bacterias es tan simple que no sirve

para clasificarlas; las caracterfsticas fisiolégicas han permitido una mejor clasificacidn. Sin
embargo, aunque se pueden agrupar especies bacterianas usando rasgos fisiologicos compartidos,
existen especics cmparentadas que carecen del rasgo en cuestién. Las bacterias gram positivas
definidas por la estructura de su pared celular forman un clado, que también incluye bactcrias

que no tienen paredes celulares
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R

se han d iiado diferentes técnicas para bl lact fil

entre los organismos, entre estas se encuentran : andlisis de electroferotipos (ETS) mediante

electroforesis de enzimas [27,28.29] consid do bandas 1 que rep! un alelo
especffico, detectadas por las actividades bioqufmicas de las enzimas. Entre mayor nimero de
alelos compartidos mayor serfl la genética entre dos org;

El diseiio antes ionado proporci i aproximaci debido a que unicamente
toma en cuenta a las p para relaci fil éti a los organi existen otras

técnicas para hacer filogenia como las técnicas inmunolégicas.
Pueden obtenerse cstimaciones del grado de semejunza cntre protefnas mediante técnicas

inmunolégicas , tales como la i ! foresis, la i difusién , la precipitacién
cuantitativa, la fijacién det pl y ta mrbidi 1a

Para cstablecer relaci i bién sc ha usado la hibridizacién del ADN, ya que
puede medirse ¢l grado de dif iacién cntre dos especies por la proporcién de pares de
nuclestidos que difieren en ¢l ADN de los mi Esto sc ig d 1€cul
hibridas entre filamentos sencillos de ADN de diferentes organi los dos fil de ADN
pueden disoctarse y iarse in vitro, iguiend 1 hibridas formadas por
fik preced: de dos especies distil de bacterias o virus. En poco tiempo sc

observé que esta técnica podfa utilizarse para medir la diferenciacién del ADN entre especies
{30]. Por hibridacién pueden obtenerse la medida de la diferenciacién de ADN entre dos

org la i6n de la i6n de hibridacién, o sea la fraccién del ADN de

ambas especies que forman moléculas hibridas.

Las técnicas anteriores muestran cierto grado de itud para bl 1

filogenéticas entre organismos y entre genes. Sin cmbargo ¢l estudio de la evolucién bacteriana

se ha valido de nuevas técnicas de biologf; lar para d inar de dénde pravienen

ciertos genes; o las verdaderas posiciones taxonémicas de los organismos.

La informacién genotfpica tiene mis ventajas que la informacién fenotfpica, la base cldsica
de Ia clasificacién taxonérnica, 1a aparicién de métodos como la secuencia de 4cidos nucleicos
proporciona una forma de interpretacién mds sencilla y rdpida de informacién genética los

I de una ledtidos o aminodicid

estan restringidos ¢n un mimero bicn
definido; adermnds sc puede considerar a una molécula cuya secucncia cambia al azar como un

CIC y la idad de bios en su ia es el producto de la velocidad de fijacién
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de mutaciones en el tiempo transcurrido. Para que una secuencia pueda ser usada como un
cronémetro evolutive es necesario que los bi

tocidades de bio deben p al espectro de las di i lutivas que se
determinar (deben poscer zonas de relativa constancia y zonas mas variables) 1a molécula debe
ser lo bastante grande como para proveer la informacién necesaria y contribuir a4 un
funcionamicnto regular del reloj evolutivo.

Las moléculas més utilizadas en la idad para establ fil ias son las ius de

sean ionales al tiempo, las

PIVP

ADN de los RNA ribosomales. Estos genes tienen un alto grado de constancia funcional lo cual

tos hace un modelo ivo ya que iza un buen funci i como reloj evolutivo. Al
parecer s¢ cacuentran en todos los orgnmsmos. y diferentes zonas del genc cambian a velocidades

muy diferentes, esto permite d 1 fil éticas lejanas.

Su tamafio es de 1.5Kb a 3Kb, poseen muchos dominios los cuales jucgan un papel
detcrminante en la funcionalidad de la molécul

La inacién de ias dc ADN sc ha lucionado con lu i i6n de la

is de ADN medi una i6n en cadena(PCR) que permite obtener cantidades muy

grandes de un fragmento especifico del genoma sin necesided de aislar y clonar ese fragmento,
ademds el PCR nos puede servir para establ laci il ef

SECUENCIAS DE ADN Y PCR ( POLIMERASE CHAIN REACCTION ) PARA PODER
ESTABLECER RELACIONES FILOGENETICAS RAPIDAMENTE.

E! PCR cs una técnica la cual consiste en amplificar un segmento determinado de ADN que

[ entre dos regi de una i ida. Para llevar a cabo esta técnica se
necesitan!
- Dos olig Stidos o ccbad: (: cortos de ADN 16-24 bases); estos cebadores
tienen di ins y son pl con cl fra de ADN que sc requicre
amplificar.
- Un templado o fragmento de ADN que se requicre amplificar, pucde ser ADN total

fsmidos o simpl tal

- DNTPS, Deoxinuclestidostrifosfatos (deoxiguanina, deoxicitocina, deoxitimina, deoxiadenina)
€stos se usan para ir formando las cadenas sintéticas de ADN.
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- Enzima polimerasa; se utiliza Taq polimerasa ya que es resistente y funcional a alias
temperaturas,
- Ciclos alternos de temperaturas.

La reaccin sc ileva a cabo de la siguiente manera: en el primer paso se desnaturaliza el
ADN a una tempesatura de 95°C en presencia de los cebadores, los DNTPS y 1a enzima.
Enseguida se reduce la temg entre 50 y 68°C ( dependicndo de la Tm temperatura media
de los oligos) para que los dos oligémeros hibridicen o peguen al templado; ésto se conoce

como annealling. Posteriormente se aumenta nuevamente la temperatura a 72°C pam que la
polimerasa empiece a sintetizar las cad de ADN compl riamente
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5lemeeren -> 3"
3'< 5 D lizacién; se separan las
dos cadenas de ADN por calor 95°C
Scgundo paso
i templado
5 e >3
ccbador 1 ——

~== cebador 2 Pegado de las hebrs; los cebadores

R e s¢ pegan a fas cadenas complementarias
de ADN.
Tercer paso

templado

5%-rs > 3

cebador 1 ——vvrvrcssrien
Taq polimerasa.
La Taq poli picza a sinted

a partir de los cebadores, 1as cadenas
complementarias utilizando los DNTPS.
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Los tres pasos anteriores cormresponden a un ciclo de amplificacién que generan a partir
de dos cadenas de ADN , 4 cadenas de ADN asf sucesivamente sc obticne ¢l ADN de forma
exponencial. En 30 ciclos se tiencn aproximadamente de 10° a 10° cadenas, aproximadamente
dos microgramos de ADN.

La técnica de PCR tiene muiltiples aplicaciones entre las que se encuentran:
- Generacién de secuenciag especfficas de clonacién de doble cadena.
- Amplificacién de <DNA,
- Amplificacién de cDNAs transportados en bacteriéfagos usando oligonucleStidos como
primers que hibriden con el ADN requerido.
- Generacin de cadenas seacillas a partir de cadenas dobles de ADN.
~ Eliminar ias no b das flanq) do el ADN blanco.
- Generacién de grandes cantidades de ADN para secuencia de nucleétidos [31).

El PCR junto con la sccuencia de dcidos nucléicos constituye una poderosa herramienta en

los dios filogenéti se ha d do que con productos cortos (260pB) de PCR de los
genes ribosomales 168 se pueden colocar organi en un fil éti I
aceptable.

Por ejemplo & posicién taxonémica de la cepa BTAIl la cual ¢s fototréfica y es simbionte de

1a leguminosa Aeschynomene posee caracterfsticas de Rhizobium, entre las que sc encuentran
velocidad de crecimiento rfpido en manitol, habilidad de crecer en sacarosa y lactosa;

demd bia p imilitnd con Bradyrhizobium en la sccuencia pif. Al compartir
caracterfsticas de ambos grupos es dfficil colocarla objetivamente en alguno de ellos; sin embargo
por medio de PCR y ia de fcidos léicos s¢ ha logrado establecer aceptablemente la

relaci6n filogenética de esta bacteria as( como la de los Rhizobiumn y otros organismos dentro
de 1a subdivisin alfa dc Ia clasc protcobacteria (Figura 3) [32).
Los di d incipal a di ir sobre las relaci fill i eatre

organismos, o que tanta similaridad o diferencia comparten un gene con otro sc ven ampliamente
favorecidos con las técnicas modernas de 1a biologfa molecular (hibridacién PCR y secuencia)
que constituyen verdaderas herramientas.



1s

FIGURA 3

Arhol filogenético el cual muestra la filogenia de las Rhizobi y otros organi como la

cepa BTAIL La posicién de las ramas fuc definida por PCR y secuencia de un fragmento de 16s
ribosomal.
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2.. ANTECEDENTES

Dentro de Ia linca del analisis de genes bacterianos involucrados en la i i6n con plantas

schad inado 1a i leotfdica del gene plasmidico de citrato sintasa de Rhizobium
tropici {14). Bs interesante que la mayor cercanfa del pesA (gene citrato sintasa plasmfdico de
Rhizobium_tropici) se obseva con larama en vezdealaramn  ala que pertenece Rhizobium
[33}. Cuadro 1. Sc ha cncontrado arriba del pesA, en In regién 5°, una secucncia IS 1a cual ¢s
parccida en un 85% a otras encontradas en B, coli y Pseudomonas. El pesA no estd flanqueado
por otros genes del ciclo de Krebs, lo que pudiera sugerir que el juego completo del gene

plasmidico més la IS se pudo haber ubicado en R.tropici por una transposicién endégena o por
transferencia lateral eatre bacterias.

Hibridizaciones previas de ADN total de la cepa silvestre CEN299 (Rhizobium tropici)
muestran que la citrato sintasa cromosomal s¢ ubica en una zona de 9 Kb (digestion con la
enzima de restriccién EcoR1) mientras que 1a citrato sintasa plasmidica se localiza en una regién
de 6 Kb; 1a banda de 9 Kb del gene cromosomal se observa cn una cepa (CFN29910) de
Rhizoblum  tropici que posec una delecién en cl plésmido simbiético, mientras que la citrato
sintass plagrnidica se t

La sefial del gene cromosomal es menaos intensa en experimentos tipo Southern que 1a del
geoe plasmidico (cepa CFN299), utilizando como detector un fragmento interno del gene
plasmidico de citrato sintasa. Esto tal vez indicarfa que existen diferencias en Ias secuencias
nucleotfdicas de los dos genes sugiriendo que no son copias identicas, Fotografia 1

El gene plasmfdico de citrato sintasa tiene una regulacién difereate dependicnte del fierro no
descrito para otras citmto sintasas. La expresidn del gene plasmfdico estd regulada por 1a fuente
de carbono (sacarosa).




GUADRO 1

Cisy$hcian 17

Acinetobacter anittatuym,

Cisy$Pseae
Paseudomonas asuroginoss

Cisy$Ecoli
Gschepichia cold

Cisy$Aceac¢

Acetobactey sceti

PROTOBACTERIAS
: ———————— PCSsa

Rhizobium tropict
Cisy$Coxbu

Coxiella burnectt

Cisy$Ricpr
Ricketsis provateki

ARQUEOBACTERIAS

Cisy§Theac
Thermoplasma -cidoghl!ug
Cisy$Yeast

Mitocondrial

Cisz$Yeast

eitoplasmica

TUCARIONTES

Cisy$Pig

Mitocondrial

[ Cisy$Arath
Arabidopeis thaliana (mitocondriall

Cisy$Strhy

Streptomyces hygroecopicus

Radclén taxonémica dil prodcto dd goro plasmidico & Buzchium Sricl. - la seaacia de aminodcidos
mastm uy 66%, 678, 62% y 67V & hawlogfa an Ik modctoes & gl Blaxuinm Bugodil. y
A mtl.la mayor cxmni hresta on d podacto dd gws e A on d anl @ ua < 38 U mAs
Qistireives y algjadhs e 1a mra a laqnl partawce ghizohiug.

El presate 4l se ranlizd an el pogam Playp.



18

- -9 kb

-
- T—
a b
FOTO 1
Bxperi tipo Southern ¢l cual nos : A= ADN TOTAL CEPA CFN 299 DIGERIDO

CON LA ENZIMA ECOR1. B= ADN TOTAL CEPA CEN29910 DIGERIDO CON LA
ENZIMA ECORL. 9kb = CTTRATO SINTASA CROMOSOMAL., 6kb = CITRATO SINTASA
PLASMIDICA. Detector de hibridizacién fragmento interno del gene plasmfdico de citrato sintasa

de Rhizobium tropici.

3.- OBJETIVO.

Determinar ¢l orfgen evolutivo del gene plasmidico de citrato sintasa (pcsA) de Rhizobium
fropici. Bste gene pudo haberse obtenido por transferencia lateral eatre bacterias o por una
duplicaci6n del gene \




4.- MATERIAL Y METODOS.

Cepns bacterianas,
Rhizobium fropici:
CFN299 Tipo silvestre.
CFN29910. Posee una delecién de aproximad: 200kb del plosmido

simbiético que elimina Ia citrato sintasa plasmfdica.

Un producte de PCR de 1a cepa 29910 de Rhizobjum tropici y la determinacion de la
ia de 4cidos nuclefcos del mismo serdn utilizados para llevar a cabo nucstro objetivo.

Disefio de oligonucleotidos para ob ¢l producto de PCR del gene cromosomal de citrato
sintasa de Rhizobium_ tropici. ‘

Para Ia it leotfdica de los oli leStidos o cebadores; se evaluaron
1ns secuencias nucleotfdicas de: E.coli, Pscudomonas_ aeruginosas, Rhizobium troici, Rickettsia

prowazekii, Thermoplasma acidophilum, y Coxiclia burnetii, Estas secuencias se alinearon con
el programa PILEUP (figd). Posteriormente se reelizé la bisqueda de fra
conscrvados en las diferentes especies tomadas ea cuenta.

& P

Se gi Ias sieui regiones nucleot(di

1030—--1050
P
AAGATGCOGACCATOGCCGC (PRIMER J1)

1409-----1432
3
CTTGCCTAGCAAGAACAGGAACC  (PRIMER J2)

Las i das se muy conservadas ¢n los genes de citrato sintasa,
Tomando como base ésto se d intetizar estos ol leStidos para ser usados

posteriormente como oligonucledtidos base en 1a ién de PCR del gene de 1a citrato sintasa
cromosomal de Rhizobium tropici.
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Fig.4.Alineamiento nucleotidico de los

reportados. Los

attglgogcs

401

CTOGgCeCCe
9gaGeCtics ¢
CcCegCaacG
aTtacCgCtt

451

gATgtgguca
aATetCotAa
tagaaCacAg
atTratccct
ttTggCatAt

501

aCTAcAcccy
aCT, .AaTog
cCTgaggaaa a
tCaAgcaTaa
cCgAttgoye

551

tTgaA.
ggtar....A
YTCYACGSC .
aTCgAgeGCtL
aTatgtatac

601

eAagOATCTY
TASACATGTA
TcogaAeGTe
TCCCGATGTA
aAgatATcat

651

CgctgaAegt
CtTATOATCC
CCTATGATCC
CCTECGATCC
anMcqgcr.

701

TETATCOALG
TaTATaGACG
TETATtGALG
TaTATCGACG
accATCGACG

751

tCAALTOCT
AgActTallT
ACAQeTEGCe

>

& flangquean los

TtTtataAaa GgCgTaAata

€ gCTeCaTATE GgCchqctT

aCgaiaclTa
aaaarsatTT
€GeggTTCac
CGQCcATggaT
tcacgTTaTT

QAgCcglaTt

..aTc
cquuaCCqu
AahaGgCtCTA
ELgreeCtcA

MAETtTgaaa ATcCcactaa
AALTAGEOtT ATaCtgacCTsq
AtcagTTcaT tcggeaglCTs
craTAQTeeT 9cgggccsTs
tAaTcTTatT cTcCgralgs

Inicio del gene

CcAGgACcAc ?Aa’l‘qaccka
CaAtaAtaAt AACTTaGAAL

...... At AtCaTgGAta
aTAGqACGc: AtCaTgGetg
CTAaataGta CATTTULLAAL

ATCAQtCgGT EGAATTLCCE
CT.....AtT taAgQTTaCCt
. .CAtagtGec ¢GAATTGAaAA
CageCCCeGT cCAACTGCCC
CgatCCCAaa attATacgac

ATECACYTA. . .aagacATt
ATCCATATAa GTaGQQTATe
CTCGQCATLS GatcecCTcTa
QTGCGATETAC GgoUcCTeac
ATatgTAgAG GTgtatThat

TCTACAGCSy
TCTACECCLT
TCGACLGCGT
TCGACCGCCT
aaTAtaaaGT

TGGETTTtac
gCGGETTTATG
TGGeTTCACt
TGGCTTCATY
TGaggaTgTe

GCGAGAMAGS tATEETGCTS
GECALAAAGG CATatTatgG
GCGACQAAGC CoTCCTGCTS
GCGATAAAGG C9TcCTeCTe
GaaAt AAGGG aATCCTGCga

GACAAALcgG . ..ALTATaT
CACAAAACES . .AtTtTtT
GACchAcgCel . cTeeCT

20

GCeccCTTIT CgAaaa
cgAtatTTca TCaTaactat

450
CaCeTtCAAT cOcaccgAte
ataaatCgta attcattccet
CCCCTetgey GGaagacAat
tCglgcaraT tGaCTLLcGa
CCLCTGgALT GteCTacgTe

590
AgTtAcalge
AtacATLATY
QCTAQCGAgE
ACTGATGATE
YCTALTCLTY

AaTtcatTAT
AaTCaggTAT
ttaGttccca
<@TCCoUg9T
AtcGGacTee

$50
ARACETTCTE
aAhaaTTAgA
tegTgTCctTA
GCAgtTOATe
JAATaTTAGA

5§00
eTACCETECQ
CaAgtATcGG
YCACTATCCG
QgTACCATQGG
aTAgCgTtaa

650
CgTCCCTaTY
GATtACTTTA
aAgatgTToA
GgecACTTCA
GAaGAAATTA

tCgLAAAGCT
ttgcAgAatT
aCAachAtLge
aCAaArAage
CLAELLARLT

aTttaTTCAe
aTaCTTaaAg
C€TtCgaTCAa
gTeCTaTCeg
gaaaTTTCAa

gegcalteat
tGCGGAAgCe
ccaGclqACo

706
AAaaATEACC
tACtATCACS
CAQCATCACC
GRAGATCACC
AAgGCTCACG

tevee

CTTGtOAATC
CTTGtchaTC
CgTGCGAGTC
CcTGCGAGTC
e .uGuC

150
TATCOGGGET ATCCAATEGA
TATCGAGGAT ATyaTATtaA
CATCGCCGLT ATCCGATCGA
CATCGCGGCT ACCCCATCGA
TACQGgGeCT AT:CTQ'N:.GA

e eseeees sqarseeary

800
GGAAGTETGT TACtTaCTCa
ACAAGTggca TALLTGATGa
CCAAGTCTCT TACCTGLCTOC

genes de citrato sintasa

oligonucleotidos jl.y j2
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GCAACTgGC
AgAtaTaatT

801

ICTATGGCGA

TETATGGYGA
CTACGGCGA
TGaAcGGCGA
TGTATGGgaA

851

aTtaAagAaC
GTLYCcECAEC
GTCGLOcACC
aTCaASaAcCe
GTCCAGaAgy

901

tTTtCaCtat
CTTELGtaGE
tTTeCGCcGe
€TTeCCCeGe
gcTgCoaaGy

51

CTCTETCAGC
CTCTLTCAGS
CTCTYTCYGE
CcCTeTCPGC
CcaTguCAGC

1001

CGCOMAE Tat
tatGAACTEa
CGCatgGTeg
CGCcAAGTCt
gacGteGeag

10851

CATGagtTAt
aATGLCULTAL
CATGGCCTAr
CATGGE YT
yAacGtgTAC
acctaCaTAt

101

¢QaTgAALTA
catTagAtTe
atcTCYACTA
accTGAACTA
cagaCAgCTA
ataaCAACat

1151

CAAgAgacaG
AactAAaTATa
CAQgARaTATC

GAGAAAtCcEC
Geotetglgs

CCTeCCghaC
GCTaCCahgt
At TGCCGACC
GCTGCCCACC
cCTeCCaACt

ACACCAgGeGT
AttCatTaGT
ACACCATGGT
ACACCATGCT
getatAaGaT

OACcGCGCATC
tCteCTCATC
OALCCOCATC
GACGCCCATC
GARtCCPATY

CTTCTATCAC
ATTCTATCS
CTTCTATCAL
CTTCTACCAC
aTcggAgaca

CCGCCaTeCC
CCGCt aTTaG
CaagCecTTCO
CCCCgraTCS
CaG. ..a

AAATAETCCA
AAATALTCELA
AAGTACCatA
MAGTACTICA
AgGcaACataA
AGETEYTCGY

TGCGGAAAAC
TaCcGAAAAL
TGCGL CgAAL
CGCGGAAAAL
SGCLCAgAge
TeattLAALL

AacctgAcCC
ARgTAAATCC
tGETCAATCC

ACTACCT
cacAggATga

aahGgaghan
agtGatCAGt
GeAGCCcCAGA
GececGoGCAGA
CaAcaGgacGe

LEtATGAQCAA
QaATGAaaghA
GCATGAACAA
tCACCAGCAG

CTATGGCQAT
CTA" GCUAT
COATULCCET
CQATGGLCQT
CTETGGCAAT

QALgCotTaG
GAtTtatTaa
GAcTCCaccC
GACTCCcTQG
aAgTtCaagt

AtTaATaGCC
AATGATEGCE
t ATGATCGCC
« "TGATCGCC
FATGATCGQC

TLGGLCAACT
TaG3gChace
TCGGCCASCT
agGGLgALCe
TgaatatGCC
grterateCt

TTeeTaCAtA
TTLCTaCAtA
TTeCTCCGeA
TTeCTGIAZA
TTeCTGaACy
TTtaatlAtc

CGTet TAGCE
aaTaaTAaaa
geTGCTL 5CC

21

GGAAaLLTOC
GGAgaTCeag

TACCTGCTGC
TALCTOLTeC

850
tGttogecACs
tactaAaldaG
CGactAtcgG
CateGgecACe
CaagGAaACc

900
TETTCAAL0Q
TaTTtCAaac
TCTTCACCOG
TCTTCAACGG
cCaTaAggea

950
aCcaTCoGCa
GCLGTLOGtL
LgcGTCGGIU
GtgaTCOGCq
GCgaATEGCal

AGGAAARTT
ALTGLAALTT
AGaAggAcTT
AGQAACAGTT
tcagAMAATa

GTGAcaMAAT
tTacactAtT
aTotcecgCT
tTGAAGACCT
gTcAtaArCy

GgTGeTtaoC
tATGcTLGCa
CATUTGCGGC
GATGtgcGGC
GcadaTgGeC

ACATCACTAA
ALETEAATOA
ACATCACCGA
ACATCACTaAA
goAaCAagGA

1000
aCCGgeCgAC
a...8cCaghC
tCCGCACCAG
cCCGaAgeAn
tacGgnCaga

1050
[ae ) CGC
CLATCGCEGC
COCcTLLCaC

AAATGCCEA
AAGATACCLA
AAGATGCCGA

] t CGATaaCCGE
.- «+» € CatTacatta

1100
GTTtATycAc CCtegeeggl
GTTLATLTAT CCtgaTaAtt
CcTTCGTETAC CCGangaACG
GaTQATYTAT CCGcgTaACQ
GgcCgagetT CCGaaaccat
GaaCAgtgAT CCaggTcALC

1150
CACCLCOTYAC
AaACtCCTTGE
cgtgCCeTeC
CACCCCeTGC
aAggaaggca
aAtCatTcaa

1200
CgCGCYATGG ATCGLATETT
aAtGCtcTta ATaagATaTT
CYCCCCATCSG AccGCATCTT

TOCTTTICY
TCATGTTTGC
TGtgeTTTGC
TGATGTTcaa
ctgcGTTTGY
TaAT.TTgaC
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ci st {Rircits)
n.mat (Pcea)

GAgAccaAge
acAAAggAal
GAAAQETQTE

1201

TATCCTECAC
TATCETaCAt
CATCCTGCAC
CATECTCCAC
GATECTCTAC
TgaagTCogt

CGATCAgCCC
AGATAQA. ..
ACAaACATta

CG’IOCTQGCC

Ccnoqa)\aag

aAgGCCATGG
+ »CGCCATGa
ChtataToc

GCcGALCACG
GCaGACCATG
GCGGALCATG
GCCGACCACG
aCaGACCATG
atttcaCeTa

AaCAaAALGC
AGCAGAALGC
ABCAGAACGC
AGCAGAACGC
AGQLGectGC
AGattAACtt

gTCaACgact
CTCTACttCa
ATCQACCtCg
cTCcACCECe
ATCTACCACg
ATgTAaCagt

taCgGGaGCA
ATCaGGacCt

AATCC. .. .. CTTTCGCETGE
AATCC. . ... tTTTGCATGL
AATCC..... cTTTGCETGE
AATCC. . ... GTTCGCECTCS
QAcat..... GTactCcglec
gtTattagtg GTagaCaaGt

AaCCctCLCA
TgaCCaatTC ATtCCGQACA
1301

tCTCIOCCGe CCLGCCCACS
CCLGCLCACG
CCGGCCCATG

GCOGEGCEAA
GcATcCCatyg
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ACCGCATETT
ATacggeacT
gTaaaAgtTa

ACGGTgCGCe
gCaGgetegg
gtGGaagtat

1300
ATELCGGCGS
ATtAgCactG

ATahctGCas
tTaAtaatte

1350
TGANGCEEQE
TOAAGCACTG
cGMcqtc:c

GCcATcOCcGC

ATG
CCGetgCATG
Cgccatttat

CTeTTCCYGC
GYATTGCt aa

1351

CTANACATGE
ATAAACLATGC
€TCAACATGC
cTgegCATGC
ATAgcgeaGt
AcctgCAace

1401
taaaAMAGLT
aCGetAMGEL AAAGALAAGA ABCATCCATT . EA
CGcoegetls AAQGACAAGA ACGATCCGTT CcGaTTOATO
CGaGARGS QU ] ATCCSTT CAAGETGATG
C...AAEGaC AAcataAtah ACGgaaaGaa gAGacTcATO
QegGCgAGCC AMATLAaAAAA GgGgTaaagc CAGGTTGATA

cCooteCage

gtacTeGatt ECGLCatcAA

TGAGAaAaAT
TEAAAGAAAT
TIACGGAAAT
TCGACGAGAT
TCQAtGAQAT
gCccACGAgeT

TCGLGATGAG
tGGCagTEct
CGGCacgGtc
CGGCYACGEG
aaaggATece
CtGtacccaG

aAaAALATCG
GAGAALATLC
GACCgCATLC
tcCAACATCG
GeCAtggTgs
grettCocCt
&

AAAGACAAAA ALGACCCETT tcQtTTUATO

145 -

ATCGCGTETA CAAAAALTAC
ATCGAGTaTA tAASAGCTAL
ATCGCGTLTA CAAGAACTAC
ATCGEGTCTA CAAGAACTEC
ACaGQGTaTA CAAGACCTAC
AatttaagTt CcgGoAgTet

1501

TGCtALCAMG
TGtaAaGAAG
QEQEAcGAgS
TGCGACGAQG
QgCrLGAQaAAC
TaaatgGetG

GATCCCOGEG
GAGCCGCGEG
GATCCGCGCG
GACCCGCGCG
GATCCaaGgG
tA....CGCa

CCAABGTCAT
CCgcaGTacT

TCCTCGALGe
Tat TaAALGA
TCCTCOGetA
TCCTCCAGGA
TCtcCAgcaA
atacaAAaGe

CQTLGGCC., .
AtTaGGLCAG
AcTeGCC. ..
QeTgGGC. . .
gaagccaghG
AaaactCacc

+QGCCACAALG
tTagACAAta

GTGCACAA. .
cTCAACgggG

155%

TaAACTaGCG
acAAaTaGCa
cGACaTeGCO

ATaAAatTaG
ATaghacCTtG
ATCgAACTGO

AgaraATtGC
AAGCtcTCGC
AgCgtATCGC

gtTagAgGAT
LCTEAAAGAT
GCTYACCOAT

aATG"

G
'm;\qccuoca
TGgAtCetTt

1400
GCCAATATaT

cGT
agARYTYYLT
CtttcacaGa

1450
GACTTEGACT
G3LTTLOGLL
GGCTTCAREC
GGCTTCOGCC
GACTTCAACE
LGCoaauaCa

QGCTY!
AcCCGCaACT
.. .GgTATa
ATaCagetgT

1600
GACTATTTCA
GAATATTTEA
GACTATTICA

&J2



citayn.mef(Psecits)
citsyn.msf(Thacitsyn}
eit .msf(Ecglta)

citsyn.msaf (Coxcyteyn)
citeyn.msf(Rircits)
citsyn.msf (Pcea)
citayn.maf(Psecits)
citsyn.mef{Thacitayn)
citayn.maf{Ecglta)

citsyn.msf (Coxcytsyn)
citsyn.maf(Rircitm)}
cltsyn.maf{Pcaa)
citsyn.msf(Psecite)
clitsyn.maf (Thaciteyn)
citayn.maf(Ecglta)

citsyn . naf (Coxcytsyn)
citsyn.maf(Rizcits)
citsyn.msf{Pcea}
citeyn.msf(Psecits}
citeyn.msf{Thacltsyn)
citayn.msf(Ecglta)

citsyn.msf (Coxcytsyn)
citayn.maf{Rircits)
citsyn.maf{Pcsa}
citsyn.msf(Paecite}
citsyn.maf{Thacitsyn)}
citsyn.msf{Ecglta)

citsyn.mat (Coxcytsyn)
cltsyn.msf{Rircits)
citsyn.maf{Pcsa)
citsyn.mef(Psecits)
citsyn.maf (Thacitayn)
citsyn.mst(Ecglta)

cletayn.met (Coxcytsyn}
citeyn.msf{Rircits}
cxtnyn.m!(Pc-a)
citsyn.mef(Psecita}
citsyn.maf({Thacitsyn}
citsyn.msf(Ecglta}

cu:-yn mlt(cnxwt-yn)
3% f{Rircite}
culyn maf{Pcea)
citayn.maf (Psacits)
citsyn.msf(Thacitayn}
citsyn.msf{Ecglta}

citsyn.msf{Coxcytayn)
citsyn.mef{Rircita}
citsyn.mef (Pcea)

gGAACTGUCG
TGAgaTcGCS
TCAACTGGat

1601

TTGAgAAaAA
TTGAAAQaAA
TcGAgAAGAA
TYGAACGCAA
QTLCAMAGYD
gTactctegy

1651

AAEGCCATEO
AARGCTATGG
AAGGCgCTCG
AAGGCATCG
AtGtCcATaG
AccGCatcCt

1701

ctTAtCacCCa
aaTAgCaaGa
gCTegCCCCe
¢cCTygCgrat
QCTATCCaGy
atTtegCtGe

1751

gTCCCUALCA
ATCCLGAaCA
ATCCQGALCA

gcCCCtAcaA G

haC,..AgCA
cTaCCtggal

1601

QAGCGAGAAG
CAtaGAG. ..
CEGCGCTAAT
CAGCGCGACT
gAGaGAargT

1851

AgaTAaAGAA
ETGTAt gcAt
ATGAaAACGAA
CTGgCcgAGAA
AatTrttatt

1901

CTaTCGLtAT
aTtaattcAT
CaaTgGegAc
CTecgCache
gatTaGegAT

1951
CGCgCAGatg

Ctgcghagel «

ATGAAGCTGG AAGAAATCGC
ACGAAGCTEG AAGACLTLGY
gTGctgaaad QcacgeTgGq

ACTETATCCG AATGTYGALT
atTATATCCa AATGTEGAET
GCTETACCCG AATGTCGACT
CCTgTACCCG AACGTCGACT
caTATATCCG AAcacgGATT

ticAahaggt gtgtTCaccT
GCATCCC, » .
GLATATC... .
GCLTCC! .
GCATLCC .+ .GACCAQC

GatTCCCget gAgGAAcCAAT
GCgaatCtaa aAttaACk..t

ACGGTYGGLT GGATLLCACA
ACCGTaCatT GGATggCACA
ACCGTCGGCT GGATLQCCCA
ACCGTCGGCT GGATCtCQCA
gttacaGGyT CGcaggCACA
ACCGcgGLET cccgatCgat

teGecTCgeT CGCCCCAGAC
aaaaATCaGT aGaCCtAGAC
GeGLtATCgGE CGCCCGeGeC
..« ATCQGC CGCCCGeGeT
GaGacTgatT aGQCCGAGAY
GttegTtaca tcCtgerGha

cCgecAcGAC
caTcAAGG .
tCaagAtG :1‘

TtTALTCCOG
TtTAELTCaGG
TeTALTCCGG
TeTATCHGG
acTLcTCCGG
TtgAccCacs

ATGTTEACGO
ATGTTCACLG
ATGTTCACOG

ATCGTTCACCG
ATaTaCACGG
tTaTTQALGG

ETGUALGGAA
aTCGAAaGAA
TTGGAACCAG
CTGGCAGGAA
CTtcAtaGAg
CaGetgGogh

AatTaTACAC
AGCTtTACAC
AGCTcTAtAC
AGCTCcTATAC
cegTEtTACgL
tGgTgaAaAa

parte final del gene.

taaTctCgtT ggATaAaCGt
.aGTataagT gtATtgtaGA
aCGTteCoCT ttcaahgC. .
tCaccgCeCT caAggAtcG.
aCGTacCcaT cgceTgAaaGA

AgaaateTeT GgCLGCTLGE
tAGCaatTTa GTgAttTAaCa
tAcCeggeTy CTCAGCT. . @
AgGCtgcTTc GYCAGCe. .t
AAtatatTTT aTataCaicg

CCAgAAGTea cagoGAcCte
Clovirvine covunnann

COAACAGTGE tglttgacya
aaAAAracGe ¢cCCCAgeCe
gGtctgtgtt ttCGGATCC.

gaAcCcalGe gegetttAGe

::TAgL‘GcGaG Ca’rgCGAAGu

CAOGCALAAC
AAGaaAGtga
.. .GCLGAGC
»CGCCLGAAA
AAGtgAaAAC

gecagaGaca
tgAagcattA
SYALCTCgCA
ceettgtoCe
gcgeeTGeeg

catTTTaaaC
ATCTTgeTEC |
q’m'ﬂ'l‘t'l‘qc

gCgeTGeGea
cgrTgahace

23

cccTAc'l‘l'Cq
v+ e CATTC
a::qATa'nCc
1650
teTgAcgeTa
CATtAtctat
CATCACQCTY .
GATCAtccTe
aATagtatac
CETCAGttca

1700
TaaTt TTCOC
TacTETTLGC
TacTaﬂ'I‘l:GC

TgaTgaagGt

1750
ATCATgagca
ATGcaCCAAG
ATGATCGAAG
ATGcTCECCG
tacgTgGAgC
CCGATECtAA

1800
aGGCGABACA
tGGrEAtgEA
CGGCgeacy
CGGCCACACe
CGGLCetglh
CcGaCtcAgyg

. 1850
agCAgaAiAg
<gCATtAAAD
gaCATecgtg
ecCgTchcge
acttTtetca

1900
AGaAcgaTgC
AGaAaaTcTa
gGgttgaaTy
cGeee
tGgAaaTTTC

tesseranes

1950
tetGtgatcC

.cC
aacCaagycy

2000
TtaCaTGCGe

gaccoTECts
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Sccuencia directa de fragmentos de PCR

La purificacién de ADN total, asf como 1a electroforesis, 1a digestién con enzimas de
restriccién y 1a hibridacién se llevé a cabo de acuerdo a Maniatis.

La reaccién de PCR st realiz6 como se describe en ¢l apéndice 1. La sfntesis del fragmento
g muestm en Ia foto 2

La secuencia de fcidos nuclefcos se realizé de acuerdo al método de Sanger [34] el cual sc
describe en ¢l apéndice 1.

Sec utilizé ADN total de 1a cepa CFN29910 como templado asf como los oligonucledtidos
sintéticos J1 y J2 para obtener un producto de PCR (400 pares de bases) sintetizado a partir de
1a citrato sintasa cromosomal de la cepa antes mencionada. El producto de PCR fué secuenciado
cn doble cadena vtilizando los oligonucledtidos J1 y J2 como primers.

Acetate

Protongenaloy ruvate Acetv)-Cos
3

= Oualcpetate Citrage

2
najate Glvorwlate 1gecateate

Funars
e 2-0roalutarate

Sueetpate Succinvi-Coh
S

FIG. 4. The TCA cycle and the g!
glyonylate b )
:l:zg;me:‘are;: follows. 1, Lsocitrate lynyse; é me-lare?s.;r‘uh?::
3, pl u‘!‘l‘)“::l:glfyruv-lf cllrboxykinne. Heavy arrows
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5.- RESULTADOS.

Se i la i leotfdica del prod de PCR del gene cromosomal de

Rhizobium tropict asf como su comparacién, alincami distancia y relacién filogenética con
fos genes de citrato sintasa de B coli, Pseudomonas aguroginosa, Rickettsia prowazeki,
Thermoplasma acidophilum, Coxiella burnetii, y el gene plasmidfco de Rhizobium  tropici. Se

1 et tid Anerid PRy S
a

los cn ysu

FOTO.2. A) Pragmento de PCR (400pb) de} gene cromosoma! de citrato sintasa de Rhizobium
ropici, utilizando los oligonucle6tidos j1 y j2 descritos. b) Marcador de peso molecular plismido
PAT 153 digerido con 1a enzima Hac [II. Patr6n de restriccién, 587,458,434,339 y 267 pares de
bases,



ta: Posa check: 187
peea OO

CEymbel eomearisen:
L‘omoChed : (.57c~

Gap ; s ll;h
L-ngth We igh

SRR -3 | 'TTCGTTTACCCGAAFAA(“AYCTCKAF TATC(ATCGAACYTCCTCCBCAT '1007

51 ,'r'rcn'n'TAcccuAnnAcrnr‘rcucvM'acc.n GAATTICCTGRSCAT 100

- 101 fTCCYTTGCCCTCCCCTGCGACGAATATETGCTCAATl‘(’C~‘\'GC TTGCCC 150
: I ‘

Teaae i

101 TR0 YTTGCCET"CCCTVJF l'-AA'lAYFTGf‘?CAATCFGﬁTﬁCTYGCCC 150

1 5i CCGCATCGACC’CATCT \'CATC(TGC I\(G(CBATfATfACr AI.'AA(‘CCAT =200

1%} "(‘l‘CATGaACff‘f AT(TT"AV(’( fCEAC"CCGATrATfAI\r AC/\ACGCAT 200

201 Cl‘:AtCT(GACGGTTC‘GCCTTVCCGCCTC T‘TC(GN (99 PﬂT“CCTTTGCT 250
. ‘

201 CGACCTCGACCCTTCGCCTCCCCG(‘CTC YTCCG(CG(CAATCCCTTTGCT 250

CtCL~GCC(ATGGCGtCGCC 300

251 TGCATXXX‘YCC“CATCC(‘ATL l"TCT.

tAf‘GCTCﬂM‘CG T 380

i

el N\f‘"AAC"T“Cf‘CTCAAPATGCTGACFL—‘«AATCGLCI\C!‘v"TC"‘hCCG\ - 3%0

S i leotfdica del prod de PCR de citrato sintasa de 1a cepa CEN29910
alincamiento, comparacién, p

de similitud y de identided con el gene plasmfdico de

'}

Rhizobium _ tropici CFN 299, o anterior fuc realizado con el programa GAP.



Arbol filogenético del gene cromosomal de Rhizobium tropici.

La construccién de! drbol filogenético se realizé considerando Ia relucién entre los valores de
distancia de 1a matriz de dutos; el programa usado ¢s ¢} maximum parsimonium, ¢! cual tiene
¢l drbol

dcidos o

leicos de las esp

como base inferir la ia de
final es producido minimizando el nimero de cambios evolutivos, udemds se escoge la topologfa
que tenga ¢l menor aumero de sustituciones.

Este programa mucsira qué tanto estdn relucionadas las especies entre si, asf como las distancias

entre cada una de ¢llas [35].

Matriz de distancias filogenéticas entre las secuencias nucleotfdicas de los genes de citrato sintasa
de : Citrato sintasa cromosomal de Rhizobium topici (CSC)
Citrato sintasa plasmidica de Rhizobium topici (PC5A)
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Citrato sintasa de Pseudomonas sgurogingsas.  (PSECTTS)
Citrato sintasa de Coxiella bumnetii. (COXCYTSYN)
Citrato sintasa de Ricketsia prowazeki. (RIRCITS)
Cirrato sintasa de Thermoplasma acidophilum.  ( THACITSYN)
Citrato sintasa de Escherichia coli. { ECGLTA)
1 LyL.ugly Length: 353 Length without gaps: 347
2 Pcsa.Ugly Length: 355 Length without gaps: 150
3 Pgecits.Ugly Length: 355 Length without gaps: 350
4 Coxcytsyn.Ugly Length: 155 Length without gaps: 350
5 Rircits.Ugly Length: 355 Length without gaps: 350
[ Thacitsyn.Ugly Length: 355 Length without gaps; 3135
7 Ecglta.Ugly Length: 355 Length without gaps: 345
Distance Matrix Part: 1
1 2 3 4 5 6 7
i 1 1.0000 0.9521 0.7211 0.5972 0.6113 0.4423 0.3070
| 2 1.0000 0.7155 0.6141 0.5972 0.4366 0.2930
| 3 1.0000  ~0.6085 0.5831 0.4676 0.3089
N q 1.0000C 0.6282 0.4225 0.3155
1 ] 1.0000 0.4310 0.3493
! 6 1.0000 0.2901
7 1 0000
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scherichia coli

<
7
=
Q
G
Desnoploen

Rhizobium
tropici.

R'\( C\‘\'sRlckecsia prowazekdi.

Coxiella burnetii.

@ Pseudomonas aeruginosa,

Arbol filogenftico del gene cromosomal de citrato sintasa de Rhizobium

tropici.



Tabla de

cncl gene

referencia al gene plasmidico.

POSICION
pesa 12
(2] 12
pess 13
csc 13
pesa 15
csc 15
pesa 44
c5C 44
pesa. 83
csc 83
posa 89
s 89
pesa 190
cse 190
posa 220
> 220
posa 282
cse 282
pesa 324
[ 324

TRIPLETE AMINOACIDO

ACC
ACG
CTT
ATC
ATC
CTT
CGC
CGG
GCA

Niimero de cambios silenciosos: 8

Nimero de cambios conservativos: 2

N de (]

0

TREONINA
TREONINA
LEUCINA
ISOLEUCINA
LEUCINA
ISOLEUCINA
ARGININA
ARGININA
ALANINA
ALANINA
ASPARAGINA
ASPARAGINA
GLUTAMICO
GLUTAMICO
LEUCINA
LEUCINA
GLICINA
GLICINA
LEUCINA
LEUCINA
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t de citrato sintasa de Rhizobium tropici con

TIPO DE SUSTITUCION

SILENCIOSA

CONSERVATIVA

CONSERVATIVA

SILENCIOSA

SILENCIOSA

SILENCIOSA

SILENCIOSA

SILENCIOSA

SILENCIOSA

SILENCIOSA

pesa= citrato sintasa plasmidica.
csc= citrato sintasa cromosomal.

La posicién nucleotidica 1030 en los gencs de citrato sintasa reportados hasta ¢l momeato
corresponden cn esta tabla a la posicién nucleotfdica 1,
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6.- DISCUSION.

Los resultados obtenidos nos indican que ¢l gene plasmidico (pesA) de citrato sintnsa tal vez se
obtuvo por medio de una duplicacién del gene ! medi un p de posicié
ya que como s¢ ha mencmnndo anterionmcnte en la regién 5'del pcsA se ha encontrado una

sccuencie parecida cn un 85% a la IS1 de B, coli.

La adquisicién de una copia adicional de un gence de citrato sintasa le confiere ciertas ventajas
a Ia bacteria eatre las que s¢ an mayor produccién de citrato. En condiciones limitantes
de fierro las bacterias prod 1 o siderofi para atrapar fierro y transportario al
interior de la célula. Bl citmto funciona como quelante de fierro en Bradyrhizobium japonicum
{36] en E, coli [37] y en otros microorganismos y quizds en Rhizobium podrfa tener el mismo
papel, ya que en la posicién +4 -17 del pcsA se ha encontrado una secuencia que es muy
semejante a una caja Fur [38,39); dicha caja fur nos recuerda a la regién regulatoria del gene
tonB de E, coli [40) el cual estd envuelto en la regulacién y asimilacién de fierro. Ademds se ha

observado que la actividad del pesa y Ia expresién del gene [ dico se ve § da con
1a Itmitacién de fierro en la cepa CFN299 de Rhizobium tropici,

La disponibilidad de fiero es un factor limi para ¢l imi de h
microorganismos. En el caso de Rhizobium, Ia adquisicién de fierro es ial en In sfntesis de
diversas enzimas que intervienen en la fjwldn de nitrég: como la nitrog yla
leghemoglobina, las cuales tienen pap d d Ia fijacién biolégica de
nitrégeno. Qtra. posible ventaja de tener un geae adicional de citrato sintasa es la posibilidad de
que cada uno de los genes tuvicra papeles latorios disti presdndose wno o <l otro cn
condiciones diferentes. De esta manera se genera una respuesta fisiolégica eficaz que p
drenar los prod! de Ia ién de d: i6n de sus i hacia diversas vias

metabolicas, dando lugar a sustratos indispensables en ¢l metnbolismo de la bacteria asf como
para su interaccién con la planta durante la fijacion biol6gica del nitrégeno .

Por otra parte el gene plasmfdico de citrato sintasa al ser inactivado por una insercién TnS
mob (cepa CFN 130) causa que Ia bacteria forme de 30 a 50 % de! nimero de nédulos con
respecto a In cepa silvestre. Esta insercién también provoca un decremento en la actividad
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especffica de Ia citrato sintasa cuando la bacteria crece en medio minimo con sacarosa, por lo
que el gene plasmfdico es requerido para el 6ptimo crecimiento en sacarosa. La expresién del
gene plasmidico estd regulada por la fuente de carbono, la sacarosa es ¢l principal componente
de carbono en ¢l floema de P, vulgaris {41] y quiza es un importante nutricnte para la bacteria
cn cl hilo de infeccién. La idad reducida de nodulaci6n tal vez este relacionada con las

deficiencias de crecimicato de la cepa CFN 130 durante el proceso de infeccién.

La protefna del gene cromosomal muestra un alto grado de homologfa con respecto at
producto del gene plasmidico. Al parecer los cambios registrados en ciertos nucledtidos del genc
cromosomal na afectan la estructura primaria de la protefna ni los aminoacidos involucrados con
el sitio activo de Ia enzima. Esto proporciona una posible evidencia de que el producto det gene

cromosomal es una citrato sintasa funcional,

Se considera que ¢} objetivo del trabajo se plio y con esto se contribuye al
conocimiento sobree el orfgen de alguna informaci6n genética en plismidos.

Posteriormente y como una continuacién del mismo trabajo se plantean los siguientes
objetivos:
1.-Comparar las secuencias de ADN de las zonas regulatorias de ambos genes para verificar si
existen semejanzas o diferencias entre ellos, y de ahf, tratar de entender ¢l funcionamiento de
los dos genes de citrato sintasa.

2.- Mutagenizar Ia citmto sintasa cromosomal con una fusién de un gene rcporte, una vez
btenida, la ymal se comparard con la fusién en el gene plasmfdico para entender
1a participacién de cada uno de cllos tanto en vida libre como en simbiosis.

3.- Se pretende obtener la doble que elimine ia funcién de los dos genes de citrato
sintasa.
Este proyecto de i igacidn ha sido aceptado para realizarse dentro del plan de Macstrfa en

Investigacién Biomédica Bésica y se llevara a cabo en ¢l Ceatro de Investigaci6n sobre Fijacién
de Nitrogeno.
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APBNDICE 1

POLIMERASA CHAIN REACCTION (PCR).

para una i6n de PCR.

50 microlitros de células o de 0.5 a 1 microlitro de ADN (50 nanogramos de ADN).

19 microlitros de agua destilada y esterilizada.

10 microlitros de ANTPS buffer (concentracién final de 0.2 mM de cada uno).

10 microlitros de Tris/MgCl amortiguad i6n final de 2 mM MgCl 12/20 mM
tris).

5 microlitros de Tween 20 Nonidet P-40 iguador (¢ i6n final de 0.05% de
cada uno).

2.5 microlitros de oligénucleotido 1 diluido (concentracién final de 12.5 picomoles de cada

uno de los oligénucleotidos).

2.5 microli oligénucleotido 2 diluido.

1 unidad de Taq polimerasa.

Volumen final = 100 microlitros en un tubo ¢ppendorf de 0.5 ml. Al final se adiciona
parafina lfquida para cvitar la evaporacién.



33
Amortiguedores

Oligonucleétidos. Dilucidn de 5 picomoles por microlitro de cada primer.
dNTPS: 2 mM de cada uno (dTCG, &ATP).
Tris /MgCl : 20 mM MgCl2 + 200mM Tris HCI pH 8.0,

Tween/Nonidet: 1% solucién de cada uno. Tween 20 y Nonidet P-40,

Ciclos y temperatura del PCR.

Paso 1 93 C por 2 minutos.

Paso 2 93 C por 45 segundos,

Paso 3 62 C por 45 segundos.

Paso 4 72 C por 2 minutos.

Paso § los pasos 2 y 4 se repiten 34 veces.

Paso 6 72 C por 5 minutos.

Paso 7 6 C hasta remover ¢l tubo de la mdquina de PCR.

Verificar 1a amplificacién,

5 microlitros del producto de PCR mds 5 microlitos de buffer para ADN (25% de ficoll,
0.5M de EDTA y G naranja) s¢ corren por clectroforésis en un gel de agarosa al 2% en Tris
boratos 1X (Tris Boratos 10X = rizma base 60.6gr, 4dcido borico 27.8gr, EDTA 3.72 gr. Cbp
para 100ml de agua) & 120 volts por aproximad: 40

Teiiir ¢l gel en 0.5 microgramos por mililitro de bromuro de etidio, de 15 - 30 minutos y
visualizar bajo luz ultravioleta.
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Purificacién de los productos de PCR por Qingen tip 5.

1,- Transferir 1a fase acuosa (producto de PCR) a un tubo estéril y adicionar 1 mlhhlro de
buffer QPT. B

2.-. Bquilibrar el Qiagen tip 5 con un mililirro de amortiguador QPT.
3.- Aplicar 1a muestra en el Qjagen tip 5.

4, Lavar el Qiagen tip 5 tres veces con un mililitro de buffer QB, forzar la solucién
penmancnte,

5.- Bluir 1 ADN con 0.8 volumenes de amortiguador QF.
6.- Precipitar el ADN ¢on 0.8 volutnenes de isopropanol y 0.3 M de acetato de sodio pH

4.8, Incubar 10 mi en hiclo y ifugar a 15,000 rpm por 30 minutos a 4 C,
remover ¢l isopropanol con una pipeta.

7.- Lavar el ADN una sola vez con etanol al 80%; secar par 3 minutos al vacfo y resuspender
en ¢l volimen adecuado en agua.

Amortiguador QPT: 400 mM de NaCl, 50 mM de MOPS, 0.15% de tritén X- 100, pH 7.0.
Amartiguador QB : 750 mM de NaCl, 50 mM de MOPS, 15% de ctanol;pH 7.0.
Awortiguador QF : 1.25 M de NaCl, 50 mM de MOPS, 15% de ctanol; pH 8.2,

Todos los amortigusdores se guardan a temperatura ambiente,
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SECUENCIA DIRECTA DE PRODUCTOS DE PCR DE DOBLE CADENA.

Sanger ¢t al [34 ] han d Uado un do para iar el ADN el cual sc basaen la
propicdad de 1a DNA poli I para sintetizar una copia redicactiva compl ja de un
templado de ADN de cadena sencilla o de doble cadena; utilizando un segmento corto de ADN
como primer. Se usan los andl dideoxi de los dideoxinucledtidos tri dos normales
que impiden continuar la polimerizacién.

La sfntesis de ADN sc realizaen p ia de los 4 deoxinucledtidos trifosfatad Iquicra
de cllos puede estar radioactivo, En cada ién s¢ afiade cada uno de los 4 dideoxinucleétidos

(una reaccién para cada una de las bases G, C, T, A) por lo que en cada una de Ias anteriores
existen moléculas radioactivas de ADN sintetizadas parcialmente hasta donde se encuentra un
dideoxi. Estas cadenas gintetizadas poseen el extremo 5° en comiin pero varfan en tamafio
(longitud) hacia cl extremo 3°.

Las nucvas hebras de ADN radioactivo se pueden separar por clectroforsis en un gel de
acrilamida,

Las cuatro reacciones se colocan en el gel, se seca al vacfo y se autorradiografia para poder

leer 1a secuencia.
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PROCEDIMIENTO.

A) Anncalling: - Desnaturalizacién de 1a doble cadena de ADN en presencia del primer.

Componentes: 7.3 microlitros ADN (producto de PCR limpio).
4.7 Annecalling buffer.

2.0 Primer ( 40 picomolas\ microlitro).

Mezclar todos los comp €0 un tubo eppendorf; hervir por 3 minutes, Colocar ¢l tubo
répidamente cn un bafio con ctanol y hiclo seco.

B) Reaccién de marcado.

1.0 microlitros de 35S dATP (400kbq) e
1.0 microlitros de H20.

3.0 microlitros de labelling Mix.,

2.0 microlitros de enzima polimerasa T7.

los comp 4pid por centrifugacién.
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C) Annealling y reaccién de terminacion,

6.0 microlitros de Ia i6n de do se 1en con ¢l anncalling (ADN primer), s¢
incuban 5 mi A ter bi .

13

D) Reaccién de terminacién.

Pipetear 2.5 microlitros de las mezclas de G, A, T, y C dentro de pozos en placas de
titulacién; precalentar a 37° Cy posteriormente adicionar 4.5 microlitros del annealling y reacci6n
de marcado cn cada pozo; mezcler por centrifugacién ¢ incubar a 37° C durante 5 minutos;

5 microli de 1a solucién stop en cada reaccién.

b lizar las 180°Cd 3 mi y cargar 3 microlitros de cada una de
1as reacciones (G A T C) en un gel de acrilamida, correrlo entre 35 y 40 watts en buffer TB 1X.
E! gel sc fija en Acido acético al 10% y metanol a la misma concentracién por 15 minutaes; s¢
transficre a un papel whatman de 3 milfmetros y s¢ cubre con una pelfcula pléstica. Sc scca al
vacfo a 80° C, después de lo cual sc remueve la pelfcula pldstica y sc pone en un cassetie de
autorradiografia con un film para rayos X. Sc expone toda Ia noche a temperaturn ambiente y se
revela al dfa siguiente.
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SECUENCIA DIRECTA DE PCR.

O
TCGA TCGA

mcrams O L ELGTDCRL W sd a4 e
e L D TEY BT 8 H 0.
B RS | 1§ BodATRET. © 3 Rk st ?

SEIEET 1 1 WEA ISR Wb Ty o e b

ﬂl‘lggw s
3 XU & SO IRREE S P 2 e U 0
=y R BT




Esm g1 MO DEBE

L GIRLIGTERR

39

7.- BIBLIOGRAFIA.,

-
1.- Beri| J.E., Brewin, N., Joh AW.B., Schul H.M. y Hopwood, D.A.(1979). Proc.
R. Soc, Lond. B. 200-209.

2.- Postgate, J.(1978), Nitrogen Fixation. Studics in Biology. Edward Amold (Publishers) LTD.
2.

3.- Ruvkun, G.B. by Ausubel F-M.(1980). Interspecics Homology of Nitrog Genes, Proc,
Natl. Acad. Sci. U.S.A. T7.(1): 191-195.

4.- Winttenberg, J.B,, Bergensen, FJ, Appleby, C.A. y Tumner, G.L.(1974). The Role of
Leghemoglobin in Nitrogen Fixation by B ids Isolated from Soybean Root Nodules. J. Biol.

&

Chem, 249; 4057,

5.- Sidlei-Lumbroso, R., Kleiman, L. y Schulman, H.M.(1978). Biochemical Evidence that
Leghemoglobin Genes are Present in the Soybcnn but oo in Rhizobium genome. Nature, 273:
558,

6.- Cutting, J.A. y Schulman, HM.(1969). Biochemica et- Biophysica acta. 192: 486,

7.- Long, S.R.(1989). Rhizobium- Legume Nodulation: Life Together in the Underground. Cell.
36: 203-214,

8.- Hooykaas, P.J., Ledeber, A.M., Wildjne, J., Schilperoort, R.A., Nuti, M.P,, Lepidi, A.A,,

Casse, F., Bouchard, C., Julliot, J.S. y Denarie, J.(1978). Detecti lation and Ch ization
of Large Plasmids in Rhizobium. In: Evans, H.J., Bottomley, P.J. y Newton, W.E. (eds.) Nitrogen

F h Progress. Martinus Nijhoff Publish




40

9.- Martinez, B,, Romero, D. y Palacios, R.(1990). The Rhizobium Genome , Gritical Reviews
in Plant Sciences. 9: 59-93.

10.- Van Kammen, A.(1984), Suggested Nomenclature for Plant Genes Involved in nodulation
and Symbiosis. Plant. Mol. Biol. Rep, 2: 43-45,

11.- Detlauney, A. y Vemma ,D.P.5.(1988). Cloned Nodulin Genes for Symbiotic Nitrogen
Fixation . Plant Mol. Biol. Rep. §: 279-285.

12.- Denarie, J, Debelle, F. y R berg.(1992). Signaling and Host Range Variation in
Nodulation .Ann. Rev. Microbiol. 46: 497-531.

Dh Y

13.- Martfnez - Romero, E(1991). Rhizobium tropici, a Novel Species Nodulating P
vulgaris L.Beans and Leucacna sp. Trees. Inter. J. Syst, Bact. 41:417-426,

14.- M.A Pardo, et al. Manuscrito en preparacién.

15.- Nimmo, H.G.(1987). The Tricarboxilic Acid Cycle and Anaplerotic Reactions. En :
Escherichia coli and Salmonella typhimurjum. Neidhardt, F.C.

16.- Weitzman P.D.J, Danson, .(1976). Citrate Synthase, Curr.Top. Reg. 10: 161-204.
17.- Dobzhanski, Th., et al.(1983) Evolution. Cap. 3.
18.- Alberts, et al.(1989). Molecular Biology of the Cell. pp 820-835.

20.- Hynes, M.F,, et 21.(1992). The Reiterated fixN Operons of Rhizobjum Jeguminosarum. Sixth
International Symposium on Molecular Plant- Microbe I i University of Washington,

21.- Flores, M., ct al.(1988). Genomic Inestability in Rhizobium phaseoli. J. Bacteriol. 170: 1191-
1196.



41
22.- Bemry, 1.0., ct al(1984), Induced Plasmid - Genome Rcarrmuagements in Rhizobium
japonicum. J. Bacteriol. 157: 218-224.

23.- Romero, D., ¢t al.(1991). Amplification and Deletion of a nod -nif Region in the Symbiotic
Plasmid of Rhizobium japonicum. J. Bacteriol. 173: 2435-2441.

24.- Quinto, C,, ¢t al(1982). Reiteration of Nitrogen Fixation Gene Sequence in Rhizobium
phaseoli. Naturc. 2998: 724-726,

25.- Marie- Helene Renaliet. et al.(1987). A New Symbiotic Cluster on the psym Megaplasmid
of Rhizobium meliloti 2011 Carrics a Funcional Fix Gene Repeat and a nod Locus. J. Bacteriol,
169; 2231-2238,

26.- C. Marie, M.A,, Bamy. y J.A.Downic.(1992). Rhizobium leguminogarum has two
Glucosamine Synthethase, glmS and nodM Required for Nodulation and Develop of
Nitrogen Fixation Nodules, 7: 843-851.

27.- Sclander, t al.(1986). Methods of Multilocus Enzyme Electrophoresis For Bacterial
Poputation Genetics and Sy ics. Appl. Envi Microbiol, 51: 873- 884.

28.-Young, JP.W. (1985) Rhizobium Population Genetics : B Polymorphism in Isolates
From Peas, Clover, Beans and Lucerne Grown at the Same Site. J. Gen. Microbiol. 131: 2399-
2408,

29.-Pifiero, ct al.(1988) Genetic Diversity and Relationships among Isol of Rhizobium
leguminosarym biovar phaseoli. Appl. Environ. Microbiol, 54: 2825-2832,

30.- Dowzhansks, Th. et al (1983). Evolution. Cap.9.

31.- Maniatis, T., Fritsch, E.F,, and Sambrook, J.(1982). Molecular Cloning : A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, NY. CSH Laboratory,



42

32~ IP.W. Young., ct al.(1991). Phylogeny of the Ph pic Rhizobium Strain BTAil by

Poli Chain ion -Based S ing of a 165 rRNA Gene Segment. J. Bacteriol.173:
2271-2277,

33.- Woese, C.(1987). B ial Evolution. Microbiol. Rev, 51: 221-227,

34.- Sanger, F., Nicklen, S., y Coulson, A.R.(1977). Seq g with Terminating Inhibi
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. T4: 5463-5467.

35.- Nei, hi,(1987). Molecul: tutionary Genetics. Chapter 11,

36.- Guerinot, ML, et al.(1990). Citrate as a Siderophore in Bradyrhizobium japonicum.
J.Bacteriol. 172: 3289-3303.

37.-Hussein, S., ct al.(1981). Citrate-dependent Iron Transport System in Escherichia colj k-12.
Eur. J. Biochem. 117: 431-437.

38.- De Lorenzo V., et al.(1987), Op S of the Aerobactin Operon of Plasmid Colv-

9’

k30 Binding the Ferric uptake Regulation (Fur) Repressor, J. Bact, 169: 2624~ 2630.

39.- Bagg, et al.(1987). Ferric uptake Regulation Protein Acts as a Repressor Employing Iron (II)
as a Cofactor to Bind the Operator of an Iron Transport Operon. Biochemistry, 26: 5471-5477,

40.- Postle, K., et al.(1983). DNA sequence of the Escherichia coli tonB gene. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 80: 5235-5239.

41.- Fisher ,D.B.(1978). The Stimation of Sugar C ion in Individuat Sieve-tube Elements
by Negative Staining. Planta, 139: 19-24,




	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Objetivo
	4. Material y Métodos
	5. Resultados
	6. Discusión
	7. Bibliografía



