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L- INTRODUCCION. 

La fijación biológica del nitrógeno es el proceso mediante el cunl algunas bnctcri~ 

convienen el nitrógeno molecular en amonio. Existen algunos casos en los que las bncterias 

fijadoras de nitrógeno se asocian con otros organismos. Entre estas asociaciones, una de las más 

estudiadas es Ja que se establece cntte Rhizobium y algunas leguminosas. 

Las bacterias del g~nero Rhi7.obium se incluyen entre las bacterias gram negativas, son 

habilantes normales del suelo, que interaccionan con las ralees de las leguminosas para fonnar 

nódulos en los que se lleva a cabo In fijación del nitrógeno. Para el establecimiento de un nódulo 

debe existir un reconocimiento específico entre la planta y la bacteria y posteriormente el 

Rhizobium debe penetrar por los pelos radiculares hasta In concza de la raíz donde pasa a trav~s 

de Ja pared. celular y queda encapsulado en vesículas membranosas dentro del citoplasma [ I ]. En 

la formación del nódulo c1tistc una marcada proliferación de las céluln.c; de la coneza mdicular 

y un proceso de diferenciación de ambos participantes. Ln bacteria sufre cambios morfológicos, 

es decir, aumenta su tamaño y su fonna se vuelve irregular. Esra forma es denominada 

bactcroide siendo este el estadio en el que se lleva a cabo la fijación del nitrógeno. 

La fijación biológica del nitrógeno la lleva a cabo la cnz.ima nitrogcnasa, la cual cntaliza la 

conversión de N2 a NH4• Esta enz.ima tiene dos componenti:s pro~icos: uno de ellos contiene 

hierro y molibdeno y el otro es un dímero de subunidades idénticas que requiere hierro para su 

actividad. La esttuctura de esta enzima se encuentra muy conservada tanto a nivel de proteína 

como de la secuencia de ADN que la codifica [2~). La nitrogenasa es una enzima sumamente 

sensible al oxigeno, la presencia de este elemento la inactiva irreversiblemente. Es por esta ru.ón 

que los organismos fijadores de nitrógeno poseen diferentes estrategias de protección contra la 

oxidación del 0 1 • En el caso de Rhizobium cuando se cncuentru en el interior dd nódulo en las 

raíces de las plantas, Ja Ieghemoglobina protege a la nitrogcnasa ya que une oxígeno con gran 

afinidad y lo libera de una manera dosificada para pennitir Ja respiración de la bacteria [4J. 

La leghcmoglobina constituye un buen ejemplo del carácter simbiótico de In relación planta 

bacteria ya que la parte prottica es codificada por la legunúnosa y el grupo hemo lo sinietiza el 

Rhizobium [5,6]. 



El nódulo es considerado como un órgano especializado en la fijación biológica del 

nitrógeno. La planta transpona n través del f1oema el fotosinui.to necesario para su mantenimiento 

y para la actividad de la nitrogenasa. El nitrógeno fijado y asimilado en aminoácidos o urefdos 

es trnnsponado hacia las estrucrurn.i:; superiores por el xilema. La compleja serie de eventos que 

dan por resultado la formación y el funcionamiento del nódulo requieren de la expresión 

controlada y coordinada de los genes de la planta y de la bacteria que intervienen en este 

proceso. 

GENETICA DE LOS SIMBIONTES. 

BACTERIA 

En varias especies de Rhizobium se han estudiado los genes que pllrticipan en el 

establecimiento de Ja simbiosis [?J. Estos genes se encuenunn presentes en plásmidos de alto 

peso molecular llamados plásmidos simbióticos. mientras que en Brndyrhizobium cstan 

contenidos en el cromosoma bacteriano (8). Los diferentes genes bacterianos que participan en 

la simbíosis se pueden clasificar en grupos : los genes de nodulación comunes ( ~BC ), los 

genes de especificidad de hospedero ( hsn ), el gene nodD que participa en la regulación de Jos 

genes anteriores. los genes nif y fil responsables de Ja fijación del nitrógeno y los genes 

involucrados en Ja sfntcsis de polisacáridos [9]. 

PLANTA 

Las proteínas vegetales que se expresan cspccfficamentc: durante la fonnación y función de 

los nódulos reciben el nombre de nodulinas [10) y tienen como función la de satisfacer los 

rcquerinúentos estructurales, metabólicos y de ttunspone de la fijación de nitrógeno. Existen dos 

tipos de nodulinas: las nodulinas tempranas, que intervienen directamente en la morfog6nesis 

del nódulo y durante la infección de las <>!lulas vegetales por el Rhirobium. 

Las nodulinas tnrdfllS, comprenden un grupo grande de genes que son expresados un poco 

antes del inicio de la fijación del nitrógeno y que han sido caracterizados en una decena de 

leguminosas [11}; ayudan al funcionamiento del nódulo creando y manteniendo las condiciones 

fisiológicas necesarias para que ocurra la fijación biológica del nitrógeno, Ja asimilación y el 

transporte de los compuestos nitrogenados. Entre las nodulinas Utnllas estan la urfcasa 11, la 

sacarosa sintasa y Ja glutamino sinletasa. 



Las clasificaciones originales de las especies del g6ncro Rhizobium se basaron en su 

hospedero. Actualmente se consideran otras caractcristicas gcn~ticos. En la siguiente tabla se 

muestran las especies actuales de Rhizobium (12]. 

Rhizobium leguminosarum. 

biovar viciae. 

biovar ttifolii. 

biovar phaseoli. 

Rhizobiumfredii. 

Rhizobium sp NGR234. 

Planra hospedera. 

Alfalfa (Medicago). 

Chícharo. 

Tn!bol. 

Frijol (Phaseolusl. 

Soya. 

Amplio rango de nodulación. 

Frijol (Phaseolus vulgaris). 

En el centro de investigación sobre fijación de nitrógeno se dctennin6 una nueva especie 

denominada ~ ~ (13], la cual establece asociaciones simbióticas con frijol 

~ vulgaris ) y con árboles del g6nero Lcucacna y otras leguminosas. Esta bacteria 

puede ser utilizada en la agricultura en cultivos de frijol ya que es resistente a condiciones 

extremas: elevadas temperaturas y altos niveles de acidez. además es resistente al aluminio y 

algunos antibióticos. En Rhizobium tropici los genes de Ja nitrogenasa se encuentran en una sola 

copia a diferencia de Rhizobium phascoli que posee varias copias. 

En el plásntldo simbiótico de .& ttopici se localizan los genes nod (de nodulación) y !!!!: y 

actualmente se ha encontrado que existe un gene que codifica para la enzima citrato sintasa. 



Hasta el momento esta especie es, al parecer, la única dentro del género Rhizobium que posee 

un gene cromosomal así como un gene plasnúdico [14) que codifican para la citrato sintnsn.. 

La citrato sintasa cataliz.a la reacción de condensación de ácido oxaloacético a cítrico y su 

función es esencial para la generación de energía y la asimilación de carbono. Esta enzima es 

considerada como el paso limitante en la regulación del ciclo de Krebs; además, su función es 

viral en el ciclo de glioxilato (Fig. 1). A su vez aparece en otras víns no cíclicas pan1 la 

generación de 2-oxoglutarato el cual es un importante precursor en la biosíntesis (Fig. 2). 

Los genes que codifican pnra las enzimas del ciclo de Krcbs se encuentran organizados en 

grupos cercanos unos a otros en el cromosoma de g. coli : citrato sintasa (gltA), succinato 

dehydrogenasa (sdhCDAB), succinil-CoA sintetasa (sucABCD) [15]. Mientr.is que en Rhi7.obium 

tropici el gene plasmidico no se encuenua flanqueado por otros genes del ciclo de Krcbs. 

Se sabe que la citrato sintasa aparece en todos Jos organismos aerobios y esta ausente en 

algunos anaerobios como Monilifonnis dubis, Gemclla haemolysans. Strcptococcus faccalis y 

Lnctobacillus IÜ!!!!!l!!l!!!l (16]. 

PLASTICIDAD GENOMICA. 

El genoma simbiótico de Rhizobium está sujeto o inmerso en la djnámica global del genoma 

de las bacterias [9]. Amplificaciones (duplicaciones) dclccioncs y transposiciones, son ejemplos 

de la.._ modificaciones que pueden ocurrir en el genoma. 

Tmnsposiciones. 

Las transposiciones implican la unnfercncia de un segmento cromosómico a otra posición ya 

sea en el mismo cromosoma o en un cromosoma diferente. Una clase de transposiciones 

involucra a los elementos trnnsponibles, los cuales han jugado un papel importante en la 

evolución bacteriana debido a que pueden crear mutaciones y rcam:glarse en et genoma de su 

hospedero. Además, los elementos transponiblcs pueden proporcionar diferentes ventajas 

selectivas como resistencia a diferentes antibióticos. 

Se sabe que en el cromosoma de tipo silvestre de g. coH se encuentran varias copias de estos 

cl_ementos transponibtcs denominados IS 1. IS2, IS3. Nonnalmentc cuando una IS se coloca dentro 

de la secuencia de nucleótidos de un gene, este se inactiva. La n:versión de tal muiación puede 

ocurrir cuando los elementos IS se mueven nuevamente. 



Figura. l. 

Figura. 2. 

Rutas metabólicas en las cuales la cittato sintasa constituye uno de los componentes 

primioidlales tanto para organismos anacrobicos como ecrobicos en la generación de energía y 

diferentes precursores para biosinle.!is. 



Deleciones. 

O tambi6n llamadas deficiencias cromosómicas son a menudo foUlles, como cabría esperar si 

faltasen genes responsable.o; de aJgunas funciones esenciales en la fisiología o en el desarrollo del 

organismo. Las deleciones también pue.den no ser letales y quizás sean favorecidas por la 

selccci6n natural en la evolución de fonnas saprófitas o parásitas, cuando no se requiera la 

función de detenninados grupos de genes. Existen pocas pruebas experimentales para probar 

dicha sugerencia. Ha quedado sin embargo bien establecido que en la evolución han intervenido 

delociones y no únicamente duplicaciones . 

Duplicaciones. 

Las duplicacionc.o; del marerial genético seguidas de la divergencia de los segmentos 

duplicados para llevar a cabo funciones distintas han sido un recurso importante en Ja evolución. 

La fonna (as) ancentral (es) de vida de todos los organismos con ADN probablemente 

contenían una corta doble h61.ice de ADN fonnaclo ónicamcnte por uno o pocos genes. Las 

decenas de miles de genes distintos encontrados, como por ejemplo en el genoma humano, son 

descendientes de ese corto segmento ancestral a causa de múltiples duplicaciones y 

modificaciones del mismo. 

En los d.ltimos a.itas se ha acumulado considerable infonnación acerca del papel evolutivo de 

las duplicaciones del ADN. Por conveniencia se distinguen diferentes clases generales de 

duplicaciones g6nicas: 

A) Duplicaciones de seguidas de evolución divergente hacia funciones distintas. 

B) Los genes presentes en varias copias en cada genoma, pero que se conservan semejantes en 

cuanto a la secuencia de ADN y a su función (fwnilias g~nicas). La pl'C;Sencia de varias copias 

de un gene pcnnitc al organismos obtener grandes cantidades del producto g~nico en intervalos 

cortos de tiempo [17). En los eucariontes los fcnomcnos antes mencionados tambien se llevan 

a cabo por ejemplo, Los genes que codifican las hemoglo~inas de los vertebrados han 

evolucionado por una serie de duplicaciones g6nicas seguidos de una divergencia gradual hacia 

funciones distintas. Si bien relacionados, los genes que codifican para las hemoglobinas. ns( como 

los que codifican para las miogtobinas pueden remontarse a un sólo gene que se duplicó hace 

unos 650 millones de aftas en la línea anccntral de los vertebrados. Tanto las mioglobinas como 

las hemoglobinas se hallllll implicadas en el llllnsponc de oxigeno : las mioglobinas en el 

mllsculo y las hemoglobinas en la sangre • 



Muchas de las proteínas de un animal plwicclular pueden agruparse en familias: lns colágenas. 

las globinas, las actinas, las proteasas de la serina, etc. Las proteínas de la misma familia cstan 

emparenradas tanto por su función como por su secuencia de aminoácidos. Existen pocas dudas 

acerca de que cada fwnilia ha evolucionado a partir de un único gene ancenttnJ por medio de un 

proceso de duplicación y divergencia. A menudo, los diferentes miembros de una familia de 

proteínas son cam.ct.crísticos de diversos tejidos del cuerpo, donde realizan varindns tareas 

análogas pero difc:rcnciadas. Evidentemente la crcnción de nuevos genes por medio de la 

diversificación y cspcciali:zación de los genes existentes ha sido crucial para Ja evolución de los 

organismos pluricelulares complejos (18]. 

GENES CON MULTIPLES COPIAS. 

Otra clase de secuencias duplicadas de ADN está formada por genes repetidos desde unas 

pocas veces hasta varios centenares de veces en cada genoma, siendo todas las copias 

presumiblemente id&lticns en cua.nto a su secuencia de nuclcótidos y por umto transcritas en 

secuencias id~nticas de RNA. Esta clase incluye Jos genes que codifican Jos RNA ribosómicos 

y de transferencia siendo ambos tipos de genes trnnscritos pero no ttnducidos y aquellos que 

codifican para las histonas y Jos anticuerpos. 

Los ribosomns se hallan implicados en la sfntesis de proteínas. Esu1n compuestos por dos 

subunic!Jldes: una pequeña y 01111 grande. Además poseen tres tipos de RNA y SO tipos de 

proteínas ribosómicas. 

En los eucariontcs los tres tipos de RNA se designnn SS, l 8S Y 28S. La subunidad 

ribosómica pequcfta contienen un RNA de 18S; la subunidad grande contiene unu mol&ula de 

RNA SS y olm 28S. 

En las bacterias existen de igual fonna tres tipos de RNA ribosomal: SS, 16S Y 23S. 

La selección natural pudo haber favorecido la multiplicación de Jos genes RNA ribosomalcs~ 

ya que la <:<!lula requiere un elevado mlmero de ribosomas para la síntesis de proreínas. Cada 

molécula de mRNA es leída por un grupo de ribo somas denominados poliribosomas que lrabajan 

en forma secuencial a lo largo del mRNA. La demanda de ribosomas por parte de una ctlula es 

grande ya que se sintetizan simulláneamente muchas prole!ruls. Generalmente alrededor del 80% 

al 8S% del RNA de una célula es rRNA. 



Al parecer las duplicaciones han favorecido tanto 11 eucariontcs como a procariontes ya que 

provocan la generación de un alto grado de diversidad, por ejemplo en el caso de los genes que 

codifican para las inmunoglobulinas, o para la. producción rápida y eficaz de una gran cantidad 

de proteínas en el caso de los genes ribosomalcs y genes que codifican para las histonas {21]. 

Una característica relevante del genoma de Rhizobium es la gran cantidad de secuencias 

reiteradas. El producto de la recombinación de éstas conduce a deleciones, adiciones y 

amplificaciones¡ dichos eventos se presentan en una frecuencia de 1()2 n 103 y tienen diferentes 

efectos en la nodutarión y fijación de nitrógeno (21,22,). En Rhizobium phnseoli se han detectado 

gran cantidad de amplificaciones y delecioncs que aumentan los genes de nodulación y fijación 

de nitrógeno desde dos hasta ocho veces (23]. Estos rearreglos son generados por recombinación 

entre operones reiterados de In nitrogenasa nifHDK 124]. 

Bn los eucariontcs, las duplicaciones parecen ser un evento mus general que en bacterias; sin 

embargo en Rhlzobium se encuentran diferentes ejenplos de genes en varias copias corno es el 

caso de Rhizobium leguminosarum biovar viciac en donde se ha encontrado que una copia de 

los genes f!.!.N y filG se localiUlll en el plásmido simbiótico mientras que la otra copia se 

encuentra en un plásmido involucrado en 111 síntesis de polisacaridos [20]. 

En el mcgaplásmido (PSym) de Rhizobium tnelitoti se ha encontrado que existen dos copias 

de los genes fix entre los cuales se localiza una copia en cndn grupo de los genes fu (G,H,J,N). 

Estos genes son impon.antes para la fijación de nitrógeno. El primer grupo se encuentra ll 220 

Kb en la posición 3' del promotor de los genes !!L.fHDK; el segundo grupo se localiza a 40 Kb 

en la posición s· del promotor de los genes antes mencionados. Las reiteraciones de Jos genes 

f!! son funcionales ya que una deleción en ambos grupos afecta la fijación de nitrógeno en B· 
meliloti, Las reiteraciones de los genes & pudieron haber surgido mediante un proceso de 

duplicación en el plásmido simbiótico (25). 

Existen ejemplos de duplicaCiones de cromosoma ll plásmido. Esto se obser1a en B,. 

leguminosarum en donde se han reportado dos genes que codifican para In enzima glucosnmino 

sintctasa. Uno de estos genes~ (el cual cataliui In formación de glucosamina 6-P n partir de 

fructosa 6-P y glutamina en §.. gili) se encuentra en el cromosoma. mientras que nodM se 

encuentra en el plásmido simbiótico y de igual manera presenta actividad funcional de 

glucosamioo sintetasa. Aunado a ésto, nodM muestra un alto grado de homolog(a n nivel de 

proteínas con respecto a glmS de fi. coli. nodM está involucrado en la síntesis del factor de 



nodulación de Rhizobium el cual es un oligómero de N- ncetitglucosamina. Se sugicn.:: que para 

tener cantidades mayores de glucosamina y asegurar la síntesis de la sustancia o fnctor que 

produce Jos nódulos. es ventajoso tener una copia adicional del gene en cuestión. [26]. 

El intercambio de material genético entre plásmidos y cromosomas no se da únicamente dentro 

del mismo organismo, sino también puede ocurrir entre organismos . 

Los genes que se transfieren provocan diferentes características fenotípicas como resistencia 

a antibióticos o metales pesados, producción de toxinas o la habilidad de degradar complicados 

hidrocarbonos. 

La transferencia lateral de genes entre bacterias que ocupan el mismo nicho ecológico se ve 

favorecido por la presencia de transposones o plásmidos, ya que estos funcionan como vehículos 

para transportar el material genético a otro organismo; además es bien conocido que estos 

elementos pueden ubicarse en un amplio rango de hospederos. Tambi6n se ha pensado que fagos 

bacterianos pueden mediar transferencia lateral de información genética entre bacterias. 

Los elementos transponibles han sido importantes en In evolución bacteriana, debido a que 

provocan mutaciones y rcarreglos en el genomn de su hospedero. La distribución de varias IS 

(secuencias de inserción en el material genético de los organismos) provee evidencias de In 

repetida invasión y colonización sobre linajes bacterianos por los elementos IS . 

Los mecanismos por medio de los cuales se lleva a cabo el intercambio genético entre las 

bacterias se han denominado : conjugación (que se da debido a la fusión de una célula con otra 

mediante una estructura denominada pili a través de la cual se trasfieren plásmidos y 

cromosomas) • transducción (mediado por ciertos bacteriofngos los cuales introducen su material 

genético) y trasformación (en el cual una célula asimila y expresa ADN exógeno). 

Se han utilizado varias características genotípicas para establecer posibles relaciones evolutivas 

tales como el número, tamaño y forma de los cromosomas en los eucariontes. En las bacterias 

las caractcristicns fenotípicas y fisiológicas no reflejan en realidad qué tanto una especie está 

relacionada fitogenéticamentc con otra, La morfología en bacterias es tan simple que no sirle 

para clasificarlas; las características fisiológicas han permitido una mejor clasificación. Sin 

embargo, aunque se pueden agrupar especies bacterianas usando rasgos fisiológicos compartidos, 

existen especies empnrentndas que carecen del rasgo en cuestión. Las bacterias gram positivas 

definidas por la estructura de su paml celulnr fontUlII un ciado, que también incluye bacterias 

que no tienen paredes celulares 
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Recientemente se han desarrollado diferentes técnicas para establecer relaciones filogcnéticas 

entre tos organismos, entre estas se encuentran : análisis de elcctrofcrotipos (ETS) mediante 

electroforesis de enzimas (27 ,28.291 considemndo bandas resultantes que representan un alelo 

espccffico, detectadas por las actividades bioquímicas de las enzimas. Entre mayor número de 

alelos compartidos mayor será la cercanía genética entre dos organismos. 

El diseño antes mencionado proporciona unicamente aproximaciones debido a que unicamente 

toma en cuenta a las proteínas para relacionar filogcnéticamente a los organismos; existen otras 

~nicas para hacer filogenia como las tb:nicas inmunológicas. 

Pueden obtenerse estimaciones del grado de semejanza entre prote{nn:; medi11ntc técnicas 

inmunológicas , tales como la inmunoelcctroforcsis, la inmunodüusión , In precipitación 

cuantitativa, la fijación del complemento y la turbidimetóa. 

Para establecer relaciones evolutivas también se ha usado la hibridización del ADN, ya que 

puede medirse el grado de diferenciación entre dos especies por la proporción de pares de 

nucleótidos que difieren en el ADN de los mismos. Esto se consigue creando molfculas 

híbridas entre filamentos sencillos de ADN de diferentes organismos; los dos filamentos de ADN 

pueden disociarse y rcasociarse in vitro, cansiguiendose moléculas híbridas formadas por 

filamentos precedentes de dos especies distintas de bacterias o virus. En poco tiempo se 

observó que esta tl!cnica podfa utilizarse para medir la diferenciación del ADN entre especies 

(30). Por hibridación pueden obtcnc™' la medida de la diferenciación de ADN entre dos 

organismos evaluando la extensión de la reacción de hibridación, o sea la fracción del ADN de 

ambas especies que forman moléculas híbridas. 

Las tb;nicas anteriores muestran cieno grada de exactitud para estnblccer relaciones 

filogcnéticns entre organismos y entre genes. Sin embargo el estudio de la evolución bacteriana 

se ha vnlido de nuevas técnicas de biología molecular para determinar de dónde provienen 

ciertos genes; o lns verdaderas posiciones taxonómicas de los org!lflismos. 

Ln información genotípica tiene más ventajas que la iníonnación fenotípica. la base clásica 

de In clasificación taXonómicn, In aparición de métodos como la secuencia de ácidos nucleicos 

proporciona una íanna de interpretación más sencilla y rápida de infonnación genética los 

elementos de una secuencia,nuclcótidos o aminoácidos, cstan rcsuingidos en un número bien 

definido; además se puede considerar a una molécula cuya secuencia cwnbia al azar como un 

cronómetro; la cantidad de cambios en su secuencia es el producto de la velocidad de fijación 
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de mutaciones en el tiempo transcurrido. Para que una secuencia pueda ser usada como un 

cronómetro evolutivo es necesario que los cambios sean proporciooalcs al tiempo. las 

velocidades de cambio deben corresponder al espectro de las distancias evolutivas que se quieren 

determinar (deben poseer zonas de relativa constancia y zonas mas variables) la molécula debe 

ser lo bastante grande como para proveer la información necesaria y contribuir n un 

funcionamiento regular del reloj evolutivo. 

Las moli!culas má5 utilizadas en la actunlidad para establecer filogenias son las secuencias de 

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

los hace un modelo atractivo ya que garantiza un buen funcionamiento como reloj evolutivo. Al 

parecer se cucucntran en todos los organismos, y diferentes zonas del gene cambian a velocidades 

muy diferentes., esto permite dctenninar relaciones fúogcn6ticas lejanas. 

Su tamallo es de l.5Kb a 3Kb, poseen muchos donúnios los cuales juegan un papel 

determinante en la funcionalidad de la moltcula. 

La determinación de secuencias de ADN se ha revolucionado con 111 introducción de la 

síntesis de ADN mediante una reacción en cadcna(PCR) que pemüte obtener cantidades muy 

grandes de un fragmento específico del genoma sin necesidad de nislar y cJonar ese fragmento, 

además el PCR nos puede servir para establcccr relaciones füogenéticas eficazmente. 

SECUENCIAS DE ADN Y PCR ( POLIMERASE CHAIN REACCl10N) PARA PODER 

ESTABLECER RELACIONES FILOOENl!l1CAS RAPIDAMENTE. 

El PCR es una t6cnica la cual consiste en amplificar un segmento determinado de ADN que 

se encuentra entte dos regiones de una ICCUCDCia conocida. Para llevar a cabo esta t6::nica se 

noceoitan: 

- Dos oligonuclcótidos o c:cbodorcs (segmentos conos de ADN 16-24 bases); estos cebadores 

tienen diferentes secuencias y son complementarios con el fuigmento de ADN que se n:quiue 

ampllfiau'. 

- Un templado o fragmcnco de ADN que se requiere omplifü:ar, puede ser ADN cota! 

plásmidos o simplemente paquetes celulares. 

• DNTPS. Dcoxinuclcótidosttifosfatos (dcoxiguanina, deoxicitocina, dcoxitimioa, dcoxladenina) 

tstos se usan para ir fonnando las cadenas sinttticas de ADN. 
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~ Enzima polimcmsa: se utiliza Taq polimcrasa ya que es resistente y funcional n altas 

temperaturas. 

• Ciclos alternos de temperaturas. 

La reacción se lleva a cabo de la siguiente mMern: en el primer paso se desnaturaliza el 

ADN a una temperatura de 9S"C en presencia de los cebadores, los DNTPS y la enzima. 

Bnsegulda se It<luce la temperatura entre 50 y 68'C ( dependiendo de la Tm temperatura media 

de los oligos) para que los dos oligómeros hibridicen o peguen el templado; ésto se conoce 

como annealling. Postcrlonnente se aumenta nuevamente la temperatura a 72ºC paro que la 

polimerasa empiece a sintetizar las cadenas de ADN complementariamente. 



Primer paso templado 

s·------> 3· 

3'<·-----s· 

Segundo paso 

templado 

s·------> 3• 

cebador 1 --

Tercer paso 

-- ccbador2 

3'<------ s· 

templado 

s·------> 3• 

cebador 1 

T1<¡ pollmctasa. 

T1<¡ polimcrasa 

.............. -ccbador2 

3'<:----s· 

Desnaturaliznción; se separan las 

dos cadenas de ADN por calor 9S"C 

Pegado de las hebras; los cebadores 

se pegan a las cadenas complementarias 

dcADN. 

La TI<¡ polimcrasa empieza a sintetizar 

a partir de los cebadores, las cadenas 

complementarias utilizando los DNTPS. 

13 
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Los tres pasos anteriores corresponden a un ciclo de amplificación que generan a partir 

de dos cadenas de ADN , 4 cadenas de ADN así sucesivamente se obtiene et ADN de fonna 

exponencial. En 30 ciclos se tienen aproximadamente de Ia4 a Ul6 cadenas, aproximadamente 

dos micrognunos de ADN. 

La t.6cnica de PCR tiene m11.ltiplcs aplicaciones entre las que se cncuenttan: 

- Oeneraci6n de secuencias específicas de clonación de doble cadena. 

- Amplificación de cDNA. 

- Amplificación de cDNAs transportados en bacteriófagos usando oligonuclcótidos cotr.o 

primen que hibridcn con el ADN requerido. 

- Gcneniclón de cadenas scncrn.. a panir de cadenas dobles de ADN. 

- Ellmlnar sccuenciu no buscadas flanqueando el ADN blanco. 

- Generación de gi:andcs cantidades de ADN para secuencia de nuclcótidos [31]. 

El PCR junto con la secuencia de licidos nuc16icos constituye una poderosa hcmunicnta en 

los estudios filogentticos; se ha demostrado que con productos cortos (260pB) de PCR de los 

genes ribosomales t6S se pueden colocar organismos en un contexto ftlogenético realmente 

accplablc. 

Por ejemplo a posición taxonómica de la cepa BT All la cual es fototrófica y es simbionte de 

la leguminosa Aeschvnomene posee características de Rhizobium entre las que se encuentran 

velocidad de crecimiento rápido en manito!, habilidad de crecer en sacarosa y lactosa; 

adem4s,tambi6n presenta similitud con Bradnhizohium en la secuencia nif. Al compartir 

caJ11Ctcrlsticas de ambos grupos es dificil colocarla objetivamente en alguno de ellos; sin embargo 

por medio de PCR y 11CCUC11cia de 4cidos nuclticos se ha logrado cslablccer accpmblcmcntc la 

relación filogenttica de esta bacteria asl como la de los Rhizobium y ouos organismos dentro 

de la subdivisión alfa de la clase protcobactcria (Figura 3) (32]. 

Los estudios enfocados principalmente a discernir sobre las relaciones fi.logenéticas entre 

organismos, o que tanta similaridad o difctt:ncia comparten un gene con otro se ven nmpliamcnte 

favorocidos con las ~nicas modernas de la biologla molecular (hibridación PCR y secuencia) 

que constituyen verdaderas hemunientas. 
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Arilol filo~co el cual muostta la füogcnin de las Rhizobiaceac y oiros organismos como la 

cepa BTAU. La posición de las ramas fue ddinida porPCR y secuencia de un fnt&mc:nlO de 16s 

ribosomal. 
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2.· ANTBCEDENTBS 

Dentro de la línea del analisis de genes bacterianos involucrados en la intemcci6n con plantas 

se ha determinado ta secuencia nucleotídica del gene plasmfdico de citrato sintasa de Rhizobium 

~ [14). Es interesante que la mayor cercan!a del isa (gene citrato sintasa plasmfdico de 

~~ se obseva con la rama en vez de a la rama a la que pertenece~ 

[33). CUadro !. Se ha encontrado arriba del~ en lo región 5', una secuencia IS la cual es 

parecida en un 85% a otras encontradas en g_ !:21! y Pscudomonns. El ~ no está flanqueado 

por otros genes del ciclo de Krcbs, lo que pudiera sugerir que el juego completo del gene 

plasmfdico mis la IS se pudo haber ubicado en .B..l!J!lllg por una transposición endógena o por 

transfcrcacia Lueral entte bacterias. 

Hibrldizacfoncs previas de ADN total de la cepa silvestre CFN299 (Rhizobium tropicl) 

muestran que la citrato sintasa cromosomal se ubica en una zona de 9 Kb (digestion con In 

enzima de restricción l!coRl) mientras que la citrato sintasn pltlSJlÚdica se localiza en una región 

de 6 Kb; la banda de 9 Kb del gene cromosoma! se observa en una cepa (CFN29910) de 

~ l!!!lZl!á que posee uaa delcción en el plásmido simbiótico, mientras que la citrato 

aln- plum{dk:a se encuentra ausente. 

La sella! del gene cromosoma! es menos intenSa en experimentos tipo Southcm que la del 

gene plasnW!ico (cepa CFN299), utilizando como detector un úagmcnto interno del gene 

plasmt'dico de citrato sintasa. Esto tal vez indicarla que existen diferencias en las secuencias 

nuclcolídicu de los dos genes sugiriendo que no son copias idcnticas. Fotografia 1 

El gene plasm!dico de citrato sintasa tiene una regulación diferente dependiente del fierro no 

descrito P""' otras cilnlto sintasas. La expresión del gone plasmfdico está regulada por la fuente 

de cart>ono (sacarosa). 



CUADRO 1 

~ 
-

Po 

PROTOBACTIRIAS - y 

-
ARQUEOBACTERIA5 

1 

1 

IUCARtOHTIS 

-

Cisy$Acian 
Actnetobacter an1tratum, 

Cisy$Pseae 
tudomonu uurosinou 

Cisy$Ecoli 
i1chtr1ch1a s.2!! 

Cisy$Aceac 

Acttobacttr !S.!S,.! 

Pesa 

Cisy$Coxbu 
~ burnetU 

Cisy$Ricpr 
R1ck1t1l1 provu1k.i 

Cisy$Theac 
Thwrmop luma 1cidoph1\u9 

Cisy$'least 
Httocondrial 

Cisz$'least 
citopl11mic1 

Cisy$Pig 
HUocondrill 

CisySArath 

17 

Ar1bidop1il thalhna (a1tocondrh1: 

:isy$Strhy 
St rretomrcu hnro1cop1cu1 

R:B1dln taxaónica di p;a1.ct.o di g:l'E plMn{dko m ~lmKi,..Ia anuda di mninc*:lc.bs 
m.ost.ra 1.11 66\, 67\, 62\ y 67' cB h:m:>l~fa a:n b; ¡::rOO.n_ce cb E...JdL ~~.y 
A...mtj.. lA fMYOr cm:mi.1. h nueaua o:n d. prtd.O.o di rpu ro A. iDD. d anl m \.ro W lB Urro!J mAa 
~y a1ejós cil la mm a la o.nl ¡utmm Sli.ldWJ;D. 

El ¡:n:art:e 6rl:::cl w rmll2D cm el ¡::m;:am Pila.p. 
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a b 

FOTO 1 

Bxperlmcntos tipo Soutbem el cual nos muestra: A= ADN TOTAL CEPA CFN 299 DIGERIDO 

CON LA ENZIMA ECORl. B= ADN TOTAL CEPA CFN29910 DIGERIDO CON LA 

ENZIMA ECORl. 9kb =CITRATO SINTASA CROMOSOMAL. 6kb = ClTRATO SINTASA 

PLASMIDICA. Detector de hibridizaci6n fragmento interno del gene plasm!dico de citrato sintasa 

de Rhizobium tropici. 

3.- OBJETIVO. 

Determinar el oñgcn evolutivo del gene plasmfdico de citrato sintasa (J?eA) de Rhizobium 

~.Este gene pudo haberse obtenido por traosfcrencia lateral entre bacterias o por una 

duplicación del gene cromosoma!. 



4.- MATllRIAL Y METODOS. 

Cepas bactcrianAA 

Bl!i!2lliJl!!l ~: 
CPN299 Tipo silvestre. 
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CPN29910. Posee una delcción de aproximadamcnLC 200kb del ph!smido 

simbiótico que ellmlrul la citrato sintasa plasmldica. 

Un producto de PCR de la cepa 29910 de Rhizot>ium .!!:21!i9 y la determinación de la 

secuencia de ácidos nuclefcos del mismo serán utilizados para llevar a cabo nuestro objetivo. 

Disefto de ollgonuclcotidos para obtener el producto de PCR del gene cromosomal de citrato 

aintasa de Bl!!!2l!il!m.. l!l!J!i9. 
Para seleccionar la secuencia nucleotídica de los oligonucle6tidos o cebadores; se evaluaron 

taa secuencias nuclcotídicas de: .!l&2li. P§Codomoru!s ~ ~ tropici. Rickettsia 

prowazekil. Thennoptasma acidophilum y ~ ~. Estas secuencias se alinearon con 

el programa Pll..BUP (fig4). PostcrlonnenLC se realizó la búsqueda de fragmentos pequeños 

consavados en las difcrcntcs especies tomadas en cuenta. 

Se escogieron las siguicnl.CS regiones nucleotídicas 

1030--1050 

S'--3' 

AAOATOCOCJACCATCGCCOC 

1409--1432 

3'-S' 

(PRIMERJI) 

C1TOCCTAGCAAOAACAOOAACC (PRIMER J2) 

Las socucncLu mostradas se encuentran muy conservadas en los genes de citrato sintasa. 

Tomando como base i!sto se mandaron sintetizar estos ollgonucleótidos para ser usados 

posLCrionncntc como oligonuclcótidos base en la i=ión de PCR del gene de la cilrBIO sin!Ua 

cromosoma! de~ tropjci. 



cit.yn .m•C(PHC1t•) 
cit•Yn .m•t (Thacit•yn) 

c1t•yn.m.t (&cglta) 

cit•Yn. m•t (Coxcyt•yn) 
citsyn .m•f (Rircit•) 

cit syn .md ( Pcaa) 
c1 tsyn .msf {PHcit•) 

citsyn .msf (Thacitsynl 
citsyn .msf {Ecglta) 

cit1yn.m•f (Coxcyt•yn) 
ci!:.•yn .m• l ( Rlrcl t•) 

1:i t1yn.m11f( Pcu l 
-:. ~ .• yn .m•f 1 PHCit•) 

r.1 ·.: n.m1f(Thaclt•ynl 
:1t•yn.1Hf (Bcglte.J 

cit1yn .m•f {Coxcyt•yn) 
cit1yn .m.r {Rircit• I 

citsyn.m•f 1 PcH l 
c1t1yn .mlf ( PHCit• l 

cit•yn .mlf (Thacit11yn 1 
c1t1yn.m.t (Ecqlta) 

eit•yn .m•IE (Coxcyt•ynJ 
cit1yn .m•t(Riri:it' • l 

cit1yn.m11t ' .. , 
c-1t1yn .mi(( Fe•. . 

cit•yn.m•f{Tho.~ ,nJ 
clt•yn .znlf (e,,.,~J.t•J 

ci uyn . m1 f (Coxcyt •yn) 
cit 1yn .m1f (Rircit• I 

c1t•yn .mlf {Pcu) 
cittyn .mef ( PHcit• l 

dt•yn .m1l(Thaciteyn1 
cit•yn .maf(lcglt•l 

citayn .m1f (Coxcyt1yn) 
c1t1yn .m.r (Rircit•J 

C"it1yn.m1f{Pcu.J 
citsyn .msf (PHcit•J 

cit1yn .mtf (Thacit1ynJ 
cit•V"I .mlf (Ecglta) 

cit1yn.i;·1:, . .:"'cyt1yn) 
cit1yn.m1f lR.a.rcit• J 

Clt•Yn .m1f (Pesa) 
Cl t 1yn .m1f (PHClt•) 

c!t•Yn .mtf (Th11cit1yn) 
cit1yn .m1f (Ecqlto.) 

cit1yn .mal (Coxcytsyn) 
cit1yn .m1f (IUrcit• l 

cit1yn .mal (Pcu 1 
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attqCgggCC TtTtcataAaia OgCqTiaAata GCcccC'M"T"I' TCTqCgAe:aa 
, • , , • , , .. C qCTcCaTATc CgCqTcgctT cgAtatTTca TCaTAactat 

401 450 
CTCOQCcCCc gAgOcgCCTt llOQaAo.cCTa Co.CtTtCMT COcaccqAtc 
••• , , , , • • • , , , .• , .aTc aaaaAaat:T'l' ataaatCgta attCatttct 
ggaCcCtCCO cgaaaCCCQQ cCcqg'M'Co.c CCCCTctgcg CGa.o.QacAat 
CcCcgCaaCG 4AaGgCt:CTA cGgcATggo.T tCgCgcaAaT tOaCTttcGa 
o.TtacCgCtt ttgtttCtcA tcacgTTaTT CCtCTggAtT CttCTa.cgOc 

451 500 
qA'f'gtgggca MtTtTgua ATcCcactu Ao.TtcatTAT AqTtAciaAgc 
aATttCctAa Mt:TAgggtT ATaCtgaCTC AaTOaggTAT AtacATtATg 
t.>igallCacAg AtcagTTcaT tcqgcagCTC ttaCttccca gCTAgcOAgc 
lltTtatccct ctaTAoTggT gcgggcccro cgTGCggggT AC'f'gA'OOATt 
ttTggCatAt tAaTcTTatT cTcCqco.CgG AtcGCo.cTtc gCTAtTctTg 

~~~ · · · ·''' ''' '' i~'i~i~· 'ci~i' ·q~n~·' · '· ·' ·' '· · · · · · ~~~ 
•CTAcAcccg CcAOgAOcAc ~aTge.OcAo. tCgtA.MgcT a.V.ct'I'TcTt 
aCT •• AaTgg CaAtaAta>.t MC1TaGAAt ttgcAgAatT aA.AaaTTAgA 
cCTQaggnaa 4.' ... ' .At AtCaTgGAt:a ACAacMtgc ttgTgTctTA 
tCaAgciaTAA aTAGgACCcc AtCaTgGcto acAaAAAagc gcAgtTgATc 
cCgAttgggt CTAuto.Gta t.At'M't:tMt ctAtttAttT oMTa'M'Ao.A 

551 600 
tTQaA ••.. A aTCAgtCqOT tOAATTtCCt aTtta'M"CAc cTACCcTtOO 
qgtaA,, •• A CT .•• , .AtT taAqTTaCCt aTaCTTaaAg caAgtATcOO 
gTCgACCCC •.. CAto.gtGc cCAAT'T'Oaao. cTtCgaTCAa gcACoA.TcOO 
aTC'gAgCCCt Cai;icCCCcGT cCAAcTCCCc QTcCTaTCcg gTACCA.TgOO 
o.Tatgtcat:ac CgatCCCAao. attATo.c90.c gaaa'M'TCAa aTAgCqTtaa 

601 650 
cAaqOATCTg ATtGAcgTA. • , aaqacATt gC.,caAtcat Cg'rocCTaTg 
TAaaCATCTA ATCCATATAo. CTaC9gTATc tCCGCMgCc OATtACTTTA 
TccgaAcOTc cTCCgcATtG GatccCTcTa cCaCcAgACg aAqatgTTcA 
TcccGATCTA gTgGATgTAc CggOcCTcac ce. , , ccACg CqccACTTcA 
aAgatA.Tcat ATatgTAgAO GTgtatTAat: gcCaOA.MCt OAo.GAaaTTA 

~l ~ 
CgctgOAcgt TGGt'M'Ttac TCTACaGCCg CTTOtOAaTC MaaATtACC 
CtTATOATCC gCGtTTTATc¡ TI:TACtGCtT C'M'CtcAaTC tActATCACa 
CCTATOATC'C TOCi:. TTcAct TCgACtGCGT CgTCcOAGTC cAgcATCACC 
CCTtcGATCC TGGcTTcATg TCgACcGCcT CcTCCOACTC gAeOATCACC 
gCa~aOggCt TCllgc¡aTgTc aoTAtaao.GT .••• , .gCaC M.gGcTCACq 

701 150 
TtTATCOAtO GCGAgA.MGG tATttTCiCTO TA'l"'COgOOgT ATC'CaATtOA 
TaTATaCACG CtGAtAMCG CATat:TatQC TATCCaCGaT ATgaTATta.A 
TtTATt:CAtC CCCAcgMOC CgTtCT'CCTC c:ATCCcCCtT ATC'CgATCG.A 
TaTATCGACG GCCAr:AMCG CQTcCTcCTc cATCCcGCCT AcCCcA'l'COA 

~~~~::C:~77 7~~~:~~77 ~~:~:~:~~ :~~~~~~: ~:::~~~ 

'" ~o tCMtTQCCT GAcAAAtcgC , •. AtTATaT CGA.AGTt'TGT TACtT4C'I'G4 
AgActToCCT CACAAAaCtC •.• AtTtTtT aC>.ACTQgca TAtt'I'OaTOa. 
ACAgcTtGCc CACcAci;iCcC •.. Ac·~·'! c::CT c:OAAOTCTOT T.ACC'roCroC 

Fig.4.Alinea~iento nucleot!dico de los genes de citrato sintasa 

reportados. Los & flanquean los oligonucleÓtidos j l y j2 



cit•yn .mef (Pucit•) 
cit•Yn .m•f (Thacit•YnJ 

c1t1yn.m•f (Bcglta) 

clt•yn.mlf (Coxeyt1yn) 
cit1yn .m1 f {Rircit1 J 

c1t1yn .mar {Pcu) 
ciuyn .m•t: ( Pucit• I 

citeyn.m•f (Thacit1yn) 
cittyn.m•f (Bcglta) 

el t•yn ,m1 f (Coxeyt1yn) 
ci tayn .m1 f (Rircit1 J 

citsyn.m•f(Pcu} 
eJ.tsyn.msf ( Pucit1) 

cit.syn.m.t (Thacit1ynJ 
cit1yn .iuf (lcgltaJ 

citeyn .m1f (Coxeytsyn) 
e l.t1yn .m1f (Rircit1) 

c1t1yn.rn.f(Pc1a) 
e 1t 1yn .m.11 t ( P11cit1) 

cit1yn .m•f (Thacit1yn) 
ciuyn.m1f(Ecglt•J 

citeyn.m1f (Co>Ccyt1yn) 
e it 1yn .mef {Rircit.J 

c1t1yn .m1f (Pcu l 
e it11yn ,m1f (Pucit1 J 

cit1yn .m1f (Thacit1yn) 
citlyn.rHf (lcglh) 

e 1 t eyn. m• f ( Coxeytsyn) 
cit1yn .msf (Rirclta I 

clt1yn .mst ( Pc1a l 
e 1t1yn .ll'1f ( Pncit• J 

ci t•yn .m1f {Th&citayn). 
citlyn .mef (lcgl~a) 

cit1yn.m1f (Coxeyt1yn) 
citayn .m1 f (Rircits} 

cit1yn.m1f(Pcso.J 
citayn .m1 f ( P11cit1) 

citsyn .mil (Th•citsyn) 
cit1yn .mef 1 Ecglta) 

cit1yn.m1f (Coxcyt1yn} 
cit1yn .m• f (Rircit•) 

clt1yn .m1f (Pesa l 
c1 t srn .msf ( Paecit1) 

ci t•Yn .1"1f (Thacít1ynJ 
cit1yn.m1t (Ecglta) 

cit•yn .m1f (Coxcyt1yn) 
cit1yn .m1 t (Rircit• l 

c1 tsyn .rnf (Pcu.) 
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gCAAcTQ'OCg 0 ... 01'A.Atcc0 AcTAcCT GOAAa1...:TO'- TACCTOC'l'OC 
>.gAtaTaatT OcctctgGgO cacAggATgft GOAgftTCCag T/\tCTOtTcC 

BGl BSG 
,l'CTATOOCO.l. GCTc:CCgAftC uAf;gag.l,a,\ .l.G9MAAATT tOttcgc.l.CQ 
ItTATOOoCA CCTftCCftA9t ftgtCatCAOt .l.tt9tMt'M' tacta.l.aAftO 
IcTAcOCCGA atTCCC9.l.CC Cc:AOccCAOA .l.OaA')9AcTT CGact ... tcgO 
¡(;a.>.cCGCO.l. GCTCiCCcACC OccGcGCA.OA A09MeAgTT COtcGgcA.Cc 
IOTATOGga.l. cCTtCCftACt CaAcaGgACc tcagMMTa CaagOAaACc 

~1 ~o 
•Tta.l.agA.a.C AC.l.CCAgcOT ttATGAqCAA gTG.l.coAAaT TtTTC.V.toa 
OTtgctc.l.tC AttCatTaOT ga,t.TCiAaftqA tTacoctAtT 'l'a'M'tcAoo.c 
GTCgtOcACC AC.l.CCATGOT gC.-.TCAa.CAA a'I'Otccc9CT TC'ITC.l.cCOO 
aTCaACaACC ACACC'ATCC':- t(.AcCAoCAg tTGAog.l.cCT TC'M'CMCOO 
OTCcAOaAg9 gtlfttAftGaT a.CcftGAtttt gTcAtaMCg CC'aTaAggc:a 

~1 "G 
tTt'tCaCtat O"eCCCCATC CTA1'GCC9AT Og'f'OcTtaOC aCcaTCOOCO 
C'M'ttOtaCt tcttCtCATC" CTA" .-:;ctAT tATOcTtOca OCtOTtOOtt 
t'M'cCCCcOc OAtOCCCAT< C9Al'-.Xi("CQT cATOtgcGOC tgcGTCOO..."O 
c'M'cCOCcCc CAcGCcCAIT Cc;¡AT'CC':CgT OM'OtgcGOC OtgaTCOGCO 
gcTgCcaaGg OAatCGgATQ CTgTGCCaAT CcaOaTgOcC QCgOTtOcaQ 

t51 1000 
CTCTtTC ... OC t'I"TCTATC.l.C 0.l.tgCgtTaO .l.CATC,,CTa.l. 11.CCG'iJCCgAC 
CTCTtTCAOC' aTTC'T,,TCc:t GAtTtfttTao ... ttTtAaTOA a.,. acagAC 
CTCT9TCgGC cTTCT.l.TCA: OAc1'CCl\ccC ACATCACcOA tCCOcACc ... Q 
CcCTcTCgOC cTTCTAcCAC GAcTCCc:TQG AC.>.TC.l.CTa" cCCCaJ\gc.l.'! 
CcaTggC ... GC e.Tcgg.l.gacti .sAgTtCaagt ggAaC.l.ogCA taCCg,\Caga 

10G1 lGSG • 
CQCOAAtTat CCOCCftTeCO AtTaATftCCC A>.d.TOCCcA COc1VQCCOC 
tatOMcTt• CCGCtftTT.sC AATGATtCCt MGATaCCtA CtATcOC'tQC 
CCCatgCTcg Cu:.Q1CcTTCG t T\TCATCCCC AAO.l.TGCCOA COcTtCCCOC 

~=~~~~~~~ ~~~:9 ~ª:~; ~.~~z~g~g1QSfií~f! 2áf4:2~~ '" J 
1 

, , , • , • , • • • • • . . . . • . • . • • • . . • , •.. t Cat;acatta 

1G51 110G 
CATCagtTAt Ma.TAtTCcA TtGGtCAaCC GTTtATgc.l.c: CCtcgccggO 
a.>.TOtCtTAt MaTAtTCtA TaG';r¡¡CAa.CC GTTtATtTAT CCtgo.Ta.l.tt 
C:ATOOCcTAr- AAGTACc:titJ. TeCCCCA~C(' c'M'CgTtTAe CCOugaACG 
CATGOt\,ll'o' •• i\ACTAC.T.::cA ogGCC.gA:.cc G1t.TgAT9TAT CCOc:gTaACO 
V"•cOtgTAc "gCcACftt4A TQ44Ct1tGCC CgcCgsgctT CCOaaaccat 
acctaCaT ... t "gtTtgTCQQ' gttttt.tcCt GuC"'Jtg"T CCaggTcA.CO 

11G1 115G 
cgaTgAAtTA T'OCG0""'1.Ac: T'l'ttTaCM;A TOcTc't'T'T'Cg cACCCC'I"l'aC 
catTag.l.tTt TaCcCAAMt TTtCTtiCAtA TCATOTTI'GC al.CtCCT'l'Ot 
ateTCg ... CTA TCCCtc9Mt TTc:CTCCgcA TGtgcTTTGC c1tgCCc'l':OC 
accTgMCTA cCCGCM.AA-:. lícC':'C.:A:A. TCATG'J'Tcaa cACCCCcTCC 
eagaC ... gCT>. cCCtGAQAQ'C TTc:CT'CaAcg ctgc:G't'T'T'Cg ai\ggaaggca 
fttftaCMCat TtatttMtt TTta.,,t:'b.tc Tft.l.T,TTgaC a>.tCatTcaa 

1151 UGO 
OMgAgacaC ,\acc:tgAcCC CGTctTAOCt CgCCCgATOO ATcOtATtTT 
act.V.aTATa )lagTA.M1'CC aaTaaTAaaa aAtGCtcTt• ATaagATaTT 
O>.gg.l.aTATO tGgTcAATCC QGTCCTt:iCC CgCCCC>.1'00 AccOcATcTT 
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c1tayn.md(Pa•cita) QAgAccaAgc cOATc1'gcCC CGTOCTgGCC AAQ'OCCATOO Ac:cOcATcT'I' 
citayn.rud(Thacitayn) acAAAggAaO AGATAgA.,, , •..•.•••• , .COCCA'I\:kl ATacggcac:T 

citayn .roat(Scglta) cAAAgtTgTt Ac:AaAc:ATta Cca~aAaag CA.tataATGc gTaaa.AgtTa 

1201 1:250 
citayn .maf{Coxcytayn) TATCCTtCAC GCcCAtCl\cO AaCAo.MtGC 9'J'CaACgaCt 1.CcO'l'TCGAg 

citayn.rnat{Rircita) TATCtToCAt GCaGACCATO AGCAGMtGC tTCTACttCa ACaGT'I'CG9'a 
c1tayn .maf (Pesa) cATCCTgCAC GCgGAtCATO AaCAGMcOC ATCg1'CCtCg ACGG'M'Cacc 

c:itayn .mat: {P .. cita) cATtCTCCAC GCcCACCAcG 1'GCAGAA.c:GC cTCc.a.cCtCc ACGOTQCOcc 
c:it1yn.mat:(Thac:itayn) g1'TtCTCt.AC aCaGACCATC AG9tOcctGC ATC'TACCaCg gCaOgcttgg 

citayn.md(Bcgltal TgaagTCggt atttca.Cc:Ta AGattMctt ATgTAaCa.gt gtGOaagtat 

1251 1300 
citlyn .mat (Coxeytayn) TCOCCOGtTC taCgGOaGCA AATCC, .••• GTM'GCt'I'Gt ATttCgOCgO 

citlyn.maf(Rircits) TtGCtGGt'TC ATCaGGo.CCt .V.TCC., .•• tTT'I'GCaTGt ATtAQCaCtO 
cit•yn.md'. (Pcu) TCOCCOGC'TC tTCCOGC'GCc MTCC •.•.• cTTTCCtTOc ATcgCCOCcO 

citayn .msf (P•ecita) ToGCCOGCT'C cTCCGGCGCc AATCC,., •• G'M'cGCcTGc ATcgCCtCcO 
citayn.mat{'l1'1ac1tayn) TCGCgGto.TC Ao.CCctCtCA gAcat ..•. , GTactCcgOc ATaACtGCaO 

citayn.m.af(Ec:glU) Tgo.CCaatTC ATtCOOgo.Cl\ gtTattagtg GTagaCaaOt tTaAtao.ttc 

1301 1350 
citayn .m• t (Coxcytayn) OTATragtOC tCTC1'0CCGc CCtGCCCACO OCOGtGCtAA 'I'OMCCttgt 

citeyn .mat (Rircita) OTA'M'OCatC aCTt'I'OCCGg CCtGCtCAcG GCOGgGC'tAA 'I'OMGCaOTO 
e i t 1yn .maf ( Pcu) Gc1..TcGCa tg CCTCTOCCGc CCGGCCCATO OCOOCCCcAA cOAAcgtGcG 

e1tey.,.msf(PHcLta) GcATcOCcOC CCTg'l'OQGGa CCOOCCCATO GgOOCOCg.U. cOMQCgOTO 
citayr •. ,..at: (Thacluyn) cTc'I'TGCgCC CCTC'aaOOOt CCOct9CATG GCGGtCCagc TGAqCCaOca 

cirt1yn.m1J:(Bcglta) GgATTOCtaa 9taCTtOatt Cgccatttat tCOtCatc.V. 'l'GgAtCctTt 

1351 1&00 
clt: 1yn. msf {Coxcytayn} tT.\MtATOt Tl;IAgAaAal\T tGGtgl\TOaO al\aMtATCO gccMTATaT 

dtayn .msf (Rircita) 1'.TAAA.tAWC TtMACAo."T tCCCagTtct OAgAAt,.Ttc Ct~TATG'I' 

cit~~~~~~c(;!!~i~:J ~+~~~~~ ~~~~g~~~i ~ggg:~~g~~ ~~g~g~~ ~~~~~ 
c:itsyn.111!1:. ' ... -:-itayn) ATAgcgco.Ot TCgA.tOAgAT aaaggATccc OcCAtggTgO agAAQ'TgQtT 

citayr, .. ~.. • :·;La) AcctgCAa.GC gCccAGAgcT CtCto.cccao GttttCccCt Ctttcacaa. 

"~ ' "~ clt.yn .nis! (to'<cro1·n1 taao.AMGC': MAGACAAaA AtO,,cCCtTT tclRT'l'OATO OOCT'rtGQCC 
cit.syr,,mar:'.{Rir1:1t11) a.Oct.v.AQCt .U.AGAtAAgA AtOATCCºtt t'QG'M'a.A'l'Q'OOtTrt.OOtC 

dt!iyn.m•·'. 1•.:90.) COcccgccc.:: AA9GAC:li.A91'. ACCATCCCTT CcGaT'TOA'l'O CCCT'l'COOtC &J2 
clt•yn.tuf(PHc1ta) CGaCMgvCC AAgliACMol\ li:CCATCCv"'T'l' CAo.OcTQATO OOC'TTCOOCC 

clt•yn.msf(Thacit•ynl c ... MtGaC AAcatl\AtaA ACCgoaaGaa gACacTcA'IO ~ 
citayn.tuf (lcglta) gcgOcgMXC '1.MtAa.V.11.A c:gGoTaaagc CAOGT'l'OATQ tCCgaaOOC• 

ciuyn .msf(Coxcytayn) 
citlyn.rrtsf (Rircit•) 

e itsyn.msf (Pcaa) 
e lt•Yn. m1 e ( P•ecita) 

citayn .m•f (Thaclteynl 
citsyn .maf (Ecglta) 

citayn .maf(Coxeytayn) 
clt•yn.m1t (Rirciu) 

cit•yn .ftlsf (Pcaa) 
dt•Yn .mst (Paecit1) 

e.-~ eyn .r.-lf (Thacltayn) 
ci.uyn.rut (Ecglta) 

cit•Yn .m•f (Coxcyt•yn} 
cit•yn.m•t: (Rirclt• I 

cit•Yn .m.t (Pcaa) 

U51 · 1500 
ATCOcOTtTA CAAaMtTAC OATCCcCOtG CCMaG'I'CAT OcAOAMACC 
ATC'Oo.OTaT" t.V.•"oCTAt CAcCCGCCtG CCgcaCTacT tAAagAAACt 
ATCOc:CTtTA C.UOMCTAC GATCCGCGC'O CC.V.0..TCAT CcACAA.QACg 
ATCOtCTcTA CMGMC1'tC CAcCCGCOCO CCMGOTCAT CAAGc:MACC 
AcaGgGTaTA CMCAcCTAC CATCCaa~C CaA>.Ge.TatT cMGggcAtC 
AatttaagTt CcgOcAgTct tA •••• coca atA..AOOcgcT &AgGAQAcet 

1501 1550 
TGctAtGAAQ TCCTCgAtCc c9TtGGCC.. .gCcACAAtQ All.C<::ttTAft 
TGtaAaGAAG TatTo.MtOA AtTaGCtCAC tTagACAAta ATCCGCToTT 
gcgcAcOAgO TCCTCggeCA AcTcGCC, , • ATCAAggAcO >.TCCGC1'gcT 
TGcgAcCAgC TCCTCc.AgCA 9cT9CGC •.. ATCA ••• AcO AcCC'OCaAcT 
gctgAQa.V.c TCtcCAoc..i.A gaagccaoAC gT;cACAA., •••• CgTATa. 
TaaatgOctO atacaMo.Gc AaaactCo.cc cTCAACgggC ATaCagctgT 

1551 1600 
TaAA.cTaCCG ATo.AA.atTo.G Ag,,,AaATtGC gtTo.gAQOAT CAtTATTTCA 
acA>.aTo.cca ATo.gl\aCTtC AAGctcTCCC tCTtM.aOAT OAaTATM'tA 
cOAcaTcOCO ATcgAaCTgO l\gcgtATCCC QCTgAccOAT OAcTA'ITrCA 



citayn .me! (Paecita) 
citayn.mef (Thaciteyn) 

citeyn .msf (Ecglta) 

citayn .m11f(Ccxcytayn) 
citayn .maf (Rircita) 

citsyn .maf ( Pcu) 
eit11yn .maf ( Paecita l 

citayn,msf (Thacitayn) 
citayn .maf ( Ecglta J 

citayn .maf(Ccxcytayn) 
citayn.mat (Rircita) 

citeyn .m11f (Pesa 1 
eitsyn .msf (Paeeits) 

cit.syn.mst: ('nlaciteyn) 
citayn .m•f (Ecglta) 

citayn .:nllf (Ccxcytayn) 
cita~·n .ms t (Rircital 

eittiyn .mef (Peso) 
citayn .maf ( Peecita) 

citayn .msf(Thacitayn) 
eitayn.suf (S:cglta) 

citsyn.rnaf (Ccxcyteyn) 
citayn .mef {Rircit•) 

citayn .maf {Pesa) 
ei:ayn .mat { Paecita) 

ci.tsyn .ma! (Thaeitayn} 
citayn .m•f (Eeglta} 

eitsyn.maf (coxcytayn} 
eitsyn .mat(Rircita J 

eitsyn .mat (Peul 
eitayn .mat {P•ecita J 

citayn .maf (Thacitayn) 
eitayn.m•f (Ecglta.J 

citayn.m•f {Ccxcytayn) 
citayn .maf(Rircita) 

citayn .mat: (Pesa 1 
eitayn .maf (Paacit1 J 

citsyn .maf ('nlacitayn) 
citayn.rnaf (Rcglta) 

citayn. ma t (Ccxcytayn) 
citayn .ma!{Rircit•) 

eitayn .mat (Pcaa) 
ci t ayn. "'ª t ( Paeci ta) 

eitayn .mst (Thacitsyn) 
c1tayn .maf ( Ecglta) 

citayn .mef{Coxcytsyn) 
citayn .maf {Rircita) 

eitayn .mat (Pesa) 
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gO.V.cTQOCO ATOMgCTqO MGAAA'I'CGC cCgccAeG.\c cceTAe'M'Cg 
1'CAgaTeGCc AcGMgCTtC MCActTtGQ caTcMgC, •• , •• caTl'Cg 
TOMcTgGo.t oTOctgo.ao.O oco.cgcTgGQ tCaagAtOtT o.ttg.\TaTCc 

1601 1650 
T'l'GAgAAo..V. o.CTtTATCCG MTOT90At T TtTAtTCCOO tcTgAcgcTa 
'MUAAAgaAA atTATATCCa MTCTtGAtT TtT~tTCaCO CATtAtcto.t 
TcGAgAA9M gCTtTAcCCO MTGTCGAcT TcTAtTCCCG CATCAcgcTQ' . 
TgOAAc9cM cCTgTAcCCO AAcGTCGAcT TcTAcTCQGO gATCAtccTc 
gTtcA.AAg9g caTATATCCG Mco.cgGAtT e.cTtcTCCOO &>.To.gto.tac 
0T1:1.ctctcgg ttcAo.Aaggt gtgtTCaccT TtgAccCaOO CtTCActtca 

1651 1700 
MtCCcATtO CCATCCC,,. , , • ttCtAAt ATG'I'TtACOO Ta.aTtTI'COC 
AA&CCtATqQ GtATa':'C •••••• atcgcAa ATCTTCACtO TacTtTTtGC 
AAOOCgcTCG GCtTCCC.. . . • , cACgAcC ATO'M'CACOO TacTa'I'TtCC. 
AAGOCgATCG GCATtCC.. • • •• GACcAgC ATC'M'CACcG TgaTcT'l'COC 
AtGtCcATaO GatTCCC9ct 1JAgGAacAAC ATaTaCACGC cgcTc'l"TCGC 
AccGCatcCt CCgaatCtaa o.AttACt. , t tTa'I'TgAtOO TgaTgaagQt 

1701 1750 
ctTAtCaCGa ACgCTQOGCT OOATttCACA tTCOAtGOAA AI'OATgagcA 
aaTA9Co.aGa ACCGTaOOtT OOATc¡gCACA aTCOMaGA.A A~caCGMG 
gCTc9CCCGc ACCOTcGGCT GGATtgCcCA Q"roOMcOAg ATG).TCGAAG 
cCTQ'9CgCGt ACCGTcCGCT OOATctC9CA C'roGcAOOM ATOcTCtccG 
gCTAtCCaGQ gttacaCCgT CGcaggCACA CTtcAtaGAg to.cgT<JOAgC 
a.tTttgCtGc ACCGcgGttT cccgo.tCgat Co.Oet9GcgA ccGATtctAa 

1751 • 1800 
gTCCCOAtCA tcGccTCgcT CGCCCcAGAC AatTaTACAC aOOCgAaACA 
"TCCtGAo.CA o.aaaATCaCT aOaCCtAGAC AGCTtTACAC tOCttAtgtA 
ATCC90AtCA QcGtATC9Cc CGCCCGcccc AGCTcTAtAC coococacca 
ocCCCtAcaA G ... ATC9Gc CGCCCGcccc ACCTcTAtAC CCGCCAcACc 
J..ei.C •• • AQCA CaGacToatT aG9CCGAOAg ccgTtTACgt CGCtCctoCA 
cTttCCtggaA Ct t tgTtaco. tcCtgc!"CA4 tGgTgaAaAa CcCo.CtcAgg 

Parte final del gene. 
1801 .. 1850 
gAGCCAGMg to.aTctCgtT ggATaAaCGt eAaaCAtMC agCAgaA.Mg 
CAtACAG •••• aGTato.o.gT gtATtotaCA A>.Go.aACtga cgCATtAMA 
CtOCOcOMT aCGTtcCgCT ttcaaAgC. • • •• GCtOAgC gaCATccgtg 
CAGCGcGAcT tCacc9CcCT co.AggAtCG. • cOCCtGMa ccCgTcAcgc 
gAGaGAaAgT aCGTacCcaT cgcTQAao.CA AAGtgAaAAC o.ctt rtctca 
a .•• , .•.........•••.•.......••• , , •. , •.•. , . , , , . , .•• 

1851 1900 
AgaTAo.AGM "oaaatcTcT GgCtOCTtGt gcco.gaOa.CA AGo.AcgaTQC 
tTGTAtgcAt tACCaat'M'a GTgAttTAC4 tgAagcattA AGaAaaTcTa 
ATCaAo.cCM tAcCcggcTg cTCAGCT. , q cgAtcTcgCA gGgttgaaTg 
cTGgcgAGAA AgGCtgc'M'c CgCAGCc •• t tttttgtgCc cGcccc'M'TC 
Ao.tTtttatt Mto.ta.tTTT ""To.to.CaAcg gcgctTOttg tGgAo.a.TTTC 

1901 1950 
CTo.TcOttAT CcAgMGTca cagcCAcCtc CAt'tTl'Aet.AC tttOtgAtCC 
aTtaatteAT Ct........ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • •••••• , •• 
CaaTgGcQAC CCAAcACTGQ toCttgacoo.. aTCT'I'QcTtC •••••••• ce 
CTccgGacAc o.aAAA.AacCc ccCCOAggCg: gTCTTTtTgC ao.cGAAggCg 
gatTo.CcgAT gGtctgtgtt ttCGGAtCC. . • , , • , , , , , , • , , , , , , • , 

1951 2000 
CGCgC>.GAtg gaAcCcaGGc gc9ctttAGc gCgc'l\'lcOcA Ttacorococ 

ccg~g;,~gGé: ~TAQCG~G~G é~TQéG~AC~ cgc;.g~;.~c~ g~~CGTtC:tO 



Secuencia din:cta de fragmenUJs de PCR 

La purificación de ADN total, as! como Ja elcctro!orcsis, la digestión con enzimas de 

restricción y la hibridación se llevó a cabo de acuerdo a Mnniatis. 
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La tcaCCión de PCR se realizó como se describe en el apéndice l. La síntesis del fragmento 

se muestta en la foto 2 

La secuencia de ácidos nucleicos se realizó de acuetdo al método de Sangcr (34) el cuol se 

describe en el apáidice l. 

Se utilizó ADN IOtal de Ja cepa CFN29910 como templado as( como los oligonuclc6tidos 

sinb!dcos JI y n para oblener un producto de PCR (400 pares de bases) sintetizado a partir de 

la cilnlto sintasa etomosomal de la cepa antes mencionada. El producto de PCR fu6 secuenciado 

en doble cadena utilizando los ollgonuclc6tidos JI y J2 como ptimcrs. 
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S.- RESULTADOS. 

Se prescnti la secuencia nucleotldica del producto de PCR del gene cromosomal de 

~ lI2I!!9. asf como su comparación, alineamiento. distancia y relación filogcn~tica con 

los genes de citnlto sintasa de g coli, Pscudomonas aeuroginosa, Rickettsia prowa1.eki, 

Thermoptasma acidophilum. Coxiella bumctii, y el gene plasmidfco de Rhizobium tropici. Se 

muestran los cambios en nucleótidos y su traducción a aminoácidos. 

FOT0.2. A) Pragmento de PCR (400pb) del gene cromosomal de citrato sintasa de~ 

l!2m utiliZlllldo los oligonucleótidos j 1 y j2 desontos. b) Marcador de peso molecular plásmido 

PAT 153 digerido con la enzima Hac lll. Patrón de restricción. 587,458,434,339 y 267 pares de 

bases. 



!·1mb•:>l <::<?m1~~¡..i.1il"'~n 
ComoChee-1.:_·: t•~7t• 

r.ao w_,. L9ht: 'S. 0011 
t.~•,-.itr. W~i91".t: o·~ !·O!? 

,.;.,:.¡; 1 ft'~· ~ i _ _,_.!.a i -~ ~, 
-Ratio:-. o.en:! 

Po?rCl)rit ~-S_lf!!i ~~!"' ~--l;_J' __ ;_· t:i'?. 1Q4 -

A .. •.e-1"'.!l·i'I!' .Met•:.h; . l.QOO 
- A;-'_~·rei~~ rH !.Jua.tch:. o. OCIO 

\..~l"l?l:h: "·Cf:! 
Gap~;- O 

. . . 
1. AAGATGCCGÁCC.ATCGCCGCC.ATC:.GCCT ACAAGTACCATA1ci¡.ccAGCCC ~o 

~ : : ! ! : : . : : ! : . ' - : : : : ! : : : : : ! : : : : : : : ! : : : : : : : ~ ~ ! . : ! : : : ! 
1 .AAC·ATGC'CG-ACGCTTGCCC.CC'ATC:.~C("T ACAAG 1 AC".\."':AT ATCGOCAG-CCC' SO . . . . 

51 TTCi::TTTACCCGAAGAAC'GATCTC'<::A( l AT (;.CATCGAAC'1'1CCTGCOCAT 100 
~ : : : : : : : : : : : : ! : : : : : : : : : : : : : : : • : : : : : : : : ~ : : ! : : : : : : 

!>1 TTC~TTT.ACCCGAA(.;AAC'G-ATC'TC"GACT ATr.oC'G.TC (,AAT"!'lC"C'TGllJC'AT 100 
. . . 

101 -:;TGCTTTGCCGTC.CCCTGCGAGC.AAT A 1i::.ri::.c,.1cAATf"C ::c.TGC TTGCCC 150 ....................................... , .. ,, ..... . ............... ' .............................. . 
1 M GCGCATGGAC'C:OCATC'T TC'ATCCT(•C f'l((;CC.GATCATC.A,C:.f"AIJAAC::GCAT 200 

: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : ! : : : : ~ : : : : : ! : : : : : : : ! 

~c11 cr3AC CTC GAC~GTTC'GCCTTC·( C'GG('"TC"TTC(t';(~t-t:C'C ~/>Tl.CC \TTGCT :?SO 
: : : : : : : : : : : : : : : : : : : ~ ' : : : : '. : '. : : : : : : : : : : ~ : : : : : : : : : : : 

?01 CGACtTC:GAC'GC:.TTC'"GCCTCC-CC.GC:.CTC TTCCGC.C'Gf".C.AATCCCTTTGCT '250 

2'!'•1 TGCATXXXXYC'C'~( A Tr.e-r ATGCr..TCTo'.'-1.'.'·(~G;(;C'C'"i. ... GCC'C ATGC.CGC-CGCC 300 
: '. : : '. : : : : : : : ~ : . : '. . ~ ' . : : : : : : : : '. : : : : : : : : : : : : : : : : : : ! 

:!Sl TGCA TCGCCGtr:(.C.ATC'GCATGC e TC'T~G-i:.i:;rc.rc:.Gccc AT( .. GC' GGC( .. CC' !.00 

~-C"l AA( 1";AArGTGC~C'Tf.' AACATGC'T AACC .. (·AAATf".C·OC' A<"G(;.:TC(-ACCG "!'>50 

26 

Secuencia nuctcotídica del producto de PCR de citrato sintasa de la cepa CFN29910 

alineamiento, comparoción, porcentaje de similitud y de identidad con et gene plasmfdico de 

Rhh.obium ~ CFN 299. lo- anterior fue realizado con el programa GAP. 
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1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

Arbol filogem!tico del gene cromosomal de Rhizobium !rQI!ki. 

La construcción del árbol filogenético se realizó considerando la relación entre los valores de 

distanda de la matriz de datos; el programa usado es el maximum parsimonium, el cual tiene 

como base inferir la secuencia de aminoácidos o nucleicos de las especies existentes, el árbol 

finoJ es producido minimizando el número de cambios evolutivos. udcmás se escoge la topología 

que tenga el menor numero de sustituciones. 

Este programa muescra qu~ !Unto están relacionadas las espcde11 entre si. asf como las distnncins 

entre cada una de ellas í35]. 

Matriz.de distancias filogenc!tic:as entre las secuencias nucleotfdicas de los genes de cilrato sintasa 

de : Citrato sintasa cromosoma! de Rhizobium !!:.Ql!ki (CSC) 

Citrato sintasa plasmidica de Rhizobium !rQfil9 (PCSA) 

Citrato sintasa de Pseudomonas aeuroginosas. (PSECrrS) 

Cimuo sfotasa de~ bumetii. (COXCYTSYN) 

Citrato simasa de Ricketsia prowazeki. (RfRCITS) 

Citrato sintasa de Thermoplasma acidophilum. ( 1ll.ACITSYN) 

Citrato sintasa de Escherichia coli. ( ECGLTA) 

1....1:11...o.Jgly t..ength: 35:) Lenoth without gaps; 347 
Pesa. Ugly Length: 355 Lenoth without gaps 1 350 

Psecits.Ugly Lenoth: 355 Length wi thout oaps: 350 
Coxcytsyn. Ugly Length: 355 Length wi thout gaps 1 350 

Rircits.Ugly Length: 355 Lenoth wi thout gaps: 350 
Thaci tsyn, Ugly Length: 355 Lenoth without gaps 1 335 

Ecglta .Ugly Length: 355 Length without gaps1 345 

Dietance Matrix Part: 

1 
1. ºººº 0.9521 o. 7211 o. 5972 o. 6113 0.4423 

2 l. 0000 o .1155 o. 6141 o. 5972 0.4366 
3 1. 0000 o. 6085 o. 5831 0.4676 
4 l. 0000 o. 6282 0.4225 
5 l.ºººº 0.4310 
6 

1. ºººº 7 

7 

o. 3070 
0.2930 
o. 3099 
o. 3155 
0.3493 
o. 2901 
1 0000 



Rhizobium 
tropicl. 

Pseudomonas aeruqinosa. 
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Arbol filoqen~tico del gene cromosoma! de citrato sintasa de Rhizobium 

t'ropici. 
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Tabla de sustituciones en el gene cromosoma! de citrato sintasa de Rhizobium tropici con 

n:lemicla al gene plasmúllco. 

POS!C!ON TRIPLETI! 

pesa 12 ACC 

ese 12 ACO 

pesa 13 CIT 

ese 13 ATC 

pesa 1.5 ATC 

ese IS CIT 

pesa 44 cae 
ese 44 CGG 

pesa 83 OCA 

ese 83 oca 
pesa 89 AAC 

ese 89 AAT 

pesa 190 GAG 

ese 190 OAA 

pesa 220 CIT 

csc 220 CTC 

pesa 282 GGO 

ese 282 oca 
pesa 324 CTA 

ese 324 ero 

Ndmcro de csmbios silcnciosos: 8 

Ndmcro de cambios coDSCIVativoa: 2 

Ndmcro de cambios rodicalca: O 

AMINOACIDO TIPO DE SUSTITUC!ON 

TREO NIN A 

TREO NIN A Sll.ENOOSA 

LllUCINA 

ISOLllUCINA CONSERVATIVA 

LEUCINA 

ISOLllUCINA CONSERVATIVA 

ARGININA 

ARGININA Sll.ENOOSA 

ALANINA 

ALANINA SILENOOSA 

ASPARAGINA 

ASPARAGINA Sll.ENOOSA 

GLUTAMICO 

OLUTAMICO SILllNOOSA 

LllUCINA 

LEUCINA SILllNCIOSA 

GLICINA 

GLICINA SILENCIOSA 

LllUCINA 

LllUCINA SILllNOOSA 

pesa= citIDto sintasa plasmldica. 

cscm citrato sintasa cromosomaL 

La posición nuclcolfdica 1030 en los ~ de cilIDto sinwa repo!11dos basta el momento 

corresponden en esta tabla a la posición nucicot!dica l. 
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6.- DISCUSION. 

Los resultados obtenidos nos indican que el gene plasmídico ~de citrato sintnsa ra1 vez se 

obtuvo por medio de una duplicación del gene cromosoma! mediante un proceso de transposición; 

ya que como se ha mencionado antcrionncotc en la región S'del ~ se ha encontrado una 

secuencia pa=lda en un 85% a la !SI de !l. s;Q!i. 

La adquisición de una copia adicional de un gene de citrato sintnsa le confiere cienas ventajas 

a la bacteria entre las que se encuentran mayor producción de citrato. En condiciones limitantcs 

de fiCJTO las baclerias producen quelantes o sideroforos para alrapar fierro y lranSportarlo al 

interior de Ja ~lula. El citrato funciona como quclante de fierro en Brndyrhizobium ~ 

[36) en !l. .!<!l!I (37] y en otros microorganismos y quizás en Rhizobium podña tener el mismo 

papel, ya que en la posición +4 -17 del ~ se ha encontrado una secuencia que es muy 

scmcjanle a una caja Fur (38,39]; dicha caja fur nos recuerda a la región rcgulatoria del gene 

.12!!!! de !l. ¡;gJ¡ [40] el cual está envuelto en la regulación y aslnúlación de fierro. Además se ha 

observado que la actividad del pesa y la expresión del gene plasmldico se ve incrcmcnlada con 

la llmi1aeión de fierro en la cepa CFN299 de Rhizoblum l!!ll!i9. 
La disponibilidad de fierro es un faclOr Jimitanie para el crecimiento de muchos 

microorganismos. En el caso de ~ la adquisición de fierro es esencial en In síntesis de 

diversas enzimas que intervienen en la fijación de nitrógeno como la nitrogcnasa y la 

leghemoglobina, las cuales tienen papeles dctcrminanies duranle la fijación biológica de 

nitrógeno. Otra posible ventaja de tener un gene adicional de citrato sintasa es la posibilidad de 

que cada uno de los genes tuviera papeles regulatoños distintos, cxprcs4.ndosc uno o el otro en 

condiciones diferentes. De esta manera se genera wta respuesta fisiológica eficaz que pcnnitc 

drenar Jos productos de la reacción de condensación de sus enzimas hacia diversas vías 

mctab6llcas, dando lugar a sustratos indispensables en el mctnbolismo de la bacteria así como 

para su Interacción con la planln duranie Ja fijación biológica del nitrógeno . 

Por olra parle el gene plasmídico de citralO sintasa al ser inactivado por una inserción Tn5 

mob (cepa CFN 130) causa que la bacteria ronnc de 30 a 50 % del nllmcro de nódulos con 

respecto a la cepa silvestre. Esta inserción rambif:n provoca un decremento en la actividad 
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específica de la citrato sinta.sa cuando la bacteria crccc en medio mínimo con sacarosa, por lo 

que el gene plasmídico es requerido para el óptimo crecinúcnto en sacarosa. La expresión del 

gene plasnúdico está regulada por la fuente de carbono, la sacarosa es el principal componente 

de carbono en el flocma de B. vulgaris (41} y quiza es un importante nutriente para la bacteria 

en el hilo de infección. La capacidad reducida de nodulación tal vez este rclBCionn.da con las 

deficiencias de crecimiento de la cepa CFN 130 durante el proceso de infección. 

La proteína del gene cromosoma! muestra un alto grado de homología con respecto al 

producto del gene plasnúdico. Al parecer los cambios registrados en ciertos nuclcótidos del gene 

cromosomal no afectan la csttuctura primaria de la proteína ni los aminoacidos involucrados con 

el sitio activo de la enzima. Esto proporciona una posible evidencia de que el producto del gene 

cromosoma] es una citrato sintn.sa funcional. 

Se considera que el objetivo del prescnlC trabajo se cumplio y con esto se contribuye al 

conocimiento sobre el oñgcn de alguna infonnaci6n genética en plásmidos. 

Posteriormente y como una continuación del mismo tmbajo se plantean los siguientes 

objetivos: 

1.-Comparar las secuencias de ADN de las zonas rcgulatorias de ambos genes para verificar si 

existen semejanzas o diferencias entre ellos, y de ahí, tratar de entender el funcionamiento de 

los dos genes de citrato sintasa. 

2.- Mutagcnlzar In cittalO sintasa cromosomal con una fusión de un gene reporte, una vez 

obtenida. la mulantc cromosoma! se comparan! con la fusión en el gene plasm!dico para cnicnder 

la participación de cada uno de ellos tanto en vida libre como en simbiosis. 

3.- Se pretende obtener la doble mutante que elimine la función de los dos genes de citrato 

sin rasa. 

Este proyccco de investigación ha sido aceptado para realiza= dentro del plan de Maestría en 

Investigación Biomtdica Básica y se llevara a cabo en el Centro de Investigación sobtc Fijación 

de Nitrogeno. 
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APBNDICE 1 

POUMBRASA CHAlN RBACCTION (PCR). 

ComponenleS para una n:acción de PCR. 

SO mlcrolitros de c61ulas o de 0.5 a 1 mlcrolitro de ADN (50 nanogramos de ADN). 

19 mlcrolitros de agua destilada y esteriliz.ada. 

10 mlcrolltros de dNfPS buffer (concentración final de 0.2 mM de cada uno). 

10 mlcrolltros de Tris/MgCI amortiguador (concentración final de 2 mM MgO 12/20 mM 

UÍJ), 

5 mlcrolitros de Tween 20 Nonidet P-40 amortiguador (concentración final de 0.05% de 

cada uno). 

2.5 mlcrolitros de oligónucleotido 1 diluido (concentración final de 12.5 picomoles de cada 

uno de los oligónucleotidos). 

2.S mlcrolitros de oligónucleotido 2 diluido. 

1 unidad de Taq polimcrasa. 

Volumen final= 100 mlcrolitros en un tubo eppendnrf de 0.5 mi. Al final se adiciona 

parafina líquida para evitar la evaporación. 



Amortiguadores 

Oligonucleótidos. Dilución de S picomoles por microlitro de cada primer. 

dNTI'S: 2 mM de cada uno (dTCG, &A'IP). 

Tris /MgCl : 20 mM MgCl2 + 200mM Tris HCl pH 8.0. 

Tween/Nonidet: 1 % solución de cada uno. Tween 20 y Nonldet P-40. 

Ciclos y ICmpenUura del PCR. 

Paso 1 93 e por 2 minutos. 

Paso 2 93 e por 45 segundos. 

Paso 3 62 C por 45 segundos. 

Paso 4 72 C por 2 minutos. 

Paso 5 los pasos 2 y 4 se repiten 34 veces. 

Paso 6 72 e por 5 minutos. 

Paso 7 6 C basta remover el tubo de la máquina de PCR. 

Verificar la amplificación. 
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5 microlitros del producto de PCR más 5 microlitos de buffer para ADN (25% de ficcll, 

0.5M de BOTA y O naranja) se corren por electrofornsis en un gel de agarosa al 2% en Tria 

borato• IX (Tris Boratos IOX =bizma base 60.6gr, ácido borico 27.Sgr, BOTA 3.72 gr. Cbp 

para IOOml de agua) a 120 volts por aproximadamente 40 minutos. 

Tefiir el gel en 0.5 micro gramos por mililitro de bromuro de etidio, de 1 S - 30 minutos y 

visuali7.ar bajo luz ultravioleta. 



Purificnción de los productos de PCR por Qiagen tip S. 

1.- Tnmsferir la fase ecuosa (producto de PCR) a un tubo estáil y adicionar 1 mililitro de 

buffer Ql'T. 

2.- Equilibrar el Qiagen tlp 5 con un mililitro de amortiguador QPT. 

3.- Aplicar la muestra en el Qlagen tip S. 

4.- Lavar el Qlagen tip 5 tres veces con un mililitro de buffer QB. forzar la solución 

pcnnanenie. 

S.- 1!1uir el ADN con O. 8 volumcnes de amortiguador QF. 

6.- Precipitar el ADN con 0.8 volumcncs de isopropanol y 0.3 M de acetato de sodio pH 

4.8. Incubar 10 minutos en hielo y centrifugar a 150000 rpm por 30 minutos a 4 C, 

remover el isopropanol con una pipeta. 
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7 .- Lavar el ADN una sola vez con etanol al 80%; secar por 3 minutos al vacío y rcsuspcndcr 

en el volúmcn adecuado en agua. 

Composición de amortiguadoo:s. 

Amortiguador QPT: 400 mM de NaCI, 50 mM de MOPS, 0.15% de tritón X- 100, pH 7 .O. 

Amortiguador QB : 750 mM de NaCI, 50 mM de MOPS, 15% de etanol;pH 7.0. 

Amortiguador QP : 1.25 M de NnCI, SO mM de MOPS, 15% de etanol; pH 8.2. 

Todos los amortiguadores se guardan a ~mpcratura ambien~. 
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SECUENCIA DIRECTA DE PRODUCTOS DE PCR DE DOBLE CADENA. 

Sangcr ~ .!!! [34 ] han desamillado un mé!Odo para secuenciar el ADN el cual se basa en Ja 

propiedad de la DNA polimcrasa I para sintetizar una copia radioactiva compicmcnraria de un 

templado de ADN de cadena sencilla o de doble cadena; utilizando un segmento corto de ADN 

como primer. Se usan los análogos didcoxi de los didcoxinucle6údos tri.fosfatados normales 

que impiden continuar la polimerización. 

La síntesis de ADN se realiza en presencia de los 4 dcoxinucleótidos Uifosfatndos;cun.lquicra 

de ellos puede estar rndioaclivo. En cads =cción se aiiade cada uno de los 4 dideoxinuclcóúdos 

(una reacción para cada una de las bases O, C, T, A) por lo que en cads una de las anteriores 

existen mol6culas radioactivas de ADN sintetizadas parcialmente hasta donde se encuentra un 

didcox.i. Estas cadenas sintetizadas poseen el extremo S' en común pero varían en tamai\o 

(longitud) hacia el extremo 3 '. 

Las nuevas hebras de ADN radioactivo se pueden separar por clcctroforésis en un gel de 

acrilamida. 

Las cuatro reacciones se colocan en el gel, se seca al vacío y se autonadiognúia para poder 

leer la secuencia. 
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PROCl!DIMIENTO. 

A) Anncalllng: Desnaturalización de la doble cadena de ADN en presencia del primer. 

Componentes: 7.3 mlcrolitros ADN (producto de PCR limpio). 

4.7 Annealling buffer. 

2.0 Primer ( 40 picomolas\ mlcrolitro). 

Mezclar todos los componenteS en un tubo cppcndorf; hervir por 3 minutos. Colocar el tubo 

rápidamente en un baño con etanol y hielo seco. 

B) Reoc:ci6n de marcado. 

!.O microlitros de 3SS dA1l' (400kbq) 

!.O mlcrolitros de H20. 

3.0 mlcrolitros de labelling Mix. 

2.0 micro litros de enzima polimerasa TI. 

Mc7.Clar los componenteS rápidamente por ccnttifugaclón. 



C) Annealling y reacción de terminación. 

6.0 microlltros de la ICDCCión de marcado se mez.clan con el anncalllng (ADN primer), se 

incuban S minutos a temperatura ambiente. 

D) Reacción de terminación. 
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Pipetear 2.5 microllttos de las mezclas de O, A, T, y C dentro de pozos en placas de 

titulación: prccalcntar a 37" e y postcrlonncnte adicionar 4.5 microlltros del anncalllng y reacción 

de marcado en cada pozo; mez.clar por centrifugación e incubar a 37" e dumntc s minutos; 

adicionar 5 microlitros de la solución stop en cada reacción. 

Desnaturalizar las muestras n so' e dwante 3 minutos y cargar 3 microlitros de cado uno de 

las reacciones (0 A T C) en un gel de acrilamida, correrlo entre 35 y 40 watts en buffer TB IX. 

Bl gel se fija en ácido ~tico al 10% y mclJlnol a la misma concentración por 15 minutos: se 

transfiere a un papel whalman de 3 milímetros y se cubre con una pcllcula plástica. Se seca al 

vac!o a 80" C. ~ de In cual se remueve la pclfculn plástico y se pone en un cassette de 

autorradiograffa con un film para rayos X. Se expone todo la noche a temperatura ambiente y se 

revela al día siguiente. 



SBCUBNCIA DIRl!CI'A DB PCR. 

5'-3' 3'-5' 

TCGA TCGA 

JB 
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