UNIVERSIDAD NACIONAL A‘UTONOMA
DE MEXICO ’

FACULTAD DE QUIMICA

vYANr‘ L J;_' L
MUTAGENESIS DIRIGIDA DEL LOCUS QUE
COMPLEMENTA A LA MUTANTE LMO1
DE Rhizobium etli

T E S ! S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N 1 A :
ARTURO CALDERON FLORES

MEXICO, D. F, 1887,

TESIS CoON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. VELEZ PRATT GUADALUPE

Vocal Prof. MATEOS MARCOS ROSA DEL CARMEN
Sccrctario Prof. CALDERON JIMENEZ JORGE FERNANDO
ler Suplente Prof. TZUSUKI REYES MARIA GUADALUPE
2do Suplente Prof. ORTIZ JIMENEZ MARCO ANTONIO

Sitio donde s¢ 116 cl tona: Dep dc B logia del L de

Biémedicas. UNAM

Ascsor dcl tema. Dr. Jorge F C Jirmés

— e P e ke




Between the acting of a dreadful thing
And the firt motion, all the interim is
Like a phantasma or a hideus drcam.

W. Shakespicare

Pcro en las zonas infimas del ojo
no ocwrre nada, no, sélo esta luz

Muerte ain fia,
José Gorostiza
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INTRODUCCION

= Nosodo ks sy hahian s Commusns an

SERES VIVOS,

1- NITTROGENO EN LA TIERRA, NITROGENO EN 1.OS

El rutrégeno cs parte integral de todas las celulas vivax, forma parte de las cstructuras de
soporic de las células, parbaipa en las transformaciones quinncas de los scres vivos como parte
integral de las cadenas de aminoacidos de Jas proteinas 3 de las bases puncas y pinmidicas de las
cadenas de DNA y RNA. Es ¢l entomo de 1os seres vives el que les provee de todos los elementos, el
nitrogeno ostd presente on la ticrra en distingos estados de oxadacion y formas fisicas, pero solo ¢l que
oot en la superficic de 1a cofteza tefrestre, ©f agua y ta atmosfera puede ser utilizado por los scres
vivas ($6). El cl al ser 1 fo por los orga = sufre cambnos en ol estade de oxidacion

dando lugar al ciclo del nitrogeno (6}

- Ciclo dei nitrégeno
El ciclo del nitrogeno tene lugar gracias a la actnadad de Jos orgamismon vivos on los

procesos de (1. 6):
~-Fijacién Las moléculas de mitrogeno diatévnuco atmosfenco son roducidas a amomno por los

mucroorgasmos fijadares de nitrégieno
“Asimilacién El amonio s sthilhizado para sintetizar proteinas por una gran cantidad de organismos
acrobios v anacrobios, Ja astmulacion pucde utilizar tambien intratos parm sitclizar Pro(eias
Desanunacion: Durante la descomposicion de la nmutenia organica los grupos amune sc transforman a
amomo

-Nitrificacion: El amonio se¢ oxida en condiciones acrobias hasta nitrato mediante dos procesos que
Uevan a cabo dos grupos de bactenas presentes goneralnenite on o] mismo ccosIstcma on Proporciones
balanccadas, cl primer pasa de la oxidaciim del amonio os la formacion de mitrito por las bactenas
formadoras de mtnto, esta transformacion es reahizada en maror proporcion pos cl gencro
Nitrasomonas | el nitrito 3¢ oxida aiun mus por las bactenas formadoras de nitrato, ¢l géncro que
predomunantsmente lleva a cabo exta transformitcion cs Nirrobacter (1)

-Desnstrificacion: En condiciones anacrobias ¢f mitrato es utihzado como aceptor de clectrones por los
MUCTOOrRanismos anacrobios, al aceptars clectrones ¢} nitrato puede transformarse en N:O o en N
cstos gases pasan a formar parte de la atmdsfera provocando la perdida del elemento en los
ecosistemas teerestres, ya que on su forma de gas diatomico solo ¢s uulizable por los fijadores de
Aitrégeno que dan entrada al clemento al ciclo de transformaciones biologicas

La cantidad de nitrogeno reducido (disunto a N: ) se calcula en alrededor de 1010°°
toncladas, esta contenida en fos suclos » ¢l agua en forma de mItfogeno organico ¢ INorganico, en ¢l
aire como oxidos ¥y otros compuestos volatiles y en la biomasa de los amimales v las plantas, ticne un
uempo dc residencia menor a 40 anos, por otra parte ¢l antrogeno diatomuco de la atmosfecra suma
una reana a 38210 Jadas con un nempo de residencia de 43 milloacs de afios (6) De

esos valores es claro que 1a vida no podria soportirse sin la entrada de nitrogeno desde la atmosfera

quc realizan los fijadores de trogena



2. LOS SERES QUE FIJIAN NITROGENO.

La reduccion de nitrogeno desde la lécula N: hasta o s una
da ter . . pero los altos roquerinucntos de encrgia de acuvazion hacen de éste
un proveso dificil, la cicncia encontrd una soluckon al probloma cuando se requins de amomaco
distinto al de las fucntes naturales; tal solucidn s¢ conoce como proceso Haber-Bosch y consiste en
reaccionar en presencia de un catalizador basado en compucestos de ficrro a 1os gascs nilrogeno e
hidrdgeno a una temperatura de entre 300 y 500 °C vy una presion de 300 atmosferas (7) La industna
de este modo contnbuye con el 25% dal nitrogeno fiyado anualmentc, los procesos fisicos naturales
afaden un 15 %5 puenteas ol restante 60% Jo fijan Mucroorgamsmos quc, gracias a su capacidad de
reducir hasta amoro la molecula de dinstrogeno son coaocidos como fijadores de mitrogeno o bien
como diazdtropos (7) Los cfectos producidos por  estos organismos e los campos de culivo eran
ya conocidos antes del 1nicio de nuestra cra, pucs para mcyoras las cosechas se rotaban los cultivos
que cstan asociados a la fijacion de nitrogeno (46), pero no fuc sino hasta cl fin del siglo pasado v el

y la

I

principio del actual gue cf provese se comerzo a estudiar con los metados de la nucrobiologia
imvestigadores  como  Wimogradshy, Begeninck,  Walfarth v Helnegel
Clustridium  yv

quimuca, on cstos anos
reahizada por los géneros  Rhuzobrum

descnbicron la fijacion de mitrogeno
Azosprrilhium (L, 36)

La capacidad de reducir nitrogeno esta resurngwda a fos procanotes, ostos diazaetropos son un
grupo vanado de orgausmo que forman parte de diversos coosistemas v por lo tanto realizan la
reduccion de nutsopeno en una diversidad de circunstancias (36)

-Organismos que fijan nitrégeno en vida libre.
- Organotrofos

Los géncros Adrarabacer, Ierang v Xanthobacrer son actobios que habrtan on los suclus o en
Jugarcs hamados cercanos al suclo como las hojas v las base de troncos, en ¢! caso de las bactenas de
Bencro Asurobacter exasic organctropia hacia las mices de las plantas, lugar cn ol Que estan prosenics

en mayor concentracion
Los generos Bacrlius. Kiebsielia, Thiobacdlus v Azospirillum son acrobios facultativos, v al

igual quec Azotobacter el géncro Azospirtllium tiene organotropia por las rmces de las plantas
Clostridium 3 desulfovibrio son anacrobios que se desarvollan principalimente en ambicntes con alto
tenudo de matena organica en descomposicion  Los organotrofos tian solo unos pocos hlogramos

de nitrogeno por hectarca (6, 46)

- Folotrofos.
Los organismos fototrofos fijadores de nuirogeno estan representados por las cianobactenas,

las bacterias no sulfurosas, las bactcnas purpuras ¥ las bacternas vordes sulfurosas, estos
os hab que van desde los acuaticos de agua dulce o salada, hasta Jos

suclos que sufren ciclos de humedad-desceacion que algumos gencros soportan con cficacia Los
fotdtrofos pucden fijar titrogeno en cantidades corcanas a los 30 Kg por boctiarea (6, 36)

~ Organismos que se asocian pam fijar mtrogeno
Las bactenas que sc¢ asocian para fuyar muogeno son de los  goneros Rhrzobium.
y <l propucsto Simerhszohium de la fanulia de la Rhizomaceas, ésta

hizob . Bradirkizeb
bactcriana agrupa adomais a los generos Agrobacterium v Phvilobacterium que son

Az

farmulia

patogenos de vegetales La relacion establecida o de tipo simbsotico v la manticnen con plantas de la
farulia Leguminosae, aunque ol gencro farasponns, que no os de Ja famshia Jeguminosae, es capaz




de nodular. La rel. bio es capaz de fijar hasta 140 Kg  de nitrogeno on una hectirca cada
afo con la ventaja de ir directamente a la planta (1, 5, 6, 36, 46)

3- LA SIMBIOSIS QUE FIJA NITROGENO

Cuantitativamente  fijar Ritrogeno d una b planta-bactena representa una
mayor cficiencia, pero , Qué hay adenmas de ctio?, (Por qué sc cs(udm". «Cuil es su importancia?

- Ecolégicamente ¢s importante porque detido a su capacidad simbidtica con bactenas fijadoras de
nitrdgeno la familia Legurunosas que agrupa a mas do 17 000 evpecics de plantas tan pequciias
como hicrbas anuales o grandes como arboles, puede colomizar scgiones con suclos pobres en
mtrégeno (41)

-Es dc importancia ccondmica por la cantidad de campos de cultivo utthzados para producir alfalfa,
garbanros, chicharos | trébol forrajero cte (6, 39, 41, 46)

- Para paiscs como cl nucstro represcnta una forma natural de fertilizacion de culivos endémacos tan
importantes como ¢l fnjol que ©t umica fuenic dc protcinas de cabidad para amphios sectores de
poblacién.

-Resulta interesantc a la cunosidad humana el hecho de que 1a relacion entre una bactena y una
planta provoque la formac:on de un organo especializado ( conocido como nodulo) dentro de la raiz
para alojar a las bacicrias v fijar nitrogeno (1, 5. 30)

-t Qué cs lo que impidc a la bacteria cruzars la linca entre |a simbiosis y la invasion parasitana” o,
dicho de otro modo jpor qué los nzobios son difcrentes a sus primos los Axrobucrerium gue son
parasitos de las plantas?

- (Cémo es que s¢ controla ¢l flujo de sustancias entre los dos mucmbros de la simbiosas?, (Qué
sustancias participan”?

- La utilizacion de fertilizantes sintéticos provoca la salimzacion de los campos de cultivo y de otros
ecosistemas afectados por ¢l agua que drena de éstos La fijacion de mitropeno s¢ ha pensado como
una aliernativa al uso de suplanentos nitrogenados en la agncultura

- Primera aprozimacién.
Uru vez dcsucados algunos d: los puntos qQue resaltan la mmportancia de la fijgacion
b del R dc las preguntas Que guian ¢l trabajo de los gprupos de
investigacion alrededor dc ¢1 mundo, se h.u:c peccsano descnbar el proceso biologico

El proceso de la. fijacion simbiotica de mitrogeno puede ser doxcnito de una  forma
excesivamente simplista quc sin embasgo puade gular una descnpcion
C 8 con la q s de las bactenas hacia las rasces de la fcguminosas atraidas en
ial por 1l des, a estos ¥ s los podemos denomunar ta sciial de la planta
porquc provoca respucstas cclulares de la bactonas
Las bactcnas liberan hacia la raiz compuestos conocidos como Nod que quinicamentc son
0% O p os de gl d tales compucstos actuan como scilales de la
bacteria v provocan la deformacion de la raiz de la planta.
Las bacterias comicnzan a mvadir la celulas de 1a raiz det vegetal
Las raices del vegetal se deforman formando estructuras conocidas como ndduloes, dentro de
los cuales las bactenas son englobadas por una membrana de la planta
Los bacteroides fijan nitrogeno gracias a la activacion de los genes que codifican para la
y pam fos [ bolicos necesartos para tal activadad




Se blece ol i bio de elb dc fija nitrégeno v la planta provee de
compucstos de carbono al bacteroide

4 - LOS MIEMBROS DE LA ASOCIACION SIMBIOTICA.

De los nddul de las leg sc aislan bactcnas b fijad, de
cstas bacterias de la famiha Riszobdiaces xon bacilos gram negati pl srficos cn 4
adversas, moviles, con flagelo polar o subpolar, acrobas estn. los b sc wzan por

tencer grandes plismidos en los que csta parte de la informacdn neeesana para establecer
interacciones con las plantas (30) Sc ha observado que para cada espocsc de planta hay una especic
de bactena  simbidtica o 30lo unas pocas espocies (5, 6, 319, 41, 36, 83, 59, A1), con ésta situacidn
encontramos plantas y bactenas con solo un tupo de asoctacion comocida, muentras para otras
especics 3¢ conocen varnas interaccioncs (Tabta 1)

Interacciones entre Rhizobium y leguminosas

Bacteria (especic) Planta (género) Plants
(nombre coman)
Rruzobum melilon Afedicago alfalfa
Afelilotus
Trigonella
R _fredit CGivetne sova
R rropict Phascolus fryol
leucaena
R_ethi* Phaseolus fryzol
R_lont Totus spp Iowo
R. melilot
bv. viciae Picia y Prsum habas y chicharos
by trifolu Trifoltum trebol
by _phascols Phaseolus fryol
Bradhrhizobtum japonicum Glyeine 30va
A= 5 7 7. Sesh, )
Phaseolus vulgarts fryol
Sinorhizobium sahels Alcacia v Sesbarma

® R erlt fuc definido como cspecic en 1994, antes cra K. phascolt (60)
** Planta que forma nodulos cn los tallos (5)

Tabla 1.1 bicticas del géncro Rharzob,

-2 Qué determina ésta especificidad?.
-Antes del nodulo.
En Ia ticrra una gran fad de entre los quc cstan los
rizobios, la concentracion de  los mmucroor esta rek da con la concentracidn de
sustancias nutntivas (5, 46). la mayor dad dec sc en la rh




(46), donde sc 3 dcid y Otras nutritivas que son
exudadas por ta raices de la plantas (5, 46)

La dcrmis de los P nutntivos exudan al medio sustancias denivadas
de las fl idas como fl; fl s e asof dcs (14, 18, 26, 39, 53, 55, 59),
éstas sc han do en por lo menos 20 fammulias de plantas, pero la mayor parte de
cllos en las leguminosas (12, 13, 18). el papcl que descmpoflan en la wida de la planta no osta
pero hay prop que ap en el smudodcquc nrvencotnopyuwscnon
ante pasibles parasitos (1%¥), pucs son sintetizadas a mas alta velocd y c©
presentan baclcrm u hongos cn la supcrﬁclc Jde la mices (12). las bactenas del géncro Rhizobium
P [ dar a los dcs (51), cuando son uumbwontes, las c::p.u &
Rhizob y. dyr b d 1a de fitoalcxunas que son obi. ¥
de cllos isofl. dex (13). los N1 des y los 1sofl des sirven a la planta de precursores
PAN CUMCSIUCNOS Y PLErocarponos con ! inhib 10 del ¢ de hongos ¥ bactcrnias
(51). Los dos Upos de flavonas son derivados del bol de ferul propano y maloml-CoA, cada
cspocse de planta uenc un perfil de produccion de flavonoides ¢ 1soflavonoides que actian ent la
simbioais como la sciial de nodulacion (5) Algunos de los flavoooides son la Daizewna (47.7-
dihidroxyisoflavona) que acuva a Brodirhszobium joponicum (33, 64), v la nangomna (4°,5.7-
trihidroxyflavona) que induce actividad en Rivzobrum erls (59) (Fig 1)

OH

O,
o i i, «
O 1
Ol OH
Daizeina nangana
(isoflavona) {Navonona)

Figura 1. Estructura de una flavonona v de un isoflavonde

S-LOS GENES DE LA NODULACION

Lm nzobu:s al lgual que las bacterias ticnen is por X
por Ia raices de la p (5); ad tcnen i por

compucstos flavonoides {51).

Los fla en la b de las cilulas mediante un mecanismo
ind:pa\d:a\u: dc cncrgm y dcpald.ld’ll‘: del pH en ¢l caso de la nangenina la concentracion en la
b de s 1o no csta da (53) Si cl flavonoide que se
mmhmanbnmcscspcuﬁcopar:h P . a una cIon dec 2.5 nM, sc
on del fl de con una p , 1 de la bacteria, la proteina NodD

cs la n:ponsablc dec la interaccidn, es una protcina expresada coastituivamente (5, 15, 26, 63, 63)
que cuando sc¢ unc al flave d L larizacion de la membrana (53), lucgo de la
interaccion la proteina nodD funcmm como acuvador de a tanscnpeion de los genes nod induaibles
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al unirsc & una regién conscrvada de 30 parcs de bascs an ¢! DNA de la baciena conocide como 1a

u;anod(S)Cada ic de Rh. b ticnc un nd dc alelos del gene nodD, en of caso de
ot amon tres lo que le da oportunidad de intcructuar con vanas

plantas y bl {16, 23, 24), otras cspecics solo tencn un Upo de

variantc de nodD, n:smng:atdula.xpoub-hdm}adcmpu«:t:ahssahlcs del hospodador (5)

108 para fevar a cabo la nodulacién de las

Los genes nod sc d asi por ser
raices de las pl ptibles. Las protei dificadas por los genes nod disuntos a nodD
¥ un poli de gl con diversas sustutucioncs dependiondo de la
A cxstos sc lcs d Nod (63). v al ser producto de la actividad
¢ de la & de cada copa de Khuzobium (26,
estin

de vanos genes nod su naturalera d
48) Los genes nodA, nodB y nedC son responsables de la sinteses de la estructura basica y
presentes en todas Iax ocpas quec nodulan (5, 14, 15, 23, 26, 59), son intercambiables entre las
distintas cspecics y todas las que carecen de cllos benen fenotipo nod’ (ho son capaces de provocar
divisién cclular en las raices de las legurminosas) (5) Las sustiitucioncs o “adomos™ cn la estructura
tetrasacarida basica son grupos quinucos como sulfato, lipidos o grupos acctilo colocados por los
productos de los gencs nod huéspod—cspecifico, sc han descnito algunos de los genes asi como la
SusStitucion quec mhm s alsuno de los gcncs dc oste grupo sc cambia de especie, a nucva copa
jular on cl huesped de la ccpa doaadora del gen en

P

bia la
particular pgro pucde lcgar a pcrdcr ta capacidad de nodular en ¢l huésped natural de la cepa (143,
15). (Tabla 2)

FUNCION BIOLOGICA DE ALGUNOS DE
LOS GENES nod HUESPED - ESPECIFICOS

[GENE FUNCION ]

Tabla 2. Funcion biologica de algunos genes nod cn ¢l géncro Rhizobium.

sustancias nod

Algunas de RA b ot varios upos diferenics d-.
(lipoquiti. [ dos Jos). esto p a la bactcria ener
3¢ erec que la dntrs-dad de factores nod cs producto de la apccxl'cuhd y cﬁcu:ncu de la ruta de
9 que la N : por NodS de A.
n los

blosmu:ﬂs de cada susmncla porguc sc
& ylaC I hocha por Nodl. de R leg s util pr
e la porcion no reductora, nucntias que la sulfotransferencia de

1 4




NodH en 8 melilotr acepta al quito-ohgosacando sin modificacioncs conso sustrato. las tres

reacciones anteniormyente mencionadas son altamente cficientes y pucden competir entre cll.u pero

otras coma la transferencia de las cadenas de acidos grasos, son transfor poco

levando a mayor vanacion de los productos. Por cl lado de algunas plantas las vanaciones on las
de los fen no influir en la nodulacion, en el caso del frijol

nod
(Phascolus vulgarts) las scis especies d.: bacterias que lo ifecian Genen compucstos nod que solo
ando de gluc N lado por una cadena de IR carbonos (59)

comparten entre si al
(Fig 2).

El nicio de la nodulacién €s un proceso dependicnie de dos factores ' que la bactenia posea
con ¢ flavonoide que la planta excreta, v quc la

P para
basicna sca capar de producir un compuesto nad que provoque cunbios en cof vegetal, Riyzobium
lori y R erlf ienen ¢l mismo factor nod pero distunto huésped lo que lustra el hecho (59)

O FueAc

-0 - O-O-O-O

Ns
M Cies

O D An

-

N
Ne™ Cisr

Figura 2. Factores nod de R. e12i (13, 59) y de A. caulinodans (59) ( Mc = metilo, Cb = carbamoil,
Fuc =~ fucosa, Ac = acctil, Ara = arabinosa)

Una vez 1zad los prod Nod son ) porhbaacmh:cu la raiz de la

nano o ) hipcrirofia cortical en las

ividad Stica cntre las 12 v las 24 horas

4

planta, cstos P o

ctlulas vegetales de raiz (5, 14, 54), obscr La

dcspu& de la aplicacién (5, 63). La actividad biologica que inducen cs sinular a las hormonas de
de los vegetales (5). Las divisiones cclulares iniciales estin en un plano perpendscular al

€je de crecimiento de Ia miz pero dan como resultado un meristemo organizado coa células

dividiéndose en todos los planos (5)
Hay dos tipos de cstr

la ctapa de la mducc:bn por la sustancias Nod (5)

los detes dos imcian ol crecinueato del nodulo en la membrana exterior de la

raiz ycomn:mn a scr colonizados por las bacterias que ostin en cl sitio pudiendo pasar ann por los

espacios instersticiales dc las células vegctales, cstos nddulos  tenen un scgundo primordio de

d; del sino de formacion del menstemo en




crecimicnto on la parte intema de la raiz, la presencia de dos puntos Jde ¥ la colc
de las las dcl p dio mis cercano a la superficic Jde 1a raiz provoca que se produzca

englobamicnto de las c::lulz.l det primer primordio v de las del contro producicndo una cstructura
noduh.r globular (5).

Los né&dulos indcterminados se desarrolian a partir de la furmacion de un menstemo nodular
en la parte interna de la raiz, las células creeen poermpendiculammente a la raiz, estas células no soa
colonizadas inicialmentc, sino que requicren de la formacion de canales anfectivos a traves de los
cuales las bactenias atraviesan Jas células viagando por ¢l canal, lus bacterias licgan a colomzar las
cc.lnhs del pr del nodulo do cste ya osta desarrollado, quadando de forma ailindnca

mente al cjc de de ta raiz (5)

perp

6 - INFECCION DE LAS CELULAS VEGETALES, FORMACION DEL NODULO.
Las bacterias y las cdlulas de La planta estan en estrecha rolacion durante el proceso de la
m!‘eccnén dcl nadulo (5). en oste pcnodo las bactenas sintetizan polisacaridos extcrnos, cstos
wdos son heter 1 idos, »$ poutros » hipopohsacandos (5, 38) La presencia
de estos productos s sumamentc unportante, ya que las matantes que carceen de cllos praducen
nddulos no infectados (56), entre lox papeles que jucgan estos pobisacandos se propone que progen
a la bacterna de sustancias osmatcas producidas en la infoccidan o bien que pucden nteractuar coa

lectinas y axthesinas de la planta (56)

-Formacidén del bacteroide.
Lucgo de atravesar ciernto namcro de células vegetales, las bactenas soa endouitadas por las

células que forman parte del nodulo y son rodeadas de una mwanbrana de caractensticas antigénicas
simulares a las paredes y membranas vegetales (5). dentro de esa membrana que se denomuna
membrana penibacteroidal las bacterias dejan de dividirse y comicnea una sefic Jdo cambias de ambas
partes de la simbiosis para que ct bacteroide sca apto para fijar mitrogeno (5)

-Cambios en el vegetal
planta sintciza un grupo de sustancias conocidas como nodulinas que son nocesanas para

la formacion, desarrollo y mantcnunucnto del nodulo, cntre las mis importantes de cllas sc menciona
a la legh iob cs una b ina capar de captar oxigeno con una alta afinidad y velocidad
de captacion, pero con una velocidad reducida de liberucion lo que provoca que la concentracion de
axigeno que rodea al bacterowde esté en el intervalo 3 - 30 nM, que representa uma concentracion 10°
6 10° veces menor a la 160 en co aercbias estnctas (34), <l

i de i mlcroacn)bl.‘x_l es indispensable para el buen funcionamuento de lax

fijad de . . Pucs en racioncs mus altas de oxigeno su acuvidad es
inhibida; es importante rt:nlur que ¢l grupo hemo de esta proteina s producido por la bactenia La
glutarmina sintctasa cs otra de las enzimas claves on la relacidéa simbictica, pucsto quc sc encarga de
asimular el nitrogeno fijado por la bactena (5). en algunas plantas can mctabohsmo de nitrogeno
basado en urcidos sc sintctiza una protcina que utiliza el amomio fijado por los bacteroides para

sintctizar urcidos (5).

La bacicria quc estd dentro de la membrana penbacteroidal debe adaptarse a las nucvas
circunstancias y para cllo desarrolla algunos cambios importantes, los primcros ticnen Quc ver con su
mpxm;én. ¥a que al tatarse de bacterias acrobias estrictas somictidas a condiciones mucroacrobias,

su cads respuratona, para ello sustitusen al citocromo a) por ¢l citocromo d con

mayor afinidad por cf oxigeno (34), ol nucvo citocromo pucde mantener la respiracion a las
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de del b ide, el b dcc-wc:m\osucomunmlo-f;adorudc

yen A b, landti sc hz g mas rapida entre las bactcrias

yecs dcbnda a la presencia del eit d como acarrcador de clccuum:s al oxigeno (34, 36), ¢l cit d de esa
bactena reduce virtualmente todo cl oxigeno que attaviesa la manbrana de la bactena (33)

7 - ESPECIALIZACION DEL BACTERGIDE A FLIJIADOR DE NITROGE

Una ver que la bactena sc establece dentro del nodulo tiene como papel simbiotico fijar
nitrégeno, la reaccidn de fijacion de mtrégeno es altamente demandante de encrgia scpun la reaccidn
balanceada (7, 36, 45):

N; + BH" + 8c + 16 Mg ATP > 2NH, « Hy; « 16 Mg ADP + 16 Py

la 60 exti bal ia con a los clectrones necesarios para seducir una molécula de

itrégeno. pero la cfi delar no cs del 100 %a, y los valores reales de gasto de encrgia
son cercanos a4 30 moléculas dec ATP por cada una de las moléculas de nitrogeno atmosfénco que se
reducen (7. 36). Por cste gasto de encriia v debido a que la mitrogenasa se nactiva por la presencia
de las concentracioncs actobicas de oxigeno 1a bactena simbidtica controla transcripcionalmente la
presencia de la nutrogenasa (5, 26, 33, 43, 57)

El contro} de la pr ia de la cs d de la tension o presion parcial de
igeno, csto cs, sc que la bactena este rodcada por un ambiente mucroacrobio y cn el caso
de la simbiosis esto se da solo cuando existe Ia membrana peribactercidal v la leghemoglobina rodea

al bactcrowde (5). Las proteinas encargadas de dicho control soa FisL y FixJ (26)

- Sistema de regulacion FixL-Fix)
Estas protcinas son muembros de la familia de dcr 1 on de dos
que pormiten a las bactcnas resp der a las d b les (S, 26), en ¢l caso de FixL y
FixJ ¢l csti ! es la co acién de oxigeno (26), micntras que la respucsta cs la
transcripcion (26) (cuando la concentracion de oxigeno ¢s baja) de los genes que codifican para la
o ¥ ctros rel dos (5. 26)

- FixL

Es una hemoproteina de membrana con tres donunmos funcionales una region hadrofébica en
€l amino terminal, una region central con cf grupo hemo que une al axigeno y el carboxilo terminal
con acuvidades de autofosfonilacion y de cinasa de finJ, la proteina fosfontada tiene actividad de
fosfatasa (26).

- FixJ

La protcina FixJ tienc homologia con protcinas quc activan la u—.mscnpc-on de jos gones en
las bacterias medianic unién a la region -35 del un “helix-turn-helix"
asociado a las protcinas que ias dc DNA ("6)

El control que se establece por la tension de oxigeno sucede on dos nivelcs: a baja tensidn se
promucve la autofosfonlacidn de Fixl y se reprime la actividad de fosfatasa de la proteina FixL
foxfonhd.'l, con lo quc los niveles de Fixd fosfonlada aumentan (26) Con concentraciones altas de

P de FixJ fosfonlada inhibiendo la autofosforilacion de Fixl y
csllmulando la nmvrdad de fosfatasa de la proteina FixL fosfonilada La protcina FixJ fosfonlada se
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unc a los p cs de las de DNA dc algunos genes  ontre los que se encuentra nif A la

proteina codificada por cste gene junto con las proteinas del sistema nir (control de nitrégeno) soa

reguladoses positivos do la transcripaion de Jos genes nif y fix que para la y
otros proteinas rclacionadas, como las de una nucva cadena respiratorna (34)

Los genes neccsarios para la fi de ',, e fix y nif, los nuf son

e a los genes estructurales de la

homdlogos de los gencs de Aicbsiella pre
nutrogenasa ¥ cl regulador posiuvo de cllos mifA ("6) los genes fix son nocesarios para la fijacion

pera no soa homblogos de las de X' preumornice (26)
El complicjo enzzmitico responsable de la fijacion de nitrGEono sc conoce COMO MITUREnasa
(7. 36, 45, 55), la nutr esta por dos cnamas, una de cllas cnnucnc l‘erm >

molibdeno; o bien Vanadio v Frerro an condiciones de falta dc bd, . a esta sc
componcnte I, &3 codificado por 10z genes ifD v mfK v cstructuralmentc es un totrdmero afy (7.
26, 36, 55), micntras la otra conlicne ficfro v se conoce camo componente I, es cosficada por ¢l

gene nfH sicndo estructuralmente un bamueximero (7. 26, 36, 55)

La reduccién del sustrato por la nitrogenasa involucra tres rraccionss de transferoncia de
electiones (7)
1- El atomo de ficrto de la protcina I (protcina-, Fc) es reducido  por ﬂzvodo\mz o fermdoxanas
2- La proteina Il ransficre clectioncs a la p I, en un d de la hudrol de
ATP, con una ia de dos técula de ATP hldlohud.u por cada clectron transfendo
3- Los clectrones son transfendos a la molecula de nitrogeno que esta on o} aitio activo Mo-Fe de la

proteina 1, hasta que sc roduce a dos moloculas de amoataca

& - INTERCAMBIO SIMBIOTICO.

La fijacion dc nitrogeno en simbiosis establece un intercambio de productos entre los dos
micmbros de la relacion; la planta da al bacteroide carbono que obuiene de la fotosintesis a cambio
del nitrégeno que cf bacteroide €3 capaz de reducir de la aunosfera En cste contexto el intercambio
mectabolico puede ser desglosado en dos grandes rubros

~ Nitrégeno.
El baclcruldc po asimila el 58 pucs s que la actnidad de la enzimas
P bl en cstas bactenas GS I (glutanuna sintctasa) v la GOGAT
(glulam:uo smusa) estan reducidas, 1a planta 1o asinula fucra del bacteroide en donde hay una forma

de glutamina sintetasa sintcuzada por la planta especifica de los nadulos (5)

- Carbono.

Se encontrd que los azicarcs no pucden atravesar la membrana penbacteroidal v no son
oxidados por los bacteroides aislados, Jos acidos dicarboxilicos succinato, malato v fumanio son
utilizados por los bacteroides ¥ on la manbrana penibacterosdal hay transportadores para cllos (S, 32,

65), las mutantcs cn los trunsportadores de acidos d.lcarbo‘lllcos det pmedm nadular pero soan
incapaces de fijar nitrdgeno, sc ha pi que en el d articipar ad de cstos
acidos, sustanctas que provean c.'xrbono ¥ nitrogeno al bacteronde (4 29, 37 58)
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9 - CONTROL DEL PROCESO.

A lo largo de todo ¢l sc han d les; los les p ituaci
talcs como la pérdida de los nodulos en infoctadas © & una falia de infeccidn ain cn la
de las b 3 on las b 1o hay nitrég iblc en
h ticrra (50), o. 8 tener plantas con cl mlsrno PCSO 3600 ydusumo aspecto y acnndad de sus nédulos
lucgo de i en las e barlas en de B!
enla fera (S0). Las i das sc o
dulacidn cn las 1 quc crocen cn

Investigando el por qué de la F:Alu de
terrenos con cantidad suficiente de nitrégono sc oncontré que algunas de las bacterias del géncro

Rhizobium no activan Jos genes de la nodulacion (nod) porque la oxpresion de cstos genes sc regula
porcia d‘spombnhdad de mubscno para la bactenia, las cspecics ea la que sc ha desento tal aonud son
R eths, R / B, um quc cn pi de en su no
inducen la nodulacién de las plantas (24 42, 47, 64). que RA b leg W no
presenta control a éste nivel (2).




Es tmeper srconder s curvn due maldecer la
chactarded

PLANTEAMIENTO DEL PROBLENMA

Uno de los objctivos del estudio de la fijacién de nitrogeno os incidir en ¢l proceso
modificindolo con fines de mcjoramiento, on este sentido 5¢ cncontrd que 1a fuente de carbono
otorgada por la planta al bactcroide ex limitanic de la fijacion de mitrogeno (32). razon que ha llevado
al dio de los P con posibic par en cl intercambio simbiotico, pues cxrste la
de que la b es metab

Kanh y su grupo de colaboradores (29) propusicron que on o intercambio metabélico entre la
planta y el bacterowde podria tener participacion un compucsto nitrogenado, de scr asi la interaccion
scria mas cstable ¢ impadiria gue o bacteroide sc tome en parasito, pues la planta tendria la
capacidad de decidir a que bacicroides alimentar v on que momento, porque para sintctizar el
compuesto necesitaria del nitrogeno que el bactcrosde reduce de la atmésfera Propuse ademuas gue
los aminadcidos padrian scr los tcy t! en osp 1 el glutamato por su papei on
el mctabolismo de nitrogeno  Apoyando estia propucsta sc h:a encontrado que
* El glutamato y cl aspanato estimulan la fijaciéon de mitrogeno cn bacterowdes aislados de la planta
3)

* Los bacteroides auslados de la soya utihzan preferentemente glutamato, glutamuna, aspartato v
asparagina para respirar (37, $8)

® Una mutante de R melilon cn la aspartato apunotransferasa nodula pero no £1)a nitrogeno (52)

- El glutamato y el aspan.'uo uuhu.n Jos transportadores de dcidos dicarboxilicos ¥ pucden atravesar

b nib. v dif sumple a la concentracion en la que sc encucntran on las

oclul:u de las raices de las plantas(37)

En el grupo de trabajo sc busca definur el papel de la glutamina en <l mctabolismo de vida
libre y la ica de erls, bactona que cstablece simbiosis con las plantas de
fnijol (FA . lgeaaris). La gt es ! producto final de la asimilacion de amonio, junto con
el acido glutamico participa como donador de nitrogeno en fa sintexis de gran vanedad de compucstos
mutrogenados, es parte del control del rnclnbohxrno del nitrégeno al regularse su relacion con respecto

2-oxo-glutarato (31) y en or como crassa (R, 9) y Rinsobium cilr (21) sc ha
demostrado la existencia de un ciclaje donde se d;gr:d.: ¥ sintctiza glutanuna a expensas dec ATP, cl
ciclaje de la gl ha sido pr como una mancra rapida de controfar la velocidad de

sintesis y degradacion de ta glutamuna » con cllo de la utihzacion del mitrogeno en 1a célula (62), una
lnan:ra de lhiberar esquclctos de carbono del metabolismo de nitrogeno para mantener un balance
do de los nitr dos cn la célula 0 como una estrategia pam responder a los
bios nutr 1 d ta gl ha sido prop COmO corcy cn el metabolismo
de carbono pucs nfccundu su vtilizacion vy sintesis sc afecta la unhizacion de glucosa v ATP en &
cerevisuc (27). En ¢l caso parucular de Rhizobium etlt sc ha cncontrado que la blulu‘mn.‘x participa
en la relacion simbidtica pues
* La actividad dec la glutaminasa en los bacteroides de R erlt se encuentra clevada (20) v




la mayor cantidad de glutanuna

* Una mutantc quc carece de la actividad de la gh A

cn jos nédulos (20).
1 de R etlt en vida Ubre y en

Para estudiar la participacion de la gl enel
la simbronis con Phaseoius vulyparty sc busca afectar la capacidad de unlumr a la glutamina como
fuente Qruca de carbono y nitrogeno  La mutante LMOL de R el sc scl por su dad de
utilizar a la glutarmuna como fuentc Gnica de carbono y mtrogeno, adicionalmente no pucde utilizar al
gluwm(o como rucnlc anica de carbono y mtrogcno al glutamato como fuente de nitrégeno v su

3 de cstd d en cuanto al fenotipo simbiGuco s cncontro que la
mutantc nodula solo en un 30% con 1especto a Ll copa silvestre y es ncapaz de fijar nitrogeno (19)
la mutacion sc compleamentd con el banco genctico de K el encontrandose un plasmido de 18Kb gue

complmu todo cl fenotipo (19) El hocho de omer en una mutante un fenotipo que tnvolucre la
o de dos acidos en la b vy la facion de mitregeno, ¥ un fragmento de DNA
lonado que 1 todo ¢l F . hacen de clla un intcicsante objcto de estudio que

COMENZO & CArACIEAIZATSS

La mutante LMO! fue producida madiante mutacion con ¢l transposon TnSmob (61). sin
embargo cl fragmento dc I8 Kb del genoma de X erlt presenic en el plasnudo pMGDS que
camplanenta todo ¢! fenotupo de la mutante, no hibada con  fragmento gue tiene insertado al
transposon { 19), tal situacion puede scr wmterpretada de vanas mancras, de entre ollas
* La mutacida podria scr debida a una mutacion puntual que provogue todo ¢l fenotpo en tanto el
transposon podria estar inserto en un sivo donde no causa eambio funotipico,

* La mutacion podria ser provocada por el transposon poro ser de earacter polar,
* La mutantc LMO? podria ser una mutante multple en la que una parte del finotipo sca producto de
la wsercion del transposon, micntras que otra parte del fonotipo sca provocads por una  mutacion

* El fragr que ala podria ser un supresor de la mutacion v por cllo no
hibrida con el del dc que hicne Inscrto al transposon
Una de las cstratcgias para definir Ja mutacion es mulagenizar al gen o genes que la
1 X dos cn el do pMGD4 y su subclona pMGDY 3), al mutagenizar a cstos
gencs sc espera obtener un plasmido que ya no complemente ¢l fenotipo de la mutante LMOL de R
erls. El plasmido mutagemizado podria ser utihizado cventualmente para obtencr otra mutantc Quc sc
espera tenga ol nusmo fenotipo de 1a mutante LMOG si la mutacion esta situxda en una rogion de!
gocnowma homologa a la que ticne cl plasmido pMGDY o s1 la mutacida es polar v afocta La regién

bomologa por una dclec-on o cambio dc fase de lectura $i s mutante LMOI de R effz cs una
do sera de gran utihdad para obtener un fenotipo que solo

altiple ef pla
esté aﬁ:a;do por una mutacién.
de las fiar a la LMOI de R eth, ca cstudiar al gen © genes

para
quc cxtin m‘olucndos en cl fenotipo, pucsto que independicntemente del caracter de la mutacion, sc
uenen 3 en un f que o 1 nta un fenotipo con funciones alteradas tan

imponantes como la utilizacion de amincacidos. 1a nodulacion y {a fijacion de nitrogeno, para cllo se

decbe subclonar of fragmiento clonado pam obtener un fagmento pequeiio de DNA que complemente la
mutacion, de csta forma eventualmente se pucde secucnciar la pante anl de fa informacian genética

clonada y con ayuda dc los bancos de secuencias gohcticas s¢ pucden conocer las funcioncs

involucradas.
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Los melommas son damasisdo targos,
dengrtaimire wratjer e du 16 onafonnas ¥ las Lorden.
Moo ToeTumg
OBJETIVOS
-Subclona.rdphmndopMGDd3pan i 3i €3 posible ob un fi mias peqn
de DNA que pl <l fe dela LMOI1 de Rhizob. etli

- Muugenxn’.rc qus‘u:mplanaxu a la mutante LMO] de Rhszobdium etl: que csti cn los
plasmidos pMGD4 y pMG. 3



MATERIAL Y METODOS

CEPAS Y PLASMIDOS

Rhizobtum etls

CE3 _| Tipo silvesue_sm ™

R m.] CE3:Tas

CEPAS Ir refe J
Escherichia collIRmA, pro. leu 3 J

HBI101

E colt _MT614 [ malE; Tns 17 1

£ coli__C2110 1 nalx 17 i

1.MO1
PLASMIDOS I
pRK2073 1 tra, mob,_sp’ (helpert, 27
pLAFRI 1T 1¢ 27
pPMGD4 banco de R. ecth en} 19
PpLAFRI, Tc' complementa
a la mutante LMOI de
R _erli
pMGD4 3 subclona EcoR1 de pMGD4 1 19
pPMGD4 3-2K subclaona EcoR1 de | este trabajo
pPMGD4.3, T’
PMGD4.3-3K subclona EcoRI dc | este trabajo
| pMGD4.3, Tc'
MGD4.3::02 T, Sp'. _Jestc trabajo

pMWIS? coaticne ¢! fragmento £ {51
Sp” , lac, amp’.



MEDIOS DE CULTIVO

Medio LB. (Luria Bertani)

Composicién:

Peptona de cascina 1%
Extracto de levadura 035 %
Cloruro dec sodio 10%

Proeparacidn de un btro de medio

Pcptona de casecina 100g.
NaCli 100g.
Extracto dec lcvadura 50g.
H;0 cbp 101

Esterilizar en autoclave a 121 °C duranic 20 minutos.
Para preparar medlo scnusohdo sc :grtg; 15 '/. de ag:u anu: de cstcnhmr

mil veces (1000X) y sc

Si se reg estos
agrega un mulilitro de La solucion por lxlm de medw de cultivo después de esterilizar, (ver preparacion
de antibidticos al final del capitulo) s sc trata de medio liquido cuando csta frio, y si se¢ trata de

medio scmisdlido cuando estd tibio (42 °C) antcs de venierio on las cajas.

- Medio PY (peptona- levadura)

Composicion

Peptona de cascina 3
Extracto de levadura 03 %
CaCl; 7 mM

Preparacion de un hiro de madio

Peptona dec caseina s50g
Extracto de levadura 30g
H;0 cbp 101

Esterilizar cn autoclave a 121 °C durante 20 minutos
Para preparar medio semisolido sc agregan 15 g/1 de agar antes de esterilizar.
Por scparado se propasa vy esteriliza una solucion de cloruro de calcio

X\ ¥ sc agregan diez

mililitros de la solucién por litro de medio de cultivo después de estenlizar cuando esté frio o tibio

scgun se trate de medio liquido o solido

~Cloruro de calcio para medio PY 100X (0.7 M)

CaCl; 1029 g,
desionizada c.bp. 100 mi

agua
Se disuclve ¢l cloruro de calcio y se estenliza en autoclave
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En caso dc roq ibidts 1 las soluci 1600X y sc agrcgan como cn ¢l caso def
medio LB. (ver preparacién de anhbnoucnu al final del capitulo)

- Medio minimeo

Composicion.

MgSO. 0.4 mM
K:HPO, 1.2 mM
CaCl, 1.5 mM
FeCly 0 0005 %a
Fuentes de witrogeno 10 mM
Fucntes de carbono 10 mM
Para preparar un liro
MgSO,*7H;0 0.1g
K;HPO, 022g
Mis las fuentes de carbono

¥ nitrégeno esterilizables.
Sc ajusta cf pH con acido fosfonco o hidréxsdo de sodio hasta pH6 8

Con objcto de facilitar la preparacion del medio se hacen solucioncs concentradas de las sales.

K;HPO, 100X

Sc dusuclven 21 g dc la sal en 11 dc agua desiomzada, lucgo se anade 1| ml de cloroformo para
prevenur [a contaminacién y se guarda en refrigeracion a 4 °C
Por scparado se preparan una solucion de clururo de calcio 100 X | una de clururo de ficrro I
1000X y solucioncs concemtradas de las fucnics de carbono y mitrogeno no costerilizables en
autoclave.

MgSO. 100X
Sc disuclven 9 86 g de la sal beptahidratada en 1, se almacena a 4 °C

=Clururo de calcio 100 X para MM
CaCl; *2H.O 22054 g
agua desionizada cbp 100 m}
Sc esteriliza en la autoclave

~Clururo de ficrro para medio misumo 100 X
FeClL,*6H,0 50mg.

agua desionizada  c.bp. 10ml

Sc esteniliza por filtracién y se guarda en ali de 1 mlen 1 a-20°C.

~Fuentes de carbono y nitrégeno

*Glutamina 25X

kb e ot 3



(Es Ia solucidén mis da de gl qQue pucde T sc cn agua). Sc ennibia el agua y
una vez disucita la glutarmuina sc esteriliza por filttacién, sc agregan 3 mil de csta solucién para eada

100 m} dec medio de cultivo ya esterthizado v frio

*Acido glutamico 100X

-sal sédica del Acido glutimico 1601 g

agua desionizada cbp 100 mt

Sc disuclve ol glutamato y sc almaccna, sc agrega 1 ml de la solucion por cada 100 ml de medio de

cultivo antes de cstenlizas.

*Cloruro de amoaio 100 X

NILCI 534pg.

Agua desioruzada cbp 100 ml

Sc agrega | ml por cada 100 ml de medio de cultivo

-Acido succinico 100 X

4cido succinico 118 g

agua desiontzada ¢ b p 11

Sc ajladen 75.19 g de NaOH y lucgo sc ajusta <! pH a 6 ¥ con hidroxido de sodio diluido. El acido

succinico se agrega al medio antes de estenlizar

CURVAS DE CRECIMIENTO
(para R etit)

1.- Scmbrar las ccpas requendas on cajas de Petn con madio PY semisohdo mas los antbidticos

covTespondicnies a cada cepa
2.- Incubar a 30°C durantc 3 dias

3.- Inocular con las células matraces Erlenmcyer con 100 ml de PY miis los antibioticos
corTespondicntes a cada copa.
4.- L bar a 30°C con on de 200 r p m durantc 15 a 18 horas

3.- Centrifugar los cultivos cn botcllas para centifugacion estenles, durante 10 munutos, 10 000

rp.m. y4°C. (rotor GSA)
6.~ Resuspender 1a pastulla eclular en 100 ml de solucion de sales para medio minimo proviamente
i a4°C

7.- Centrifugar a 10 000 rpm .. 4°C, 10 minutos
8.- Resuspender 1a pastilla en 3 m! de sales para medio minimo a 4°C

9.- Diluir la suspension 1:10 y 1:100 partiendo de 100 ul de suspension

10.- Leer la absorbancia de las diluciones a $40 nm contra blanco de solucioa de sales para medio

minimo

i11.-Cailcularcl 1 10 para lar cada uno de los matraces de acucrdo a la siguicnte
expresion: ((util en los calculos Ia dsl cuyo valor de denstdad optica esté comprendhido entre
(0.2y08)

VR=(VF* DO, )}/ (DOm*dil)

dande: VR cs cl volumen de la dilucion necesanio para inocular cada matraz
VF es cl volumen del medio de cultivo gue se quicre inocular (100 mi1)



D.O, representa la densidad dptica requerida al inicio ( s¢ utiliza 0.05 )
D.Om es la densidad 6ptica de 1a diducién
da representa cl inverso de la dilucion

12.- lar los el medio requendo con la cantidad calculada

13.- Tomar 2 mucstras dc ln\lconplpcucslénl una de cllas sc deposita en un tubo de
ensayo de 13100 mm, micntras quc [a scgunda sc vicrte cn un tubo cppendorf de 1.5 ml (agstar bien
<l matraz antes de tomar la muestra)

14.- Incubar los al0°Cy 6ndc200rpm

15.- Centrifugar la mucstra de el tubo dorf 4 ald4000rpm

16.- Aspirar cl sobrenadante del tubo con ayuda dc una jeringa con aguja

17.- Agregar a 500 ul de Acido tricloraacético al 5% a cada tubo cppendorf.

18.- Leer Ia densidad optica a 340 nm. de la mucstra quc csta on ol tubo de cnsaye

19.~ Alas 4, 8, 12 y 24 horas de incubacién sc retiran los matraces de Ia incubadora y se repiten los
pasos 13 a 18

20.- D do de pi i de cada ‘] S <l “todo de “Lowry nucro™.
21.- Graficar la dcnsndad Optica v la cantudad de protcinas contra cl tempo para cada copa en cada
medio de cultivo.

= SOLUCIONES PARA CURVA DE CRECIMIENTO.

-Solucidén salina al 0.35%
Pesar y disolver 0835 g de NaCl grado rcactivo en 100 nib de agua desionizada, csterilizar por

autoclave.

= Acido tricloroacético al 5%
Pesar y disolver 5 g de cido tricloroacético en 100 ml de agua desionizada, guardar en frasco ambar.

DETERMINACION DE PROTE{NAS PARA CURVAS DE CRECIMIENTO
METODO DE LOWRY MICRO

1.-C ifi d 4 mi a 14 000 r.p.m. los tubos que ticnen las mucstras con acido
tricloroacético al 5%

2.~ Aspirar ¢l liquido hasta extracr la mayor cantidad posibic.

3.- Resuspender en 200 ul de una solucién de NaOH 0.4 N

4.- Preparar una dilucién 1:3 de Folin en agua

5.-. Preparar solucién ABC (98A + 1B +1C ).

6. Agregar a un tubo limpio de 13*100 mm:

Reactivos blanco d.
(1)
agua 200 100 160
mucstra —_— —_ 40
estindar —_ 100 —
solucibn ABC 1000 1000 1000




7.- Agitar cn el vofntex.

8.- Esperar 10 minutos

9 .- Agregar 100 ul de folin 1.3,

10.- Agitar cn el vortex, csperar 30 minutos

11.- Lecr absorbancia en cf espectrofotdmctro a 625 nm.
12 - Calcular 1a dad dec p en cada

~SOLUCIONES PARA DETERMINACION DE CANTIDAD DE PROTE{NA POR EL METODO DE
LOWRY.

~Solucion A.

NaOH o IN

Na;CO»*2 H,O 2%
Pmprcpm:unhuod:hsolucmnscpcsanyd.lmclvm-lgchaO”yZOBd‘:blc-'uboruxodc
sodio en 1] de agua desionizada, se guarda en ambar a P

-Solucidn B.

Tastrato de sodio y potasio 2%
Para preparar 100 mil se posan y disuclven 2 g de tartrato de sodio ¥ potasio en 100 ml de agua

desionizada, sc almacena a 4 °C.
=Solucién C.
CuSO.*5H:0 1%
Sc pesa y disuclve un gramo de sulfato de cobre I en 100 ml de agua desionizada, s¢ guarda en
refrigeracion.
S & de albu { 400 ug/ml )}
sc pesan 20 mg de albamina sénca bovina y se disuclven en SO ml de agua dessonizada, se¢ hacen
alicuotas dc 1 ml en tubos eppendorf y se a-20°C

SELECCION FENOTIPICA DE CEPAS DE R. erli EN CAJA.

A: Para fe i de utilk i6n de de carbono y nitrégeno

1.- Sc¢ preparan cajas de Patri con medio mimimo mis las fuentes de carbono o nitrdgeno a las
concentracioncs indicadas. ( ver medios de cultivo).

2.~ Sc util L de los cs los madios PY, medio minimo amonio succimco vy LB.

3.- Las placas de agar sc colocan sobrc un disco dc papel con nimeros de 1 al 100 uniformemente
distribuidos.

4.- Sc toma con un palillo de madera cstéril cada colonia de intercs.

3.~ Con cl palilio sc pican las placas dc madio de cultivo, cuidando de picar en todas el mismo
namero; ¢l orden de picado de los medios debe ser cstablecido de forma que prumcro se pique cl que
contenga menos nutricates y al final! ol medio LB

6.- Sc incuba a 30 °C cl tiempo necesario para diferenciar lus crecimicntos de la colonias

(entre 3y S dnas)

7.- Sclecn los contra los
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B: Para i der
1.- Sc utilizan medio PY mas los lnubléuool los controlcs son medio PY sin antibidticos y medio
LB.

2.- Sc colocan la cajas sobre cl disco numcrado.

3.- Sc toma cada colonia de interds con un palitlo de madera esuénl.

4.~ E! orden de picado 3 PY sin b1 . PY mas b y LB

5.~ Se incuban las cajas a 30 °C |

6.~ S¢ lecn las cajas contra los controles

EXTRACCION DE DNA
QUICK CLONE ANALYSIS (modificado)

1.~ Proparar cultivos liquidos de bactenas de cotre 12 y 18 horas de incubacidn a 37°C y 200 . p.
m. de agitacion (para ol caso de culuvos de K colr)

2.- Llenar un tubo cppendorf con cf cultivo.

3.- Centrifugar durante | munuto a 14 000 r p m. en la microcentrifuga.

4.- Aspirar ol sobrenadante con una punta de nucropipcta conectada a un matrir kitasato conoctado a
su vez a la linca de vacio.

5.« Repotir dos veoes los puntos 2 a 4

6.- A ala illa 100 wl dec sol 5n A

7.- Resuspender con el vortex.

8.- Agregar 200 ul de solucion B

9.- Agitar invirtiendo €l tubo repetidas veces hasta Jograr homogencidad

10.- Incubar 5 minutos en bafo de hiclo

11.- Agregar 150 ul de solucién C.

12.- Agitar en voriex duranic algunos scgundos

13-R du 10 en bailo de hicio

14.- Centnfugar 6 en ifuga a 14000 rpm.

15.- Verter cl sobrenadante en un tubo nucvo.

16.- Agregar rnldco(anolabsolul.ofno

17.- R d 30 enel dor de -20 °C.

18.- Centrifugar a 14 000 r p m. durante 5 minutos

19.- Aspirar cl sobrenadanie con ayuda de la linca de vacio

20.- Agmgusoomacmndu'ro%
21.- C a 14 000 r p m. en la microcentrifuga.

22.- Aspirar o} lobrtnad:mlccon vacio.

23 .- Socar en un borno de vacio durante 30 o0 40 minutos.

24 - Disolver la muestra en amortiguador TE. ( 20 w! si no sc va a purificar y 100 ul si se quicre
purificar)

25.- Mantener a <20° C las mucstras para su conscrvacion.

- SOLUCIONES PARA LA TECNICA DE EXTRACCION DE DNA.

~ Solucién A
EDTA 10 mM



Tris pHS 25 mM

Sc prepaman soluciones de EDTA 05 My Tnis pHS, 2 M, sc agregan 2 ml de 1a solucion de EDTA
y 1.25 ml dc la solucién de Tris, sc licva ¢l volumen & 100 ml.

*EDTA 05 M pHR

EDTA®2Na 16 81g

agua desionizada cbp 100ml.

El reactivo sc vicrte on el agua y sc agregan lentcjas de NaOH para ayudar a la disoluciéon, s¢ mide ¢l
pH con cl potencidmetro. sc extenliza por autoclave.

*Tris 20M pHSR

Trnis basc 24228 g

agua desionuzada cbp. 100mi

El pH se ajusta con HC1 y se¢ estenliza en autoclave

-Solucién B

NaOH 02N

SDS 1.0%

Esta solucion sc prepara cada vez que sc s ¥ das dc SDS al 20
% y NaOH 10N,

NaOH 10N 100 ul

SDS 20 % 250 ut

agua esteri) 4 650 ml

Primero sc agrega la solucion de hidraxido de sodio y se agita, dcspucs la dc SDS para evitar
precipitacion del detergente, se mezcla on un tubo de ensayo esténl.

*NaOH 1ION

NaOH i0g.

agua csteril 25 ml

Se disuclve en un vaso dec pp. cstenil . Sc pucde guardar hasta por dos meses.
*SDS 20%

Octodecilsulfato de sodio 20g

agua cstenl cbp 100 ml.

Sc agrcga ¢l dotcrgente y sc calicnta ligecramente ¢! agua hasta disolucion, cvitando quec sc formen
burbujas.

PURIFICACION DE DNA MEDIANTE EXTRACCION FENOL-CLOROFORMO.

1.- Agrecgar a la solucién de DNA que sc quicre purificar €l mismo volumen de una solucién de
fenol estabilizado-cloroformo 1:1 vol:vol

2.~ Agitar con ¢l vortex durante 10 scgundos.

3.- Centrifugar en la microcentrifuga a 14 000 r.p.m._durantc 5 minutos.

4 .- Retirar el sobrenadante con ayuda de una micropipeta cuidando de no extracr la interfase,
colocaria en otro tubo cppendorf nuevo y esténl. ( repetir Jos pasos | a 4 hasta que no tengan
interfasc).
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5.- Agregar cloroformo en una relacida 1:1, vol vol

6.- Agitar en ol voricx durante 10 scgundos.

6. Cmtrifugu'u 140600 rpm dunuue 5 minutos

8.- el sob ot 1 1o en un tubo nuevo y cstéril

9.- Agregar solucidn de acctato dc sodio 0.3 M a una rclacidn 1-10 vol vol.
10.- Agregar ctanol absoluto frio a una relacidn 1 volvol

11.- Reposar a <20 *C durante 20 minutos.

12.- Centrifugar durante $ minutos a 14 000 r pm

13.- Retirar cl sobrenadantc con ayuda de un matraz kitzsaro y una linca de vacio.
14.- Agregar 300 ul de etanol fric al 70 %%

15.- Centrifugar durante 2 minutos a 14 000 r p m

16.- Aspirar el sobrenadante con ayuda de una linca de vacio

17.- Secar la mucstra en un hoino de vacio durante 20 minutos

18.- Disolver en amortguador T 1:10

~SOLUCTIONES PARA PURIFICACION DE DNA.

-Fenol estabilizado - cloroformo
Fenol estabilizado 50 ml

cloroformo 50 m)
Lucgo de hacer la mezcla sc guarda en refrigeracion en un frasco ambar.

*Fenol estabilizado

1.- Se¢ licua fenol grado biologia molecular a 70 °C
2.- Sc agregs Tris 1M, pHi& en relacion 1] vol volcncl fnusmo frasco ambar del fenol.
3.- Se lleva al cuano frio y sc en a, con ¢l frasco cerrado.

4.- Se hace un cambio de amortiguador de Tns a las 4 horas de agitacidn

5.- Sc manticne en agitacian en cf cuarno frio

6.- Se mide ¢! pH dc la solucidn de Tris y del fenol, cuando ¢ pH de las dos fascs sca de 7.6 sc
cambia el Tris ] Mpor Tris 0.1 M

7. Se mantiene cn agitacion on frio duraate 3 horas mas
8.- Sc hacen alicuotas y se guardan cn congelacion a -2

Ke

PURIFICACION DEL DNA DE UN GEL DE AGAROSA DE PUNTO DE FUSION
NORMAL

1.- Correr la foresis a 15 V di toda la noche.

2.- Contar del gel de agarosa la banda que conticne ¢l DNA que s¢ quicre extracr

3.~ Dentro de un tubo cppendorf de 1.5 mi sc divide cn trozos pequeiios la banda dc agarosa.

4.~ Perforar en el fondo de un tubo cppendorf aucvo y esténil de 0.5 ml con Iz aguja calicstc dc una
Jjeringa de insulina

5.~ Colocar en ¢l fondo del tubo una capa de entre 2 y 3 mm de fibra de vidrio.

6.« Compactar la fibra dec vidnio con un tubo de vidrio de 3 mm.

7.~ Introducir trazos de agarosa con DNA en el tubo perforado

&.- Introducir el tubo dec 0.5 ml dentro de un tubo eppendorf nucvo v estéril de 1.5 mi
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urante 5 munutos en la microcentrifuga

9.« Centrifugar los tubos a 6 X rpm d
el de U V. 51 la agarosa aan contiene DNA

10.- Obscrvar el tubo poquciio cn
3¢ repite cl paso 9.«
11.- Se extrac el DNA dcl liquido contenido en ¢l tubo grande modiante la tecnica del fenol-

cloroformao

ELECTROFORESIS HORIZONTAL DE DNA_

A)
1l.- Pczar 2. 5 g de agarosa de punto normal de fusion.
2.- ARfadirios a 250 mi de amor d TBE IX dos en un matraz Erfenmeyer de 500 mi

3.- Calenstar en cl homo de microaekias hasta disolucion de Ja agarosa
4.- Dcjar enfriar hasta aproximadamente 30 "C
5. Agregar 3 ul de una solucian de bromuro de ctidio de 10 mg/mli

6.- Agitar
7.- Cerrar los extremos abicrios del soporte dal gel con papel adhesivo de | em para formas un

molde.
8.- Fijar el pcinc para formar los pozos scparado del fondo del soporte ¢l grucso de una hoja de

papel.
9.« Rctirar el trozo de papel.
10.- Verner la agarosa sobre ¢l soporte hasta obtener una capa de entre 3 y 6 mm de espesor

11.- Dcjar enfnar

B)
12.- Agregar a las mucstras dc DNA un décaimo de su volumen de la mezcla de colorantes para

comida. { Si solo s¢ quicre utlizar una parte de la mucstra | se mezcla con la solucion de colorantes
sobre un pexiazo de parafilm)
13- M lar hasta Ja b

14.- Centrifugardurante $s. a 14 000 r pm  (solo s1 sc trata de tubos )

15.- Retirar las cintas que sc utihzaron para contener a la agarosa cn ¢l sopofte

16 - Introducir ¢} gel en la camara para clectroforesss

17.- Licnar el prumer pozo con 5 1l de marcador de peso molecular de DNA (ladder)

18 .- Llenar los pozos con las muestras

19.- Hacer una relacion escrita de los pozos y ks mucestras

20.- Correr el gel a 100 V durante ! hora o hasta scparacion de las bandas de los eolorantes.
21 .- Obscrvar el gel en el transiluminador de luz U.V

~SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DE DNA_
-Amortiguador Trnis-Boratos-EDTA 10X
Tris basc 0.089 M

Acido borico Q0RO M
EDTA 0.002 M



para preparar 2 1

Tris basc 1080 g
Acido borico 550g
EDTA 0.5 mpH& 40ml

Agua desionizada e b.p 21
Para prepara ol amortiguador 1 X se hace una dilucién 1.10

REACCIONES DE LIGACION DE DNA DE INTERPOSON Y PLASMIDO .

1.« Hacer dilucioncs de las mucstras de DNA quc sc¢ van a ligar
2.- Llenar los pozot de un gel con las nrucstras, sus diluciones y con ladder
3.-Coerercl geia 100 V. h.uuhscp.u-:c:énd:hsband;squcscprncndmobscmr

4.- Observar la i dad de las bandas cn ¢l dor de luz UV

5.- Calcular ¢l vol 10 dc las sol de pla do (vchiculo) ¢ interposon , para obtener
un ligero exceso de b uma-poscn cn una rmezcla equamolar

6.- Mczclar las

7.- Llcvar el volumen a2 10

8 - Incubar durantc 10 nunutos a 45°C en bailo dec agua

9.« Introducir los tubos en bailo de hiclo

10 - Agregar 2 ul de amoruguador 10X pam hgasa.

11.- Agregar | ul de DNA-ligasa de T4

12 - Incubar a 16°C durante cuatro horas

13.- Si cl matenial no se va a utihzar nmodiatamente sc congela a -20 °C

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE £ coli.

1.- Crecer la cecpa on cajas de Petn con madio LB mas los anubicticos requendos, inocular con
cuftivos congeladas con glicerol o DMSO

2.- Incubar durante la noche a 37 °C.

3.- Inocular con una asada de las células un matraz de 100 ml con maedio LB

4.- Incubar a 37 *C con agitacién a 200 r p.m. durantc 4 o 3 boras

S.- Centrifugar ¢l cultivo ¢n una botclla para centrifuga esténl a 4 000 r p m. cn rotor GSA 2 4 °C
durantc 5 minutos.

6.- Lavar las células con una solucién previamente enfriada a 4 °C de NaCl al 0. 85%

7.- Centrifugar cn las mismas condiciones.

8.- Resuspender las células en 3 ml de solucion salina a) 0.85%

9.- Caicular el volumen para inocular un matraz de 2 ! con 250 ml dc medio SOB con una
absorbancia dc 0.02 a 600 nm (ver técnica en curva de crecumicnto)

10.- Incubar a 18 "C con agitacion de 200 r.p.m. hasta obtener un valor de absorbancia de 0 6.

11.- Incubar ¢l cultivo con densidad 6puca de 0 6 en baiio de hiclo durantc 10 minutos

12.- Centrifugar el cultivo durante 10 minutos a 4000 r p m. (rotor GSA) a 4 °C

13.- Decantar.
14.-R der en amort dor TB previ. enfriado en hiclo




15.- Incubar en bafio de hiclo durante 10 minutos
16.~ Centrifugar durantc 10 minutos a 4 000 rpm
17.- Decantar.

18.- Resuspender la pasulla celular cn 20 ml de amartiguador TB previamente cnfriado en hiclo.
19.- Agregar 1.5 ml. de DMSO estéril

20.- Incubar en bafio de hiclo durante 10 minutos

21.« Ahcuotar 0.5 mL o 1 0 ml en tubos cppendorf nucvos ¥ estériles

22.- Guardar rapidamente las células a -70°C

(rotor GSA)a 3 °C.

-MEDIO SOB

Composicion
Peptona de cascina
Extracto de levadura

NaCl

KCs

MgCl;

MgSO.,

Para preparar 250 ml

Peptona de cascina 50 I3
Extracto dc levadura 125 g
NaCl 0.1461 g
KCl 00466 g
MEgCl, 0.5082 g
MgSO. 06162 g
Agua desionizada cbp. 250 ml.
Sc esteniliza en 1 d 20

-MEDIO SOC.
Sc agregan 0.36 g de glucosa para cada 100 ml de medio SOB antes de esterilizar.

-SOLUCIONES PARA PREPARAR CELULAS COMPETENTES Y TRANSFORMAR.

o

~Amorti dor para
Composicién

Pipcs 10 mM
MnCl; 55 mM
CaCl; 1S mM
KCl 250 mM
pH7.6

Sc preparan tres solucioncs por scparado para cvitar que sc formen precipitados  durante la
esterilizacion, para obtencr 100 ml det amortiguador s¢ mczclan 80 ml solA + 10 ml de solB + 10 ml
solC antes de utilizarlo.
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-Solucion A

PIPES 12 mM

KCi 300 mM

Para 300 ml sc pesan | R134 g de PIPES (Piperazina-N,N-bis(dcido-2~ctanosulfénico) y

11.1825 g de KC! sc disuclven cn agua y sc aforan a 500 ml. sc ajusta cl pH a 6.7 unidades y sc
csteriliza en autoclave.

~Solucién B
MnCl, 0.55 mM
Para preparar 100 mi s pesan 10,8845 g de cloruro de mangancso, ¢ disuclven en agua y se llcva

volumen a 100 mi, sc estenliza en autoclave

~Solucién C
CaCl, 150 mM
Para preparar 100 ml sc pesan y disuclven 2.203 g de clururo de calcio cn agua desionizada, sc lleva

el volumen a 100 ml y sc esteriliza on autoclave

TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES CONGELADAS.

1.- Descongelar las células a temperatura ambiente

2.- Alicuctar 200 ul en tubos eppendorf nucvos y cstériles

3 .- Colocar los tubos en bafio de hiclo

4.- Agregar enx.n-: 1y 5 ul de la solucién de plismido que sc desea transformar
5.

6.~

7.-

R P con la p
I bar d 30 mi cn bl.ho de hiclo.
Introducir los tubos en un bafio de agua a 42 “C durantc 30 scgundos
8.- Regrosar los tubos al basio de hiclo, - no agitar-.
9.« Agregar a cada tubo 800 i de madio SOC.
10.- Transferir el contenido de los tubos a un tubo de vidrio de 13 * 100 mm limpio y esténl.
11.- Incubar con agitacion de 250 r.p.m. durante | hora a 37 °C.
12 - Transferir cl cultivo a un tubo

13.- Ci 1fi 1 .wooon)m enlanucrocannfuga
14.- Doc_mur hasu tener un vol de ap 50 ul.
is.- con la mi i P200.

16.- Plaqucar en cajas de LB rnis los nnubbouooa

CRUZA DE BACTERIAS

A.- Cruzas bipar (para pla ik congcnmu:)
l-lnoculmla.lccpasmmcdnosnoos mas antib (R etli cn medio PY y £ colt en
medio LB)

2.- Incubar a 37 °C si es ccpa de £. coli 0 a 28 °C las ccpas de R edlr.
3.- Verter 1 mi? de solucién salina al 0.85% estéril en un tubo cppendorf cstéril para cada ccpa.
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4.- Resuspender cada copa cn la solucidn contenida en los tubos, guardar células suficientes para las

cajas control.
5 .- Centnfugar durantc ! minuto a 10 0007 p m en la microfuga

6.- Decantar.
7.- Agregar 1 ml de la solucién salina

8 .- Contrifugar durantc | minuto a 10 000 r p.m. en la microcentrifuga
9.- Docantay.

10.- Resuspender on o monor posible, by o quc las copas ostén a la musma
concentracidn

11.- Agregar una cantidad equivalantc de cada copa on un tubo esténl

12 « Mczclar con la micropipcia

13 - Verter la cruza sobre una placa dc madio LB sin anubidticos st sc cruzan dos copas de £ coli o,
en una placa de medio PY sin antibiticos st sc cruzaron una cepa de £ colt y una de R erlt

14 - Espcrar que la cruza picrda agua hasta poder invertir la caja sin que las células caigan
15.- Incubar durantc una noche a 37 °C las cruzas de E. cols y a 28 'C las cruzas de Rhrzobium con

E. colr.
16.- Tomar una asada dc la cruza y sembras por agotamiento ¢n cajas de medio nco mas la mezcla
de anubidticos Ggue sc cspera resista la nucva ¢opa. Sembrar cantidades simulares de las copas con las

que sc hizo la cruza
~ Si sc requuerce 160 sc realizan cucntas por dilucida de cada tipo

de célula—.

la fr de la

B .- Cruzas triparentales
1.- Inocular en medios scmisohidos las copas
d en LH mus el antibiotico de la resistencia

£ colt HB10! con el pla do quc sc p
del plisnudo

£ colr HB10!1 coa el plisnudo colaborador pRK2073 en medio 1.1 mis espectuinonucina

La cepade R erlt que va ser hospedera dod plasnudo

2.- Incubar a 37 °C las cecpas dc E. coli y a 28 °C las copas de R erli

3.- Resuspender las bacterias de cada ccpa on solucion salina al 0 85 24 esténl en tubos eppendorf
4.- Centrifugar durantc | minuto a 10 000 rp m cn la microcentrifuga

5.- Decantar.

6.~ Agregar | mU de solucion salina.
7.- Resuspender la pasulla celular.
8.~ Centrifugar durante 1 munuto 2 10 00Q r.pm. cn la microcentrifuga.
9.- Decantar.

10.- R pender cn un vol de solucion salina que ascgure tener
cada cepa.

11.- Mezclar en un tubo la ccpa de Rhizobium con la copa que tiene el plasmido de intcres.

12 .« Meczclar cn un tubo una cantidad similar de la copa que tiene cf plismido de intercs, la ccpa con
el plasmido colaborador y la cepa de Ritzobium

13.- Centrifugas durante unos segundos a 10 000 r p.m. cn la microcentrifuga

14.- Decantar.

15.-R en cl menor posibl

16.- Verter las cruzas por scparado en cajas con medio PY sin antibroticos
17.- Dejar sccar 1a cruza hasta poder inverur la caja

18.- Incubar a 28 °C durante una noche.

la misma concentracion dc
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19.- Tomar una asada de cada una de las cruzas y cstniar cn cajas de modio PY mas acido nalidixico
yel ibid al cual cf pl. ido que s¢ ficrc Proporciana resistencia
20.- Estniar cn el mismo mcdio que cn 19 - las cepas con la que sc hizo Ia cruza.

21.- Incubar a 28 °C hasta apancidon de colonias ( 3 a § dias)

PREPARACION DE SOLUCIONES DE ANTIBIOTICOS

Los antibidticos se en sol 1000 X para ser adadidos al medio de culivo una vez que
csti frio o tibio.

- Espectinomicina (Sp) 1000 X concentracion final 200ug/ml.
Sc disuclven 200 mg por mililitro de agua desionizada y 3¢ estenhiza por filtracion, se guarda en
alicuctas dc ! mla -20 *C.

- Estreptomicina (Sm) 1000 X concentracion final 200 vg/mi
Se disuclven 200 mg por dc agua d da , s¢ cstenihza por fGiltracion » sc guardan
alicuctas de tml en tubos cppendorf a -20 *C.

- Acido nalidixico (Nal) 1000 X concentraciéa final 20 ug/mlt
Se disuclven 20 mg por mulilitro de una solucion dc NaOH 01 N se esteriliza por fitracion, se
guarda cn alicuotas de 1 ml a -20 °C en tubos eppendorf protegidos de la luz.

- Tetraciclina (Tc) 1000 X concentracion final 10 ug/ml
Se disuclven 10 mg en cada mili de 1, se hacen ali v sc 2-20°Cp
de la luz.




RESULTADOS

i de la mutante LMOI de R etli

1. F ipo de utili ién de glut ay
L da con e! plismido pMGD4$.3.

Con objcto dc descartar una posible reversion del fenotipo de la mutante LMOI dc
Rhtrobium etlt sc inoculé cn modio minimo glutamina de donde fuc seloccionada (10), adomas sc

inoculd en medxo minimo amonio-succinalo y mexdio rico peptona levadura (ver matcrial y métodos)
u ymmcdaocunplcloqucseupcranorsumnlmdos

como 1l de en maedio
en las mi: H dos cepas ( LMOV/pMGDS y
LMOI/pMGD4 3) obwrudax con mlcﬂondad (19) para v:nﬁc.—..r quc loa plasmidos con los que sc
LMOI fuc da con cl banco gcncnca dec
la quc csta clk do en et do pLAFR1, dc entse los pla d quch
este pl.

sc ldc:cnené al plasmido pMGD4 porquc cs cl que mcjor
tiene aproximadamente 18 Kb de matcnal genético inserto y fuc subclonado con la cnzama de
éndose entre las sub. s al plasrmado pMGD4 3 que tiene 5 Kb de anscrto v
de todas las copas fuc verificado en caja mediante tnoculacion

rmncc-on EcoRJ

ala El &
por pahllo en placas de modio de culum scmisolido (ver matenal y métodos) |, las lecturas de
. se con e a la copa sibvestre crz de R ctis,; las

crecimento de todos los
fuentes de carbono y nitrdgeno sc agregaron en una concentracion de 10 mM ( ver matenal y

mctodos). ( tabla 1)

CRECIMIENTO EN CAJA DE LAS CEPAS DE R. erli

ccpa / _medio MM gin MM NIL® suce PY
LMO1 - - -
LMOI/pMGD4 —— -+ -
LMOI/pMGD4.3 e - —
CE3 s s + s

Simbolos: MM = fcdio miniho. gln = Elulamine, mict ~ succinato de adio,
NIL " = clocuro de amino, PY = medio pepiona levadura, - no crece, «—++ muy bien

Tabla 1. Fenotipo cn caja de la cepas LMOJ y LMOI complementadas

En la tabla 1 sc observa quc la mutante LMO) no pucde utilizar a la glutamina como Gnica
fuente de carbono y nitrégeno, y que crece igual que La cepa silvestre cn medio nco y medio minimo

AmMONIO succinalo.
Una vez bado que la LMO1 de R erlt no revirtié su fenotipo gla' | sc hicieron

curvas de cn:cmucnto cn medio liquido para b datos S del cr dc las ccpas,
Pucs son mis Gtiles que ¢! fenotipo en eajas que dclcrrnxn.‘n umcamcnlc si las .,cpas crecen o no cn la
con

mndxclén cvaluada. Sc uulmron medios p
» amoni i respect . la razdén de
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seleccionar costos medios de cultivo es conocer si la mutante pucde unlizar a los aminoacidos
glutamina v glutamato como fuente amcas de carbono y mitrogeno. v como fuentes de nitrogeno., ya
que cstas capacidades se¢ habian encontrado alteradas (10); ¢l media con amonto v succinato es un
control de crecimiente cn medio minmmo  (Frgura 1) En la figura ! sc observa que 1a mutante ticne
afectada la capacidad de utblizar a los anunoiacidos glutamina v glutamato como fuentes Grucas de
carbono ¥ nitrogeno » como fucntes de mitrogeno, contrunto a lo quo se esperaba v a los resultados
obtenidos de la fenotpificacion en caya. la mutante uene reducida Ta capacidad de crecer en medio

minimo amenio succinato
Con objeto de determunar si la reduccion en el crecmmuento de la motante MO de R etir en
medio minmo succinato cs cfecto de 1a fuenie de carbono o reduccion de la capacidad de asimalar

amonio, s¢ realizo una cunva de ceaimiento on medi;o mimmo amomo glucosa. (Frgura 2) En las
2 se obsenva que cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono » amomo

graficas de la figura 2
como fucnte de nutrogeno la mutiantc tene reducida la capacidad de asinular amonio lo nusmo que en
La cuna de creamiento mostrada en la figura 2 fue

medio minimo amonmo-sucanato (figura 1)
seguida por densidad oplica v por canndad de protemna, tas wndencia de ambas curvas son igualcs.,

con base on cste resultado ©f momitoreco de las siguientes curvas se reaslizara unicarnente por densidad

optica

2, Subclonacién del plismido pMGD4.3.

El plasmudo pMGDY © sc subclono del plasnudo pNGDY con 1a enzima de restriccién EcoRI
(10) ¥ comparten dos fragmentos de restriccion para esta enzuna (Figura 3) uno de 2 Kb v otro de 3
Kb de peso; ya que los plasmudos pMGD3 v pMGD4 3 estan clonados en cf vehiculo pLAFR1 con la
enzuna de restnccion EcoR1 se puede subclonar en el musmo wchiculo al pMGD4.3 cortando con
EcoRI para obtener dos plismidos independicntes con ¢ada una de las bandas de restriceién buscando
de esta forma reducir ¢l matenal clonado a la mumuma expresion que complemente ol fenoupo de la
mutante LNMOL de Riuzodbrum et

Patron de restriccion EcoRI de los plasmidos
pMGD4 y pMGD4.3

. 1 2 3

RIS .

INb—e

Fig 3. 1: marcador dc peso molecular, 2: plasmido pMGDJ, 3: plismido pMGD+4.3 (subclona de

PMGD4.3).
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La tédcnica utilizada para subcl al plismido pMGD3.3 on
parciales del mismo; las digestiones parciales pi_nmk:n tener en la mezela de reacaion plasmmdas a los
quec sc realizaron solo dos cortes cop la rostrictasa, si estos cortes chminan solo uno de los
fragmentos de restrniceion del anscrwo, al rehigar al plismido con una ligasa de DNA solo tendran una
banda que es lo que 3¢ buscx. Para cncontrar la digesudn parcial adecuada s¢ incubd una cantidad
constante dc DNA de plismido vanando la cantidad de enzima de rostnecion EcoRl Sc uulizaron 15
ul de DNA de una I da dc pla pMGD4 3 agregando 15, 25, 5, 10 v 20
unidades de la enzima de restriccion EcoRI, se incubo la mezcla durante 60 minutos a 37 °C (ver
o de

material y métodos), sc¢ hizd clectroforesis de las ar un
(dato no mostrado). Las mucstras sc igaron a 16 °C durante 4 boras ( matenal y métodos)

Con ¢l DNA hsado sc tr £ células de la ccpa de £ coli HB1OT
Etodos ) d llas que crocic en LB Tc. sc les extrajo DNA de
i de lay Lucgo

(ver matcrial y

plismido, sc diginé con la enzima de restrccion EcoRl y se hizo
de analizar a las BO colonias rosultantes de todas las vansformaciones se¢ hizo una grifica que sc
muestra en la figura 4, con esta grifica sc pude cncontrar la cantidad noccsarix de enzama de

restriceidn para que las tendencias de perder toxdo el mscrto o conservarslo sean iguales gmﬁcanlo los
cada Sc

po:ea'xujcs de plismido con dos o ningun fragmento de restriccaon dos en

di i parcial de {5 ul de la nmusma muecstra de DNA de plismido con 3.5
unidades de la cnzima EcoRlJ en las condizioncs dmcm.u el DNA sc o en las nusmas condicioncs
que las otras d. les ¥ de las sc analizaron 18, una de cllas tiene
fragmento de 3Kb y tres ticnen e fmgw:mo de 2 Kb. Las subclonas se¢ nombraron pMGDS 3 3K la
Quc tene el fragmento pequenio y pMGD4.3 2K 1a Que tiene of fragmento de 2Kb ( Figura 5)

Porcentaje de pérdida o mantenimicnto de los dos
fragmentos de restriccion EcoRl en el plasmido pMGD4.3
a di; parcial y reli;

Figura 4. Scric I: porcentaje de plasmidas con los dos fragmentos de restriccion, Serie 2: porcentaje
de plasmidos sin inscrio



33

Patrén de restriccién con EcoRI de las
Ias subclonas del plasmido pMOD4.3

1 2 3 4

3Kb—»
IKb—

plasmido pMGD4.3.3K

2- plasmido pMGD3 3, 3
GD4 3

Figura S. 1. marcador dec pcso melecular, 2
subclonado del pMGD4 3, 4: plasmido pMGD+.3.2K subclonado del pM

3. Conjugacién de lus subclonas del pliismido pMGD4.3 en Ia mutante LNMOL.

Para conocer 51 los plasmidos pMGD4 3 2K v pMGD4 3 3K complementan Ja mutacion se
tntrodujeron por conjugacion en la mutante LMOL de R erli, la conjugacion sc hizo mediante cruza
toparental (ver matenal v mdétodos), ¢n ¢sta crura sc utilizaron las cepas LMOU de R erlr,
HBIOI'pRK2073 dec £ coli v HBIOI'PMGDY 22K & HBIOI'pMGD4 .3 3K de £ colt
respectivamente. Las bactenas se selecionaron por su resistencia a los anubioticos acido nalidixico v
tetraciclina con objcto de tener a las bactenas de R erli (resistencia a Nal) con el plasmude
(resistencia a Te). Una vex obtenidas las cepas LMOI/pMGDS 3 2K v LMOLPpMGDA.5 3K se
hucieron curnvas de crecurnuento cn los medios antes descritos (figura 6) En la figura 6. sc puede
observar que Jos plasmidos pMGDE 3 2K v pMGD4 3 3K no complementan a la mutantc LMOL de
R erlr. hecho indicatvo de la tencia de un sito de restnccion para la enzima EcoRI que
interTumpe ¢l Jocus gue la complementa. Con este dato sabemos que para reducir el maternial genético
de! plasmido pMGDJ 3 v asi obtencr un plasmudo que complemente ¢! fenotipo de 1a mutante LMO1L
de R eth, debemos cortar los dos extremos del anscrto, deaidimos no reahzar ¢sa subclonacion
porque tenicndo un sibo de restniccion conocido en el gen de interes se puede sccuenciar hacia ambos
lados del inserto ¥ porque seria anteresante ¢n caso de secuenciar el inscrto del plasmido pMGDJ
conocer la secuencia involucrada v las que la tflanquean inmediatamente

4. Mutagénesis del inserto del plasmido pMGD4

Para mutagenizar ¢l locus gue complementa a fa mutanie LMOL de R eth se plantearon dos

estrategias
* La pamera de clas constste en mscrtar “r7 vivo ™ un transposon ¢n la sncia que compl a
12 mutante que esta en los fragmentos de restncaon EcoR! que comparten los plasmidos pMGDJ v
PMGD4 3, éste método ticne las ventajas de dar un producto mutagenizado facilmente scleccionable
gracias a la resistencia a antibiducos de los transposoncs, pucde locahizarse on ¢l patron de
restriceion del plismido con una cnzima de restriccion adecuada v pueden obtenerse un alto numero
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“in vivo” la: dificultades las son

cstrategia p
har cf hecho de que of Zocus que complomenta a la
= an vitro™

de inserciones en lugares d Al ser un g
mas faciles de oblencrse con respecto a la
* La estrategia n apr
mutante LLAMO1 de R erlt bene un sitio de restnccion 2coR! para insertar un “inferposon”
un iIntcrPposdn cs un fragmento de DN A que da resistenca a un anubidaco v que esta flangueado por
interruptores de la transcrpeion, oste metodo conserva Lis ventajas de bos transposones pucs al igual
que aquclios cs scloccionable v localizable, pero a diferencia de los transposoncs una vez nsertado
no pucde b de sihio ( ¢}, fo que hace la mutacion mas cstable

4.1 Mutagénesis del locus con transposdn
C ef peso molecular det b TnS que va a utitizarse cn la wesis det

locus que compleamcenta a la mutantc es SKb, decidimos mutagenizar solo ¢l mnserto del plasmido
PMGD4 que tuenc aprox 18 Kb de minserto. ya que o praducto de la mutageéncsis necesita tener
matcral suficiente para bomologarse en una recombinacian con la copa silvestre S stulizaramos cl
plasmido pMGD4 3 scria mas probable obtencr 1a insercion en ¢l sitio correcto por el tamaio del
tnhacrto, pero con solo 5 Kb de nmateral homologable v § Kb del transposon, la recombinacion seria
macnos probablc

En la mutagéncus del tnserto del plismido pMGD4 sc ulihizé e transposon TnS que osta en
el genoma de la cepa de Fscherichia colt MT614 Se transformo a la cepa MT6aL4 con of plasmido
PMGDY (ver material y métodos) o a las col que crecicran en mwdio LB con
tetraciclina, se tomo una colorma ¥y sc¢ venfico que hospedara al plismado extrayendo DNA de
plasmido y obscenandolo en un gel de agarosa (dato no mostrado) Con objcto de conocer si1 la

acion del antub a] quec da resistencia :l transposon afecta la frecuencia de transposicion
nomal e el doble concentracion de kanamicina

del Tns alos pla o la
en los culuvos de la cepa M'rma/pMGD4
Para poder scl a los pla o5 que tengan insertado al trasposon Tns se ubhzé un
método de  seleccion (l7) q’uc uuhr.-n un cambio dc célula  hosp dora d¢ fos pl 3
zados, v por ducos sc pucde aistar a los de intsres La técnica consiste cn
a los ps 3 = por cruza tnparcntal (ver matenal y mdtodos) entre las

cepas de £ cols MT614/pMGDS, C2110 y HBIOL/pRK2073
crecicran en medio LB con la mezcla de anubioticos acido malidivico (Nal),
kanarcina (kxn). para scleccionar a las bactenas de 1a cepa C2110 (resistencia a Nal) que tengan
como hué: L ido pMGD3 ( a Te) mutagenizado con un transposon (resistencia a
Km). En |a.l cruzas cn las que sc usaron bactcrias MT614/pMGD3 creaidas en 60 ug/ml de

kanamicina, se obtuvicron mis clonas Nal, Km, Tc resistentes

Se scleccione a las colomias que
tetracichina (Te) »

A la totalidad de las colonias resistentes a Nal, Tc y Km obtcrudas sc les extrayjo ¢l DNA de
plismido porgue aunquc ya podian carmcicrizarse las inserciones del transposon en los plaismidos que
las infectan, se pn.ﬁno trabajar con [a cocpa HBI0I1 ¢en Jugar dc la C2110 pucs de la primera rosulta
mas fiicil ob do limpio; las células Nal, Km, Tc resistentes se tnocularon en un medho LB
con 1a mezcla de :umb-oncos a una densidad alta para minumizar <! nesgo de seleccion clonal, a las 6
horas sc extrajo ¢l DNA; El DNA obtcrudo sc uso para formar cclulas competentes de £ colt
cepa HB10T . (material y métodos)

Las células resistentes a Te y Km obtenidas de fas transformacion descnta se crecicron €n
medio liguido y se fes extrajo DNA de plasmido, se digino el DNA con la cnzima de restriceion
EcoRl y sc hicicron geles buscando patroncs de festricaion en los quc alguna de las bandas que

comparicn los plasmidos pMGD4 y pMGDJ 3 (bandas de 2 v 3 Kb respectivamente) aumentaran de
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peso SKb. el trasposon Tni no tiene sino de restniccion para la enanm EcoRlL por 1o que cualquicr
fragmento dc restriceion obtemdo al cortar con dicha enzima, y que tenga mserto al ransposon

aumentara de peso en un factor que representa el peso del trasposon

Lucgo de analizar los patroncs de restriccion con i cnzima EcoR1T de 307 plasmudos Te
Km resistenics po s encontro alguno cuso patron de restriccion andicara Iy ansercion en los
2 0 3 Kb Solo sc encontraron plasnudos gue prerden la bands de
s¢ mucstra ol numecro de colonmtas analizadas v

fragmentos de restnecion EcoRI de
aprox 8 ¥ aprox 1.8 hilobases de DNA En Ja Tabla

5
cl sitio de¢ inscreion del transposon, muentras que en la figura 7 s¢ mucstran los patroncs de

restniccion representativos de cada situacion

INSERCIONES DE Ta £ EN EL PLASMIDO pMGD4

[# DE COLONIAS )

rSlTl() DFE INSERCION
En cl vchiculo 287
En la banda de 8 Kb 5
Enlabandade | S Kb 3

0

En otras bandas
Arncfactos

Tabla 2. Localizacion de Ias inserciones del TnS en los plasmidos caractenizados por patron de

restriccion EcoRI

Patrones de restriccién EcoRI de Jos plasmidos con
el TnS$ insertado.

2 3

Figura 7. 1: Marcador de peso molecular, 20 plasmido pMGD4, 3: plasmido pMGD-:Tn5 # 35 con

insercidn en la banda de aprox. 1 7 Kb, 4 plisnudo pMGD4:-Tn$ # 1943 con inscrcion ¢n la banda
de aprox 8 Kb.

Con objeto de comprobar que las inserciones cncontradas no mutagenizan ¢l Jocus que

I ala LMO! de R e, seintrodujeron cn la mutante por conjugacion plasmidos




©s de las del tr poson que sc detectaron cn lus fmgmcnlos de rcsmu:lon
dcl nscrto ¥ otros que sc inscrtaron en ¢l vchiculo, todos los pl <o a

la mutante ¥ le conficren resistencia a Te vy Km

4. 2 Mutagénesis “in vitro™ del plasmido pMGD4.3
P fo ¢on cf tea

Luego d¢ no lograr et
interposdn. El interposdn con ¢l que sc trabajd es el fragmento omoega de resistencia al antibiGtico

espectinomicina (Sp), tiene 2 Kb de peso molecular ¥y esta flanqueado por ternmunadores de In
transcnpeion (49 ), sc uuhzaron para esta técnica los dos plasnudos (p\'G()J ¥ pMGD4 3), o
pMGD4 vene la ventyya de que por su tamado facilitara una o, sin embarge la
probabilidad de quc cl interposon sc inroduzca en <! sito adecuado es menor qQue en ol plasmuedo
pMGD4 3 pucs a difcrencia de aqucel que bene 3 siios de restriccion EcoRl el pMGD3 tiene 7 sitios
de corte

Para La mutagéncsis se punfico DNA dcl fragmento omcega a parur del plasmudo pMW 57
para ello se diginé totalmente al plasnudo con la enzima de restncaion EcoRI v después se separason
los fragmentos de restriccion por clectrofores:s on gel de agarosa al 1%% del cual se extrajo cl inscrio
por centnfugacién de la banda de agasosa que tiene al fragmento omega (handa de 2Kb) (ver matcrial
y métodas ) Por scparado sc proparason digestuones parciales de los plismudos pMGD4 v pMGD3 3
buscando quc la digestion tuviera solo un corte, osto s¢ pucde observar cn los geles cuando cs
claramente visible una banda amba de la correspondiente al vehiculo v las bandas del inserto se
aprecian igeramcentc

Las digestiones parciales de los plaismidos pMGD4 v pAMGD4 3 se transformarun en células
competentes de la copa HBI01 (matcnal y mdétados), aquellas que conservaban su capacidad de
transformar sc digerian hasta que la perdicran, pero sin que se obxervaran claramente los fiagmentos
de restnceson lucgo de la electroforesis en goles de agarosa

Para obtenier a los plismidos que tuvieran inscrto al intcrposon sc hizo una mezcla del DNA
del inscrto y dal plasmido para ligarlo cua la enzima DNA bgasa de T4, la meczcla de reaccion se
hacia calculando las proporciones de DNA, La que dio mcjor resultado fue mezelar cl doble de DNA
del inserto con respocto al plasmido La reaccion sc incubé a 16 °C durantc 4 horas (ver matenal y
métados) Los plasmidos ligados sc transformaron en celulas competentes de la copa HB101 de £
coli (makenal ¥ métodos), las colomas se scloccionaron en LB con cspectinommucina v tetracichina
(resistenca del interposéo y de! vehiculo respoctuvamente) De esas colonias sc extryjo v digino ¢l
DNA dc phsrrudo para comparar su patron de restniccion con el del plismudo sin mutageruzar, s

on cuyo patroa de restniccion s agual al del plasnudo mas la banda

d ﬂl’-v omega

6n sc inicié la mutagéncsis con cl

Los phsrmdos PMGD3:Q y pMGD1 3. £2 sc introdujcron por conjugacion en la mutante LMO!
un cruza trip ! {material y mctodos), Jucgo de su seloccion y aislanmucento del madio PY

Nal, Tc. Sp. que sclecciona bacterias de R erlt con el plasmudo y el fragmento omega, S¢ buseo su
fenotipo de unlizacion de glutamina en caja, todos los plismidos pMGDE 2 complementaban a ia
mu!.'mh: por lo que 1a inscrcion cstaba en un sitso distinto al que interrumpe o Jocws responsable de la
. Dc los plasnidos pMGD4.3 02 que estan en la mutante LMO1 de & es/s algunos

mplahaﬂ.‘xn mientras otos no complementan a la mutante, sc hizo digestion tota! de estos

plismidos con la ecnzima BamHI y sc cncomro que los plasmudos que no complementan ticnen un
donos tener no solo la caractenracion por fenotipa

patrén distnto a los que P
sino por patron de restriccion Sdcc-om a uno de los plasmudos que no complamentan y que tene ¢f
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MISMO patron que otros que impoco lo hacen v s¢ denonuno pNGDS 3 £2-14 Los patrones de
restnccion se mucstran on las figuras ¥ v 9, en cstas figueas ostan los patrones de restriccion del
pl.nnndo p\lGDJ 3. dct plasmudo pMW 157 gque os fuente de! fragmento omega, de uno de los
ados que co ! a a la murante (pMGDY 3-02-112) v del plasnmudo que yva

3214, ¢n la figura 8 sc obsena que los plasmudo tienen va

no complementa a fa mutante pMGD-
<l fragmenro omega, muentras que en la figura 9 se pucde observar el parron distinto af cortar con

BamH! de un plasmido que complementa y del que no complementa la mutacicn

Patrones de restriccion EcoRI de los plasmidos
pMGD43::QQ

1 2 3 4 5

Figura 8. I: marcador de¢ peso molecular, 2; pMWIS7, 3. pMGD4.3-02 14, 4. pMGDS. 302112,

5: pMGD$.3.

Patrones de restriccion Bamll de los
plasmidos pMGD4 3:0Q

1 2 3 4

Figura 9. I:marcador de peso molecular, 2: pMW 57, 3: pMGD+$ 3-Q —14. 3: pMGD4$.3-Q—112,
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Sc hicicron curvas dc crccimicnto de las cepas con los plismidos muugcmndos para
on lodo- fos madnou scleccionados, cn la ﬁgurl 10 sc puedc lprecur que

1a o ya no s dc la dicién moedio
quewdncaque:cmulucmzbclloaqu ) ala LMO! dc R uhmsu
y gl como fi Gnicas de carbono y

O yoano’ d:"‘ domas de la posibitidad de la i ia dc otro gene
t docnla L idn de la en la 4 medio i .




CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA MUTANTE LMOL DE R. etli COMPLEMENTADA

CRECIMIERTO D. O. 540 nm.
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Figura 1. simbolos: gln; glutoming, gly; glutamato, suce; succinato



DENSIDAD OPTICA 640 nm

CURVAS DE CRECIMIENTO
amonio

Medio Minimo glucosa

Figura 2
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CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA MUTANTE LMO1 DE R. eili COMPLEMENTADA

CON LAS DOS SUBCLONAS DEL PLASMIDO pMGD4.3
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Figura 6



CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA MUTANTE LMO1 COMPLEMENTADA CON
EL PLASMIDO pMGD 4.3 MUTAGENIZADO
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Figura 10
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DISCUSION

Por cuanto respocta a la mutacion del Jocus con ¢l transposon es claro que cf transposon Tns
ticne preferencia a insertarse on ol vector del plismudo pMGD4, puesto que si consideramos
unicamente ¢l tamafio del vector ¥ del inscrto para calcular la probabilidad de inscercion del clemento
en la secucencia del inserto, llcgaramos a que cerca del 40 de los tansposoncs inscrtados debicran
estar en ¢l material gendético de R «e#ft que lieva ef plasmido porque pcu 18 Kb coatra 24 Kb del
wehiculo. coa cste mismo razonanuento ofa probable que cerca de un 10 %46 de los plasimuidox K, Tc
resistentes tuvicran al en los fr de restnceion de interds; cabe apuntar que
utilizarmnos ¢l trasposon Th S porque se conudera un ransposon que sc 1ascrta sin la necesidad de la

de una pecifica (17, ©1) Para comprobar s el transposon encontre un sitio de
insercion ‘tahente’; es decir, 3i o tnsertd en pLYOF proparcion en un solo s1tio, sc necesitaria digenr
unz mezcla de plasmudos con una enzima que corte al transposon coma FhndIll, vy separar la
digestion  meadiante clectroforeses, i hay bandas mucho nm intenaas que otras, hay sito de
predileccidn; sin cmbargo no fue oby de estc by lo

Lucgo de trabajar con Jos plasnudos pAMGD4 y pMGDS 3 paru insertar en cllos ¢l fragmento
solo obtuvimos el plasmido mutagemzado denvado del

omega de a esg

PMGD 3; ademas de que cra mas probable obtener ka insercion on este plasmido porque ticne solo 3
gitios de coric, los pl.\smldos poquedos funcionan metor cn las transformaciones, cfecto quc sc
observé clar ob células transformadas de uno v ouo plisnudo con cantidades
equivalente o ain supceriorcs dcl pMGD4.

Ia utiizacion de glutamato vy glutanuna como

El plismido ob do ya po
fucntes inicas de mutrégeno ) carbono, y como fuentes de nitrogeno de la mutante LAMOL de R eds,
sin embargo p dola en la condicion medio minmimo-succinato, lo que imphca la
bilidad de que la I on del fenotipo de la mutante LMO! de R erlr sca debida a los
ptnduclas de mas de un gen, pucs ol plasmudo pMGD3 3 lucgo dec una mutigencsis continga
wmplancnu.nda una parte de! fenotipo; ésta situacion puede ser detida a que para complemeniar la
en la d medio de lap a dc los productos dc
genes de ambos fragmentos de restricaién del pl.ismndo pPMGDS 3 3y por clfo no complementan por
do pero si do cstin p ambos, para quec ésta posibilidad sc presente tendna que
:usur un promnotor cn ¢f fmgmcnlo que sc transcnibe despuds del fragmento omega o bien que los
e de la t 5a del fi omcga no scan utiles en R ersr El plismido
mutagenizado pucde scr unlizado on una cventual recombiunacion con un genoma silvestre de la
bacteria; para esta secombinacion el plismido cuenta con 2 ¥ 3 Kb de matenal bomologable a cada

1ado del inserto, que bien podria resultar en una eficiente recombunacion

de Jos extremos del fragmento omcega para

El pla & izado pucde
obtener la ;ecucncm dcl Jocus que complancnu a la mutante LMOL de R orls, hacerlo de esta forma
tienc la ja sobre <t sin de que se¢ pucden usar tniciadores de la
‘pramer’ mas grandes y por lo tanto especificos que en ¢l caso de solo un sitio para

transcripcion
EcoRJ, por otsro partc no scria nocesana la cloaaciéon cn otro vector del anscrto del plasmido
PMGD4.3 que scria necesaria para climinar los sitios de restnicaion EcoRI del extromo del anserto,

pucs dgjarlos dificultaria iniciar la sccucnciacidn en ¢f sitio correcto
Es probablec que ¢! plasmido pMGDJ 3 tenga en su RSO una secuenaid que codifique para

un fador © reguladores del de Rhuzobium eth, pucs complementa ua fenotipo

plciotrépico (por mutacion umca o muiluple) que involucra funciones de vida libre v de simbiosis de
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Ia bacteria, dc las que h:uu ahora no sc conocc una regulacion unificadora; este uzonanm:nxo ycl
i

hec.ho dc quc <l pl una de las nos
a b do otras 3 oonl:u que 3¢ 4, bel al pla id
PMGD4.3 um ez que que los fr de restnccion con EcoRl no complementan
por l (rcp ia una gran ventaja quc solo un fragmento complancntara la
i ¥ como cvitar B de DNA), pucs
tratindose dc una probabic r . 1 la wnfor G id d. tener
abiertos de lectura para otras funcioncs quc sc regulen al mismo tiempo como utihizacion de

amipodcidos ¢ inicio de la b varios quc la acuvacwoa cn diversas
circunstancias o scr partc de un operdn que mvoluc:: la utlizacion de sustratos como fucntes de
carbono y cnergia (no utiliza glutamina ni glutamato como fucnte de los dos clamcntos)

La mutantc LMOI dcbcri segunrsc mud.unndo pucs podria detcrmunar la impornancia del

bol de los en la vida libre y en la simbiosis de 1a bactena
con la plantas dc.l frijol. el phsnudo producxdo sin duda es dc utilidad para tales propdsitos pucs
aclarara la de la 3¢ una pucva mutante a partir de él; las posibilidades

que s¢ prescntan ©n un futuro son varas, entre otras:
Quc una vez que s obtenga la mutantc sca igual a la LMOJ, situaciéon que por sencilla seria descable
para quicn realice tal trabajo. Con dicha situacién sc estaria ante 1a prosenaia de la mutacion de un
clemento muy unportante para I.- bacteria

Qu:hmuunu:sawlow 1gual, en la que sc habria de explicar porquc sc

p con cl ck
La i de la yla de la de la fi 6n invol da o
de una de fi 6n & ida en los b de infor 60 hasta la acl on

o
fisiolégica del problema.
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CONCLUSIONES
Se logrd subclonar al plismido pMGD4 .3, sin embargo de las subcl P
1a mini presion de i ibn que ala LMO! de Rhuzob eth.

El locut que complementa a la mutante LMO1 dc R. etls tienc un sitio de restriccion para la
enzima EcoRI que pucde ser uti do para su

Se mutagonizo el locu.v quc oa'nplaﬂa\h a la mutante LM(H dc R erh produm&-dosc un

plismido que ya no Ia cnla i6n dc los y como
ﬁm“mdemymubgm)mfumu:dc gCcnO, pero si la P cn la
dicién medio este pli pucde scr do cn la on de dicha

mutante,
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