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RESUMEN

La regién del DNA responsable de la replicacién esta formada por un sitio en el que da
comienzo la sintesis del DNA, conocido como origen de replicacién (ori), y por los elementos que
controlan el inicio de la replicacién, la particién y el nimero de copias del replicén. Esta regién es
indispensable para el replicon y ha sido cstudiada cn cromosomas y pldsmidos pertenecientes a
diversos géneros bacterianos sin embargo, para el caso del género Rhizobium, solo 5 regiones
replicadoras han sido identificadas y ninguna corresponde a plidsmidos simbiGticos (pSim). Dada
1a importancia que tiene la region replicadora del DNA para el mantenimiento del replicén en la
poblacién celular, el presente trabajo se desarroll6 con la finalidad de aislar y caracterizar la regién
replicadora con el ori del pSim de la cepa CFN42 de Rhizobium erli.

Para lograr este objetivo, se clon6 la menor secuencia de replicacion auténoma del pSim.
La clona obtenida (pH3) mide 5.6 kb y contiene todos los elementos necesarios para la replicacion,
el control del niimero de copias, la incompatibilidad y algunos de los elementos relacionados con la
estabilidad del plasmido simbiético.

La caracterizacién de las funciones de replicacién de pH3 demostré que el nimero de
copias es de 1 a 2, similar al del pSim y que la estabilidad de pH3 e¢s muy alta, enconurdndose un
porcentaje de pérdida por generacién menor al 0.01 %.

El andlisis de la secuencia de pH3 mostré la presencia de 3 marcos de lectura abierta que
codifican para 3 proteinas relacionadas con la replicacién, Hamadas RepA, B y C, presentando una
alta identidad (mayor al 70 %) con las proteinas Rep de Agrobacterium rhizogenes.
Adicionalmente, en una zona no codificante que es rica en AT, localizada rfo abajo del cxtremo 3’
de repC, sec encontré una secuencia 89 % idéntica al consenso del oriT del plismido pTiC58 de

Agrobacrerium tumefaciens. Esta sccuencia estd rodeada por 6 sccuencias GATC y por 8 directas
repetidas ricas en GC. La presencia de estos elementos sciialan que cn esta zona puede encontrarse

el ori del pSim, aunque aiin no contamos con evidencia funcional que lo demuestre.

El anilisis evolutivo de las protefnas Rep de Rhizobiaceas relacionan a Rep A, B y C del
rhizogenes, Rhizobium

pSim de CFN42 con las mismas proteinas de Agrobacreriiem
legueminosarum y con Agrobacrerium rumefaciens. Por otra parte, ensayos tipo Southern Blot

muestran que en los plismidos simbi6ticos de todas las cepas de Rhizobium erli examinadas,
existen secuencias similarcs a la regidén replicadora del pSim de CFN42, y que en la cepas
pertenecicntes a otras cspecies de Rhizobium, solo se encontro sefial positiva en un pldsmido
criptico de Rhizobium tropici, cepa CFN299,

Finalmente, la informacién generada describe por primera vez el aislamiento y la
caracterizacién molecular de la minima regién de replicacién auténoma de un pliasmido simbiético



INTRODUCCION

La divisién celular es uno de los eventos mds importantes en la vida de los organismos,
debido a que asegura la transmisién, de una generacién a otra, de la informacién genética. En
condiciones 6ptimas, dos terceras partes del ciclo de vida de cualquier microorganismo estdin
relacionadas con la divisién celular y tal funcién, solo se Ileva a cabo si el DNA se ha replicado
(Alberts, B_, et al., 1989).

El proceso mediante el cual una molécula de DNA se duplica en dos moléculas con la
misma cantidad y calidad de informacién que la original se define como replicacién del DNA
(Lehninger, A. L., 1978). A su ves, cualquier molécula capaz de replicarse de manera auténoma
constituye un replicén (Lewin, B., 1994),

La replicacién genética presenta varias caracteristicas, entre las principales tenemos: a)
control de la frecuencia de inicio de la replicacién; b) fidelidad en el proceso de copia; ¢) capacidad
de corregir errores; d) coordinacién de la replicacién con la divisién celular; €) mecanismos que
aseguren su segregacién a células independientes; ) control del niimero de copias dcl replicén, etc
(Watson, J. D., et al., 1987). Para cumplir con estas condiciones, una serie de enzimas han
evolucionado trabajando en conjunto desapareando, replicando y corrigiendo posibles errores.
Estos eventos comienzan en un sitio particular del DNA, llamado origen de replicacién (ori)
(Mathews, Ch. K. y van Holde, K. E., 1990).

Un ori es una secuencia indispensable para el replicén pues sin €1, no hay posibilidad de
perpetuar la informacién contenida en éste. Se ha observado que alrededor del ori se agrupan los
elementos que controlan la frecuencia de inicio de la replicacién, el nimero de copias del replicén,
y en ocasiones los elementos responsables de la particién, formando una regién encargada de la
replicacién del DNA (Willetts, N., 1985).

El ori jucga un papel central durante la replicacién del DNA. Diversos estudios llevados a
cabo con enterobacterias sefialan que para este grupo de organismos, existen tres tipos de ori que
difieren en el nimero y disposicién de elementos estructurales. Tal clasificacién agrupa a los ori’s
conocidos como tipo oriC de Escherichia coli, oriC de Pseudomonas aeruginosa y oriC de
Bacillus subrilis (Cleary, J. M., et al., 1982; Yoshikawa, H.y Ogasawara, N., 1991).

Por otra parte, debe destacarse que existe gran cantidad de informacion relacionada con la
estructura y funcién de ori’s enterobacterianos, micntras que otros tipos de ori son poco
conocidos. Dada esta limitante, la mayoria de la informacién que aqui se presenta esta referida a
enterobacterias. Una breve descripcién de los conocimientos actuales se presenta a continuacién.



ORIGEN DE REPLICACION

Como se mencioné con anterioridad. la replicacién comienza en una secuencia muy
especifica del replicén conocida como origen de replicacién (ori). Se sabe que para el caso de
bacterias, el miimero de ori’s quc pueden coexistir en una misma molécula de DNA varfa de 1 a 3;
sin embargo, uno de cllos se usa preferencialmente (Inuzuka, N., Inuzuka, M. y Helinski. D. R.,
1980; Perlman, D. y Rownd, R. H., 1976). Mutaciones en los ori’s de diferentes pldasmidos
impiden su replicacién (Linder. P. G., Churchwaed, G. y Caro, L., 1983), y es aceptado que el
control del inicio de los eventos de replicacién se localiza en este sitio, a nivel de la interaccién
entre el ori y las proteinas de inicio de la replicacién (Kiies, U. y Stahl, U., 1989). Por otra parte,
el modo de reproduccién del replic6n depende de la naturaleza de las interacciones que ocurren en
el ori durante el inicio de la replicacién (Lewin, B., 1994).

Un ori es una regién formada por zonas de secuencia constante y separadas por segmentos
de tamaiio definido en el que el 6rden de los nucleétidos es variable. Las regiones de secuencia
constante son sitios de unién a protefnas (Fuller, R. S_, Funell, B. E. y Kornberg, A., 1984).

Hasta el afio de 19935, las secuencias reportadas en el GenBank relacionadas con un ori
bacteriano sumaban 78. El anilisis de las secuencias relacionadas con ori’s cromosomales
demostré que estas regiones comparten las siguientes caracteristicas: a) zonas ricas en Adenina (A)
y Timina (T) dec entre 12 y 16 nucleétidos de largo, las cuales contribuyen a la replicacién
sirviendo como ¢l lugar en donde se desestabiliza la doble cadena de DNA (Singer, M. y Berg, P.,
1991); b) secuencias de unién a las proteinas de inicio de la replicacién, las cuales tienen un tamaiio
gue varfa entre 7 y 13 nucleétidos de largo y sirven de blanco a proteinas que desestabilizan la
doble cadena de DNA lo que facilita su desdoblamiento (McEachern, M. J. Filutowicz, M. y
Helinski, D. R.. 1985); y ¢) secuencias de regulacién del inicio de la replicacion, que miden de 16
a 22 nucledétidos y tambien son ricas en A y T (Bramhill, D. y Kornberg, A., 1988).

Adicionalmente, muchos ori’s poseen varias secucencias GATC que son ¢l blanco para la
accién de la enzima Dam, encargada de la metilacién del DNA (Hiraga, S.. 1993). En cste tipo de
oris’s, la metilacién de las secuencias GATC contribuye al control del inicio de la replicacién
(Campbell, J. L. y Kleckner, N., 1990).

La organizacién estructural de los ori conocidos sigue un patrén similar al que presenta el
oriC de Escherichia coli. Este locus mide 245 pb y presenta los siguientes elementos: a) cuatro
secuencias repetidas directas e invertidas (R1-R4) ricas en A y T de 9 nucleétidos de largo
(nondmeros), cuyo consenso cs: TTAT(C/A)YCA(C/A)A; b) wres secuencias repetidas directas de 13
nucledétidos de largo (tridecdimeros, posicionalmente identificadas como L, M,y R), ricasen Ay T
cuyo consenso es: GATCTnTTnatTt; y ¢) once secuencias GATC (Smith, D. W., et al., 1991).
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El oriC estd localizado en el minuto 83.5 del cromosoma de Escherichia coli y se
encuentra delimitado por el tridecdmero L y por el nondmero R4. Su organizacién (Figura 1)
presenta a los tres tridecdmeros situados en tandem en el extremo 5° del oriC. El tridecdimero L
esta separado del tridecimero M por 3 nuclcétidos y éste a su vez del tridecdmero R por 2
nucledtidos. Siguiendo al tridecdmero R, y separado por 12 nucledétidos se encuentra el nondmero
R1. A 96 residuos de R1 se encuentra R2. Después de R2, a 26 nucleétidos esta R3 y finalmente,
a 30 nucleé6tidos de R3, en el extremo 3’ del oriC estd R4 (Kornberg, A. y Baker, T. A., 1992).

El inicio de la replicacién en el oriC in vitro (Figura 2), comicnza con la interaccién de los
nondmeros con varias protefnas DnaA (de 20 a 40 moléculas), mismas que interaccionan de manera
cooperativa formando un complejo que constituye ¢l elemento central alrededor del cual el DNA se
enrolla (Marczynski. G. T. y Shapiro, L., 1993).

La interaccién de DnaA con los nonidmeros provoca cl desdoblamiento de la doble cadena a
nivel de los tridecdmeros (con los que también interactia DnaA) (Figura 2, Num.l1).
Simultdneamente, la proteina DnaB interacciona con DnaC formando un complejo (Figura 2,
Num.2), que desplaza a DnaA de los tridecdmeros para comenzar a desdoblar al DNA. A
continuacién, DnaB activa a DnaG para que comience con la sfntesis del RNA primero necesario
para la fase de elongacién de la nueva cadena de DNA (Figura 2, Num. 3) (Baker, T. A. y
Wickner, S. H., 1992).

. - En adicién a las protefnas mencionadas, la generacién de DNA de cadena sencilla es el
blanco para la unién de las proteinas SSB, HU e IHF que impiden tanto la renaturalizacién como el
daiio a la cadena (Figura 2, Num. 3) (Marians, K. J., 1992).

Por otra parte, ademads de controlar la frecuencia de inicio de la replicacién, muchos ori’s
participan en las funciones de segregacién de las cadenas hijas que se encuentran ancladas a la
membrana celular (Firshein, W. y Gelman, 1., 1981; Kusano, T., ct al., 1984). Este anclaje
provee de un sitio para localizar la sintesis de DNA y un eventual mecanismo para segregar a las
moléculas replicadas, mediante la extensién de la membrana celular (Koch, A. L., et al., 1981).

Se sabe que para ¢l caso del cromosoma de Srreprococcus pneumoniae y el de Bacillus
subrilis, el sitio de anclaje a la membrana se localiza dentro del ori de estos replicones (Firshein,
W., 1972; Laffan, J. y Firshein, W_, 1988). Por lo que respecta a Escherichia coli, se cuenta con
evidencia que sefiala a dos proteinas de membrana, una de 60 kDa (Jacq, A., et al., 1983) y otra de
10 kDa (Jacq. A., et al.. 1989) como candidatas para regular la segregacién del cromosoma ya que
se tinen especificamente al oriC. Adicionalmente, la proteina DnaA tiene la capacidad de unirse a la
membrana celular por lo que se propone su participacién en el control de la segregacién del
cromosoma (Sekimizu, K., Yung, B. Y. y Kornberg, A., 1988; Siccardi, et al., 1971).
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FIGURA 1: Organizaciéon estructural
Marians, K. J., 1992),
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FIGURA 2: Mecanismo mediante el cual, el DNA es desnaturalizado durante ia
replicacion (Tomado de Baker, T. A. y Wickner, S. H., 1992).

5

del oriC de Escherichia coli (Tomado de



Finalmente, Ogden y colaboradores han demostrado que cuando el oriC se encuentra
hemimetilado, éste se tne a la membrana, proporcionando asf un mecanismo de control del inicio
de la replicacién (Ogden, G. B., Pratt, M. J. Schaechter, M., 1988), aunque su participacién en la
segregacion no es clara (Norris, V., 1993).

Ademads del cromosoma, existen plismidos cuyo nimero de copias es pequeifio (1 a 10 por
célula) y cuyos mecanismos de segregacién son muy eficientes y se basan en la unién de su ori, o
de loci adyacentes, a 1a membrana celular. Ejemplos de plismidos con este tipo de segregacion son
RK2, RI y pSC101 (Ingmer, H y Cohen, S. N., 1993; Mei, J..Benashski, S. y Firshein, W.,
1995).

Por otra parte, una funcién mds asociada al ori es la regulacién del nimero de copias. Esta
regulacién se observa principalmente sobre plismidos bactlerianos y en ocasiones es responsable
del fené6meno llamado incompatibilidad.

La incompatibilidad se refiere a la imposibilidad que presentan dos o mds replicones para
ser heredados establemente en la misma lfnea celular en ausencia de presién selectiva (Novick, R.
P., 1987). Esta incapacidad para coexistir es una consccuencia directa de la presencia de elementos
comunes de regulacién de la replicacién o de la particién (Couturier, M., et al., 1988).

Cuando dos plismidos poseen los mismos mecanismos de inicio de la replicacién, éstos no
pueden distinguir entre ambos tipos de replicones y por lo tanto, actian sobre cellos regulando su
nimero como si se tratara inicamente de uno de cllos. Asf, el nimero de copias serd la suma de
ambos tipos de replicones (que a su vez, es ¢l mismo que ticnen cada replicén por separado).
Como la divisién de la bacteria distribuye al azar a los plasmidos, es probable que haya células
hijas con un mayor nimero de plismidos de un tipo y. si se considera que estas moléculas son
normalmente seleccionadas al azar para servir como sustrato de la replicacién (Bazaral, M. y
Helinski, D. R., 1970), se deduce que el plismido con mayor miimero de copias en una célula dada
tendrd mayor probabilidad de ser seleccionado para la replicacién en el nuevo ciclo y con ello,
eventualmente se diluirdn de la poblacién las células que tengan el segundo tipo de replicén
(Nordstrém, K. y Austin, S. J., 1989).

La incompatibilidad puede ser mediada a través del inicio de la replicacién o mediante los
mecanismos dec particién. Para el primer caso, existen dos alternativas: a) Regulacién por RNA.
Consiste en la sintesis de pequefias moléculas de RNA que actian como un transcrito antisentido el
cual regula negativamente la replicacién del plismido.

Esta pequeiia molécula regulatoria es transcrita de una regién que traslapa con la regién
codificadora para una proteina de iniciacién de la replicacién (como se presenta en los pldsmidos
pT181, R1,. NR1) o sobre el RNA primero necesario para que dé comienzo la sintesis de DNA
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(como se observa en ColEl, RSF1030). Dado que ¢l RNA regulador se expresa en direccién
opuesta al transcrito de inicio de la replicacién, las dos moléculas pueden hibridizar, limitando asi
el inicio de la misma (Lewis, K. B. y Helinski, D. R., 1993); b) Regulacién por iterones. Un
iterén es una secuencia rica en A y T que puede encontrarse en el ori o adyacente a éste.

Los iterones son sitios de unién a proteinas de inicio de la replicacién y se ha encontrado
que los plasmidos regulados por este mecanismo tienen iterones en la regién que codifica para su
proteina de iniciacién. De esta manera, cuando se alcanza cierta concentracién intracelular de la
proteina, ésta se une a los iterones localizados en la region codificante, lo que impide que la RNA
polimerasa transcriba al gen, limitando con ello la cantidad de proteina que da inicio a la replicacién

(Nordstrém, K., 1990).

Por lo que respecta a la incompatibilidad mediada por segregacién, ésta se establece cuando
dos pldsmidos usan los mismos sistemas de unién a protefnas de la membrana celular; lo cual
produce la segregacién aleatoria de los pldsmidos y con cllo el paulatino desbalance de la

distribucién de éstos en la poblacién (Austin, S. y Nordstrom, K., 1990).

Como se puede observar de lo antes expuesto, la clonacién y caracterizacién de la regién
encargada de la replicacién del DNA resulta relevante, pues gencra informacién selacionada con las
propiedades bdsicas del replic6n. Aunado a lo anterior, tal informacién puede contribuir al
entendimiento del comportamiento del replicén en la naturaleza, y adquiere mayor interes cuando la
regién replicadora estd asociada a secuencias con funciones metabélicas o ecolégicas importantes

(i. e. como lo es la fijacion biolégica del nitrégeno) (Nuti, M. P, et al., 1979).



FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO

Se denomina fijacién bioldgica del nitr6geno al proceso mediante el cual el nitr6geno
atmosférico es rcducido enzimidticamente a amonio, forma que es asimilada por distintos
organismos, de entre los que destacan las plantas (van Kammen, A., 1995).

La habilidad para fijar nitrégeno se encuentra restringida a algunos organismos
procariontes, los cuales pueden hacerlo en vida libre (Klebsiella pneumoniae, Azotobacter,
Rhodopseudomonas). o en simbiosis con plantas. De los fijadores en simbiosis, los mejor
estudiados pertenecen a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium, los cuales
tienen la habilidad de inducir la formacién de nédulos en las raices de plantas leguminosas donde
las bacterias fijan el nitr6geno, debido a la accién de la enzima nitrogenasa (van Rhijn, P. y
Vanderleyden, J., 1995).

De entre los fijadores simbiéticos, en nuestro pais se han estudiado ampliamente a los
pertenecientes a la especie Rhizobium erli. Esta bacteria fija nitrégeno ¢n simbiosis con las rafces
del frijol comin (Phaseolus vulgaris). La cepa CFN42 es la bacteria tipo de la especie de
Rhizobium etli y sc caracteriza por tener seis pldsmidos, nombrados como pa. pb. pc. pd, pe y
pf. cuyos tamaiios varian de 120 a 750 kb (Brom, S, et al., 1991).

Los genes nod (responsables de la formacién del n6édulo) y nif (que codifican para la
nitrogenasa), se encuentran en el pd o plismido simbi6tico (pSim).

Las caracterfsticas estructurales del pSim fucron dilucidadas por Girard y colaboradores,
quienes establecieron el mapa de restriccién para la enzima BamHI, determinaron la localizacién de
los genes nod y nif en este mapa, y fabricaron una genoteca de c6smidos de este pldsmido
(Girard, M. L., et al., 1991). Por su parte, Romero y colaboradores han estudiado diversos tipos
de rearreglos los cuales sc presentan en el pSim a alta frecuencia (Romero, D., et al., 1995), sin
embargo, de entre las propiedades de interés que faltan por dilucidarse, destacan la localizacién y
caracterizacién de la regién encargada de la replicacién, lo cual contribuye al conocimiento de la
organizacién y dindmica del genoma de Rhizobium.
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ANTECEDENTES

El primer trabajo en que se reporta la clonacién de una regién replicadora del género
Rhizobium fue hecho por Neilan y colaboradores, quienes obtuvieron un segmento de 15 kb a
partir del plasmido G1027 de Rhizobium leguminosarum bv.trifoli ¢l cual no fue caracterizado
estructuralmente (Neilan, J., Heery, D. y Dunican, L. K., 1986). Posteriormente; Mozo y
colaboradores clonaron un segmento de 5.4 kb a partir del plasmido criptico pHc23a de Rhizobium
sp (Hedysarum), cepa UPM-Hc23, el cual s¢c comportaba como una Secuencia de Replicacién
Auténoma (SRA). Los estudios funcionales de este segmento mostraron que podia replicarse en
diversos fondos genéticos de Rhizobiaceas, sin embargo no sc obtuvo la secuencia nucleotidica
(Mozo, T., Cabrera, E. Ruiz-Argiicso, T., 1990). Para cl afio de 1993, Margolin, W.y Long, S.
R.. publicaron la sccuencia de un ori dispensable presente en el megaplismido b de Rhizobium
meliloti. Estc ori mide 0.8 kb y tiene elementos comuncs con el oriC de Escherichia coli.

En 1994 Mecrcado-Blanco y Olivares publicaron el aislamiento de una SRA de 4.8 kb
proveniente del plasmido no simbiético pRmeGR4a de Rhizobium meliloti . cepa GR4. Dentro de
esta secuencia se codifica una proteina esencial para la replicaciéon, llamada RepC; y adn cundo se
estudié en detalle, no fué localizado el ori de la misma (Mercado-Blanco. y Olivares, J., 1994).

Recientemente, se¢ determiné la secuencia de 1a regién responsable de la replicacién del
pldsmido criptico pRL8J1 dec Rhizobium leguminosarum, cepa 3841 (Turner, S. L. y Young, P.
W., 1995). Esta secuencia midec 5.0 kb y codifica para tres proteinas involucradas con la
replicacion, llamadas RepA, RepB y RepC. La dltima de cstas protefnas estd relacionada con el
inicio de la replicacién en tanto que las dos restantes participan en la estabilidad del pldsmido. Cabe
sefialar que la secuencia de aminodcidos de las tres proteifnas tiene una homologia mayor al 35 %
con las mismas proteinas codificadas por los plasmidos pTiB6S3 de Agrobacterium wumefaciens 'y
PRiA4b dec Agrobacrerium rhizogenes. No obstante el andlisis en detalle de esta sccuencia, el ori
no fué definido (Turner, S. L. y Young, P. W., 1995).

Para el caso del ori del pSim de CFN42, este sc 1ocaliza dentro de un segmento de 270 kb
que se encuentra delimitado por el operén nif HDKa y nif HDKb. Dicho segmento cs capaz de
replicarse autdnomamente mientras que las 120 kb restantes no se replican (bandas 1 a 25 del mapa
en BamHI1 del pSim) (Romero, D., et al., datos no publicados) (Figura 3).

Dado el desconocimiento que existe sobre los mecanismos de replicacién, segregacion y
control del nimero de copias de pldsmidos de Rhizobium, y en particular de plasmidos
simbidticos, resulia interesante aislar y caracterizar la regién replicadora con el ori del pSim de

CFNA42. Esta informacién pucde ser usada cn ecstudios de tipo evolutivo, filogenético, de
regulacién de la expresién genética, etc.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Aislar y caracterizar la regién replicadora del pSim de Rhizobium etli, cepa CFN42

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar al c6smido del pSim de CFN42 que porta al ori.

2. Obtener la menor secuencia de replicacién auténoma (mSRA) que porta al ori del pSim.
3. Obtener la secuencia nucleotidica de la mSRA.

4. Deducir la organizacién estructural de la mSRA.

5. Evaluar la estabilidad de la mSRA.
6. Determinar el mimero de copias de la mSRA rclativo al cromosoma.
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MATERIAL Y METODOS

CEPAS UTILIZADAS

En este trabajo se usaron cepas de Escherichia coli y de diferentes especies de Rhizobium,
cuyas caracteristicas mis sobresalientes se enlistan a continuacién:

CEPA CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA

Rhizobium etli:

CFN42 Seis plasmidos, pSim de 390 kb, StrR, NalR Quinto, C. H., et al., 1985

2001 CFN42 pa-, pd-, StrS, NalR, RifR Leemans, J., et al., 1984

CFNX125 CFNA42 pa-, recA-, pd/nif Hc::GDYNI1, Romero, D., et al., 1995

StrS, NalR, RifR .

CFNX107 2001 recA-::QSpR, StrS, NalR, RifR Martinez-Salazar, J., et
al., 1991

CFNX101 CFN42 recA-::QSpR, StrR, NalR Martinez-Salazar, J., et
al., 1991

BRAS Cepa silvestre, nodula Phaseolus vulgaris Pifiero, D., et al., 1988

NITRAGINS8251 Cepa silvestre, nodula Phaseolus vulgaris Pifiero, D., et al., 1988

TAL182 Cepa silvestre, nodula Phaseolus vulgaris Pifiero, D., et al., 1988

VIKING1 Cepa silvestre, nodula Phaseolus vulgaris Pifiero, D., et al., 1988

Rhizobium huakuii
CCBAU2605 Cepa silvestre, nodula Astragalus sinicus Novikova, N., no publicado

Rhizobium loti
CIAM 1801 Cepa silvestre, nodula Lotus Novikova, N., no publicado

Rhizobium leguminosarum bv. viciae
VF39 Cepa silvestre, nodula Vicia faba Hynes, M. F., et al., 1988

Rhizobium tropici

CFN299 Cepa silvestre, nodula Phaseolus vulgaris Martinez-Romero, E., et
al., 1991

11



CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA

CEPA

Rhizobitem meliloti

2011 Cepa silvestre, SmR, nodula alfalfa Casse, F., et al., 1979
Rhizobium spp.

CIATS9S Cepa silvestre, nodula Phaseolus vulgaris Piiiero. D., et al., 1988

Escherichia coli:

HB101
HB101/cGD7 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR

HB101/cGD102 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD101 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD28 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD47 Lorist 3B + DNA del pSim de¢ CFN42, KmR
HB101/cGD15 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD35 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD45 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD103 Lorist 3B + DNA decl pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD180 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD170 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD84 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGDS1 Lorist 3B + DNA decl pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD32 Lorist 3B + DNA decl pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD179 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
HB101/cGD183 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR
S17-1 C600::RP-4-2 (Tc::Mu) (Km::Tn7)

IM109 recAl. supE34, endAl, hsdR17,gyrA96,

relAl, thi A (lac-proAB)

F-, leu proA2, lacYl, rsplL20,recAl3, SuR Boyer, H. W._, et al., 1969
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., ct al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L., et al., 1991
Girard, M. L, et al., 1991
Girard, M. L, et al., 1991
Simon, R, et al., 1983
Yanisch - Perron, C., et
al., 1985
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PLASMIDOS

PLASMIDO

CARACTERISTICAS

VECTORES DE CLONACION

pSUP202

pSUP202:lorist 3B

PSK+

mob+, AmpR, CmR, TcR, ori de
ColEl (suicida en Rhizobium etli)
mob+, AmpS, CmR, TcR, ori de
ColEl. Insercién de un fragmento
Pst de 3.3 kb de Lorist 3B
AmpR, lacZ, ori de ColE1l

COOPERADORES EN CONJUGACION

pRK2013
pRK2073

tra+, KmR, ori de ColEl
tra+, SpR, TcR ori de ColEl

OBTENCION DE DOBLES RECOMBINANTES

pMS26

Vector suicida que acarrea cl alelo
recA::QSp/Sm de Rhizobium etli

REFERENCIA

Simon, R., et al., 1983

Girard, M. L., et al., no
publicado.

Short, J. M., et al., 1988

Figurski, D. H., et al., 1979
Lidstrom, M. E., 1991

Martincz-Salazar, J., et al.,
1991

PLASMIDOS OBTENIDOS DE LA CLONACION DE DIFERENTES SEGMENTOS DEL pSim

pB72

pB73

pB74

pB75

pB76

pB77

pB78

pSUP202/Banda BamH1-BamHI1 de
3.1 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda BamH1-BamH|1 de
1.1 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda BamHI1-BamH]1 de
0.87 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda BamHI1-BamH1 de
4.1 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda BamH1-BamHI1 de
1.4 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda BamH1-BamHI1 de
5.9 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda BamHI1-BamH]1 de
2.95 kb subclonada del cGD47
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PLASMIDO
pB79

pB80
pH3
pHY
pE2
pPE7
pE12
pE1lS
PXA
pXY
PHX4
pS2
pS11
pES3

pES6

CARACTERISTICAS
pSUP202/Banda BamH1-BamH1 de
16.8 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda BamH1-BamH1 de
3.6 kb subclonada del cGD47
pSUP202/Banda HindIII-HindIII de
5.6 kb subclonada de pB79
pSK+/Banda HindIII-HindIIl de
5.6 kb subclonada de pB79
pSUP202/Banda EcoRI-EcoRI de
0.5 kb subclonada de pHY
pSUP202/Banda EcoRI-EcoRI de
4.0 kb subclonada de pHY
pSUP202/Banda EcoRI-EcoRI de
0.4 kb subclonada de pHY
pSUP202/Banda EcoRI-EcoRI de
0.15 kb subclonada de pHY
pSK-+/Banda XholI-Xhol de

1.4 kb subclonada de pHY
pSK+/Banda Xhol-Xhol de

0.9 kb subclonada de pHY
pSK+/Banda HindIII-Xhol de

3.3 kb subclonada de pHY
pSK+/Banda Sall-Sall de 0.8 kb
subclonada de pHY

pSK+/Banda Sall-Sall de 2.0 kb
subclonada de pHY

pSK+/Banda EcoRI-Sall de 0.9 kb
subclonada de pHY

pSK+/Banda EcoRI-Sall de 0.4 kb
subclonada de pHY
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PLASMIDO CARACTERISTICAS REFERENCIA

pHP16 pSK+/Banda HindIII-PstI de 0.9 kb Este trabajo
subclonada de pHY
pXP4 pSK-+/Banda XhoI-PstI de 2.5 kb Este trabajo

subclonada de pHY

CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

Las bacterias usadas se cultivaron tanto en medio sélido como en medio liquido. Siempre
que se usé medio sélido, Escherichia coli fue cultivada en cajas petri con medio LB a 37 °C, en
tanto que Rhizobium etrli fue cultivada en cajas petri con PY a 30 °C (Apéndice I).

Cuando se usé medio liquido, las cepas de Escherichia coli fueron cultivadas en 3 0 5 ml
de LB a 37 °C y 250 rpm (Miller, J. H., 1972); mientras que las cepas de Rhizobium etli se
cultivaron en 3 0 5 ml de PY a 30 °C y 250 rpm (Noel, K. D., et al., 1984).

CONJUGACION BACTERIANA

Los experimentos de conjugacién triparental se hicieron de la siguiente manera:

Las células receptoras, donadoras y cooperadoras fueron mezcladas en proporciones 2:1:1
respectivamente, sembradas por gota en cajas con medio sin seleccién y cultivadas a 30 °C durante
12 hrs. Transcurrido el tiempo de incubacidén, se adicioné 1 ml de MgSO.,4.7H:0-Tween 40 y se
resuspendieron las células con una varilla de vidrio (Apéndice II). A partir de esta suspension, se
hicieron diluciones seriadas de 10" a 107, plateando 100 ul de cada dilucién en los medios y las

condiciones de seleccién apropiadas e incubando el cultivo de 2 a 5 dias, hasta la aparicién de
colonias.
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TRANSFORMACION GENETICA DE Escherichia coli (Maniatis, T., Fritsch, E. F. y
Sambrook, J., 1982)
Preparacion de células competentes.

Un cultivo de 100 ml de células en fase exponencial fue centrifugado 10 min a 6 000 rpm y
4 °C. El botén celular se resuspendié en 20 ml de CaClz 100 mM frfo incubando en hielo durante
90 min. La suspensién fué centrifugada 10 min a 6 000 rpm y 4 °C. El bot6n celular obtenido fuc

resuspendido en 1 ml de CaCl> 100 mM frio y dividido en alicuotas al 25 % de glicerol (v/v) que se

almacenaron a - 70 °C hasta su uso (Apéndice III).

Transformacion.
Se mezclaron 100 pl de la suspensién de células competentes con 0.5 ug del DNA de

interés incubando en hielo por 20 min. La mezcla fue incubada a 42 °C durante 2 min para

posteriormente reincubar en hielo 5 min mads. Se adicion$ 1 ml de medio LB y se¢ mantuvo en

cultivo con agitacién a 37 °C durante 1 hr. Finalmente, se platcaron 250 il en medio selectivo.

ESTABILIDAD DE PLASMIDOS

Segiin la técnica reportada por Durland, R. H. y Helinski, D. R., 1987; a partir de un
cultivo sin seleccién de células en fase estacionaria, se hicieron diluciones ajustadas a 0.001 de
DO620 nm que se cultivaron por 9 y 18 generaciones. De cada intervalo, se tomé una muestra que
se diluyé6 a 10°¢ plateando en medio sin seleccién, se tomarén 100 colonias aisladas que se
replicaron en medio con seleccién incubando por 12 hrs. Se calculé el porcentaje de pérdida del
plasmido mediante la siguiente ecuacién:

% de pérdida /generacién = [1-(Fr/Fi)1/N] x 100

donde: Fr = Fraccién de células resistentes al antibiStico despues de N generaciones

Fi = Fraccién inicial de células resistentes al antibiético

N = Nuimero de generaciones
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}'UI;ISFICACION DE DNA TOTAL (Adaptada de Maniatis, T., Fritsch, E. F. y Sambrook,
.. 1982)

Un cultivo de células en fase exponencial fué centrifugado 2 min a 10 000 rpm, lavado con
1 ml de TE 50:20 (pH=8.0) y nuevamente centrifugado 2 min a 10 000 rpm. El botén celular fué
resuspendido por inversién en una mezcla de 400 pl de TE 50:20 (pH=8.0), 50 nl de pronasa (5
mg/ml ) y 50 ul de SDS al 10 % en TE 50:20 (pH=8.0). La suspencién se pas6 3 veces por una
jeringa con aguja del # 20 y otras 3 veces por una aguja del # 25, se extrajé 2 veces la fasc orgdnica
con 500 ul de una mezcla de Fenol:Cloroformo: Alcohol Iso-amilico (24:24:1) y se recuperé6 la
fase acuosa por centrifugacién durante 10 min a 10000 rpm y 4 oC. Se lavé 1 vez con 500 pl de

cloroformo y se separaron las fases por centrifugacién. A la fase acuosa se le adicioné 1 ml de
etanol absoluto. se incubé durante 2 hrs a - 20 oC, se centrifugé durante 15 min a 10 000 rpm y

4 oC, se descart$ el sobrenadante y el DNA fue sccado y resuspendido en 500 pl de TE 50:20
(pH=8.0) y 2 nl de RNAsa. (Apéndice IV).

PURIFICACION DE DNA PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA (Maniads, T.,
Fritsch, E. F. y Sambrook, J., 1982)

A partir de un cultivo de células en fase exponencial, se¢ obtuvo por centrifugacién el botén
celular y se resuspendié con micropipeta en 200 ul de solucién 1 (Apéndice V), en seguida se
adicionaron 200 1l de solucién 11 (preparada justo antes de su uso) y se mezclaron por inversion.
Se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 5 min para adicionar 150 pl de solucién I que

se mezclaron por inversién. El lisado celular fué centrifugado durante 20 min a 10 000 rpm y 4 °C

y al sobrenadante se le aplicarén dos lavados con una mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol
Isoamilico. La fase acuosa obtenida fué lavada dos veces con una mezcla Cloroformo-Alcohol

Isoamilico y el lavado fué mezclado con 1 ml de ctanol al 100 %. Se incubdé 20 min a 4 °C, se
centrifugé 20 min a 10 000 rpm y 4 °C. La pastilla de DNA se lavé 3 veces con 1 ml de ctanol al
70 % y se secS durante 10 min en el evaporador SAVANT (Speced Vac SVC100). Finalmente, el
DNA se resuspendié en 20 pl de TE 10:1 (pH=8.0) y 1 pl dc RNAsa (Apéndice V).
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RESTRICCION DE DNA MEDIANTE ENDONUCLEASAS
Se mezclaron de 1 a 10 unidades de 1a endonucleasa de interés (Amersham, Life Science),
con de 0.2 a 1 g de DNA en solucién amortiguadora de restriccién al 10 % y se incubé a 37 °C

durante 1 hr o siguiendo las especificaciones del fabricante.

TECNICA DE DNA RECOMBINANTE

El DNA de interés y el vector de clonacién previamente cortados con la enzima de
restriccién elegida, se mezclaron en diferentes proporciones (dependiendo del tamaifio y
concentracién en la gue se encontraban) y se ligaron con T4 DNA ligasa (Amersham, Life Science)

(1 u por 1 ug de DNA en solucién amortiguadora para ligacién al 10 % del volumen total). La

reaccién se dej6 en incubacién durante 16 hrs a 16 °C.

OBTENCION DE PATRONES PLASMIDICOS (>100 Kb) MEDIANTE LA
TECNICA DE ECKHARDT HORIZONTAL (Wheatcroft, R., McRae, D. G. y Miller,
W., 1990)

Esta técnica se describe en dos partes, la preparacién del gel y el tratamiento de 1a muestra.

Preparacién del gel.

Se prepar6$ un gel horizontal al 0.75 % de agarosa en TB 1X. Se colocé el gel en una
cdmara horizontal para electroforesis y sc adicion6é TB 1X hasta que este llegé al borde del gel (sin
cubrir los pozos). A cada pozo se le adicionaron 25 pl de SDS al 10 %/Xilen-cianol y se precorrié
el gel (sin muestra) durante 15 min a 100 V con el dnodo en el extremo opuesto al de una corrida

normal. Transcurrido este tiempo, se cubrié el gel con TB 1X y se guardé a 4 °C hasta el momento
de usarlo (Apéndice VD).

18



Trat iento de la tra.

Se midié 1a DO g20nm de un cultivo de 3 ml de Rhizobium etli. De un cultivo con DOg20nm
de 0.3, sc tom6 1 ml y se centrifugs 3 min a 14 000 rpm. El sobrenadante fué extraido con jeringa
y el botén celular se resuspendié en 500 pl de agua fria. La suspension celular se afiadié a otro
tubo que contenfa 1 ml de N-laurilsarcosinato al 0.3 %, se centrifugé durante 3 min a 14 000 rpm y
se resuspendié en 40 pl de Ficoll al 20 % en TE. Despues de 15 min de incubacién en hielo, se

adicionaron a cada muestra 10 pl de solucién de lfsis, se tomaron 25 pl de 1a mezcla y se colocaron

en el pozo del gel. Se precorrié 30 min a 40 V y 4 °C para finalmente llevar a cabo la corrida de 8 a
20 hrs a 100 V y 4 °C (Apéndice VII).

TRANSFERENCIA DEL DNA A FILTROS DE NYLON (Southern, E. M., 1975)
Una vez realizada la electroforesis del DNA, los geles fueron lavados dos veces duranie 15
min y 4 °C con una solucién de HC1 al 0.25 M. Enseguida. se hicieron dos lavados de 15 min a 4

°C con una solucién de NaOH 0.5 M + NaCl 1.5 M y dos lavados de 30 min a 4 °C con una

solucién de TRIS 0.5 N + NaCl 1.5 M. Los geles asi tratados se colocaron sobre un vidrio y se
cubricron con un filtro de Nylon Hybond-N dec 0.45 micras (Amersham, Life Science),
previamente humedecido en SSC 6X, seguido de 2 filtros Whatman (previamente humedecidos en
SSC 6X). 8 capas de papel absorbente y 1 vidrio. Este procedimiento sc repitié sobre la cara
posterior del gel y finalmente, sc colocé sobre ¢l sistema un frasco con aproximadamente 1 It de
agua y se dejé en csta condicién durante 16 his. Transcurrido el tiempo, se marcaron los carriles
del gel en el papel de nylon y se humedecié en SSC 6X. Por iltimo, los filtros de Nylon fueron

secados entre papel absorbente y se colocaron en un horno al vacio durante 2 hrs a 80 °C y 15
1b/in? (Apéndice VIII).
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MARCADO DEL DNA SONDA CON [a-3Z2P]dCTP

Sc usé el sistema de marcado Megaprime (Amersham, Life Science) que consiste en
adicionar al DNA sonda, 5 pl de primeros y agua hasta alcanzar un volumen de 50 ul. La mezcla se
desnaturalizé 5 min a 95 °C, se centrifugd 20 secg, se adicioné la solucién amortiguadora de
marcado, 2 pl de enzima y agua hasta alcanzar un volumen de 100 pl. Se centrifugé duranic 20
min, se adicioné 5 ul de [a-szP]dNTP. se mezclaron gentilmente y se incubé 1 hr a 37 °C. La
rcaccién se detuvo por la adicién de 5 pl de EDTA 0.2 M. Finalmente, se desnaturalizé el DNA

sonda S min a 95 °C, se incubo 5 min en hiclo y se adicioné a los tubos con ¢l DNA a hibridizar.

SOUTHERN BLOT (Southern, E. M., 1975)

Prehibridizacion.

Se colocardn los filtros en tubos a los que sc les afiadié 15 ml de solucién amortiguadora
de hibridizacién ripida (Amersham, Life Science) y sc mantuvo cn rotacién a 65 °C durante 2 hrs.
Hibridizacién.

Los tubos con los filtros prehibridizados se dejaron enfriar 10 min. Transcurrido este

tiempo. sec adiciond la sonda y se dejé en rotacién a 65 °C durante 12 hrs.

Lavado.

Sec deseché el liquido de hibridizacién, se enjuagaron los filtros con 50 ml de SSC 2X +
SDS 0.1 % y sc lavd durante 15 min en rotacién y a temperatura ambiente con esta misma

solucién. Se hicieron 3 lavados de 30 min a 55 °C y en rotacién con SSC 0.1X + SDS 0.1 % y
finalmente, se lavé 1 vez durante 15 min a 55 °C y en rotacién con SSC 0.1X (Apéndice VIII).

Secado.

Se llevé a cabo en un horno a 55 °C durante 10 min.
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Exposicidén.
Se pegaron los filtros en cuadros de cartulina, se cubrieron con Kleen-pack, se fijaron en

un cassette para autorradiograffa y sobre cstos se colocé una pelicula fotogrdfica (Kodak X-Omat

K XK-1). Se dejé durante un tiempo de exposicién variable a -70 °C.

Revelado.
En condiciones de obscuridad, la pelicula fotogrifica fue sumergida en solucién reveladora

durante 1 min, se lavé la pelicula con agua, se sumergié en solucién fijadora durante 1 min y se

enjuagé al chorro de agua.

DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DE PLASMIDOS

El DNA total de células en fase exponencial fue restringido, sometido a electroforesis y
transferido a papel de Nylon. Simultidneamente fueron preparadas dos tipos de sondas, una
cromosomal y una plasmidica (mismas que fueron ajustadas tanto por tamafio como por
concentracién), y usadas en experimentos tipo Southern blot.

La intensidad del revelado fue medida por densitometria usando el sistema de analisis de

imdgenes de geles QGEL. versién 2.72 (QuantiGel Co.).

SECUENCIACION AUTOMATICA DE DNA

L.a secuenciacién de las distintas clonas de DNA fué realizada por el método de terminacién
de la cadena por dideoxinucleétidos fluorados (Sanger, F., Nicklen, S. y Coulson, A. R., 1977)
usando el kit Tag DyeDecoxy Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems Inc.). Los
productos de la reaccién de secuencia fueron separados por electroforecsis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y analizados con un secuenciador automaitico de
DNA modelo 373A (Applied Biosystems Inc.). Las regiones en donde no se pudieron obtener
subclonas fucron secuenciadas usando primeros diseiiados a partir de 1a secuencia obtenida y
usando el programa computarizado Oligo versién 4.0 (Macintosh National Biosciences. Inc.).
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ANALISIS DE LA SECUENCIA DE DNA

La secuencia de nucleéStidos fue sometida a los andlisis computarizados tipo BLASTN,
BLASTX (Altschul, S. F., et al., 1990) y FASTA (Person, W. R. y Lipman, D. J., 1988), del
paquete de andlisis de secuencia GCG version 8.0 (Genetics Computer Group Inc.). También se
hicieron anilisis remotos usando los programas MOTIF (Ogiwara, A., no publicado) y PSORT
(Nakai. K. y Kanehisa, M., 1991). La construccién de drboles evolutivos se hizo usando el
programa UPGMA (Nei, M., 1987) decl paquete GeneWorks versién 2.0 (IntelliGenetics. Inc.).
Las bases de datos usadas en la biisqueda de homologia fueron GenBank y Swissprot.

22



RESULTADOS

La estrategia para aislar la regién responsable de 1a replicacién del pSim se bas6 en un
enfoque funcional que consistié en buscar un fragmento de este pldsmido, que clonado en el vector
pSUP202 (plasmido mobilizable por conjugacién y suicida en Rhizobium), fuera capaz de
replicarse en el fondo genético de la cepa CFN42. Para lograr este objetivo fué necesario contar
con una genoteca del pSim, transferir cada pldsmido a la cepa de Rhizobium etli, y evaluar su
presencia a través de la técnica de Eckhardt.

Siguiendo esta estrategia, se usé la coleccién de ¢6smidos del pSim como genoteca, sin
embargo, la transferencia de cada c6smido planicaba dos problemas:

1. Debido a que los c6smidos estaban clonados en el vector Lorist 3B (un plismido estable en
Escherichia coli, suicida en Rhizobium etli, y que carece del locues mob), la transferencia directa
por conjugacién no era posible.

2. L.as bacterias de Rhizobium etli son recalcitrantes a la transformacién genética.

Adicionalmente, si se usaba a la cepa CFN42 como receptora, tendriamos la posibilidad de
que los césmidos recombinaran con el pSim nativo, ya que esta cepa tiene un eficiente sistema de
recombinacién homdéloga mediada por el gene recA.

Dadas estas dificultades, sc procedié a modificar la genoteca de cé6smidos existente para
que fuera movilizable por conjugacién, y a construir cepas derivadas de la CFN42 que
disminuyeran los eventos de recombinacién homdéloga (cepas recA- 6 cepas curadas del pSim).

OBTENCION DE LA GENOTECA DEL pSim MOVILIZABLE POR

CONJUGACION
Con la finalidad de generar pldsmidos que fueran transferibles por conjugacion, las cepas

con los c6smidos ¢GD47, cGDS51, ¢cGD84, cGD15, cGD179, ¢cGD170 y ¢GD102 fueron
transformadas con el DNA del plismido pSUP202::Lorist 3B (pSUP202: mob+, TcR, CmR mais
una banda de Pstl de 3.8 kb del Lorist 3B). De esta manera, s¢ esperaba que la amplia zona de
homologfa cntre los c6smidos y pSUP202::Lorist 3B sirviera de blanco para la recombinacién,
evento que conducirfa a la formacién de cointegrados (cGDx-pSUP202::Lorist 3B).

Siguiendo esta estrategia se obtuvieron los 7 cointegrados deseados a una frecuencia del
orden de 107, Los pldsmidos asi fabricados, junto con los 8 ya existentes, formaron la genoteca

movilizable conteniendo la totalidad del pSim de la cepa CFN42 (Figura 3).
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FIGURA 3: MAPA DE COINTEGRADOS DEL pSim DE CFN42

Las flechas internas seiialan familias de reiteraciones
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CONSTRUCCION DE LAS CEPAS recA-
a) OBTENCION DE LA CEPA CFNX107

Para eliminar al maximo los eventos de recombinacién homoéloga entre los cointegrados y el
genoma de CFN42, se construy$ una cepa que carece del pSim, del pa (con el que existen
secuencias de homologia) y del gene recA. Para ello, sc cultivé a la cepa CFNX125 (pa-, recA-,
pd/nifHc::GDYN1) en medio PY al 10 % en sacarosa. El elemento GDYN1 porta a los genes
sacRB (que confiercn sensibilidad a sacarosa), por lo que si se le hacia crecer en presencia de este
azicar, se esperaba que el pSim fuera deletado o curado de la cepa. El evento que se buscé fué
este dltimo.

Las colonias que crecieron en estas condiciones fueron clonadas y sometidas a la técnica de
Eckhardt, seleccionando aquella que perdié el pSim. Finalmente, se realizé una hibridizacién tipo
Southern blot para confirmar la ausencia de este pldsmido.

b) OBTENCION DE LA CEPA CFNX101

Con la finalidad de contar con una cepa derivada de 1a CFN42 que posea una capacidad
disminuida para la recombinacién homéloga, y que pudiera proporcionar posibles elementos de
accién en rrans para las construcciones usadas, se fabricé 1a cepa CFNX 101 mediante una
conjugacién biparental entre CFN42 (receptora) y S17-1/pMS26 (donadora). El pldsmido pMS26
es suicida en Rhizobium erli y porta tanto los genes sacRB como al alelo recA::QSp/Sm de
Rhizobium etli. La selecciéon se realizé en dos ctapas, en la primera. se buscé que la zona de
homologia del plismido pMS26 recombinara con el gene cromosomal recA de la cepa CFN42,
seleccionando colonias resistentes a Nal20 y Sp50. Las colonias obtenidas (recombinantes
sencillas) fueron cultivadas cn PY al 10 % cn sacarosa, de donde se esperaba un segundo evento
de recombinacién mediante el cual se perdiera el segmento de recA guc portaba a los genes
sacRB. Las colonias que crecieron en cstas condiciones (dobles recombinantes) se estriaron en
PY Spso0-Sacarosa al 10 % (dos veces) y su patrén de pldsmidos fue visualizado mediante la
técnica de Eckhardt. Una vez que se cont$ con este malterial, se procedi6é como sigue.
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SELECCION DEL COINTEGRADO QUE PORTA A LA REGION ENCARGADA
DE LA REPLICACION DEL pSim DE CFN42

Con el propésito de localizar 1a regién replicadora del pSim, se hicieron ensayos de
conjugacién triparental de cada cointegrado con las cepas CFN42 y CFNX107, usando como
pldsmido cooperador al pRK2073. El medio de seleccién fué PY Nal20Km30,

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1, donde se puede observar que de todos
los plismidos movilizados a la cepa CFNX 107, sé6lo el cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B
fué capaz de replicarse de manera independiente.

Con lo que respecta a las transconjugantes obtenidas entre los diferentes cointegrados y Ia
cepa CFNA42, los resultados de la Tabla 1 muestran que 14 de los cointegrados recombinaron con
el pSim de la CFN42, y sé6lo el cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B s¢ mantuvo como un

pldsmido que ademads fue incompatible con cl pSim.

TABLA 1. RESULTADOS DE LA CONJUGACION ENTRE LOS
COINTEGRADOS DEL pSim Y LAS CEPAS CFNX107 Y CFN42

No DE COINTEGRADO

L CEPA 7 [101 | 28 | 15 [ 35 | 45 [ 103 {180 32 | 47 | 51 | 84 | 179 | 170 102'
ICFNXIO? - N - Z N - N - _ N N N N R I
I CFN42 R | R|R|R|R|R|R|R|R|]+]R]|]R|R]|[R Rl

() No replicé
(+) Replicé
(R) Recombiné

El andlisis por Eckhardt del comportamiento del cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B
se muestra en la Figura 4. La presencia de una banda de tamaifio similar a la del cointegrado
demuestra que en este fragmento del pSim s¢ encuentra el ori, sin embargo, no sabfamos si el
cointegrado estaba completo o si se habia desintegrado. Para contestar esta interrogante, se hicieron
ensayos de conjugacidn triparental en los que se usaron a las transconjugantes de CEFNX107 y de
CFN42 como donadoras, a la cepa HB101 como receptora, y al plismido cooperador pRK2073.

De estos experimentos no se obtuvo transferencia alguna.
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CARRIL NOMBRE DE LA TRANSCONJUGANTE
CFNX107

CFNX107/cosa7

HB101/cos47

HB101

CFN42/cos47

CFN42

QAWM b WN-

FIGURA 4: ECKHARDT DE LAS TRANSCONJUGANTES
QUE CONTIENEN AL cosd47
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Debido a la imposibilidad de movilizar a cGD47/pSUP202::Lorist 3B hacia Escherichia
coli, se decidi6 averiguar si el cointegrado se encontraba fntegro o si habia perdido parte de su
informacién. Para cllo, se obtuvo DNA total de las cepas transconjugantes y se les aplicé un
andlisis tipo Southern blot. Como sonda se usaron, en marcajes separados, tanto el cGD47 como el
pSUP202::Lorist 3B.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5, donde se puede observar que el
c¢GD47 se encontraba complcto, en tanto que ¢l pSUP202::Lorist 3B no se encontraba en la
bacteria transconjugante, lo que explicaba la imposibilidad de movilizarlo hacia Escherichia coli.

SUBCLONACION DE LA REGION REPLICADORA DEL pSim DE CFN42

Debido a que ¢l cGD47 mide 39.82 kb (9 bandas del mapa de restriccién en BamHI del
pSim), se procedié a subclonarlo realizando ensayos de restriccién con esta enzima, y ligando las
bandas obtenidas con el pSUP202. Se obtuvieron 9 clonas (pB72 a pB80) que fueron movilizadas
a las cepas CFNX 107 y a CFN42 mediante conjugacién triparental, usdindose como pldsmido
cooperador al pRK2013. El medio de seleccién fue PY Nal20 Cm20

El andlisis de las transconjugantes mediante la técnica de Eckhardt demostré que sélo el
pB79 se replicé en el fondo genético de CFNX 107 (Figura 6, carril 2).

Con la finalidad de probar que pB79 cra un replicén, y que no habfa sufrido rearreglos que
afectaran las funciones de movilizacién y replicacién en Escherichia coli, se hicieron ensayos de
conjugacién triparental en los que la cepa donadora fue la transconjugante CFNX107/pB79, y la
cepa receptora HB101. El plismido cooperador fuc pRK2013 y cl medio de seleccién LB Cm25s.

Los resultados obtenidos de estos ensayos demostraron que CFNX 107/pB79 fue capaz de
donar el pldsmido pB79 a la cepa receptora con una frecuencia de 1073, Ensayos de restriccién de
estas transconjugantes mostraron el patrén caracterfstico de pB79.

Por otra parte. cuando sc analizé el comportamiento de las transconjugantes de CFN42, no
se pudo observar ningun pliasmido que correspondiera al tamaiio esperado, y dada la resistencia a
los marcadores de seleccién de las colonias obtenidas, sc dedujo que las clonas recombinaron con
el genoma de Rhizobium etli.

Con base a estos resultados, y considerando que la banda 79 mide 16.8 kb, se procedié a
subclonarla usando como vector a pSUP202. En adicién, debido a la alta frecuencia de
recombinacién observada entre las clonas del cGD47 y la cepa CFN42, se decidié usar en los
subsecuentes ensayos a la cepa CFNX101 (ccpa recA-) como receptora en conjugacion.
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MARCAJE CON pSup202::Lorist 3B

MARCAJE CON EL cosd47

NOMBRE DE LA TRANSCONJUGANTE
HB101/cos47
. CFNX107
CFNX107/cos47
CFN42/cos47
CFN42
HB101/cos47

a
>
~
z
F

QAUNAWNm

SOUTHERN BLOT DE LAS TRANSCONJUGANTES

FIGURA 5:
QUE CONTIENEN AL cos47
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Siguiendo las estrategias antes descritas, se encontré que un segmento de HindIII de 5.6 kb

(clona pH3), tenfa una frecuencia de conjugacién del orden de 10°3 en el fondo genético de
CFNX107 y de CFNX101. El andlisis de las transconjugantes mediante la técnica de Eckhardt
demostré que se comportaba como replicén en ambas cepas (Figura 6, carriles 3 y 4) y que esta

clona fue incompatible con el pSim de CFNX101.

Por otra parte, fue posible movilizar a pH3 desde Rhizobium etli hacia Escherichia coli
con una frecuencia del orden de 107>, ¥y su andlisis de restriccién no mostré alteraciones.

Considerando el tamafio moderado de esta clona, se procedié6 4 deducir su mapa de
restriccién, mismo que se muestra en la Figura 7. La posterior subclonacién con las enzimas
EcoRl, Pstl y Xhol en pSUP202, y su movilizacién a Rhizobium etli, no generé ninguin fragmento
mds pequefio que se replicara en ninguna de las cepas usadas como receptoras (Figura 7).

Los resultados hasta aqui obtenidos demuestran que las funciones esenciales para la
replicacién estan contenidas en pH3 sin embargo, desconociamos si la capacidad de segregacién
habia sido alterada o si habfamos modificado la regulacién del niimero de copias. Para dar
respuesta a estas interrogantes, se procedié a determinar su estabilidad y su niimero de copias.

ESTABILIDAD DE LAS CLONAS QUE SE COMPORTARON COMO

REPLICONES EN Rhizobium etli
Con el fin de establecer la eficiencia con la que replicaban y segregaban las tres subclonas

del pSim de CFN42 que se comportaron como replicones, se evalué su porcentaje de pérdida por
generacién en ausencia de presién selectiva, encontridindose que durante 18 generaciones el cGD47
fué completamente estable, en tanto que ¢l pB79 y pH3 mostraron un porcentaje de pérdida menor
a 0.04 % por generacién (Tabla 2). De lo anterior, se deduce que pH3 posee loci relacionados con
la estabilidad del pldsmido, pero que hay elementos adicionales en cGD47 que aumentan dicha

estabilidad.

30



——— i

CARRIL NOMBRE DE LA TRANSCONJUGANTE
CFNX107

CFNX107/pB79

CFNX107/pH3

CFNX101/pH3

CFNX101

LI AR S

FIGURA 6: ECKHARDT DE LAS DIFERENTES TRANSCONJUGANTES
QUE CONTIENEN AL ori DEL pSim
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TABLA 2. PORCENTAJE DE PERDIDA POR GENERACION DE LAS
DIFERENTES SUBCLONAS DEL pSim DE CFN42

TRANSCONJUGANTE / SUBCLONA DEL pSim

GENERACION CFN42 CFNX107 CFNX107 CFNX107 CFNX101
cGD47 cGD47 pB79 pH3 pH3
< 0.001 < 0.001 0.034 0.038 0.038
18 < 0.001 < 0.001 0.019 < 0.001 0.037

- Los datos sc calcularon de acuerdo a Durland, R. H,, et al., 1982.
- Los datos son la media de tres experimentos independientes.

EVALUACION DEL NUMERO DE COPIAS DEL pSim Y DE pH3
Para determinar si pH3 mantiene el niimero de copias caracteristico del pSim, ¢l DNA total

de CFN42 y dc las transconjugantes de pH3 fuc cortado con la enzima HindIIl y marcado
simultineamente con dos sondas, una de 1.4 kb que hibridiza con pH3 (corresponde a la clona
pXA), y una de 1.2 kb que hibridiza con el genc cromosomal de recA. Asumiendo que la
intensidad de la sefial obtenida con el marcador cromosomal representa el niimero de copias del
cromosoma, la comparacién de esta sefial con la de pH3 nos indica el niimero de copias de pH3
con respecto al cromosoma. Los resultados obtenidos sc presenta en la Tabla 3, donde se aprecia
que el pSim de CFN42 tiene un nimero dc copias entre 1 y 2 con respecto al marcador
cromosomal. Para el caso de pH3, esta subclona también mantiene un miimero de copiasentre 1y 2
con respecto al marcador cromosomal, 1o que sugicre que los elementos de regulacién decl nimero

de copias del pSim estan presentes en pH3.
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TABLA 3. RELACION ENTRE LOS VALORES DE DENSITOMETRIA DEL
GENE recA Y DE LA REGION REPLICADORA DEL pSim DE CFN42

CONTROL TRANSCONJUGANTES '
l locus CFN42 CFNX101/pH3 CFNX107/pH3
' recA 102 020 132 468 96 576
ori DEL pSim 165 101 152 430 127 213
] 1.61 [ 1.15 1 1.31 |

- Los datos fueron tomados de peliculas fotogrdficas que no fueron expuestas a saturacion.
- Los valores fueron corregidos considerando la diferencia de tamafio entrc ambos locus.

- Las unidades de densitometria se expresan en pixeles.

OBTENCION DE LA SECUENCIA DE pHY
Para facilitar la obtencién de DNA en cantidad adecuada para su sccuenciacién automiitica,

se subcloné la banda que contience al ori del pSim de CFN42 en el vehiculo pSK+, debido a que
este pldsmido tiene un nimero de copias clevado. La clona obtenida corresponde a pHY, misma
que fué subclonada. secuenciando cada subclona al menos 4 veces. Los segmentos de los que no
se logré obiener subclonas fucron secuenciados usando primeros discihados a partir de los

extremos de las secuencias que flanquean a estas zonas.
La organizacién de los genes encontrados se muestra cn la Figura 7 y la secuencia obtenida

se presenta en la Figura 8.

ANALISIS DE LA SECUENCIA DE pHY
La secuencia obtenida de pHY mide 5 615 nucledtidos y presenta un contenido de GC de

55.9 %. Analizando con mayor detenimiento esta secuencia, se encontraron 17 zonas ricas en AT
(con un porcentaje superior al SO %), destacando dos regiones, la primera de 150 pb con el 58.7
% de AT (nucleétidos 4 134 a 4 184), y la segunda de 50 pb, con ¢l 60 % de AT (posicién 5 405 a

5 455).
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Figura 7: MAPA FISICO DE pHY

- Las flechas indican la posicién de los tres mdrcos de lectura abierta que tienen homologfa con los genes rep
- Los cuadros indican la posicién de los posibles sitios de unién a ribosoma
- La barra negra indica la zona en la que se propone se encuentra el origen de replicacién del pSim de CFN42
- Las lineas delgadas representan las subclonas obtenidas a partir de pHY
w - El asterisco sefiala a las subclonas que fueron movilizadas a Rhizobium etli para probar su capacidad de
®  replicaci6n aut6noma




SECUENCIA DE pHY

AAGCTTCATCCTTCGTGGCGCACCGGTTCGAACCGAACAGACCAACAATCCG GTCGCACCGAGAAGGAT

GACGGCAACTAGATCGGTAGTTGGGCGGCCGCAACATCAGAAAGGTCTCAGCGTTTCTGGACGCGTGCCT"

CCAAGTGTTCCAGCCCGCGGTGACATCCAGGATGGCAGTCGGGGCGAGAGCGTCCAAACCCCATCTGCCT
prmmatutr J Sesmiatint

CGCACTCGTCGACTACTTCTACATACCAAGTGCGAGTGGAAAAGATCCTCGCACGTAGCCTATCATCGTC
CTGAAGCAGCTACGCTTCGTAGTAAATTTTTGGTGTCGAGATCGCGAATACCTGCATGAATTTCTCCGCC
GCCGTTAGGCGCCGGGAACTCTGCACGAATTGGAATCGGGCGTCCGTTGTCGAATGCTTACGGTTTTGTG

CGAGTGAGTCGCGGCAAGGGGATCACCGA&LLU¢CCGAHGLQ1LLLELLLLlhblblAAATCGCCGGGGC
ACATTTGTAGGATTCACAATAAAACACACCATGACCAATCGGTACCGCGGTCTCTCTAAGCTGCAGGATA

TAAACGGAAAAATCCATTTACTCTACGTTCCGGGTTTATCCACGTTAGCCTTTCGTTAACCTAAAACCCC

1050

TTGGTCAAAATTGAAGGATCGGGCGCTAATAGATAGTGGGGGAACTTTAGCGCTTTCGCGGAAAGTACCT
—_— -—

cCcCAACTCAGGAAATGCATTTGAGATGGCGAAAACCGCAGCAAACACAGCGCCGGTCGTCGAAGGGTTG 1120
1190

ACCGCATTGATGGAGCGTCATGCTGACGCTCTCTCCAGCCAACTTCAAGCACATCATCTCAAGGTCTTCC
1260

1330

CGCCGACGTCCGAAAAGGGCATTCAATCCTTTGCACCGTCAGAAGCCTCAAAATTGCTTGGCATCGGTGA

GTCTTATCTTAGACAAACTGCTTCGGAAATGCCTGAACTGAACGTTAGTATGAGCCCTGCGCGGTCGACGC
1400

ACGTTCACGATCGAAGATATTCATTCAATCCGTAAGCACCTGGACCTGATTGGCCGCGGGAACCGGCGTT
1470

ACCTGCCCCATCGTCGTACGCGGGAGGAGGTTCAAGTCCTCTGEGGTCGATGAATTTCAAACGCGGGTCGGG

CAAGACGACGACAGCCGCGCATCTGGTACAGTACCTGGCAATGCGTGGTTACCGATTCTCGCGAATTGAT 1540

le10

CTTAATCCCCAAGCAAGCCTTTCCGCACTCTTCGGGAGTCAGCCAGAAACTGACGTTGGTCCGAACGAAA
1680

CACTCTATGGCGCCATCCGGTATGATGATGAGCAGGTCCCAATCGAGCAGGTTGTCCGAGGAACGTACAT

CCCGRATCTTCATCTAATTCCTGGCAATCTTGAACTGATCGGAGTTTGAGCACGATACCCCGCGCGCGCTT 1750
1820

ATGAACCGGAAGGAAGGTGACACGCTTTTTTACGGTCGGATCAGTCAGGTCATCGAAGACATCGCGGACA

ACTACGATGTCGTCGTTATCGATTGCCCTCCCCAACTTGGCTATCTCACGCTTTCAGCTCTGACCGCCGC 1890

1960

AACCTCAATCCTCGTCACCGTCCATCCCCAGATGTTGGATGTAATGTCGATGAACCAGTTTCTGGCGATG

ACCTCGAATCTCCTTCGGGAAATCGAGAACGCAGGCGCCCAGTTCAAGTTCAATTGGATGCGCTACCTCG 2030

TCACTCGTTTTGAACCGAGCGATGGCCCGCAGAACCAGATGGTGGGCTATCTGCGTTCGATCTTCGGCGA 2100
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AAATGTCCTCAATTTTCCGATGCTCAAGACGACCGCCGTTTCCCGACGCTGGCCTGACGAATCAAACCCTC

TTTGAGGTTGAGCGCGGACAGTTCACGCGCTCGACCTATGATCGCGCCTTAGAGGCGATGAACGCCGACA

ACGACGAGATCGAAACTCTAATCAAAAAAGCATGGGGTAGAACCQFATGAGTCGGAAGCACCTCCTTGAC

GTCACCACGGACGCGCCCGACAGCTCATCAGCTGCTGAACACAGAGCGGCAAAGACTCGCTCCATGCCGC

TTCTCGGCGTGACCAGAAAAGAACGAGATCCAGCGACCGAAGGTGATTGCAAACATCGGTAACGCGTTGCG

AGAACAAAATGTTCGTTTTAATCGTGCCGAGAAGATGCGAGCGGCGTCTCGCCGGAGGTCAGGCCGTGTTT

SITGTTGAAGACC TTCTCAATCGAGCCGTCCTTCGTTCACGGGTCCCATGCAAGCGGATATCGGACGGACT

TCTTGTATCCATCCGCGAGCAAGGACAAGCAGCGTGCCAATCCTTGTGAGACCTCATCCGTTAAACCCGCG

CACCTACCAAGTTGCCTTTGGACACCGCCGGEGCTECGCGCCGTTTCCGAGCTAGGACTGCCGGTCAAGGCG

GTTGTTCGAGACTTGTCGGACGAGCAGTTGGTTGTCGCACAGGGTCAGGAAAACAATGAGCGCGAAGACC

TCACCTTCATCGAAAACGGCACGTTTCGCACACAAGC TAAACAAGCAGTTTCCACGAGAAATCGTCATCGC

GGCTATGTCAATCGATAAAAGCAACTTGTCGAAGATGC TCCTGCTTGTTGACCCCCTCCCCTCTGAATTG

ATCCATGCCATCGGCGCCSCTCCAGGCGTTGCGACGCCCAAGTTCGCCAGCAATTGGCAGAGCTGGTTGAGA

AAGCATCGCCTCCGGCAGGCGCTGCGAAATATGCTCGCCTCGGAGCAGGTGCAGGCGCTGCCGTCCTCGGA

GCGGTTCAAGGCAGTGATCGACCATCTGAAACCGCGTCGGACTGCGCGCGGGTTGCCAGACGTCCTGTCG

ACCCCCGATGGCGACAGGCTTGCGCAGGTCACGCAGAGCAAGAGCAAGCTAGAAATTACCATTGACAGGA

AAGCCACGCCGGATTTCGCGGCTTTCGTACTCGAGCATTTGTCTGCGC TTTACCAGGAGCATCGCGCAAA

GCATCAACGGAAACAGGGASTGTAACCCGCAAAAGAAAAGASCTCCCTCAACGTCGCCGTCGTGGAAGCC
CTTCTGTCTCTGTAGCAAGAACAGAATCGCATTTCCTCGAATCCTCGTCAZGAGTCTTTGECGCCGTTTT
ATTICgrC Pt 5 FRLESS st

2170
2240
2310
2380
2450
2520
2590
2660
2730
2800
2870
2940
3010
3080
3150
3220
3290
3360
3430

3570

GGTGAGCGAATTTCCTTTGCCTGCTGAAAGG TGAGAGACAATGCAGTCGGGGAATGTAGCGACGCCGTTC3 500

CGGCGCGCGGCCAATGACGCTTGCCGCTCGTGCGGCGCCAGGCGGCAATGGAAATCAAGCATGGAAAAGCTG

CCGATAAGTGGAAAGTGTTGGAGAGGACGCTTCCGCCGCGATGGAACTTGCTCAAGAATCCAGGTCCGAA

CAGTCTTGCCGTCCTTGATGCGCTATTGAGCTTTCACCCGGAAACGGAGTTGCGTCAGGAGGCACAGCTG

ATCGTCTTCCCGTCGAATGC TCAGCTTGCCCTTCGGGCGCATGGGATGTCGGGCGCTCAAACGTTTGCGG

GGGCATATT TACCATTTCTGTTGGAGTCGGGGTTGATCGTCCGTAAGGATAGCGCCAATGGCAAGCGCTT

CTCCCGCAAGGGCGACGATGACCAGATCGAGAATGCTTTTGGCTTCGACCTGTCGCCCCTCCTGGCGCGA

TCGGAAGAGTTGGCGATGTTGGCGCAAAGAGTGGCGGCCGAGAGAGCCTCGC TCAGGAAAGCCAAAGAGA

GCCTTACAATTTGCCGGCGGGATCTTCGCAAACTTATTACTGCTGCAATGGTCGAGGCCGCCGAGGACGA

TTGGAAGACGACCGAGGACATCTACATTTCGCTCGCGAGCAGAATTCCGCGCGTTCCGACCCTTGAAGGS

GTCACTAGCGTTCTCAATGAAATGGAGATGCTCCGTGAGGAAGTGCTTAATCGTTTGGAAAACCTCGAGA

ATGCTGAAAAAATTAGCACCAATGCTGCTCATATCGAGCAGCACATACAGAATTCAAAACCCGAATCCGT
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AAATGAATCTGAACCACGCTCCGAAAAGGACGCAGGGGGCAAAGGCGAGCTTGAGCCTTCAGCCGAAGAAT 4340

GAATCGCAAAGGGCGTTCCCCTTGRGATTGGCTGCTCAAGGCGTGCCCGATGATCAGCGACTATGCACCGC 4410

GCGGCGTGGGAAGCTGGCGAGATCTGATGTCTACCCCTGTGGTGGTTCAGATC TATGCTGGGGGTAAGCCC 4480

TITCCGCCTACCAGGATGCCTGCGAGGCGCTAGGACCGGAGAATGCTGCGGTGGCAATTGCCGTGCATCCTG

4550

GAAAGGGCTAACTTCATCAACTCTCCTGGACGGCTATCTGCGGGATCTAACGCGCCGAAGTGAGCGCGGTG 4620

AATTCCAGCTTGGCCCGATGATAATGCGCGTTGTTGARGGCCAACGGGCARAGGCGGTTTGAGGGCTGGGTA 4690

o
AGTGCGGCTRATCGTTATTCCTGCCGTTGAGGATTTCGGTTGTGGTCAGCTGACCACCAAGCTAACCTCT 4760

TGGAAAACACCAACTTTCAAAGGCGGCTTGTCGCAGGCATTGTGCCGGTTACCGTCTGGCTCCCGAGCCA 4830

AATGACGCCTCTTAGGGGAACAGTAGACCGTOATCTCAATACGAACGCGCCCAAGGTCCCGCACGARCAA

GACCAGGAGCGAAGTCTTCGCACGAAATCGGAGGCGC CTTTCATCAATTCATTGGCACCGGCGCRCCAAA
—_—
TCGCAAGGCGGCCGGCTGTGCCGGCTAATCGCGAGTGGGCGATGGCGCCGCATGGATAGGACGCAATAGG
—_—— T ——%

4900
4970

5040

-—
AACAACTACCTGCTGCCATCCGCAGCGCCGGAATCTACGGGGCTGATTCGCGGCGGCACTTCCACAACAC 5110

TGCGGAGAATTCTCAACCGCTATCTTGCGLGAGATGRICGCAATGAGCCACTCGACCCTATGGTCTTTTGAC S180

CAGGCAAGAATQGQAEISGAGGIGAGTTTGGTGCCGTTGTCGGAGAGATCATTGCGAGTTTCGAGCGAGG 5250

CGACGACCGGAGATQQAQQEFTCCGGGGATCGCQQQQEEQ;AIQ;TCGCGTCGCTCATCGACGATGTTGA 5320

GcACG;GAAACCCCCTTCCG’I‘AAGCGAAC’I‘T’GCAGGCACGCgCGCACC@AACGCG&aGGCT 5390
—————

CTGCCCGCTGGTCGCTGGATTTTGTTCGTGACCAAAAGCAAATGATCCAGTGGAACATTTCTCCACCGAA

5460
CGACTGAGGCATATACCTATCTCGCAAGGCCCAGCCATCGGCACAGTATTTGAGTCCGTTGARGAAGGTG 5530
—_—
ATGGGTCCAGGCGGCTTGGAGGAGGCATAGCCGTTCCAGCCGCCGAGTTTGGCGACGATCCAAGCGGCCC 5600
—_— ik dbad —_— —
AGGCGAGCEARGCTI 5615
—_

FIGURA 8: SECUENCIA DE pHY

- Los Mdrcos de Lectura Abierta se denotan con flechas en tono claro

- LLas secuencias directas ¢ inversas repetidas son scfialadas con {lechas negras

- Las secuencias que son blanco para la metilacién se muestran en negritas (GATC)
- Las secuencias de unién a ribosoma se marcan con letra Arial subrayada

- La secuencia con identidad al oriT de Agrobacrerium tumefaciens se denota con un semicirculo
(GATCCTGCC)
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El siguiente andlisis se realiz6é con el programa FASTA, donde se comparé toda la
secuencia de pHY con la seccién de la base de datos del GeneBank que comprende secuencias
bacterianas. Los resultados obtenidos sefialan un porcentaje de identidad del 77.8 (en 3 863 pb)
con el plismido pRiA4b de Agrobacterium rhizogenes, y del 57.4 % (en 1 352 pb) con el
plismido pTiB6S3 de Agrobacterium rumefaciens. Estas secuencias corresponden a las regiones
que codifican para las proteinas RepA, RepB y RepC, todas relacionadas con la replicacién de
plismidos. Ademads, cabe mencionar que un elevado porcentaje de identidad (91.6 %) se presentd
entre un segmento de 155 nucleétidos de pHY (del nucleStido 3 316 al 3 470), y la regién
intergénica del plismido pRiA4b. Con respecto al resto de las secuencias registradas por el
FASTA, porcentajes de identidad menores al 70 % se encontraron cntre pHY y pequeiias regiones
(menores a 110 pb) de diferentes secucncias relacionadas con la replicacién del DNA. Un dato
adicional es que la gran mayorfa de las regiones de pHY ricas en AT, s¢ encontraron en las zonas
que tienen identidad con secuencias codificantes.

Debido a que cl andlisis tipo FASTA sefialé alta identidad con res genes, se decidié buscar
Marcos de Lectura Abierta (MLA) usando el programa TESTCODE, encontrdndose la presencia de
3 MLA con alta probabilidad de ser codificantes debido a que presentan pocas regiones de
incertidumbre. El primer ML A se extiende del nucleétido 1 076 al 2 287 (1 212 pb, MLA1), el
segundo del 2 288 al 3 312 (1 026 pb, MLA2) y cl tercero del nucleétido 3 471 al 4 688 (1 218
pb. MLA3). Por otra parte, al evaluar el uso de codones con el programa CODONPREFERENCE
(usando una matriz construida por el Dr. D4vila a partir de regiones codificantes de Rhizobium), se
encontré que los 3 MLA detectados nucvamente mostraron alta probabilidad de codificar protefnas,
ya que el programa muestra 3 zonas bien definidas con escasos codones * raros * para Rhizobium.

Con base a los datos anteriores. y considerando que los tres ML A encontrados se parecen a
secuencias que codifican para proteinas rclacionadas con la replicacién de pldsmidos de
Agrobacrerium, se decidié aislar las secuencias y compararlas por separado con otras secuencias
que codifican para proteinas Rep de Rhizobiaceas. De esta comparacién (Tabla 4) destaca que las
mayores identidades se presentan con los genes de Agrobacrerium rhizogenes, las menores con las
secuencias rep de Rhizobium melilori, y la identidad con las secuencias rep de Agrobacterium
tumefuciens y de Rhizobium leguminosarum fucron intermedias a las anteriores pero similares

entre cllas.
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TABLA 4. ANALISIS DE IDENTIDAD DE LOS MARCOS DE LECTURA
ABIERTA DE pHY MEDIANTE EL PROGRAMA BLASTN

GENE CON EL QUE SE ENCONTRO IDENTIDAD

1212 pb repA del plismido pRiA4b de Agrobacrerium rhizogenes
repA del plismido pRL8JI de Rhizobium leguminosarum
57 repA del plismido pTiB6S3 de Agrobacrerium rumefaciens
2 1 026 pb 76 repB del pldsmido pRiadb de Agrobacterium rhizogenes
47 repB dcl pldismido pRL8JI de Rhizobium leguminosarum
49 repB del pldsmido pTiB683 de Agrobacterium rumefaciens
32 repB del plismido pRmeGR4a de Rhizobium meliloti
3 1218 pb 73 repC del plismido pRiA4b dc Agrobacterium rhizogenes
59 repC del plismido pRL8JI de Rhizobium leguminosarum
52 repC del plismido pTiB6S3 dc Agrobacterium tumefuciens
51 repC del plismido pRmeGR4a de Rhizobitem melilori

Ademds de los MLA, se encontraron 9 seccuencias con ¢l 100 % dc identidad a las
secuencias consenso para los sitios de unién a ribosoma, 8 con la sccucncia AAGGT y 1 con la
secuencia AAGGAA. De estas secuencias, una de ellas se encuentra 8 nucleétidos antes del codén
de inicio de MLA3 (AAGGT, posicién 3 457 a 3 462). Cabc mencionar que una sccucncia muy
parecida a un sitio de unién para ribosoma fue encontrada 11 nucleétidos antes del codén de inicio
de MLAL. Tal secuencia es CAGGAA (posiciones 1 059 a 1 064) (Figura 8).

Los resultados cncontrados hasta estec punto corresponden a secuencias con alta
probabilidad dc ser codificantes, sin embargo. aunque puede suponerse su participacién en la
replicacién dados los resultados hasta aqui descritos, no son secuencias que definan a un ori.
Debido a lo anterior, se procedié a buscar elemcentos involucrados en la estructura de un ori.

En este sentido. los eclementos que siecmpre s¢ presentan ¢n un ori son las secuencias
directas e inversas repetidas ricas en AT, mismas que se localizan en regiones no codificantes. La
bisqueda de tales elementos en pHY sélo condujo a 1 sccuencia con las caracterfsticas
mencionadas. Esta se localizé en las posiciones 3 391 a 3 397 y 3 440 a 3 446, con 7 nucleétidos
de largo y con un porcentaje de AT del 71.4 % (Figura 8). Debido a este resultado, y tomando en
cuenta que Rhaizobium erli ¢s una bacteria con un contenido de GC superior al que se encuentra ¢n
Enterobacterias, se¢ pensé que las diferencias en el contenido de AT podrian generar un sesgo que
hace poco probable la presencia de tales secuencias, asi que se decidié buscar en las regiones no
codificantes de pHY:, seccuencias directas repetidas e inversas repetidas ricas en GC. Los resultados
de esta busqueda mostraron 10 directas repetidas y 10 inversas repetidas. Tres inversas repetidas
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de 7 a 9 nucledtidos de largo se encuentran antes del codén de inicio de MLAT1 (del nucleétido 530
al 1 035). Tres inversas repetidas se localizan entre MLA2 y ML A3 (del nucleétido 3 305 al 3 336)
y tienen una extencién de 7 a 9 nucleétidos (Figura 8). Por otra parte, las 10 directas repetidas y las
4 inversas repetidas restantes se localizaron despues del codén de término de ML A3, sobresaliendo
que 8 directas repetidas y 2 inversas repetidas se encuentran del nucleétido 5 138 al 5 604. El
tamaiio de tales secuencias varia de 7 a 8 nucleétidos (Figura 8).

Ademids de las secuencias repetidas, la bisqueda de posibles sitios para la unién y/o
actividad de proteinas de replicacién, condujo a la localizacién de la secuencia GATCCTGCC
(posicién 5 584 a 5 592), quc tienc el 89 % de identidad con el origen de transferencia (oriT) del
plasmido pTiC58 de Agrobacterium tumefaciens. Es importante sefialar que esta secuencia se
encontré en una zona cuyo contenido de AT es superior al 50 % y ademds, que csta rodeada por 6
secuencias GATC. que son blanco de accién de enzimas de metilacién (Figura 8).

Finalmente, un Gltimo resultado relacionado con la secuencia de nucleétidos fue el hallazgo
de una regién que mostré identidad con el extremo 5° del genc tral de Agrobactrerium wumefaciens
(57.6 % en 672 pb localizadas de 1a posicién 1 a 1a 672, no incluye 1a regién reguladora). El gene
wral codifica una protefna relacionada con el corte de una de las cadenas del DNA a nivel del oriT,
por lo que su presencia en esta region resultaba interesante sin embargo, dado que los anilisis con
los programas TESTCODE y CODONPREFERENCE no mostraron alta probabilidad de que se
tratara de un MLA, no fué€ analizado con dewnimicnto.

ANALISIS DE LAS POSIBLES PROTEINAS CODIFICADAS POR pHY

Debido a que las secuencias de DNA de los tres marcos de lectura mostraron alta identidad
con el DNA que codifica para proteinas Rep de Rhizobiaceas, se decidié deducir la secuencia de
aminodcidos a partir de cada marco de lecwura de pHY. Este andlisis mostré que el ML AL codifica
para una proteina de 404 aminoscidos (RepA), MLAZ2 para una proteina de 342 aminodcidos
(RepB) y MLA3 para una de 406 aminosiicidos (RepC) (Figura 9). Cuando 1a secuencia de cada
proteina fue alincada con las protefnas Rep de Rhizobiaceas (Tabla 5) se encontré que las mayores
identidades se presentaron con las protefnas de Agrobacterium rhizogenes, que las menores con las
protefnas de Rhizobium meliloti, y que los porcentajes de identidad con las proteinas de Rhizobium
leguminosarum y Agrobacterium tumefaciens fueron intermedios a las anteriores pero similares
entre si.
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RepA DE pHY

MAKTAANTAP VVEGLTALME RHADALSSQL QAHHLKVFPP TSEKGIRSFA S0
PSEASKLLGI GESYLRQTAS EMPELNVSMS PGGRRTFTIE DIHSIRKHLD 100
LIGRGNRRYL PHRRTGEEVQ VVWVMNFKGG SGKTTTAAHL VQYLAMRGYR 150
FSRIDLDPQA SLSALFGSQP ETDVGPNETL YGAIRYDDEQ VPIEQVVRGT 200
YIPDLHLIPG NLELMEFEHD TPRALMNRKE GDTLFYGRIS QVIEDIADNY 250
DVVVIDCPPQ LG H PQMLDVMSMN QFLAMTSNLL 300
REIENAGAQF KFNWMRYLVT RFEPSDGPQON QMVGYLRSIF GENVLNFPML 350
KTTAVSDAGL TNQTLFEVER GQFTRSTYDR ALEAMNADND EIETLIKKAW 400
GRTT 404
RepB DE pHY

MSRKHLLDVT TDAPDSSSAA EHRAAKTRSM PLLGVTRKER DPATKVIANI 50
GNALREQNVR FDRAEKMERR LAGGQAVFVL KTFSIEPSFV QGSHARGYRT 100
DFLYPSASKD KQVPILVRPH PLNPRTYQVA FGHRRLRAVS ELGLPVKAVV 150
RDLSDEQLVV AQGQENNERE DLTFIEKARF AHKLNKQFPR EIVIAAMSID 200
KSNLSKMLLL, VDPLPSELID AIGAAPGVGR PSWQQOLAELV EKASPPAGAA 250
KYAASEEVQA LPSSERFKAV IDHLKPRRTA RGLPDVLSTP DGDRLAQVTQ 300
SKSKLEITID RKATPDFAAF VLEHLSALYQ EHRAKHQRKQ GV 342
RepC DE pHY

MOSGNVATPF GRRPMTLALV ERTLPPRWNL S50
LKNPGPNSLA VLDALLSFHP ETELRQEAQL IVFPSNAQLA LRAHGMSGAQ 100
TFAGAYLPFL LESGLIVRKD SANGKRFSRK GDDDQIENAF GFDLSPLLAR 150
SEELAMLAQR VAAERASLRK AKESLTICRR DVRKLITAAM VEGAEDDWKT 200
TEDIYISLAS RIPRVPTLEG VTSVLNEMEM LREEVLNRLE NLENAEKIST 250
NAAHITEQHIQ NSKPESVNES EPRSEKEQGA KASLSLQPKN ESQRAFPLGL 300
VLKACPMISD YAPRGVGSWR DLMSTAVVVR SMLGVSPSAY QDACEALGPE 350
NAAVAIACIL ERANFINSPG GYLRDLTRRS ERGEFQLGPM IMALLKANGQ 400
GGLRAG 406

FIGURA 9: SECUENCIA DEDUCIDA A PARTIR DE LOS TRES MARCOS DE
LECTURA ABIERTA ENCONTRADOS EN pHY

- El motivo YLTLSALTAATSILVTV probablemente puede unirse a la membrana interna bacteriana
- El motivo RROAAMEIKHGKAADKWKYL tiene identidad del 61 9% con el sitio de unién para ATP
presente en proteinas implicadas en la replicacién

41



TABLA S. ANALISIS DE IDENTIDAD DE LAS SECUENCIAS DE LOS
TRES MARCOS DE LECTURA ABIERTA DE pHY MEDIANTE

EL PROGRAMA BLASTX

PROTEINA % DE IDEN PROTEINA CON LA QUE SE
DE pHY ENCONTRO IDENTIDAD

RepA del pldsmido pRiA4b de
Agrobacterium rhizogenes

54 RcpA del pldsmido pRLS8IJI de
Rhizobium leguminosarum

54 RepA dcl pldsmido pTiB6S3 de
Agrobacterivum rumefuciens

RepB 342 aa’s 70 RepB del pldsmido pRia4b de

Agrobacterium rhizogenes

34 RepB del pldsmido pRLSJI de
Rhizobium leguminosarum

32 RepB del plasmido pTiB6S3 de
Agrobacreritm tumefaciens

10 RepB del plismido pRmcGR4a de
Rhizobium melilori

RepC 406 aa’s 69 RepC del plismido pRiA4b de

Agrobacterivem rhizogenes

49 RepC del plasmido pRLS8JI de
Rhizobium leguminosarum

36 RepC del plismido pTiB6S3 de
Agrobacterium tumefaciens

20 RepC del plismido pRmeGR4a de
Rhizobium meliloti

Con la idea de encontrar indicios que condujeran a definir la funcién que tienen cada una de
las posibles proteinas en la replicacién, se buscaron motivos funcionales en la secuencia de
aminodcidos de las tres proteinas, usando el programa MOTIFS. Los resultados de este andlisis no
demostraron similitud con ningidn dominio. sin embargo, usando el programa FITCON se
encontré que RepC de pHY contiene una secuencia de 18 aminodcidos que tiene el 61 % de
identidad con la secuencia RQTALADIKQGKTADKWK (presente cn proteinas dependientes de
ATP que se unen a DNA, como DnaA), misma que sc extiende del aminoscido 21 al 38 (Figura 9).

Por otra parte, al buscar con ¢l programa PSORT seiiales relevantes en la secucncia de
aminodcidos de cada proteina, sc encontré que RepA de pHY posce una secuencia transmembranal
de 17 aminodcidos (del 263 al 279), que la posibilita para unirse a la membrana interna de la
bacteria (Figura 9). Para el caso de RepB y RepC de pHY, estas mostraron alta probabilidad de

corresponder a proteinas citopldsmicas.
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Un andlisis mds consistié en establecer una filogenia de las protefnas Rep de Rhizobiaceas,
para ello, se realizaron alineamientos entre cada familia de proteinas. Cabe aclarar que en este
anélisis se decidi6 excluir a las secuencias de Rhizobium meliloti debido a que en estudios previos
encontramos que tienen poca identidad con las proteinas Rep de Agrobacrerium rhizogenes,
Rhizobium leguminosarum y Rhizobium erli. Para el caso de la filogenia de RepA, se observé que
la mayorfa de las sccuencias se encuentran muy conservadas. El segmento menos conservado es
pequeiio y se encuentra en ¢l extremo amino terminal. Con Io que respecta a RepB, el alincamiento
muestra que estas proteinas también estan bastante conservadas. El extremo amino y carboxilo
resultaron muy variables, mientras que la regién conservada se extiende cn la parte central de las
proteinas y comprende alrededor de 124 aminodcidos. Finalmente, el alineamiento con las
proteinas RepC mostré que tales proteinas estan rclativamente conservadas. Hay dos zonas
conscrvadas cercanas a los extremos amino y carboxilo de las protefnas, y dos regiones menos
conservadas tanto en cl centro de las proteinas como en el extremo carboxilo terminal.

A partir de estos alincamicntos, se fabricé ¢l dendograma para cada proteina mediante el
programa UPGMA. Los drboles asf obtenidos se muestran en las Figuras 10, 11 y 12. Para el caso
de las protefnas RepA (Figura 10), se observa que la proteina de Agrobacterium rhizogenes 'y
Rhizobium erli son las mds cercanamente emparentadas. A su vez, las proteinas de Agrobacterium
tumefaciens 'y Rhizobium leguminosarum estan emparentadas entre si y separadas de las primeras
por las mismas distancias evolutivas.

Para el caso de las proteinas RepB, el drbol obtenido (Figura 11) nuevamente relaciona
cercanamente a las proteinas de Agrobacterium rhizogenes y Rhizobium erli, mientras que RepB de
Agrobacrerium nemefaciens se relaciona con RepB de Rhizobium leguminosarum. Estas dos
dltimas proteinas se encuentran a la misma distancia evolutiva de las protefnas de Agrobacrerium
rhizogenes y Rhizobium etli.

En cuanto a RepC, las protefnas de Agrobacrerium rhizogenes y de Rhizobium etli son las
mds cercanamente emparentadas y éstas a su vez, sc relacionan mds cercanamente con la proteina

de Rhizobium leguminosarum y finalmente, con la proteina de Agrobacterium tumefaciens

(Figura 12).
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ANALISIS DE LA PRESENCIA DE REGIONES REPLICADORAS SIMILARES A
LA DEL pSim DE CFN42 EN OTRAS CEPAS DEL GENERO Rbhizobium

Con la finalidad de establecer si la menor regién replicadora del pSim de CFN42 tiene
homologia con las secuencias de otros pldsmidos de Rhizobiaceas, se llevo a cabo un ensayo
Southern blot, en condiciones de alta severidad, en ¢l que se hibridizé el inserto de pH3 con los
perfiles plasmidicos de diferentes cepas de Rhizobium etli y de diferentes especies de Rhizobium
provenientes de distintas regiones geogridficas. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 13, donde se observa que Gnicamente 5 de las 11 cepas usadas hibridizaron con el inserto
de pH3. Cuatro de las seiiales obtenidas corresponden al plismido simbiético de otras cepas de
Rhizobium etli (Figura 13, carriles 2, 4, 5 y 6), mientras que la restante pertenece a un pldsmido no
simbiético de la cepa CFN299 de Rhizobium tropici (Figura 13, carril 10).
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FIGURA 13: SOUTHERN BLOT DE DIFERENTES CEPAS DEL GENERO
Rhizobium EN EL QUE SE USO COMO DETECTOR AL

INSERTO DE pH3
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DISCUSION

Para localizar y aislar la regién replicadora del pSim de CFN42 se procedié a construir
cointegrados entre los c6smidos que cubren al pSim y un vehiculo movilizable. La transferencia
por conjugacién de estos cointegrados y ¢l andlisis del perfil de pldismidos de las transconjugantes
mediante la técnica de Eckhardt sefialarfan la regién del plismido capaz de replicarsce
auténomamente.

El uso de esta estrategia presenté varios problemas. Primero, la construccién de los
cointegrados se llevé a cabo en cepas de Escherichia coli recA-, lo que reduce la eficiencia con la
que recombinan las moléculas de c6smidos y pSUP202::Lorist 3B. Segundo, cuando los cé6smidos
y el pSUP202::Lorist recombinan, el plismido generado cuenta con dos origencs de replicacién. Si
en estas circunstancias ambos ori’s son activos, de acuerdo a Helinski, esta condicién combierte
al plasmido en una molécula muy inestable, pues s¢ pucde provocar replicacién abortiva (Helinski,
D. E.. 1994). Lo antcrior puedc explicar ¢l por qué de las bajas eficiencias con las que sc
obtuvieron los cointegrados.

L.os resultados obtenidos de 1a movilizacidon de los 15 cointegrados a las cepas CFNX107 y
CFN42 demuestran que dnicamente el cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B es capaz de
replicarse cn e¢stas cepas.

Este resultado concuerda con las observaciones previas en las que se encontré que la regién
del pSim delimitada por las bandas 26 a 85 del mapa en BamHI (270 kb) puede replicarse,
mientras que cl resto del pSim no (bandas 1 a 25) (Romero, D., et al., 1995).

Por otra partc, cl ¢cGD47 ademiis del ori, ticne todos los clementos relacionados con la
incompatibilidad. a juzgar por los resultados obtenidos con CFN42, en dondc se encontré que el
cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B climiné al pSim, mientras que los demds cointegrados
recombinaron con el pSim.

La dnica explicacién que existe para el fenémeno de incompatibilidad observada es que,
tanto cGD47/pSUP202::Lorist 3B como ¢l pSim sc replican con el mismo ori. Si el pSim tuviera
otro ori, ambos plismidos podrian replicarse en ¢l mismo fondo genético. Por otra parte, si
existiera otro ori en pSim, podriamos rccuperar mids de un cointegrado en Rhizobium etli.
Adicionalmente, el hecho de que los restantes 14 cointegrados recombinaran con ¢l pSim apoya la
hip6tesis de la ausencia de otro ori, y la posibilidad de que un scgundo ori hubicra sido
interrumpido durante la construccién del banco de c6smidos la hemos descartado pues, como se
observa la Figura 3, existen regiones traslapantes entre diferentes cointegrados que reducen csta
posibilidad. Por todo lo anterior, consideramos que el cGD47/pSUP202::Lorist 3B porta al ori del
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pPSim y que este plismido solo tiene un ori funcional.

El andlisis de los resultados obtenidos con la cepa CFNX 107 apoya que el ori del pSim se
encuentra en el cos47 y que no existen elementos de accién en trans, fuera de este c6smido, que
participen en la replicacién del ori. LLa ausencia de transconjugantes de los 14 cointegrados
restantes en la cepa CFNX107 apoya la idea de un ori unico.

Con lo que respecta a los experimentos realizados para evaluar la integridad del
cointegrado, se encontré6 que el c6smido cGD47 estaba completo en tanto que el plasmido
pSUP202::Lorist 3B se perdié. Este resultado explica la imposibilidad de transferencia del
cointegrado de las transconjugantes a la cepa HB101. Tal rearreglo puede explicarse considerando
que CFN42 es una cepa recA+, y que el cointegrado tiene dos secuencias de 3 kb en repeticién
directa, mismas que pueden ser blanco para un evento de recombinacién homéloga intramolecular,
que de ocurrir, podria conducir a la separacién y pérdida de pSUP202::Lorist del fondo genético de
Rhizobium etli.

La subclonacién de los fragmentos de BamHI del ¢cGD47 y su transferencia a la cepa
CFNX107 demostré que dnicamente pB79 es capaz de replicarse en la cepa usada. La posibilidad
de que esta clona hubiera sufrido alteraciones en su estructura fue descartada movilizdndola de las
transconjugantes a HB101, y evaluando su patrén de restriccién. Dado lo anterior, se concluyé que
la regién replicadora conteniendo al ori del pSim se encuentra en la banda 79.

Contrastando con los datos antes descritos, ninguna otra de las subclonas del cGD47 fue
capaz de replicarse en CFN42, pero sf de recombinar con ¢l pSim. Si comparamos a las cepas
usadas como receptoras en conjugacién, veremos que la principal diferencia es que CFN42 es
recA+ y que tiene al pSim, mientras que CFNX107 no. El hecho de que en CFNX107, pB79 se
replica y en CFN42 no, seflala que la eficiencia con la que se replica pB79 no es lo suficientemente
elevada como para superar al ecvento de recombinacién. Lo anterior puede deberse a que, fuera de
la banda 79, se encuentran elementos que contribuyen a la eficiencia con la que sc estabiliza el ori
del pSim. A cste respecto, se sabe que para pldsmidos como el F y el NR1, el ori estd en un
locus separado de los elementos de estabilidad, mismos que optimizan la segregacién plasmidica
(Gerdes, K. y Molin, S., 1986; Loh, S. M., Cram, D. S. y Skurray, R. A., 1988; Tabuchi, A_, et
al., 1988). La ausencia de estos elementos disminuyen drdsticamente la eficiencia con la que se
estabilizan los pldsmidos en cuestién.

La falta de elementos de estabilidad. aunada al hecho de que CFN42 es una cepa RecA +,
pudieron conducir a compensar las deficiencias en estabilidad con un evento de recombinacién
entre el pSim y pB79. Este evento puede ser muy probable dada la gran zona de homologia
existente entre estos plismidos. De esta recombinacién, resultaria que el pSim tendria dos
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origenes de replicacién idénticos y muy cercanos entre si, y de acucerdo a Helinski (Helinski, D.
E., 1994), tales regiones provocan incstabilidad plasmidica mediada por replicacién abortiva. Para
contender con ello, probablemente una segunda recombinacién que escindiera uno de los ori y
mantuviera al gene de resistencia al antibiético podria asegurar la eswbilidad del pSim.

Dadas estas eventualidades, se esperarfia que en una cepa recA- hubicra una mayor
probabilidad de¢ observar unidades de replicacién auténoma despuds de transferirle nucvos
plismidos que porten al ori. Tal hipétesis se vié confirmada cuando se transfirieron subclonas de
pB79 a CFNX107 y a CFNX101, enconurdindosce para ambos casos que sélo la subclona pH3 se
replicé. Ademads, se observé que en CFNX101. pH3 fué incompatible con el pSim.
Adicionalmente, los resultados de movilizacién de pH3 a partir de las transconjugantes, y su
andlisis de restriccién, mostraron que la estructura de este plismido no habia sufrido alteraciones.
Considerando todos estos resultados, se concluyé que la regién replicadora con el ori del pSim se
encuentra en esta banda.

Por otra parte. ¢l hecho de que pH3 fucra incompatible con el pSim sciiala que los
determinantes de incompatibilidad se encuentran en esta clona y que al menos algunos clementos de
estabilidad también cstan prescentes. Este resultado demuestra que en un fondo recA-, los eventos
de recombinacién entre las subclonas y ¢l pSim son poco frecuentes, asf que para que la bacteria
transconjugante pucda sobrevivir en el medio de seleccién, resulta mis sencillo que la clona
introducida se mantenga como unidad de replicacién auténoma, comportamiento que conduce a la
perdida del pSim.

El experimento en cl que se transfiriera a la banda 79 a CFNX101 no se practicé, sin
embargo consideramos que no afecta a las conclusiones propuestas hasta ¢l momento pues, como
se observé en el experimento antes descrito, en ausencia de recA las clonas que contenfan al ori
podian cstabilizarse como pldsmidos. y debido a que pB79 se replicé en CFEFNX 107, esperariamos
que también lo hiciera en CFNX101.

La subclonacién del inserto de pH3 y la posterior movilizacién de cstas subclonas a las
cepas CFNX107 y CFNX101 no generaron transconjugantcs, lo cual sugicre dos posibilidades:
1) Que el ori fuera cortado por estas enzimas, o
2) Que la replicacién o la estabilidad del ori dependicran del producto de secuencias codificantes u
otro tipo de sccuencias que fucron interrumpidas por accién de estas cnzimas.

Cualquiera que fuera la razén, las prucbas practicadas indican que este es el menor
segmento de replicacién auténoma que sc puede obicner del pSim. Su tamaiio resulta ser grande
(5.6 kb) sin embargo, no dificre demasiado de los conocidos para otras secuencias de replicacién
de pldismidos de bacterias emparentadas, mismos que fluctian cntre 4.844 y 5.024 kb (Nishiguchi,
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R.. Takanami, M. y Oka, A., 1987; Tabata, S., Hooykaas, P. J. J. y Oka, A., 1989; Mercado-
Blanco, J. y Olivares, J., 1994; Turner, S. L. y Young, P. W_, ct al., 1995).

Ya que no se logré subclonar una secuencia mis pequefia que sc replicara en las cepas
usadas, se evalué la estabilidad de pH3. y de las otras clonas de replicacién auténoma, en sus
respectivos fondos genéticos. Los resultados obtenidos demostraron que la estabilidad de todas las
clonas es muy clevada, lo cual constituye un elemento adicional que sugiere que los elementos
relacionados con la replicacién, y al menos algunos relacionados con la segregacién plasmidica se
encuentran en cstas sccucncias.

En adicién, ¢l nimecro de copias del pSim y de pH3 resulté ser de 1 a 2 copias para
ambos, 1o cual demuestra que los clementos de regulacién del nimero de copias se encuentran
intactos y presentes en pH3. El hecho de haber encontrado un bajo ndmero de copias para el pSim
cra de esperarse pues, como se ha observado en plismidos mayores a 100 kb, ¢l nimero de copias
caracteristico dc éstos es de 1 a 2 por cromosoma (Kornberg, A. y Baker, T. A., 1992).

Relacionando los resultados de cstabilidad con ¢l nimero de copias de pH3. era dec
esperarse que un plidsmido de bajo ndmero de copias fuera muy cstable. Tal estabilidad suele
atribuirse a la presencia de un sistema de scgregacion muy eficiente, que podria involucrar la unién
del replicén a la membrana citoplasmaitica (para asegurar quce cada célula hija mantenga una copia
del pldsmido en cuestién) (Nordstrom, K. y Austin, S. J., 1989), aunque tambien cxiste la
posibilidad de que ¢l pSim asegure su estancia en la célula a través de mecanismos similares a los
sistemas hok-sok (usado por el plismido Rl), par (del profago P1l), sop (plismido F) o
mediante los sistemas restriccién-modificacién (Kulakauskas, S.. Lubys, A. y Ehrlich, D., 1995).

Por otra parte, las funciones contenidas en pH3 son suficientes para permitir su replicacién
en el fondo genético de Agrobacrerium rumefaciens, tal como lo demostré Rodriguez y
colaboradores (Rodrigucz, O., et al., datos no publicados).

Conocidas las propiedades hasta aquf mencionadas, sc decidié obtener la secuencia de csta
regién del pSim. dec la que se obtuvicron 5 615 nucleétidos con un contenido en GC dcl 55.9 %.
Este porcentaje es muy similar al que se ha obtenido cn ¢l trabajo de sccucenciacién del resto del
plasmido desarrollado por el grupo del Dr. Guillermo Divila (comunicacién personal).

Cuando se compara la secuencia obtenida con la base de datos del GeneBank a través dc un
FASTA., destaca el elevado porcentaje de identidad que sc presenta entre pHY y el plasmido
pRiAd4b dec Agrobacterium rhizogenes (77.8 o0).en una zona muy grande de DNA (3 863 pb)
que incluye tres regiones codificantes y dos no codificantes de tamaiio pequefio (menores a 160
pb). El plismido de Agrobacterium es un replicén criptico que mide 250 kb de las cuales, 4 638 pb
corresponden a la menor secuencia de replicacién auténoma que se pudo aislar (Nishiguchi, R.,
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Takanami, M. y Oka, A. 1987). Al comparar el tamafio de la menor secuencia de replicacién
auténoma aislada de pRiA4b con cl de pHY, resulta notoria la similitud de 1os mismos. pues s6lo
difieren en un 20 % (970 pb).

El andlisis con los programas TESTCODE, CODONPREFERENCE, y la presencia de
secuencias que posiblemente son blanco de unién a ribosoma, antes del codén de inicio de MLAL1l y
de ML A3, sugicren fucrtemente que estas secuencias son transcritas y traducidas.

La comparacién por separado de cada MLA muestra que los mayorces porcentajes de
identidad se encuentran con las regiones codificantes de las proteinas RepA, RepB y RepC de
Agrobacterium rhizogenes (del 73 al 81 %). Los siguicntes valores de identidad se observaron con
los genes de RepA, RepB y RepC de Rhizobium leguminosarum y Agrobacrerium tumefaciens (del
49 al 60 %). Finalmente, ¢l menor porcentaje de identidad se encontré con las sccucncias que
codifican para las proteinas Rep de Rhizobium melilori (del 32 al 51 9%).

La informacién referente a las proteinas Rep las relaciona con la replicacién y en particular,
para ¢l caso de Rhizobiaceas, con la replicacién de plismidos, la mayoria de ellos cripticos
(Mercado-Blanco, J. y Olivares, J., 1994; Turncr, S. L. y Young, P. W., ct al., 1995). En
Rhizobiaceas sc desconoce la funcién que juegan las proteinas Rep sin embargo, se piensa que
RepA y RepB participan en el desdoblamiento de la cadena de DNA, y que RepC es la proteina de
inicio de la replicacién (Tabata, S., Hooykaas, P. J. J. y Oka, A., 1989).

En todos los casos conocidos para Rhizobiaccas, la organizacién de estos genes es la
misma, encontriindose agrupados en un operén que ticne localizado en ¢l extremo 5” al genc rep A
y en el extremo 3° a repC (Nishiguchi, R., Takanami, M. y Oka, A. 1987; Turner. S. L. y
Young, P. W., et al., 1995). Esta organizacién también sc encontré cn pHY. aunque
desconocemos si los 3 MLA se transcriben como un operén.

En este punto, quiero mencionar una caracteristica interesante relacionada con el tamaiio de
los pldsmidos de Rhizobiaceas que replican por medio de Rep. El tamaiio de todos es grande. Asi,
en Agrobacrerium rhizogenes, cl replicén pRiA4b cs de 250 kb, ¢l de Rhizobium leguminosarum
es de 83.3 kb (pPRLS8ID), el de Agrobacrerium rumefaciens mide 200 kb (pTiB6S3). y cl de
Rhizobitem melilori mide 175 kb (PRmeGR4a). Adn mds interesante es el hecho de que las mSRA
aisladas de estos replicones varian muy poco ¢n tamaifio. Asi, para pRiA4b esta mide 4.638 kb,
para pRL8JI mide 5.024 kb, en el caso de pTiB6S3 la mSRA midc 4.203 kb y para pRmeGR4a el
tamafio es de 4.844 kb (Nishiguchi, R., Takanami, M. y Oka, A., 1987; Tabata, S., Hooykaas,
P. J. J. y Oka, A., 1989; Mercado-Blanco, J. y Olivares, J., 1994; Turner, S. L. y Young, P. W.,
et al.. 1995). Con lo que respecta a pHY, ¢l tamaifio de la mSRA es de 5.615 kb, mismo que es

muy semejante al de los antes mencionados.
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El tamaiio de los replicones de Rhizobiaceas mencionados, aunado al de las mSRA y ala
presencia en estas Gltimas de genes rep. sugieren un mecanismo de replicacién similar mediado
por las proteinas Rep.

Por otra parte, con base a los datos hasta aquf expuestos, s¢ esperaba que al traducir las
secuencias de los 3 MLA de pHY, estas mostraran identidad con las proteinas Rep de
Rhizobiaceas. Esta hip6tesis fué confirmada cuando se compararon las secuencias deducidas con
las de las proteinas Rep de Rhizobiaceas, encontrindose un comportamiento similar al observado
con la secuencia de nucléotidos. Sobresale la elevada identidad encontrada entre las secuencias de
pHY y las de las protefnas decl plismido pRiA4b. Estas fueron del 92 % para RepA, 70 % para
RepB. y 69 % para RepC.

Relacionando los datos de organizacién de los tres MLA dc pHY, su similitud a nivel de
DNA y de protefna con secuencias relacionadas con la replicacion, y el hecho de que se encuentran
en la mfnima secuencia de replicacién auténoma aislada del pSim de CFN42, podemos pensar que
MLAI1 corresponde al gene de repA, MLA2 a repB y MLA3 a repC. y quc estos genes cumplen
las mismas funciones que se les han atribuido cn otras Rhizobiaceas. En este sentido, la bisqueda
de motivos en las secuencias polipeptidicas de las tres protecinas mostré que en RepC existe una
secuencia de 18 aminodcidos que es 61 % idéntica a la secuencia consenso para el sitio de unién de
ATP presente en proteinas que se inen al DNA, tales como DnaA. Este resultado apoya la
hipé6tesis de que RepC es la protefna de inicio de la replicacién para el pSim de Rhizobium erli.

Con respecto a RepA, se encontré una sefial que sugicere que esta proteina se une a
membrana plasmdtica. Aun cuando la protefna RepA de Rhizobiaceas aparentemente participa en el
desdoblamiento de la cadena de DNA, la proteina RepA de pHY muestra identidad con otras
implicadas en las funciones de particiéon de plismidos de Escherichia coli (Abeles, A. L.,
Friedman, S. A. y Austin, S. J., 1985; Mori, H., et al., 1986). Estas protcinas son SopA y ParA,
quienes tienen una identidad del 36 y 19 % rcspectivamente con RepA del pSim. La zona de
identidad abarca la misma posicién en la que sc encontré el motivo de unién a membrana.

Si bien es cierto que los porcentajes de identidad son bajos, y ademds de que se trata de
proteinas de organismos poco emparentados, la coincidencia de dos argumentos que sugieren la
funcién de particién para RepA nos lleva a atribuirle esta posible funcién.

Para el caso de RepB no sec encontraron motivos en su secuencia, por lo que atin se carecen
de indicios de su funcién en la replicacién del pSim de CFN42,

Un dGltimo punto a discutir con respecto a las proteinas Rep de Rhizobiaceas se refiere a los
resultados de su alinecamiento. Las regiones conservadas sugieren una fuerte presién de seleccién
que puede deberse a un estricto compromiso funcional. Como puede observarse en las Figuras 10
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ala 12, la elevada identidad que existe entre las protefnas de Rhizobium etli y las de Agrobacterium
rhizogenes las relaciona mucho. Un comportamiento similar se observa entre las protefnas Rep de

Rhizobium leguminosarum y Agrobacrerium tumefaciens.

El hallazgo de proteinas rclacionadas con la replicacién del pSim ¢s importante sin
embargo, no definen a un ori.

A este respecto, recordemos que un ori se localiza principalmente en zonas no codificantes,
que suele ser peqgueiio (de 200 a 800 pb) y que estd formado por secuencias directas e inversas
repetidas ricas en AT, secuencias de unién a proteinas de inicio de la replicacién, elementos
relacionados con la regulacién de la replicacién, y en ocasiones, secuencias GATC.

La bisqueda de estos elementos a través de todo pHY mostré dos zonas intcresantes. La
primera corresponde a la regién intergénica existente entre repB y repC, misma que mide 155 pb
y presenta 1 seccuencia directa repetida de 7 nucleétidos de largo rica en AT (71.4 %), y 3
secuencias inversas repetidas de 7 a 9 nucleétidos de largo ricas en GC. Es importante mencionar
que esta regién tiene una identidad del 91.6 % con la sccuencia intergénica del pldsmido pRiA4b de
Agrobacterium rumefaciens, y que estudios establecidos por Tumer y colaboradores seiialan que tal
regién se encuentra muy conservada entre las SRA conocidas para Rhizobium (Turner, S. L. y
Young, P. W., et al., 1995).

Si relacionamos la presencia de 4 secuencias repctidas, en una pequeiia regién no
codificante altamente conservada, y que se localiza entre dos gencs relacionados con la replicacién,
puede pensarse que tal regién tiene una funcién biol6gica fuertemente seleccionada, asi que la
posiblidad de que la zona intergénica entre repB y repC corrcsponda al ori del pSim resulta
atractiva.
La segunda regién en la que podria estar localizado el ori del pSim sc encuentra en los
altimos 556 nucleétidos de pHY, en donde existe una elevada densidad de secuencias directas
repetidas (8), mds 1 inversa repetida, todas ricas en GC y de 7 a 9 nucleétidos de largo. Aidn mds
sugestivo es el hecho de que esta zona tiene un contenido de AT superior al 50 % y que en clla se
localizé una secuencia que ¢s 89 % idéntica al concenso del oriT del pldsmido pTiCS58 de
Agrobacrterium tumefaciens (Cook, D. M. y Farrand, S. K., 1992), misma que esta rodeada de 6
secuencias GATC.

Secuencias de 7 nucleétidos, como las que forman
pueden encontrarse cada 16.38 kb si la distribucién cs al azar. De la misma manera, secuencias de
4 nucledtidos, como las del sitio de metilacién (GATC), se localizarfan cada 256 nucleétidos.
Tomando en cuenta la baja probabilidad de encontrar una regién con 8 secuencias repetidas de 7
nucleétidos de largo, que ademds se cxtiende en una regién cuyo contenido de AT es mayor al

las secuencias repctidas de pHY,
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50 % y que tenga tal densidad de secuencias GATC, pensamos quc en ¢sta regién se encuentra el
ori del pSim. Ninguna otra zona de pHY conjunta los elemcntos mencionados, 1o cual también
apoya la hipétesis descrita. A pesar de gue sospecchamos que ¢l ori del pSim sc encuentra en la
regién antes citada, no contamos con eclementos contundentes que schialen que esta zona
corresponde al ori sin embargo, consideremos los siguientes datos:

a) En esta regién existe una secucncia similar a un oriT ¢l cual sc sabe, puecde sostener la
replicacién de plismidos de 100 kb (como el F de Escherichia coli), mediante un sistema de
replicacién por circulo rodante (Komberg, A. y Baker, T. A., 1992).

b) Algunas proteinas Rep de Enterobacterias y Staphylococcus participan en la replicacién por
circulo rodante.

Aunguec los anteriores argumentos sc basan cn datos obtenidos con bacterias diferentes a
Rhizobium, pucden apoyar la hip6tesis de que ¢l ori del pSim sc encuentra de la posicién 5 368 a
5 376 del inscrto de pHY, y que probablemente sc replica por circulo rodante.

Si esta hipétcsis es correcta, ¢l pSim cs ¢l plismido mis grande que replica por circulo
rodante hasta ahora descrito.

Por otra parte, al usar como sonda al inserto de pH3 sobrc los perfiles plasmidicos de
diferentes especics de Rhizobium, se ecncontré que sccuencias homélogas a la regién replicadora
del pSim de CFN42 cstan presentes en plismidos simbiéticos de diferentes cepas de Rhizobium
etli, mientras que en otras c¢specics, solo se encontré sefial con un pldsmido criptico de 1a cepa
CFN299 de Rhizobium tropici. Este resultado concucrda con observaciones previas en las que se
encontré quc los diferentes cé6smidos del pSim de CFN42 hibridizan con los plismidos
simbiéticos de cepas de Rhizobium etli de diferentes regiones geogridficas (Rodrigucz, O., Girard.,
M. L. y Davila, G., 1993). Si consideramos ambas observaciones y las relacionamos con la
reciente demostracién de que el pSim de la cepa TAL 182 ¢s incompatible con el pSim de CFN42
(Vazquez, H. datos no publicados), podemos sugerir que todos los pSim de Rhizobium etli
analizados poscen la misma regién replicadora.

No obstante, el hecho de que se haya obtenido hibridizacién con un plismido criptico de la
cepa CFN299 dec Rhizobium rropici.y 1a homologia encontrada a nivel de secuencia con plkismidos
de otras Rhizobiaceas, sefiala que las secuencias similares a 1a regién replicadora del pSim dc
CFN42 no son cxclusivas de la especiec Rhizobium erli. Esta conclusién se ve apoyada por los
datos obtenidos por Turner y colaboradores, quiencs analizaron las sccuencias de repC de
diferentes cepas de Rhizobium leguminosarum y deSinorhizobium, cncontrando una gran
diversidad genética en tales secuencias (Turner, S. L., et al., 1996). Adicionalmente, Burgos y
colaboradores tambien identificaron sccuencias de repC, y secuencias rio arriba de repC, en
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diferentes cepas de Sinorhizobium y en el pSim de la cepa CFN299 de Rhizobium tropici
(Burgos, P. A., Veldzquez, E. y Toro, N., 1996). Los anteriores datos sugieren que al menos las
secuencias repC podrian ser caracteristicas de las Rhizobiaceas, y que descienden de un ancestro
comun.

Finalmente, la evidencia presentada en cste trabajo ¢s muy sugestiva, y puede ser usada
para posteriores estudios, como los que se enlistan a continuacién:
a) Establecimiento del tipo de replicacién del pSim
b) Dilucidacién del proceso evolutivo del pSim
c) Evolucién de las proteinas Rep de Rhizobium
d) Alteracién del nimero de copias del pSim para evaluar su ¢fecto en nodulacién y simbiosis.
) Fabricacién de vectores moleculares para Rhizobium, y otros mds.
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CONCLUSIONES
1. El pSim de CFN42 presenta un solo ori, que se localiza en la banda 79 del mapa de restriccién
de BamHIL

2. La menor secuencia de replicacién auténoma (pH3) obtenida decl pSim mide 5 615 pb, y
contiene a los elementos de regulacién del ndmero de copias y al menos, algunos relacionados con

la estabilidad.
3. La estabilidad del cGD47, pB79 y pH3 en Rhizobium etli ¢s muy clevada.
4. El nimero relativo de copias del pSim y de pH3 va de 1 a 2 con respecto al cromosoma.

5. En pH3 existen 3 regiones relacionadas con los gencs repABC, involucrados en la replicacién

de pldasmidos de Rhizobiaceas.

6. Las tres protefnas Rep de pH3 muestran porcentajes de identidad muy elevados (del 70 al 90 %)
con las del plismido pRiAd4b de Agrobacterium rhizogenes.

7. Las proteinas Rep de pH3 estan cmparentadas con las protefnas Rep de Agrobacterium y de
Rhizobitum.

8. En pH3 existe una region de aproximadamente 550 pb que tiene alta probabilidad de contener al

ori del pSim de CFN42.

9. La minima region replicadora del pSim de CFN42 se encuentra conservada en los plismidos

simbidticos de las diferentes cepas de Rhizobium etli probadas.
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APENDICES
APENDICE 1

EREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Luria Broth (LB) Peptone-Ycast (PY)
Peptona de caseina 10 g 5 g
Extracto de levadura Sge 3 g
Cloruro de sodio 10 g
Cloruro de calcio 0.7 M 10 ml
Apgua tridestilada cbplh cbpllt

En caso de medios sélidos se agregaron 15 g de agar bacteriolégico por litro (antes de

esterilizar por autoclave).
El CaCl; 0.7 M se esterilizé en autoclave.
Los medios esterilizados fucron vaciados en cajas petri (aprox.30 ml/caja) dentro de una

campana de flujo laminar.
Las bacterias Escherichia coli se cultivaron en LB a 37 °C, mientras que Rhizobium etli se

cultivé en PY a 30 °C.

PREPARACION Y ESTERILIZACION DE ANTIBIOTICOS

Antibioti s s «C Final)
Clorafenicol (Cm) 100 mg/ml en Metanol 100 pg/ml
Kanamicina (Km) 30 mg/ml en agua 30 ng/ml
Acido Nalidixico (Nal) 20 mg/ml en NaOH 0.1 M 20 pg/ml
Tetraciclina (Tc) 10 mg/ml en Etanol al 50 % 10 pg/ml
Espectinomicina (Sp) 100 mg/ml en agua 100 pg/ml
Carbenicilina (Cb) 100 mg/ml en agua 100 pg/ml

Los antibidticos se esterilizaron por filtracién con membrana de 0.22 | (previamente
esterilizada en autoclave).

ESTERILIZACION EN AUTOCLAVE

El tiempo de esterilizacién fué de 30 min y sc inicio cuando la cdmara alcanzé 1.4 Kg/cm? y
una temperatura de 120 °C.

Al terminar ¢l tiempo de esterilizacién, se baj6 la presién en escape lento si habia liquidos,
y en escape ridpido si solo habfa material sélido.
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APENDICE 11
PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA CONJUGACION BACTERIANA

REACTIVOS

- MgS0O,.7H20 (10 mM)-Tween 40 (0.01%).
MgSO0,4.7H:0 1.232 g
Tween 40 50 ul

Agua tridestilada 500 ml

Esta solucién era esterilizada en autoclave.

APENDICE 111
PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA TRANSFORMACION GENETICA

REACTIVOS

- Cloruro de calcio 100 mM

Cloruro de calcio 1.1 g
Agua tridestilada 100 ml

Se filuré y esterilizé en autoclave

APENDICE IV
PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA PURIFICACION DE DNA TOTAL

REACTIVOS

- TRIS 1 M, pH=8.0. - EDTA 0.25 M, PH=8.0.

Trizma Basec 121.14 g EDTA(Nao) 9305 g
Agua tridestilada 950.0 ml Agua tridestilada 950.0 ml
Sc ajusté el pH con HCI Se ajusté el pH con NaOH

Se afor6a 11t Scafor6allt

Se filtré y esteriliz6 en autoclave Se filtr6 y csterilizé en autoclave

- PRONASA: Se disolvieron 5 mg de Pronasa cn 1 ml de TRIS-EDTA (TE) 50:20, pH=8.0 y sc
digirié 1 hra 37 °C.

- RNAasa: Se disolvieron 30 mg de RNAsa en 1 ml de agua HPLC y se digirié 10 min a 95 °C.

- SATURACION DE FENOL: Se adicioné a una botclla de fenol 100 ml de TE 10:1, pH=8.0 y sc
dejé en agitacién hasta que sc obtuvo una emulsién.

- MEZCLA FENOL:CLOROFORMO:ALCOHOL ISO-AMILICO: Sc mezclaron 24 ml de Fenol,
24 ml de Cloroformo y | ml de alcohol iso-amflico. Se almacené en frasco dmbar a 4 °C.
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APENDICE V

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA PURIFICACION DE DNA
PLASMIDICO

REACTIVOS

- Solucién 1. - Solucién I1.

Dextrosa SO mM 2252 g NaOH 10 M 0.1 ml
EDTA 10 mM, pH=8.0 50 ml Agua tridestilada 4.4 ml
Trizma Base 25 mM., pH=8.0 3.125 ml SDS al 10 % en agua 0.5 ml

Agua tridestilada 250 ml

Se filuré y esterilizé en autoclave

- Solucién IIL.

Acetato de potasio S M 60.0 ml

Acido acético glacial 11.5 m]

Agua tridestilada 28.5ml

APENDICE VI

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS DE DNA
REACTIVOS,

- Solucién Amortiguadora TRIS-Boratos 5X. - Solucién Amortigiadora TRIS-Acetatos 10X.
Trizma Base 89 mM 53.89 g Trisma Base 484 g
Acido Bo6rico 89 mM 2751 g Acido Acético glacial 11.42 ml
EDTA Na;.2H,O 2mM 3.72g EDTA Na;.2H-O 20 ml
Agua tridestilada 1t Agua tridestilada 11t

APENDICE VI
PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA ECKHARDT HORIZONTAL

REACTIVOS

- N-laurilsarcosinato 0.3 % - Ficoll 20 % en TE 10:1
N-laurilsarcosinato 03 g Ficoll (400 000) §:4
Agua tridestilada 100 mi TE 10:1 10 ml
- Solucién de lisis - SDS al 10 %/Xilen-cianol

RNAsa A 0.4 mg SDS 1 g
Azul de Bromotenol 1 mg Xilen-cianol 5 mg
TE 10:1 1 ml Agua tridestilada 10 ml

Se calenté a 95 °C durante 10 min.
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APENDICE VI
PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA SOUTHERN BLOT

REACTIVOS PARA TRANSFERENCIA DE GELES A PAPELES DE NYLON

-HCl10.25 M
HC1 20.4 ml
Agua destilada cbp 11t
-NaOHO.5 M + NaCl 1.5 M
NaOH 19.99 g
NaCl 87.6 g
Agua destilada 11t
-TRISO.5N + NaCl 1.5 M
TRIS 60.57 g
NaCl 87.5 g
Agua destilada 1n
pH=74
REACTIVOS PARA MARCAJE RADIACTIVO
- 8SSC 20X
Cloruro de sodio 1752 g
Citrato de sodio 88.2 lg
11

Agua tridestilada
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