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RESUMEN 

La región del DNA responsable de la replicación esta formada por un sitio en el que da 

comienzo la sínlesis del DNA, conocido como origen de replicación (ori). y por los elementos que 

controlan el inicio de la replicación. la partición y el número de copias del replicón. Esta región es 

indispensable para el replicon y ha sido estudiada en cromosomas y plásmidos pertenecientes a 

diversos géneros bacterianos sin embargo. para el caso del género Rhizobium. solo 5 regiones 

replicadoras han sido identificadas y ninguna corresponde a plásmidos simbióticos (pSim). Dada 

la importancia que tiene la región replicadora del DNA para el mantenimiento del replicón en la 
población celular. el presente trabajo se desarrolló con la finalidad de aislar y car.icterizar la región 
replicadora con el ori del pSim de la cepa CFN42 de Rhizobium et/i. 

Para lograr este objetivo. se clonó la menor secuencia de replicación autónoma del pSim. 
La clona obtenida (pH3) mide 5.6 kb y contiene todos los elementos necesarios para la replicación. 

el control del número de copias. la incompatibilidad y algunos de los elementos relacionados con la 

estabilidad del plásmido simbiótico. 

La caracterización de las funciones de replicación de pH3 demostró que el número de 

copias es de l a 2. similar al del pSim y que la estabilidad de pH3 es muy alta. encontrándose un 
porcentaje de pérdida por generación menor al 0.01 %. 

El análisis de la secuencia de pH3 mostró la presencia de 3 marcos de lectura abierta que 

codifican para 3 proteínas relacionadas con la replicación. llamadas RepA. B y C. presentando una 

alta identidad (mayor al 70 %) con las proteínas Rcp de Agrobacterium rhizogenes. 

Adicionalmente. en una zona no codifican te que es rica en A T. localizada río abajo del extremo 3' 

de repC. se encontró una secuencia 89 % idéntica al consenso del oriT del plásmido pTiC58 de 

Agrobacterium tumefaciens. Esta secuencia está rodeada por 6 secuencias GATC y por 8 directas 

repetidas ricas en GC. La presencia de estos elementos señalan que en esta zona puede encontrarse 

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

El análisis evolutivo de las proteínas Rep de Rhizobiaceas relacionan a Rep A. B y C del 

pSim de CFN42 con las mismas proteínas de Agrobacrerium rhizogenes. Rhizobium 
leguminosarum y con Agrobacteriwn tumefaciens. Por otra parte. ensayos tipo Southern Blot 

muestran que en los plásmidos simbióticos de todas las cepas de Rhizobium et/i examinadas. 

existen secuencias similares a la región replicadora del pSim de CFN42. y que en la cepas 

pertenecientes a otras especies de Rhizobiu111. solo se cncontro señal positiva en un plásmido 

críptico de Rhizobiunz tropici. cepa CFN299. 

Finalmente. la información generada describe por primera vez el aislamiento y la 

caracterización molecular de la mínima región de replicación autónoma de un plásmido simbiótico 



INTRODUCCION 

La división celular es uno de los eventos más importantes en la vida de los organismos, 

debido a que asegura la transmisión, de una generación a otra, de la información genética. En 

condiciones óptimas, dos terceras partes del ciclo de vida de cualquier microorganismo están 

relacionadas con la división celular y tal función, solo se lleva 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 información que la original se define como replicación del DNA 

(Lehninger. A. L .• 1978). A su ves, cualquier molécula capaz de replicarse de manera autónoma 

constituye un replicón (Lewin, B .• 1994). 

La replicación genética presenta varias caracteñsticas, entre las principales tenemos: a) 

control de la frecuencia de inicio de la replicación; b) fidelidad en el proceso de copia; c) capacidad 

de corregir errores; d) coordinación de la replicación con la división celular; e) mecanismos que 

aseguren su segregación a células independientes; O control del número de copias del replicón, 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 replicación (ori) 

(Mathews, Ch. K. y van Holde, K. E., 1990). 

Un ori es una secuencia indispensable para el replicón pues sin él, no hay posibilidad de 

perpetuar la información contenida en éste. Se ha observado que alrededor del ori se agrupan los 

elementos que controlan la frecuencia de inicio de la replicación, el número de copias del replicón, 

y en ocasiones los elementos responsables de la panición. formando una región encargada de la 

replicación del DNA (Willetts, N., 1985). 

El ori juega un papel central durante la replicación del DNA. Diversos estudios llevados a 

cabo con enterobacterias señalan que para este grupo de organismos. existen tres tipos de ori que 

difieren en el número y disposición de elementos estructurales. Tal clasificación agrupa a los ori •s 

conocidos como tipo oriC de Escherichia coli. oriC de Pseudomonas aerttginosa y oriC de 

Bacilltts sttbtilis (Cleary. J. M .• et al., 1982; Yoshikawa. H.y Ogasawara, N., 1991). 

Por otra parte, debe destacarse que existe gran cantidad de información relacionada con la 

estructura y función de ori's enterobacterianos, mientras que otros tipos de ori son poco 

conocidos. Dada esta limitante, la mayoría de la información que aquí se presenta esta referida a 

enterobacterias. Una breve descripción de los conocimientos actuales se presenta a continuación. 
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ORIGEN DE REPLICACION 

Como se mencionó con anterioridad. la replicación comienza en una secuencia muy 

específica del replicón conocida como orígen de replicación (ori). Se sabe que para el caso de 

bacterias, el número de ori•s que pueden coexistir en una misma molécula de DNA varía de 1 a 3; 

sin embargo, uno de ellos se usa preferencialmente (lnuzuka. N., lnuzuka. M. y Helinski. D. R., 

1980; Perlman, D. y Rownd. R. H .• 1976). Mutaciones en los ori's de diferentes plásmidos 

impiden su replicación (Linder. P. G .• Churchwaed. G. y Caro. L., 1983), y es aceptado que el 

control del inicio de los eventos de replicación se localiza en este sitio, a nivel de la interacción 

entre el ori y las proteínas de inicio de la replicación (Kües, U. y Stahl. U., 1989). Por otra parte. 

el modo de reproducción del replicón depende de la naturaleza de las interacciones que ocurren en 

el ori durante el inicio de la replicación (Lewin, B .• 1994). 

Un ori es una región formada por zonas de secuencia constante y separadas por segmentos 

de tamafio definido en el que el órden de los nucleótidos es variable. Las regiones de secuencia 

constante son sitios de unión a proteínas (Fuller. R. S .• Funell, B. E. y Kornberg, A., 1984). 

Hasta el afio de 1995, las secuencias reportadas en el GenBank relacionadas con un ori 

bacteriano sumaban 78. El análisis de las secuencias relacionadas con ori's cromosomales 

demostró que estas regiones comparten las siguientes caracteristicas: a) zonas ricas en Adenina (A) 

y Timina (T) de entre 12 y 16 nucleótidos de largo. las cuales contribuyen a la replicación 

sirviendo como el Jugar en donde se desestabiliza la doble cadena de DNA (Singer, M. y Berg, P .• 

1991); b) secuencias de unión a las proteínas de inicio de la replicación, las cuales tienen un tamaño 

que varía entre 7 y 13 nucleótidos de largo y sirven de blanco a proteínas que desestabilizan la 

doble cadena de DNA lo que facilita su desdoblamiento (McEachcrn. M. J. Filutowicz, M. y 

Helinski, D. R .• 1985); y e) secuencias de regulación del inicio de la replicación, que miden de 16 

a 22 nucleótidos y tambien son ricas en A y T (Bramhill. D. y Komberg, A., 1988). 

Adicionalmente. muchos ori's poseen varias secuencias GATC que son el blanco para la 

acción de la enzima Dam. encargada de la metilación del DNA (Hiraga, S .• 1993). En este tipo de 

oris's. la metilación de las secuencias GATC contribuye al control del inicio de la replicación 

(Campbell. J. L. y Kleckner. N .• 1990). 

La organización estructural de los ori conocidos sigue un patrón similar al que presenta el 

oriC de Escherichia coli. Este /Oclls mide 245 pb y presenta los siguientes elementos: a) cuatro 

secuencias repetidas directas e invertidas (Rl-R4) ricas en A y T de 9 nucleótidos de largo 

(nonámeros). cuyo consenso es: TTAT(C/A)CA(C/A)A; b) tres secuencias 1-epetidas dir=tas de 13 

nucleótidos de largo (tridecámeros. posicionalmente identificadas como L. M, y R). ricas en A y T 

cuyo consenso es: GATCTnTTnatTt; y e) once secuencias GATC (Smith. D. W .• et al., 1991). 
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El oriC está localizado en el minuto 83.5 del cromosoma de Escherichia coli y se 

encuentra delimitado por el tridecámero L y por el nonámero R4. Su organización (Figura I) 

presenta a los tres tridecámeros situados en tandem en el extremo 5' del oriC. El tridecámero L 

esta separado del tridccámcro M por 3 nuclcótidos y éste a su vez del tridecámero R por 2 

nucleótidos. Siguiendo al tridecámcro R. y separado por 12 nucleótidos se encuentra el nonámero 

Rl. A 96 residuos de Rl se encuentra R2. Después de R2, a 26 nuclcótidos esta R3 y finalmente. 

a 30 nucleótidos de R3. en el extremo 3' del oriC está R4 (Kornberg. A. y Baker, T. A .• 1992). 
El inicio de la replicación en el oriC in vitro (Figura 2). comienza con la interacción de los 

nonámeros con varias proteínas DnaA (de 20 a 40 moléculas). mismas que interaccionan de manera 

cooperativa Eonnando un complejo que constituye el elemento central alrededor del cual el DNA se 

enrolla (Marczynski. G. T. y Shapiro. L .• 1993). 

La interacción de DnaA con los nonámeros provoca el desdoblamiento de la doble cadena a 

nivel de los tridecámeros (con los que también interactúa DnaA) (Figura 2. Num. l). 

Simultáneamente. la proteína DnaB interacciona con DnaC formando un complejo (Figura 2. 

Num.2). que desplaza a DnaA de los tridecámcros para comenzar a desdoblar al DNA. A 

continuación. DnaB activa a DnaG para que comience con la síntesis del RNA prímero necesario 

para la Ease de elongación de la nueva cadena de DNA (Figura 2. Num. 3) (Baker, T. A. y 

Wickner. S. H .• 1992). 

En adición a las proteínas mencionadas. la generación de DNA de cadena sencilla es el 

blanco para la unión de las proteínas SSB. HU e IHF que impiden tanto la renaturalización como el 

daño a la cadena (Figura 2, Num. 3) (Marians. K. J .• 1992). 

Por otra parte. además de controlar la frecuencia de inicio de la replicación, muchos ori •s 

participan en las funciones de segregación de las cadenas hijas que se encuentran ancladas a la 

membrana celular (Firshein. W. y Gelman, l.. 1981; Kusano. T .• et al.. 1984). Este anclaje 

provee de un sitio para localizar la síntesis de DNA y un eventual mecanismo para segregar a las 

moléculas replicadas. mediante la extensión de la membrana celular (Koch. A. L .• et al., 1981). 

Se sabe que para el caso del cromosoma de Streptococcus pneumoniae y el de Bacillus 
subtilis. el sitio de anclaje a la membrana se localiza dentro del ori de estos replicones (Firshein. 

W., 1972; LaEfan, J. y Firshein. W .• 1988). Por lo que respecta a Escherichia coli. se cuenta con 

evidencia que señala a dos proteínas 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 segregación del cromosoma ya que 

se únen específicamente al oriC. Adicionalmente, la proteína DnaA tiene la capacidad de unirse a la 

membrana celular por lo que se propone su participación en el control de la segregación del 

cromosoma (Sekimizu. K .• Yung. B. Y. y Kornberg. A .• 1988; Siccardi, et al., 1971). 
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FIGURA l: Organización estructural del oriC de Escherichia coli (Tomado de 
!"arians, K . .J., l992l. 
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FIGURA 2: Mecanismo mediante el cual, el DNA es desnaturalizado durante la 
replicación (Tomado de Daker, T. A. y Wickner, S. H., 1992). 
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Finalmente. Ogden y colaboradores han demostrado que cuando el oriC se encuentra 

hemimetilado. éste se úne a la membrana. proporcionando así un mecanismo de control del inicio 

de la replicación (Ogden. G. B .• Pratt. M. J. Schaechter. M .• 1988). aunque su participación en la 

segregación no es clara (Norris. V .• 1993). 

Además del cromosoma. existen plásmidos cuyo núme1·0 de copias es pequeño (1 a 10 por 

célula) y cuyos mecanismos de segregación son muy eficientes y se basan en la unión de su ori. o 

de /oci adyacentes. a la membrana celular. Ejemplos de plásmidos con este tipo de segregación son 

RK2. RI y pSClOl (lngmer. H y Cohen. S. N .• 1993; Mei. J .• Benashski. S. y Firshein. W .• 

1995). 

Por otra parte. una función más asociada al ori es la regulación del número de copias. Esta 

regulación se observa principalmente sobre plásmidos bacterianos y en ocasiones es responsable 

del fenómeno llamado incompatibilidad. 

La incompatibilidad se refiere a la imposibilidad que presentan dos o más replicones para 

ser heredados establemente en la misma línea celular en ausencia de presión selectiva (Novick. R. 

P .• 1987). Esta incapacidad para coexistir es una consecuencia directa de la presencia de elementos 

comunes de regulación de la replicación o de la partición (Couturier. M .• et al.. 1988). 

Cuando dos plásmidos poseen los mismos mecanismos de inicio de la replicación. éstos no 

pueden distinguir entre ambos tipos de replicones y por lo tanto. actúan sobre ellos regulando su 

número como si se tratara únicamente de uno de ellos. Así. el número de copias será la suma de 

ambos tipos de replicones (que a su vez. es el mismo que tienen cada replicón por separado). 

Como la división de la bacteria distribuye al azar a los plásmidos. es probable que haya células 

hijas con un mayor número de plásmidos de un tipo y. si se considera que estas moléculas son 

normalmente seleccionadas al azar para servir como sustrato de la replicación (Bazaral. M. y 

Helinski. D. R .• 1970). se deduce que el plásmido con mayor número de copias en una célula dada 

tendrá mayor probabilidad de ser seleccionado para la replicación en el nuevo ciclo y con ello. 

eventualmente se diluirán de la población las células que tengan el segundo tipo de replicón 

(Nordstrom. K. y Austin. S. J., 1989). 

La incompatibilidad puede ser mediada a través del inicio de la replicación o mediante los 

mecanismos de partición. Para el primer caso, existen dos alternativas: a) Regulación por RNA. 

Consiste en la síntesis de pequeñas moléculas de RNA que actúan como un transcrito antisentido el 

cual regula negativamente la replicación del plásmido. 

Esta pequeña molécula regulatoria es transcrita de una región que traslapa con la región 

codificadora para una proteína de iniciación de la replicación (como se presenta en los plásmidos 

pT181. Rl. NRl) o sobre el RNA prímero necesario para que dé comienzo la síntesis de DNA 
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(como se observa en ColEl. RSFI030). Dado que el RNA regulador se expresa en dirección 
opuesta al transcrito de inicio de la replicación. las dos moléculas pueden hibridizar. limitando así 
el inicio de la misma (Lewis. K. B. y Helinski, D. R .• 1993); b) Regulación por iterones. Un 

iterón es una secuencia rica en A y T que puede encontrarse en el ori o adyacente a éste. 

Los iterones son sitios de unión a proteínas de inicio de la replicación y se ha encontrado 

que los plásmidos regulados por este mecanismo tienen iterones en la región que codifica para su 

proteína de iniciación. De esta manera. cuando se alcanza cierta concentración intracelular de la 
proteína. ésta se une a los iterones localizados en la región codificante. lo que impide que la RNA 
polimerasa transcriba al gen. limitando con ello la cantidad de proteína que da inicio a la replicación 
(Nordstrom. K .• 1990). 

Por lo que respecta a la incompatibilidad mediada por segregación. ésta se establece cuando 
dos plásmidos usan los mismos sistemas de unión a proteínas de la membrana celular; lo cual 

produce la segregación aleatoria de los plásmidos y con ello el paulatino desbalance de la 

distribución de éstos en la población (Austin. S. y Nordstrom. K .• 1990). 

Como se puede observar de lo antes expuesto. la clonación y caracterización de la región 

encargada de la replicación del DNA resulta relevante. pues genera información relacionada con las 
propiedades básicas del replicón. Aunado a lo anterior. tal información puede contribuir al 
entendimiento del comportamiento del replicón en la naturaleza. y adquiere mayor interes cuando la 

región replicadora está asociada a secuencias con funciones metabólicas o ecológicas importantes 

(i. e. como lo es la fijación biológica del nitrógeno) (Nuti. M. P .• et al .• 1979). 
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FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO 

Se denomina fijación biológica del nitrógeno al proceso mediante el cual el nitrógeno 

atmosférico es reducido enzimátieamente a amonio. forma que es asimilada por distintos 

organismos. de entre Jos que destacan las plantas (van Kammen. A .• 1995). 

La habilidad para fijar nitrógeno se encuentra restringida a algunos organismos 

procariontes. Jos cuales pueden hacerlo en vida libre (Klebsiella pneumoniae. Azotobacter. 
Rhodopseudomonas). o en simbiosis con plantas. De Jos fijadores en simbiosis. Jos mejor 

estudiados pertenecen a los géneros Rhizobium. Bradyrhizobium y Azorhizobium. los cuales 

tienen la habilidad de inducir la formación de nódulos en las raíces de plantas leguminosas donde 

las bacterias fijan el nitrógeno. debido a Ja acción de Ja enzima nitrogenasa (van Rhijn. P. y 

Vanderleyden. J .• 1995). 

De entre los fijadores simbióticos. en nuestro país se han estudiado ampliamente a los 

pertenecientes a la especie Rhizobium etli. Esta bacteria fija nitrógeno en simbiosis con las raíces 

del frijol común (Phaseo/us v11/garis). La cepa CFN42 es la bacteria tipo de Ja especie de 

Rhizobium etli y se caracteriza por tener seis plásmidos. nombrados como pa. pb. pe. pd. pe y 

pf. cuyos tamaños varían de 120 a 750 kb (Brom. S .• et al.. 1991). 

Los genes nod (responsables de Ja formación del nódulo) y 11if (que codifican para Ja 

nitrogenasa). se encuentran en el pd o plásmido simbiótico (pShn). 
Las características estructurales del pSim fueron dilucidadas por Girard y colaboradores. 

quienes establecieron el mapa de restricción para Ja enzima BamHI. determinaron Ja localización de 

los genes nod y 11if en este mapa. y fabricaron una genoteca de cósmidos de este plásmido 

(Girard. M. L .• et al.. 1991). Por su parte. Romero y colaboradores han estudiado diversos tipos 

de rearreglos Jos cuales se 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 Ja localización y 

caracterización de la región encargada de la replicación. Jo cual contribuye al conocimiento de la 

organización y dinámica del genoma de Rhizobium. 
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ANTECEDENTES 

El primer trabajo en que se reporta la clonación de una mgión replicadora del género 

Rhizobium fue hecho por Neilan y colaboradores. quienes obtuvieron un segmento de 15 kb a 
partir del plásmido G 1027 de Rhizobium leguminosarwn bv.trifoli el cual no fue caracterizado 
estructuralmente (Ncilan. J .• Heery. D. y Dunican. L. K .• 1986). Posteriormente; Mozo y 

colaboradores clonaron un segmento de 5.4 kb a partir del plásmido críptico pHc23a de Rhizobiwn 

sp (Hedysarum). cepa UPM-Hc23. el cual se comportaba como una Secuencia de Replicación 
Autónoma (SRA). Los estudios funcionales de este segmento mostraron que podía replicarse en 
diversos fondos genéticos de Rhizobiaceas. sin embargo no se obtuvo la secuencia nucleotídica 
(Mozo. T .• Cabrera. E. Ruíz-Argüeso. T .• 1990). Para el año de 1993. Margolin. W. y Long. S. 

R .• publicaron la secuencia de un ori dispensable presente en el megaplásmido b de Rhizobium 

meliloti. Este ori mide 0.8 kb y tiene elementos comunes con el oriC de Eschericl1ia coli. 
En 1994 Mercado-Blanco y Olivares publicaron el aislamiento de una SRA de 4.8 kb 

proveniente del plásmido no simbiótico pRmeGR4a de Rhizobimn meliloti. cepa GR4. Dentro de 

esta secuencia se codifica una proteína esencial para la replicación. llamada RepC; y aún cundo se 
estudió en detalle. no fué localizado el ori de la misma (Mercado-Blanco. y Olivares. J .• 1994). 

Recientemente. se determinó la secuencia de la región responsable de la replicación del 

plásmido críptico pRL8JI de Rhizobium leguminosarum. cepa 3841 (Turner. S. L. y Young. P. 

W .• 1995). Esta secuencia mide 5.0 kb y codifica para tres proteínas involucradas con la 

replicación. llamadas RepA. RepB y RepC. La última de estas proteínas está relacionada con el 
inicio de la replicación en tanto que las dos restantes participan en la estabilidad del plásmido. Cabe 

señalar que la secuencia de aminoácidos de las tres proteínas tiene una homología mayor al 35 o/o 

con las mismas proteínas codificadas por los plásmidos pTiB6S3 de Agrobacterium tttmefaciens y 

pRiA4b de Agrobacterium rhizagenes. No obstante el análisis en detalle de esta secuencia. el ori 
no fué definido (Turner. S. L. y Young. P. W .• 1995). 

Para el caso del ori del pSim de CFN42. este se localiza dentro de un segmento de 270 kb 

que se encuentra delimitado por el operón nifHDKa y trifHDKb. Dicho segmento es capaz de 
replicarse autónomamente mientras que las 120 kb restantes no se replican (bandas l a 25 del mapa 

en BamHl del pSim) (Romero. D .• et al .• datos no publicados) (Figura 3). 
Dado el desconocimiento que existe sobre los mecanismos de replicación. segregación y 

control del número de copias de plásmidos de Rhizobium. y en particular de plásmidos 
simbióticos. resulta interesante aislar y caracterizar la región replicadora con el ori del pSint de 

CFN42. Esta información puede ser usada en estudios de tipo evolutivo, filogenético. de 

regulación de la expresión genética. etc. 

9 



OB.JETIVOS 

OB.JETIVO GENERAL 

Aislar y caracterizar la región replicadora del pSim de Rhizobium etli. cepa CFN42 

OB.JETIVOS PARTICULARES 

l. Seleccionar al cósmido del pSim de CFN42 que porta al ori. 

2. Obtener la menor secuencia de replicación autónoma (mSRA) que porta al ori del pSim. 

3. Obtener la secuencia nucleolfdica de la mSRA. 
4. Deducir la organización estructural de la mSRA. 

5. Evaluar la estabilidad de la mSRA. 
6. Determinar el número de copias de la mSRA relativo 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 características más sobresalientes se enlistan a continuación: 

CEPA 
Rhizobium etli: 

CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA 

CFN42 

2001 

CFNX125 

Seis plásmidos. pSim de 390 kb. StrR. NaJR Quinto, C. H .. et al.. 1985 

CFN42 pa-. pd-, StrS, NaJR, RifR Leemans. J .• et al.. 1984 

CFNXI07 

CFNXJOI 

BRA5 

NITRAGIN825 I 

TAL182 

VIKINGJ 

Rhizobium huakuii 

CCBAU2605 

Rhizobium loti 

CIAM1801 

CFN42 pa-. recA-. pdlnif Hc::GDYNI. 

Strs. NalR, RifR 

2001 recA-::nSpR, StrS. NalR. RifR 

CFN42 recA-::nSpR. StrR. NaJR 

Cepa silvestre. nodula Phaseolus vulgaris 
Cepa silvestre. nodula Phaseolus vulgaris 
Cepa silvestre. nodula Phaseolus vulgaris 

Cepa silvestre. nodula Phaseolus vulgaris 

Cepa silvestre. nodula Astragalus sinicus 

Cepa silvestre. nodula Lotus 

Rhizobium leguminosarum bv. viciae 

VF39 Cepa silvestre. nodula Viciafaba 

Rhizobium tropici 

CFN299 Cepa silvestre. nodula Phaseolus vulgaris 
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Romero. D.. et al.. 1995 

Martínez-Salazar. J .• et 

al.. 1991 

Martínez-Salazar. J .• et 

al.. 1991 

Piñero, D .• et al.. 1988 

Piñero. D .• et al.. 1988 

Piñero. D .• et al., 1988 

Piñero. D .• et al., 1988 

Novikova. N .• no publicado 

Novikova. N .• no publicado 

Hynes. M.F .• et al.. 1988 

Martínez-Romero. E .• et 

al.. 1991 



CEPA CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
Rhizobiuni meli/oti 

2011 

Rhizobium spp. 

CIAT895 

Escherichia coli: 

Cepa silvestre, SmR. nodula alfalfa Casse, F .• et al., 1979 

Cepa silvestre, nodula Phaseolus vulgaris Piñero. D., et al., 1988 

HBlOI F-. leu proA2, lacYL. rspL20, recAL3, StrR Boyer, H. W., et al., 1969 

HB101/cGD7 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42. KmR Girard. M. L., et al .• 1991 

HB101/cGD102 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR Girard. M. L .• et al .• 1991 

HB101/cGD101 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42. KmR Girard. M. L .• et al .• 1991 

HB101/cGD28 

HB101/cGD47 

HBIOI/cGD15 

HBJOI/cGD35 

HBJOJ/cGD45 

Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42. KmR 

Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR 

Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42. KmR 

Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42. KmR 

Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42, KmR 

HBJOI/cGDJ03 Lorist 3B + DNA del pSim de CFN42. KmR 

HB101/cGD180 Lorist 3B + DNA del pShn de CFN42. KmR 

HBJOJ/cGD170 Lorist 38 + DNA del pSim de CFN42. KmR 

HB101/cGD84 Lorist 38 + DNA del pSim de CFN42. KmR 

HB101/cGD51 Lorist 38 + DNA del pSim de CFN42. KmR 

HB101/cGD32 Lorist 38 + DNA del pSim de CFN42. KmR 

HB101/cGD179 Lorist 3B + DNA del pSint de CFN42, KmR 

HB101/cGD183 Lorist 38 + DNA del pSint de CFN42. KmR 

Sl7-I C600::RP-4-2 (Tc::Mu) (Km::Tn7) 

JM109 recAL. supE44. endAI. hsdRl7, gyrA96, 

re/AL. thi ~ (lac-proAB) 
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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 

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 



PLASMIDOS 

PLASMIDO CARACTERISTICAS 
VECTORES DE CLONACION 

pSUP202 

pSUP202:1orist 3B 

pSK+ 

mob+. AmpR. CmR. TcR. ori de 

ColEl (suicida en Rhizobium etli) 

mob+. Amps. CmR. TcR. ori de 

ColE 1. Inserción de un fragmento 

Pst de 3.3 kb de Lorist 3B 

AmpR. lacZ. ori de ColEl 

COOPERADORES EN CONJUGACION 

pRK2013 

pRK2073 

tra+. KmR, ori de ColEl 

tra+, SpR. TcR ori de ColE 1 

OBTENCION DE DOBLES RECOMBINANTES 

pMS26 Vector suicida que acarrea el alelo 

recA::nSp/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 

Martfnez-Salazar, J., et al., 

1991 

PLASMIDOS OBTENIDOS DE LA CLONACION DE DIFERENTES SEGMENTOS DEL pSim 
pB72 pSUP202/Banda BamHl-BamHl de Este trabajo 

3.1 kb subclonada del cGD47 

pB73 pSUP202/Banda BamHl-BamHl de Este trabajo 

1.1 kb subclonada del cGD47 

pB74 pSUP202/Banda BamHl-BamHI de Este trabajo 

0.87 kb subclonada del cGD47 

pB75 pSUP202/Banda BamHl-BamHl de Este trabajo 

4.1 kb subclonada del cGD47 

pB76 pSUP202/Banda BamHl-BamHl de Este trabajo 

1.4 kb subclonada del cGD47 

pB77 pSUP202/Banda BamHl-BamHl de Este trabajo 

5.9 kb subclonada del cGD47 

pB78 pSUP202/Banda BamHl-BamHl de Este trabajo 

2.95 kb subclonada del cGD47 
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PLASMIDO 
pB79 

pB80 

pH3 

pHY 

pE2 

pE7 

pE12 

pE15 

pXA 

pXY 

pHX4 

pS2 

pSll 

pES3 

pES6 

CARACTERISTICAS 
pSUP202/Banda BamHI-BamHI de 

16.8 kb subclonada del cGD47 

pSUP202/Banda BamHI-BamHI de 

3.6 kb subclonada del cGD47 

pSUP202/Banda Hindlll-Hindlll de 

5.6 kb subclonada de pB79 

pSK+/Banda Hindlll-Hindlll de 

5.6 kb subclonada de pB79 

pSUP202/Banda EcoRJ-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 Xhol-Xhol de 

1.4 kb subclonada de pHY 

pSK+/Banda Xhol-Xhol de 

0.9 kb subclonada de pHY 

pSK+/Banda Hindlll-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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Esle trabajo 
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Esle trabajo 

Este trabajo 
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Este trabajo 

Esie trabajo 

Este trabajo 

Esle trabajo 

Esle trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Esle trabajo 
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PLASMIDO 

pHP16 

pXP4 

CARACTERISTICAS 

pSK+/Banda HindUl-Pstl de 0.9 kb 

subclonada de pHY 
pSK+/Banda Xhol-Pstl de 2.5 kb 

subclonada de pHY 

REFERENCIA 

Este trabajo 

Este trabajo 

CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS 

Las bacterias usadas se cultivaron tanto en medio sólido como en medio líquido. Siempre 

que se usó medio sólido. Escherichia coli fue cultivada en cajas petri con medio LB a 37 ºC. en 

tanto que Rhizobiwn etli fue cultivada en cajas petri con PY a 30 ºC (Apéndice 1). 

Cuando se usó medio líquido. las cepas de Escherichia coli fueron cultivadas en 3 o 5 mi 

de LB a 37 "C y 250 rpm (Miller. J. H .• 1972); mientras que las cepas de Rhizobium et/i se 

cultivaron en 3 o 5 mi de PY a 30 ºC y 250 rpm (Noel. K. D .• et al.. 1984). 

CON.JUGACION BACTERIANA 

Los experimentos de conjugación uiparental se hicieron de la siguiente manera: 

Las células receptoras. donadoras y cooperadoras fueron mezcladas en proporciones 2: l: 1 

respectivamente. sembradas por gota en cajas con medio sin selección y cultivadas a 30 ºC durante 

12 hrs. Transcurrido el tiempo de incubación. se adicionó 1 mi de MgS04.7HiO-Tween 40 y se 

resuspendieron las células con una varilla de vidrio (Apéndice 11). A partir de esta suspensión. se 

hicieron diluciones seriadas de 10·1 a 10"3
• plateando 100 µI de cada dilución en los medios y las 

condiciones de selección apropiadas e incubando el cultivo de 2 a 5 días. hasta la aparición de 

colonias. 
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TRANSFORMACION GENETICA DE Escherichia coli (Maniatis. T .• Fritsch, E. F. y 
Sambrook, J., 1982) 

Preparación de células competentes. 

Un cultivo de 100 mi de células en fase exponencial fue centrifugado 10 mina 6 000 rpm y 

4 ºC. El botón celular se resuspendió en 20 mi de CaCh 100 mM frío incubando en hielo durante 

90 min. La suspensión fué centrifugada 10 mina 6 000 rpm y 4 ºC. El botón celular obtenido fue 

rcsuspendido en 1 mi de CaCl2 100 mM frío y dividido en alícuotas al 25 % de glicerol (v/v) que se 

almacenaron a - 70 ºC hasta su uso (Apéndice 111). 

Transrormación. 

Se mezclaron 100 µI de la suspensión de células competentes con 0.5 µg del DNA de 

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

posteriormente reincubar en hielo 5 min más. Se adicionó l mi de medio LB y se mantuvo en 

cultivo con agitación a 37 ºC durante 1 hr. Finalmente. se platearon 250 µlen medio selectivo. 

ESTABILIDAD DE PLASMIDOS 

Según la técnica reportada por Durland. R. H. y Helinski. D. R .• 1987; a partir de un 

cultivo sin selección de células en fase estacionaria. se hicieron diluciones ajustadas a 0.001 de 

00620 nm que se cultivaron por 9 y 18 generaciones. De cada intervalo. se tomó una muestra que 

se diluyó a 10"6 plateando en medio sin selección. se tomarón 100 colonias aisladas que se 

replicaron en medio con selección incubando por 12 hrs. Se calculó el porcentaje de pérdida del 

plásmido mediante la siguiente ecuación: 

% de pérdida /generación= [1-(Fr/Fi)llN] x 100 

donde: Fr = Fracción de células resistentes al antibiótico despues de N generaciones 

Fi = Fracción inicial de células resistentes al antibiótico 

N = Número de generaciones 
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PURIFICACION DE DNA TOTAL (Adaptada de Maniatis. T .• Fritsch. E. F. y Sambrook. 
J .• 1982) 

Un cultivo de células en fase exponencial fué centrifugado 2 min a 10 000 rpm. lavado con 

1 mi de TE 50:20 (pH=8.0) y nuevamente centrifugado 2 min a 10 000 rpm. El botón celular fué 

resuspendido por inversión en una mezcla de 400 µl de TE 50:20 (pH=8.0). 50 µl de pronasa (5 

mg/ml) y 50 µl de SOS al 10 % en TE 50:20 (pH=S.0). La suspención se pasó 3 veces por una 

jeringa con aguja del # 20 y otras 3 veces por una aguja del# 25. se extrajó 2 veces la fase orgánica 

con 500 µl de una mezcla de Fenol:Cloroformo:Alcohol Iso-amílico (24:24: l) y se recuperó la 

fase acuosa por centrifugación durante 10 min a 10 000 rpm y 4 oC. Se lavó 1 vez con 500 µl de 

cloroformo y se separaron las fases por centrifugación. A la fase acuosa se le adicionó l mi de 

etanol absoluto. se incubó durante 2 hrs a - 20 oC. se centrifugó durante 15 min a 10 000 rpm y 

4 oC. se descartó el sobrenadante y el DNA fue secado y resuspendido en 500 µl de TE 50:20 

(pH=8.0) y 2 µl de RNAsa. (Apéndice IV). 

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

A partir de un cultivo de células en fase exponencial. se obtuvo por centrifugación el botón 

celular y se resuspendió con micropipeta en 200 µl de solución 1 (Apéndice V). en seguida se 

adicionaron 200 µl de solución 11 (preparada justo antes de su uso) y se mezclaron por inversión. 

Se dejó en reposo a temperatura ambiente durante 5 min para adicionar 150 µI de solución Ill que 

se mezclaron por inversión. El lisado celular fué centrifugado durante 20 min a 10 000 rpm y 4 ºC 

y al sobrenadante se le aplicarón dos lavados con una mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol 

lsoamílico. La fase acuosa obtenida fué lavada dos veces con una mezcla Cloroformo-Alcohol 

lsoamílico y el lavado fué mezclado con l mi de etanol al 100 %. Se incubó 20 min a 4 ºC. se 

centrifugó 20 min a 10 000 rpm y 4 ºC. La pastilla de DNA se lavó 3 veces con 1 mi de etanol al 

70 o/o y se secó durante 10 minen el evaporador SAVANT (Spced Vac SVClOO). Finalmente. el 

DNA se resuspendió en 20 µI de TE 10:1 (pH=8.0) y 1 µl de RNAsa (Apéndice V). 
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RESTRICCION DE DNA MEDIANTE ENDONUCLEASAS 

Se mezclaron de 1 a 10 unidades de la endonucleasa de interés (Amersham, Life Science). 

con de 0.2 a 1 µg de DNA en solución amortiguadora de restricción al 10 % y se incubó a 37 ºC 

durante 1 hr o siguiendo las especificaciones del f"abricantc. 

TECNICA DE DNA RECOMBINANTE 

El DNA de interés y el vector de clonación previamente cortados con la enzima de 

restricción elegida. se mezclaron en diferentes proporciones (dependiendo del tamaño y 

concentración en la que se encontraban) y se ligaron con T4 DNA ligasa (Amersham. Life Science) 

(1 u por 1 µg de DNA en solución amortiguadora para ligación al 10 % del volumen total). La 

reacción se dejó en incubación durante 16 hrs a 16 ºC. 

OBTENCION 
TECNICA DE 
w .. 1990) 

DE PATRONES PLASMIDICOS (>100 Kb) MEDIANTE LA 
ECKHARDT HORIZONTAL (Wheatcrofl. R .• McRae. D.G. y Miller. 

Esta técnica se describe en dos partes. la preparación del gel y el tratamiento de la muestra. 

Preparación del gel. 

Se preparó un gel horizontal al 0.75 % de agarosa en TB lX. Se colocó el gel en una 

cámara horizontal para electroforesis y se adicionó TB IX hasta que este llegó al borde del gel (sin 

cubrir los pozos). A cada pozo se le adicionaron 25 µl de SOS al 10 %/Xilen-cianol y se precorrió 

el gel (sin muestra) durante 15 mina 100 V con el ánodo en el extremo opuesto al de una corrida 

normal. Transcurrido este tiempo. se cubrió el gel con TB IX y se guardó a 4 ºC hasta el momento 

de usarlo (Apéndice VI). 
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Tratamiento de la muestra. 

Se midió la D062onm de un cultivo de 3 mi de Rhizobium etli. De un cultívo con D0620nm 

de 0.3. se tomó 1 mi y se centrifugó 3 mina 14 000 rpm. El sobrenadante fué extraído con jeringa 

y el botón celular se resuspendió en 500 µ1 de agua fría. La suspensión celular se añadió a otro 

tubo que contenía l ml de N-laurilsarcosinato al 0.3 %. se centrifugó durante 3 min a 14 000 rpm y 

se resuspendió en 40 µ1 de Ficoll al 20 % en TE. Despues de 15 min de incubación en hielo. se 

adicionaron a cada muestra 10 µ1 de solución de lísis. se tomaron 25 µl de la mezcla y se colocaron 

en el pozo del gel. Se precorrió 30 min a 40 V y 4 ºC para finalmente llevar a cabo la corrida de 8 a 

20 hrs a 100 V y 4 ºC (Apéndice VII). 

TRANSFERENCIA DEL DNA A FILTROS DE NYLON (Southem. E.M .• 1975) 

Una vez realizada la electroforesis del DNA. los geles fueron lavados dos veces durante 15 

min y 4 ºC con una solución de HCl al 0.25 M. Enseguida. se hicieron dos lavados de 15 mina 4 

ºC con una solución de NaOH 0.5 M + NaCl 1.5 M y dos lavados de 30 min a 4 ºC con una 

solución de TRIS 0.5 N + NaCl 1.5 M. Los geles así tratados se colocaron sobre un vidrio y se 

cubrieron con un filtro de Nylon Hybond-N de 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 l vidrio. Este procedimiento se repitió sobre la cara 

posterior del gel y finalmente. se colocó sobre el sistema un frasco con aproximadamente 1 lt de 

agua y se dejó en esta condición durante 16 h1·s. Transcurrido el tiempo. se marcaron los carriles 

del gel en el papel de nylon y se humedeció en SSC 6X. Por último. los filtros de Nylon fueron 

secados entre papel absorbente y se colocaron en un horno al vacío durante 2 hrs a 80 ºC y 15 

lb/in2 (Apéndice VIII). 
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MARCADO DEL DNA SONDA CON [at-32P)dCTP 

Se usó el sistema de marcado Megaprimc (Amersham. Lite Science) que consiste en 

adicionar al DNA sonda. 5 µl de primeros y agua hasta alcan7,1ir un volumen de 50 µl. La mezcla se 

desnaturalizó 5 min a 95 ºC. se centrifugó 20 seg. se adicionó la solución amortiguadora de 

marcado. 2 µl de enzima y agua hasta alcanzar un volumen de 100 µL Se centrifugó durante 20 

min. se adicionó 5 µl de [at- 32P]dNTP. se mezclaron gentilmente y se incubó 1 hr a 37 ºC. La 

reacción se detuvo por la adición de 5 µl de EDTA 0.2 M. Finalmente. se desnaturalizó el DNA 

sonda 5 min a 95 ºC. se incubo 5 min en hielo y se adicionó a los tubos con el DNA a hibridizar. 

SOUTHERN BLOT (Southcrn. E. M .• 1975) 

Prehibridización. 

Se colocarón los filtros en tubos a los que se les añadió 15 ml de solución amortiguadora 

de hibridización rápida (Amersham. Lile Science) y se mantuvo en rotación a 65 ºC durante 2 hrs. 

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

tiempo. se adicionó la sonda y se dejó en rotación a 65 ºC durante 12 hrs. 

Lavado. 
Se desechó el liquido de hibridización. se enjuagaron los liltros con 50 ml de SSC 2X + 

SDS 0.1 % y se lavó durante 15 min en rotación y a temperatura ambiente con esta misma 

solución. Se hicieron 3 lavados de 30 mina 55 ºC y en rotación con SSC O.IX+ SDS 0.1 % y 

finalmente. se lavó l vez durante 15 mina 55 ºC y en rotación con SSC O.IX (Apéndice VIII). 

Secado. 

Se llevó a cabo en un horno a 55 ºC durante 10 min. 
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Exposición. 
Se pegaron los filtros en cuadros de cartulina. se cubrieron con Kleen-pack. se fijaron en 

un cassette para auton·adiografía y sobre estos se colocó una película fotográfica (Kodak X-Omat 

K XK-1 ). Se dejó durante un tiempo de exposición variable a -70 ºC. 

Revelado. 

En condiciones de obscuridad. la película fotográfica fue sumergida en solución reveladora 

durante 1 min. se lavó la película con agua. se sumergió en solución fijadora durante 1 min y se 
enjuagó al chorro de agua. 

DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DE PLASMIDOS 

El DNA total de células en fase exponencial fue restringido. sometido a electrofbrcsis y 
transferido a papel de Nylon. Simultáneamente fueron preparadas dos tipos de sondas. una 

cromosoma) y una plasmídica (mismas que fueron ajustadas tanto por tamaño como por 

concentración). y usadas en experimentos tipo Soulhern blot. 

La intensidad del revelado fue medida por densitometría usando el sistema de análisis de 
imágenes de geles QGEL. versión 2.72 (QuantiGcl Co.). 

SECUENCIACION AUTOMATICA DE DNA 

La secuenciación de las distintas clonas de DNA fué realizada por el método de terminación 

de la cadena por dideoxinucleótidos fluorados (Sanger, F.. Nicklen. S. y Coulson. A. R .• 1977) 
usando el kit Taq DyeDeoxy Terrninator Cycle Sequencing (Applied Biosystems Inc.). Los 

productos de la reacción de secuencia fueron separados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y analizados con un secuenciador automático de 

DNA modelo 373A (Applied Biosystems Inc.). Las regiones en donde no se pudieron obtener 

subclonas fueron secuenciadas usando prímeros diseñados a partir de la secuencia obtenida y 
usando el programa computarizado Oligo versión 4.0 (Macintosh National Biosciences. Inc.). 
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ANALISIS DE LA SECUENCIA DE DNA 

La secuencia de nucleótidos fue sometida a los análisis computarizados tipo BLASTN. 

BLASTX (Altschul. S. F.. et al .• 1990) y FASTA (Person. W. R. y Lipman. D. J .• 1988). del 
paquete de análisis de secuencia GCG versión 8.0 (Genetics Computer Group Inc.). También se 

hicieron análisis remotos usando los programas MOTIF (Ogiwara. A .• no publicado) y PSORT 

(Nakai. K. y Kanehisa. M .• 1991). La construcción de árboles evolutivos se hizo usando el 
programa UPGMA (Nei. M .• 1987) del paquete GeneWorks versión 2.0 (IntelliGeneties. Ine.). 
Las bases de datos usadas en la búsqueda de homología fueron GenBank y Swissprot. 
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RESULTADOS 

La estrategia para aislar la región responsable de la replicación del pShn se basó en un 

enfoque funcional que consistió en buscar un fragmento de este plásmido. que clonado en el vector 
pSUP202 (plásmido mobilizable por conjugación 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 pSint. transferir cada plásmido a la cepa de Rhizobium etli. y evaluar su 

presencia a través de la técnica de EckhardL 
Siguiendo esta estrategia. se usó la colección de cósmidos del pSint como genoteca. sin 

embargo. la transferencia de cada cósmido planteaba dos problemas: 

L Debido a que los cósmidos estaban clonados en el vector Lorist 3B (un plásmido estable en 

Escherichia coli. suicida en Rhizobium etli. y que carece del locus mob). la transferencia directa 
por conjugación no era posible. 

2. Las bacterias de Rhizobium etli son recalcitrantes a la transformación genética. 
Adicionalmente. si se usaba a la cepa CFN42 como receptora. tendríamos la posibilidad de 

que los cósmidos recombinaran con el pSim nativo. ya que esta cepa tiene un eficiente sistema de 
recombinación homóloga mediada por el gene recA. 

Dadas estas dificultades, se procedió a modificar la gcnoteca de cósmidos existente para 
que fuera movilizable por conjugación, y a construir cepas derivadas de la CFN42 que 

disminuyeran los eventos de recombinación homóloga (cepas recA- ó cepas curadas del pSint). 

OBTENCION DE LA 

CON.JUGACION 

GENOTECA DEL pSint MOVILIZABLE POR 

Con la finalidad de generar plásmidos que fueran transferibles por conjugación. las cepas 
con los cósmidos cGD47. cGD51. cGD84. cGDl5. cGD179. cGD170 y cGD102 fueron 

transformadas con el DNA del plásmido pSUP202::Lorist 3B (pSUP202: mob+. TcR. CmR más 

una banda de Pstl de 3.8 kb del Lorist 3B). De esta manera. se esperaba que la amplia zona de 
homología entre los cósmidos y pSUP202::Lorist 3B sirviera de blanco para la recombinación. 

evento que conduciría a la formación de cointegrados (cGDx-pSUP202::Lorist 38). 
Siguiendo esta estrategia se obtuvieron los 7 cointegrados deseados a una frecuencia del 

orden de 10"5
• Los plásmidos así 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: l\JAPA DE COINTEGRADOS DEL pSim DE CFN42 

Las flechas internas señalan ramifias de reiteraciones 
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CONSTRUCCION DE LAS CEPAS recA­
a) OBTENCION DE LA CEPA CFNX107 

Para eliminar al máximo los eventos de recombinación homóloga entre los cointegrados y el 
genoma de CFN42. se construyó una cepa que carece del pShn. del pa (con el que existen 

secuencias de homología) y del gene recA. Para ello. se cullivó a la cepa CFNX125 (pa-. recA-. 
pd/nifHc::GDYNl) en medio PY al 10 % en sacarosa. El elemento GDYNl porta a los genes 

sacRB (que confieren sensibilidad a sacarosa). por lo que si se le hacía crecer en presencia de este 
azúcar. se esperaba que el pSim fuera deletado o curado de la cepa. El evento que se buscó fué 

este último. 
Las colonias que crecieron en estas condiciones fueron clonadas y sometidas a la técnica de 

Eckhardt, seleccionando aquella que perdió el pSim. Finalmente, se realizó una hibridización tipo 

Southern blot para confirmar la ausencia de este plásmido. 

b) OBTENCION DE LA CEPA CFNX101 

Con la finalidad de contar con una cepa derivada de la CFN42 que posea una capacidad 

disminuída para la recombinación homóloga. y que pudiera proporcionar posibles elementos de 

acción en trans para las construcciones usadas. se fabricó la cepa CFNXlOl mediante una 
conjugación biparental entre CFN42 (receptora) y Sl7-l/pMS26 (donadora). El plásmido pMS26 

es suicida en Rhizobium etli y porta tanto los genes sacRB como al alelo recA::OSp/Sm de 

Rhizobium erli. La selección se realizó en dos etapas. en la primera, se buscó que la zona de 

homología del plásmido pMS26 recombinara con el gene cromosoma! recA de la cepa CFN42. 

seleccionando colonias resistentes a Nal2º y spso. Las colonias obtenidas (recombinantes 

sencillas) fueron cultivadas en PY al 10 % en sacarosa. de donde se esperaba un segundo evento 
de recombinación mediante el cual se perdiera el segmento de recA que portaba a los genes 
sacRB. Las colonias que crecieron en estas condiciones (dobles recombinantes) se estriaron en 

PY Sp50-Sacarosa al 10 % (dos veces) y su patrón de plásmidos fue visualizado mediante la 

técnica de Eckhardt. Una vez que se contó con este material. se procedió como sigue. 
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SELECCION DEL COINTEGRADO QUE PORTA A LA REGION ENCARGADA 

DE LA REPLICACION DEL pSim DE CFN42 
Con el propósito de localizar la región replicadora del pSim. se hicieron ensayos de 

conjugación triparental de cada cointegrado con las cepas CFN42 y CFNX107, usando como 

plásmido cooperador al pRK2073. El medio de selección fué PY NaJ20Km3o. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla l. donde se puede observar que de todos 

los plásmidos movilizados a la cepa CFNX107. sólo 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 la 

cepa CFN42. los resultados de la Tabla 1 muestran que 14 de Jos cointegrados recombinaron con 
el pSim de Ja CFN42. y sólo el cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B se mantuvo como un 
plásmido que además fue incompatible con el pSim. 

TABLA t. RESULTADOS DE LA CON.JUGACION ENTRE LOS 
COINTEGRADOS DEL pSim Y LAS CEPAS CFNX107 Y CFN42 

No DE COINTEGRADO 

CEPA 7 101 28 15 35 45 103 180 32 47 SI 84 179 170 102 

CFNX107 - - - - - - - - - + - - - - -
CFN42 R R 

1 
R R R R R R R + R R R R R 

(-)No replicó 
(+)Replicó 
(R) Recombinó 

El análisis por Eckhardt del comportamiento del cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B 
se muestra en Ja Figura 4. La presencia de una banda de tamaño similar a la del cointegrado 
demuestra que en este fragmento del pSim se encuentra el ori. sin embargo. no sabíamos si el 
cointegrado estaba completo o si se había desintegrado. Para contestar esta interrogante, se hicieron 

ensayos de conjugación triparental en los que se usaron a las transconjugantes de CFNXI07 y de 

CFN42 como donadoras. a Ja cepa HBIOI como receptora. y al plásmido cooperador pRK2073. 

De estos experimentos no se obtuvo transferencia alguna. 
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FIGURA 4: ECKHARDT DE LAS TRANSCON.JUGANTES 
QUE CONTIENEN AL cos47 
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Debido a la imposibilidad de movilizar a cGD47/pSUP202::Lorist 3B hacia Escherichia 

coli, se decidió averiguar si el cointegrado se encontraba íntegro o si había perdido parte de su 

información. Para ello, se obtuvo DNA total de las cepas transconjugantes y se les aplicó un 

análisis tipo Southem blot. Como sonda se usaron, en marcajes separados, tanto el cGD47 como el 

pSUP202::Lorist 38. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5, donde se puede observar que el 

cGD47 se encontraba completo, en tanto que el pSUP202::Lorist 38 no se encontraba en la 

bacteria transconjugante, lo que explicaba la imposibilidad de movilizarlo hacia Escherichia co/i. 

SUBCLONACION DE LA REGION REPLICADORA DEL pSim DE CFN42 
Debido a que el cGD47 mide 39.82 kb (9 bandas del mapa de restricción en BamHl del 

pSim), se procedió a subclonarlo realizando ensayos de restricción con esta enzima, y ligando las 

bandas obtenidas con el pSUP202. Se obtuvieron 9 clonas (pB72 a pB80) que fueron movilizadas 

a las cepas CFNX107 y a CFN42 mediante conjugación triparental, usándose como plásmido 

cooperador al pRK2013. El medio de selección fue PY Na120 Cm20 

El análisis de las transconjugantes mediante la técnica de Eckhardt demostró que sólo el 

pB79 se replicó en el fondo genético de CFNX107 (Figura 6, carril 2). 

Con la finalidad de probar que pB79 era un replicón, y que no había sufrido rearreglos que 

afectaran las funciones de movilización y replicación en Escherichia coli. se hicieron ensayos de 

conjugación triparental en los que la cepa donadora fue la transconjugante CFNX107/pB79, y la 

cepa receptora HB 101. El plásmido cooperador fue pRK2013 y el medio de selección LB Cm25. 

Los resultados obtenidos de estos ensayos demostraron que CFNX 107/pB79 fue capaz de 

donar el plásmido pB79 a la cepa receptora con una frecuencia de 10·3
_ Ensayos de restricción de 

estas transconjugantes mostraron el patrón característico de pB79. 

Por otra parte. cuando se analizó el componamiento de las transconjugantes de CFN42. no 

se pudo observar ningun plásmido que correspondiera al tamaño esperado, y dada la resistencia a 

los marcadores de selección de las colonias obtenidas. se 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 procedió a 

subclonarla usando como vector a pSUP202. En adición. debido a la alta frecuencia de 

recombinación observada entre las clonas del cGD47 y la cepa CFN42. se decidió usar en los 

subsecuentes ensayos a la cepa CFNX 1O1 (cepa recA-) como receptora en conjugación. 
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Siguiendo las estrategias antes descritas, se encontró que un segmento de Hindlll de 5.6 kb 

(clona pH3). tenía una frecuencia de conjugación del orden de 10"3 en el rondo genético de 

CFNX107 y de CFNXlOI. El análisis de las transconjugantes mediante la técnica de Eckhardt 
demostró que se comportaba como replicón en ambas cepas (Figura 6, carriles 3 y 4) y que esta 

clona fue incompatible con el pSim de CFNXIOI. 

Por otra parte. füe posible movilizar a pH3 desde Rhizobium etli hacia Escherichia coli 

con una frecuencia del orden de 10·3 , y su análisis de restricción no mostró alteraciones. 

Considerando el tamafto moderado de esta clona. se procedió á deducir su mapa de 
restricción. mismo que se muestra en la Figura 7. La posterior subclonación con las enzimas 
EcoRJ, Pstl y Xhol en pSUP202. y su movilización a Rhizobium etli, no generó ningún fragmento 
más pequefto que se replicara en ninguna de las cepas usadas como receptoras (Figura 7). 

Los resultados hasta aquí obtenidos demuestran que las funciones esenciales para la 

replicación estan contenidas en pH3 sin embargo, desconocíamos si la capacidad de segregación 

había sido alterada o si habíamos modificado Ja regulación del número de copias. Pa1·a dar 

respuesta a estas interrogantes. se procedió a determinar su estabilidad y su número 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 evaluó su porcentaje de pérdida por 

generación en ausencia de presión selectiva. encontrándose que durante 18 generaciones el cGD47 

lué completamente estable. en tanto que el pB79 y pH3 mostraron un porcentaje de pérdida menor 

a 0.04 % por generación (Tabla 2). De Jo anterior. se deduce que pH3 posee /oci relacionados con 
Ja estabilidad del plásmido. pero que hay elementos adicionales en cGD47 que aumentan dicha 

estabilidad. 
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TABLA 2. PORCENTAJE DE PERDIDA POR GENERACJON DE LAS 
DIFERENTES SUBCLONAS DEL pSim DE CFN42 

TRANSCON.JUGANTE I SUBCLONA DEL pSlm 

GENERACION CFN42 CFNX107 CFNX107 CFNXl07 

cGD47 cGD47 pB79 pH3 

9 < 0.001 < 0.001 0.034 0.038 

18 < 0.001 < 0.001 0.019 < 0.001 

- Los datos se 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 

CFNXIOI 

pH3 

0.038 

0.037 

Para determinar si pH3 mantiene el número de copias característico del pSim, el DNA total 

de CFN42 y de las transconjugantes de pH3 fue cortado con la enzima Hindlll y marcado 
simultáneamente 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 gene cromosomal de recA. Asumiendo que la 

intensidad de la señal obtenida con el marcador cromosoma! representa el número de copias del 
cromosoma. la comparación de esta señal con la de pH3 nos indica el número de copias de pH3 

con respecto al cromosoma. Los resultados obtenidos se presenta en la Tabla 3. donde se aprecia 

que el pSim de CFN42 tiene un número de copias entre l y 2 con respecto al marcador 

cromosomal. Para el caso de pH3, esta subclona también mantiene un número de copias entre l y 2 

con respecto al marcador cromosomal, lo que sugiere que los elementos de regulación del número 

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 pSirn DE CFN42 

CONTROL TRANSCON~UGANTES 

locus CFN42 CFNX IOJ/pH3 CFNXI07/pH3 

recA 102 020 132 468 96576 

ori DEL pSim 165 101 152 430 127 213 

KELALUJN r., 

1 I.61 1.15 1.31 

- Los datos fueron tomados de pelfculas t"otográficas que no fueron expuestas a saturación. 
- Los valores fueron corregidos considerando la diferencia de tamaño entre ambos locus. 
- Las unidades de densitometría se expresan en pixeles. 

OBTENCION DE LA SECUENCIA DE pHY 

Para facilitar la obtención de DNA en cantidad adecuada para su secuenciación automática. 

se subclonó la banda que contiene al ori del pSim de CFN42 en el vehículo pSK+. debido a que 

este plásmido tiene un número de copias elevado. La clona obtenida corresponde a pHY. misma 

que fué subclonada. secuenciando cada subclona al menos 4 veces. Los segmentos de los que no 

se logró obtener subclonas fueron secuenciados usando prímeros diseñados a partir de los 

extremos de las secuencias que flanquean a estas zonas. 

La organización de los genes encontrados se muestra en 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 nucleólidos 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 50 %). destacando dos regiones. la primera de 150 pb con el 58.7 

% de AT (nucleótidos 4 134 a 4 184). y la segunda de 50 pb. con el 60 % de AT (posición 5 405 a 

5 455). 
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Figura 7: MAPA FISICO DE pHY 

-Las flechas indican la posición de los tres márcos de lectura abierta que tienen homología con los genes rtp 
-Los cuadros indican la posición de los posibles sitios de unión a ribosoma 
-La barra negra indica la zona en la que se propone se encuentra el origen de replicación del pSim de CFN42 
-Las líneas delgadas represenlan las subclonas obtenidas a partir de pHY 

..., -El asterisco señala a las subclonas que fueron moviliz.adas a Rhizobium etli para probar su capacidad de 
"" replicación autónoma 



SECUENCIA DE pHV 

AAGCTTCATCCTTCGTGGCGCACCGGTTCGAACCGAACAGACCAACAATCCGAGTCGCACCGAGAAGGAT 70 

GACGGCAACTAQATCGGTAGTTGGGCGGCCGCAACATCAGAAA=TC;CAGCGTTTG~~Ac;~cc3TGcc;,140 
·. ' 

GCGATGGCGGTGGTGGAAACGATCTTCTCTGGCTGCCCCAAGCGCGGGAGAGGCCA;TCGACGCTAGCÁA. ·210 

GAGTTCGCTCGAACCTGATATCCGTTACCGCAACGACTTCGCTGAGACCACCTCCCAG~C~;;~ATTCTAC''280 
'·.!' ~ ' .,.,,' 

GATGCCGGGAAcAA=TCAGCGTTGGCTCGTGAACGGAACCATCTCcccricccc'TécccTCcACTCTTC ;3·5(¡' . 
GAGGTGTCGACGCAAAACCGAAGAACTCCTAGACCATCAciGGGA'J.""rGGCGTTI'CA.~~~2~~CTTCGciG 

CCAAGTGTTCCAGCCCGCGGTGACATCCA=ATGGCAGTCGGGGCGAGAGCGTCCAAACCCCATCTGCCT 560 - .,. -
CGCACTCGTCGACTACTTCTACATACCAAGTGCGAGTGGAAAAGATCCTCGCACGTAÓCCTATQATCGTC 630 

CTGAAGCAGCTACGCTTCGTAGTAAATTTTTGGTGTCGAQATCGCGAATACCTGCATGAATTTCTCCGCC 700 

GCCGTTAGGCGCC=GAACTCTGCACGAATTGGAATCGGGCGTCCGTTGTCGAATGCTTACGGTTTTGTG 770 

CGAGTGAGTCGCGGCAA.GGGATCACCGA.TTTGCCGAGGTCTTCTGCTTTTCGTCTAAATCGCCGGGGC 840 

ACATTTGTAGGATTCACAATAAAACACACCATGACCAATCGGTACCGCGGTCTCTCTAAGCTGCAGGATA 910 

TAAACGGAAAAATCCAT'l'TACTCTACGTTCCGGGTTTATCCACGTTAGCCTTTCGTTAACCTAAAACCCC 980 

TTGGTCAAAATTGAAGQATCGGGCGCTAATAGATAGTGGGGGAACTTTAGCGCTTTCGCGGAAAGTACCC 1050 

CCCCAACTCAGGAAATGGATTTGAGATGGCGAAAACCGCAGCAAACACAGCGCCGGTCGTCGAAGGGTTG 1120 

ACCGCATTGATGGAGCGTCATGCTGACGCTCTCTCCAGCCAACTTCAAGCACATCATCTCAAGGTCTTCC 1190 

CGCCGACGTCCGAAAAGGGCATTCQATCCTT'I'GCACCGTCAGAAGCCTCAAAATTGCTTGGCATCGGTGA 1260 

GTCTTATCTTAGACAAACTGCTTCGGAAATGCCTGAACTGAACGTTAGTATGAGCCCTGGCGGTCGACGC 1330 

ACGTTCACQATCGAAGATATTCATTCAATCCGTAAGCACCTGGACCTGATTGGCCGCGGGAACCGGCGTT 1400 

ACCTGCCCCATCGTCGTACGGGGGAGGAGGTTCAAGTCGTCTGGGTGATGAATTTCAAAGGCGGGTCGGG 1470 

CAAGACGACGACAGCCGCGCATCTGGTACAGTACCTGGCAATGCGTGGTTACCGATTCTCGCGAATTGAT 1540 

CT'I'GATCCCCAAGCAAGCCTTTCCGCACTCTTCGGGAGTCAGCCAGAAACTGACGTTGGTCCGAACGAAA 1610 

CACTCTATGGCGCCATCCGGTATGATGATGAGCAGGTCCCAATCGAGCAGGTTGTCCGAGGAACGTACAT 1680 

CCCGGATCTTCATCTAATTCCTGGCAATCTTGAACTGATGGAGTTTGAGCACGATACCCCGCGCGCGCTT 1750 

ATGAACCGGAAGGAAGGTGACACGCTTTTTTACGGTCGGATCAGTCAGGTCATCGAAGACATCGCGGACA 1820 

ACTACGATGTCGTCGTTATCGATTGCCCTCCCCAACTTGGCTATCTCACGCTTTCAGCTCTGACCGCCGC 1890 

AACCTCQATCCTCGTCACCGTCCATCCCCAGATGTTGGATGTAATGTCGATGAACCAGTTTCTGGCGATG 1960 

ACCTCGAATCTCCTTCGGGAAATCGAGAACGCAGGCGCCCAGTTCAAGTTCAATTGGATGCGCTACCTCG 2030 

TCACTCGTTTTGAACCGAGCGATGGCCCGCAGAACCAGATGGTGGGCTATCTGCGTTCGATCTTCGGCGA 2100 
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AAATGTCCTCAATTTTCCGATGCTCAAGACGACCGCCGTTTCGGACGCTGGCCTGACGAATCAAACCCTC 2170 

TTTGAGGTTGAGCGCGGACAGTTCACGCGCTCGACCTATGATCGGGCCTTAGAGGCGATGAACGCCGACA 2240 

ACGACGAGATCGAAACTCTAATCAAAAAAGCATGGGGTAGAACCACATGAGTCGGAAGCACCTCCTTGAC 2310 

GTCACCACGGACGCGCCCGACAGCTCATCAGCTGCTGAACACAGAGCGGCAAAGACTCGCTCCATGCCGC 2380 

TTCTCGGCGTGACCAGAAAAGAACGAGATCCAGCGACGAAGGTGATTGCAAACATCGGTAACGCGTTGCG 2450 

AGAACAAAATGTTCGTTTTOATCGTGCCGAGAAGATGGAGCGGCGTCTCGCCGGAGGTCAGGCCGTGTTT 2520 

GTGTTGAAGACCTTCTCAATCGAGCCGTCC'I'TCGTTCAGGGGTCGCATGCAAGGGGATATCGGACGGACT 2590 

TCTTGTATCCATCCGCGAGCAAGGACAAGCAGGTGCCAATCCTTGTGAGACCTCATCCGTTAAACCCGCG 2660 

CACCTACCAAGTTGCCTTTGGACACCGCCGGCTGCGCGCCGTTTCGGAGCTAGGACTGCCGGTCAAGGCG 2730 

GTTGTTCGAGACTTGTCGGACGAGCAGTTGGTTGTCGCACAGGGTCAGGAAAACAATGAGCGCGAAGACC 2800 

TCACCTTCATCGAAAAGGCACGTTTCGCACACAAGCTAAACAAGCAGTTTCCACGAGAAATCGTCATCGC 2870 

GGCTATGTCAATCGATAAAAGCAACTTGTCGAAGATGCTCCTGCTTGTTGACCCCCTCCCCTCTGAATTG 2940 

ATCGATGCCATCGGCGCCGCTCCAGGCGTTGGACGCCCAAGTTGGCAGCAA'I'TGGCAGAGCTGGTTGAGA 3010 

AAGCATCGCCTCCGGCAGGCGCTGCGAAATATGCTGCCTCGGAGGAGGTGCAGGCGCTGCCGTCGTCGGA 3080 

GCGGTTCAAGGCAGTGATCGACCATCTGAAACCGCGTCGGACTGCGCGCGGGTTGCCAGACGTCCTGTCG 3150 

ACCCCCGATGGCGACAGGCTTGCGCAGGTCACGCAGAGCAAGAGCAAGCTAGAAATTACCATTGACAGGA 3220 

AAGCCACGCCGGATTTCGCGGCTTTCGTACTCGAGCATTTGTCTGCGCTTTACCAGGAGCATCGCGCAAA 3290 

GCATCAACGGAAACAGGGA<¡TGTAACCCGCAAAAGAAAAGA~CTCCCTCAACGTCGCCGTCGTGGAAGCC 3360 

CTTCTGTCTCTGTAGCAAGAACA~TCGCATTTCCTCGAATCCTCGTC&\GAGTCT¡TGGCGCCG~TTT 3430 

GGTGAGCGAATTTCCTTTGCCTGCTG~GAGAGACAATGCAGTCGGGGAATGTAGCGACGCCGTTC3500 
~~~ ~ 

GGGCGGCGGCCAATGACGCTTGCGCTCGTGCGGCGCCAGGCGGCAATGGAAATCAAGCATGGAAAAGCTG 3570 

CCGATAAGTGGAAAGTGTTGGAGAGGACGCTTCCGCCGCGATGGAACTTGCTCAAGAATCCAGGTCCGAA 3640 

CAGTCTTGCCGTCCTTGATGCGCTATTGAGCTTTCACCCGGAAACGGAGT'I'GCGTCAGGAGGCACAGCTG 3710 

ATCGTCTTCCCGTCGAATGCTCAGCTTGCCCTTCGGGCGCATGGGATGTCGGGCGCTCAAACGTTTGCGG 3780 

GGGCATATTTACCATTTCTGTTGGAGTCGGGGTTGATCGTCCGTAAGGATAGCGCCAATGGCAAGCGCTT 3850 

CTCCCGCAAGGGCGACGATGACCAGATCGAGAATGCTTTTGGCTTCGACCTGTCGCCCCTCCTGGCGCGA 3920 

TCGGAAGAGTTGGCGATGTTGGCGCAAAGAGTGGCGGCCGAGAGAGCCTCGCTCAGGAAAGCCAAAGAGA 3990 

GCCTTACAATTTGCCGGCGGGATGTTCGCAAACTTATTACTGCTGCAATGGTCGAGGGCGCCGAGGACGA 4060 

TTGGAAGACGACCGAGGACATCTACATTTCGCTCGCGAGCAGAATTCCGCGCGTTCCGACCCTTGAAGGG 4130 

GTCACTAGCGTTCTCAATGAAATGGAGATGCTCCGTGAGGAAGTGCTTAATCGTTTGGAAAACCTCGAGA 4200 

ATGCTGAAAAAATTAGCACCAATGCTGCTCATATCGAGCAGCACATACAGAATTCAAAACCCGAATCCGT 4270 
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AAATGAATCTGAACCACGCTCCGAAAAGGAGCAGGGGGCAAAGGCGAGCTTGAGCCTTCAGCCGAAGAAT 4340 

GAATCGCAAAGGGCGTTCCCCTTnnnATTQGTGCTCAAGGCGTGCCCGATOATCAGCGACTATGCACCGC 4410 

GCGGCGTGGGAAGCTGGCGAGATCTGATGTCTACCGCTGTGGTGGTTCGATCTATGCTGGGGGTAAGCCC 4480 

TTCCGCCTACCAGGATGCCTGCGAGGCGCTAGGACCGGAGAATGCTGCGGTGGCAATTGCGTGCATCCTG 4550 

GAAAGGGCTAACTTCATCAACTCTCCTGGAGGCTATCTGCGGGATCTAACGCGCCGAAGTGAGCGCGGTG 4620 

AATTCCAGCTTGGCCCGATGATAATGGCGTTGTTGA..~GGCCAACGGGCAAGGCGGTTTGAGGGCTGGGTA 4690 

AGTGCGGCTGATCGTTATTCCTGCCGTTGAGGATTTCGGTTGTGGTCAGCTGACCACCAAGCTAACCTCT 4760 

TGGAAAACACCAACTTTCA.AAGGCGGCTTGTCGCAGGCAT'l'GTGCCGGTTACCGTCTGGCTCCCGAGCCA 4830 

AATGACGCCTCTTAGGGGAACAGTAGACCGTOATCTCAATACGAACGCGCCCAAGGTCGCGCbCG~AA 4900 

GACCAGGAGCGAAGTCTTCGCACG'\f'ATGGGAGGCGCCTTTCATCAATTCATTGGCACCGGCGC~CCAAA 4970 

TCGCAAGGCGGCCGGCTGTG~AATCGCGAGTGGGCGATGGCGCCGCATGGATAGGACGCAATAGG 5040 

AACAACTACCTGCTGCCATCCGCAGCGCCGGAATCTACGGGGCTGATTCGCGGCGGCACTTCCACAACAC 5110 

TGGGAGAATTCTCAACCGCTATCTTGGGCQAGGTQ.CGCAATGAGCCACTCGACCCTATGGTCTTTTGAC 5180 

CAGGCAAGAATQGCATT9GAGGTGliPTTTGGTGCCGTTGTCGGAGAGATCATTGCGAGTTTCGAGCGAGG 5250 

CGACGACCGGAGATCGbGQ~TCCGGGGA'1'CGCCQCQAGG~AT4"TCGCGTCGCTCATCGACGATGTTGA 5320 

~GAAACCCCCTTCCGTAAGCGAACTTGCAGGCACGC~ca9cAcc6ii'CcTGC2eAAcGcGa¡,GGCT 5390 

CTGCCCGCTGGTCGCTGGATTTTGTTCGTGACCAAAAGCAAATGATCCAGTGGAACATT'l'CTCCACCGAA 5460 

CGACTGAGGCATATACCTATCTCGCAAGGCCCAGCCATCGGCACAGTATTTGAGTCCGTTGAAGAAGGTG 5530 

ATGGGTCCAGGCGGCTTGGAGGAGGCATAGCCGTTCCAGCCGCCGAGTTTGGCGACGATCCAAGCGGCCC 5600 - - -AGGCGAGCGAAGC~ 5615 --
FIGURA 8: SECUENCIA DE pHY 
- Los Márcos de Lectura Abierta se denotan con flechas en tono claro 
- Las secuencias directas e inversas repetidas son señaladas con llechas negras 
- Las secuencias que son blanco para la metilación se muestran en negritas (GATC) 
- Las secuencias de unión a ribosoma se marcan con letra Arial subrayada 
- La secuencia con identidad al oriT de Agrobacterium tumefaciens se denota con un semicirculo 

(GATCCTGCC) 
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El siguiente análisis se realizó con el programa FASTA, donde se comparó toda la 

secuencia de pHY con la sección de la base de datos del GeneBank que comprende secuencias 

bacterianas. Los resultados obtenidos señalan un porcentaje de identidad del 77.8 (en 3 863 pb) 

con el plásmido pRiA4b de Agrobacterium rhfr.ogenes, y del 57.4 % (en 1 352 pb) con el 

plásmido pTiB6S3 de Agrobacterium tumefaciens. Estas secuencias corresponden a las regiones 

que codifican para las proteínas RepA, RepB y RepC. todas relacionadas con la replicación de 

plásmidos. Además. cabe mencionar que un elevado porcentaje de identidad (91.6 %) se presentó 

entre un segmento de 155 nucleótidos de pHY (del nucleótido 3 316 al 3 470), y la región 

intergénica del plásmido pRiA4b. Con respecto al resto de las secuencias registradas por el 

FASTA. porcentajes de identidad menores al 70 % se encontraron entre pHY y pequeñas regiones 

(menores a 110 pb) de diferentes secuencias relacionadas con la replicación del DNA. Un dato 

adicional es que la gran mayoría de las regiones de pHY ricas en AT. se encont.-a1·on en las zonas 

que tienen identidad con secuencias codificantes. 

Debido a que el análisis tipo FASTA señaló alta identidad con tres genes, se decidió buscar 

Marcos de Lectura Abierta (MLA) usando el programa TESTCODE, encontrándose la presencia de 

3 MLA con alta probabilidad de ser codificantes debido a que presentan pocas regiones de 

incertidumbre. El primer MLA se extiende del nuclcótido 1 076 al 2 287 (1 212 pb. MLAl), el 

segundo del 2 288 al 3 312 (1 026 pb. MLA2) y el tercero del nucleótido 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. Dávila a partir de regiones codi11cantcs de Rhizobium), se 
encontró que los 3 MLA detectados nuevamente mostr.iron alta probabilidad de codificar proteínas, 

ya que el programa muestra 3 zonas bien del1nidas con escasos codones "raros•• para Rhizobium. 

Con base a los datos anteriores. y considerando que los tres MLA encontrados se parecen a 

secuencias que codifican para proteínas relacionadas con la replicación de plásmidos de 

Agrobacterium. se decidió aislar las secuencias y compararlas por separado con otras secuencias 

que codifican para proteínas Rep de Rhizobiaceas. De esta comparación (Tabla 4) destaca que las 

mayores identidades se presentan con los genes dcAgrobacterium rhizogenes. las menores con las 

secuencias rep de Rhizobium meliloti. y la identidad con las secuencias rep de Agrobacterium 

tiunefaciens y de Rhizobiuni /egi1111inosart11n fueron intermedias a las anteriores pero similares 

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

MLA TAMAÑO % DE IDEN GENE CON EL QUE SE ENCONTRO IDENTIDAD 

1 1 212 pb 81 rcpA del plásrnido pRiA4b de Agrobacterium rhizogenes 
60 rcpA del plásrnido pRL8Jl de Rhizobium leguminosaru"' 
57 rcpA del plásrnido pTiB6S3 de Agrobacterium tumefaciens 

2 1 026 pb 76 repB del plásrnido pRia4b de Agrobacterium rhhogenes 
47 rcpB del plásrnido pRL8Jl de Rhizobiwn /eguminosarum 
49 repB del plásmido pTiB6S3 de Agrobacterium tumefaciens 
32 repB del plásmido pRmeGR4a de Rhizobium meliloti 

3 1 218 pb 73 repC del plásmido pRiA4b de Agrobacterium rhizogenes 
59 repC del plásmido pRL8JI de Rhizobium leguminosarum 
52 repC del plásmido pTiB6S3 de Agrobacterium tumefaciens 
51 repC del plásmido pRmeGR4a de Rhizobium meliloti 

Además de los MLA. se encontraron 9 secuencias con el 100 % de identidad a las 

secuencias consenso para los sitios de unión a ribosoma, 8 con la secuencia AAGGT y 1 con la 

secuencia AAGGAA. De estas s=uencias. una de ellas se encuentra 8 nucleótidos antes del codón 

de inicio de MLA3 (AAGGT. posición 3 457 a 3 462). Cabe mencionar que una secuencia muy 

parecida a un sitio de unión para ribosoma fue encontmda 11 nucleótidos antes del codón de inicio 

de MLAI. Tal secuencia es CAGGAA (posiciones l 059 al 064) (Figura 8). 

Los resultados encontrados hasta este punto corresponden a secuencias con alta 

probabilidad de ser codificantes. sin embargo. aunque puede suponerse su participación en la 

replicación dados los resultados hasta aquí descritos. no son secuencias que definan a un ori. 

Debido a lo anterior, se procedió a buscar elementos involucrados en la estructura de un ori. 

En este sentido. los elementos que siempre se presentan en un ori son las secuencias 

directas e inversas repetidas ricas en AT, mismas que se localizan en regiones no codificantes. La 

búsqueda de tales elementos en pHY sólo condujo a 1 secuencia con las características 

mencionadas. Esta se localizó en las posiciones 3 391 a 3 397 y 3 440 a 3 446. con 7 nucleótidos 

de largo y con un porcentaje de AT del 71.4 % (Figura 8). Debido a este resultado. y tornando en 

cuenta que Rhizobium etli es una bacteria con un contenido de GC superior al que se encuentra en 

Enterobacterias. se pensó que las diferencias en el contenido de AT podrían generar un sesgo que 

hace poco probable la presencia de tales secuencias. así que se decidió buscar en las regiones no 

codificantcs de pHY-. secuencias directas repetidas e inversas repetidas ricas en GC. Los resultados 

de esta búsqueda mostraron 10 directas repetidas y 10 inversas repetidas. Tres inversas repetidas 
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de 7 a 9 nucleótidos de largo se encuentran antes del codón de inicio de MLAl (del nucleótido 530 

al 1 035). Tres inversas repetidas se localizan entre MLA2 y MLA3 (del nucleótido 3 305 al 3 336) 

y tienen una extención de 7 a 9 nucleótidos (Figura 8). Por otra parte. las 10 directas repetidas y las 
4 inversas repetidas restantes se localizaron despues del codón de ténnino de MLA3. sobresaliendo 
que 8 directas repetidas y 2 inversas repetidas se encuentran del nucleótido 5 138 al 5 604. El 
tamaño de tales secuencias varia de 7 a 8 nucleótidos (Figura 8). 

Además de las secuencias repetidas. la búsqueda de posibles sitios para la unión y/o 

actividad de proteínas de replicación. condujo a la localización de la secuencia GATCCTGCC 

(posición 5 584 a 5 592). que tiene el 89 % de identidad con el origen de transferencia (oriT) del 

plásmido pTiC58 de Agrobacterium tumefaciens. Es importante señalar que esta secuencia se 

encontró en una zona cuyo contenido de AT es superior al 50 % y además. que esta rodeada por 6 
secuencias GATC. que son blanco de acción de enzimas de metilación (Figura 8). 

Finalmente. un último resultado relacionado con la secuencia de nucleótidos fue el hallazgo 
de una región que mostró identidad con el extremo 5• del gene tral de Agrobacten·uni tmnefaciens 

(57 .6 % en 672 pb localizadas de la posición 1 a la 672. no incluye la región reguladora). El gene 

tral codifica una proteína relacionada con el corte de una de las cadenas del DNA a nivel del oriT. 

por lo que su presencia en esta región resultaba interesante sin embargo. dado que los análisis con 

los programas TESTCODE y CODONPREFERENCE no mostraron alta probabilidad de que se 

tratara de un MLA. no fué analizado con detenimiento. 

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 proteínas Rep de Rhizobiaceas. se decidió deducir la secuencia de 

aminoácidos a partir de cada marco de lectura de pHY. Este análisis mostró que el MLAl codifica 

para una proteína de 404 aminoácidos (RepA). MLA2 para una proteína de 342 aminoácidos 

(RepB) y MLA3 para una de 406 aminoácidos (RepC) (Figura 9). Cuando la secuencia de cada 
proteína fue alineada con las proteínas Rep de Rhizobiaceas (Tabla 5) se encontró que las mayores 
identidades se presentaron con las proteínas de Agrobacterium rhizogenes. que las menores con las 

proteínas de Rhizobium me/iloti. y que los porcentajes de identidad con las proteínas de Rhizobium 

leguminosarum y Agrobacteriwn tumefaciens fueron intermedios a las anteriores pero similares 

entre sí. 
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RepA DE pHY 

MAKTAANTAP VVEGLTALME 
PSEASKLLGI GESYLRQTAS 
LIGRGNRRYL PHRRTGEEVQ 
FSRIDLDPQA SLSALFGSQP 
YIPDLHLIPG NLELMEFEHD 
DVVVIDCPPQ LG:;(I..:I:I..S8I..:I: 
REIENAGAQF KFNWMRYLVT 
KTTAVSDAGL TNQTLFEVER 
GRTT 

RepB DE pHY 

MSRKHLLDVT TDAPDSSSAA 
GNALREQNVR FDRAEKMERR 
DFLYPSASKD KQVPILVRPH 
RDLSDEQLVV AQGQENNERE 
KSNLSKMLLL VDPLPSELID 
KYAASEEVQA LPSSERFKAV 
SKSKLEITID RKATPDFAAF 

RepC DE pHY 

MQSGNVATPF GRRPMTLALV 
LKNPGPNSLA VLDALLSFHP 
TFAGAYLPFL LESGLIVRKD 
SEELAMLAQR VAAERASLRK 
TEDIYISLAS RIPRVPTLEG 
NAAHIEQHIQ NSKPESVNES 
VLKACPMISD YAPRGVGSWR 
NAAVAIACIL ERANFINSPG 
GGLRAG 

RHADALSSQL QAHHLKVFPP 
EMPELNVSMS PGGRRTFTIE 
VVWVMNFKGG SGKTTTAAHL 
ETDVGPNETL YGAIRYDDEQ 
TPRALMNRKE GDTLFYGRIS 
88:I:S:i:W:I:YH PQMLDVMSMN 
RFEPSDGPQN QMVGYLRSIF 
GQFTRSTYDR ALEAMNADND 

EHRAAKTRSM PLLGVTRKER 
LAGGQAVFVL KTFSIEPSFV 
PLNPRTYQVA FGHRRLRAVS 
DLTFIEKARF AHKLNKQFPR 
AIGAAPGVGR PSWQQLAELV 
IDHLKPRRTA RGLPDVLSTP 
VLEHLSALYQ EHRAKHQRKQ 

BB08a.Mi::n;:a GK8.8QKk!!KYI.. 
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DLMSTAVVVR SMLGVSPSAY 
GYLRDLTRRS ERGEFQLGPM 
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DIHSIRKHLD 
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GENVLNFPML 
EIETLIKKAW 
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FIGURA 9: SECUENCIA DEDUCIDA A PARTIR DE LOS TRES MARCOS DE 
LECTURA ABIERTA ENCONTRADOS EN pHY 

- El motivo YI..TI..SAI.:I:AATs;i:w'I'V probablemente puede unirse a la membrana interna bacteriana 
- El motivo BBOAAMEIKHQJ<A.AQKk!!KYI.. tiene idcnlidad del 61 % con el sitio de unión para ATP 
presente en proteínas implicadas en la replicación 
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TABLA S. ANALISIS DE IDENTIDAD DE LAS SECUENCIAS DE LOS 
TRES MARCOS DE LECTURA ABIERTA DE pHY MEDIANTE 
EL PROGRAMA BLASTX 

PROTEINA TAMAÑO % DE IDEN PROTEINA CON l,A QUE SE 
DE pHY ENCONTKO IDENTIDAD 

RepA 404 aa·s 92 RepA del plásmido pRiA4b de 
Agrobacteriu1n rhizogenes 

54 RepA del plásmido pRL8JI de 
Rhiwbium /egun1inosar11m 

54 RepA del plásmido pTiB6S3 de 
Agrobacterimn tumefaciens 

RepB 342 aa's 70 RepB del plásmido pRia4b de 
Agrobacterium rhiwgenes 

34 RepB del plásmido pRL8JI de 
Rhizobiu111 /eg11111inosar111n 

32 RepB del plásmido pTiB6S3 de 
Agrobacteriu111 tu111efaciens 

10 RepB del plásmido pRmL"ÜR4a de 
Rhizabillm 111e/i/oti 

RepC 406 aa's 69 RepC del plásmido pRiA4b de 

49 
Agrobacterium rhizogenes 
RepC del plásmido pRL8JI de 
Rhizobiu111 /egun1inosaru1n 

36 RepC del plásmido pTiB6S3 de 
Agrobacterium tumefaciens 

20 RepC del plásmido pRmeGR4a de 
Rhizobium meli/oti 

Con la idea de encontr.ir indicios que condujeran a definir la función que tienen cada una de 

las posibles proteínas en la replicación. se buscaron motivos funcionales en la secuencia de 

aminoácidos de las tres proteínas. usando el progr.ima MOTIFS. Los resultados de este análisis no 

demostraron similitud con ningún dominio. sin embargo. usando el programa FITCON se 

encontró que RepC de pHY contiene una secuencia de 18 aminoácidos que tiene el 61 % de 

identidad con la secuencia RQTALADIKQGKTADKWK (presente en proteínas dependientes de 

ATP que se unen a DNA. como DnaA). misma que se extiende del aminoácido 21 al 38 (Figura 9). 

Por otra parte. al buscar con el programa PSORT señales relevantes en la secuencia de 

aminoácidos de cada proteína. se encontró que RcpA de pHY posee una secuencia transmembranal 

de 17 aminoácidos (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 proteínas citoplásmicas. 
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Un análisis más consistió en establecer una filogenia de las proteínas Rep de Rhizobiaceas. 

para ello. se realizaron alineamientos entre cada familia de proteínas. Cabe aclarar que en este 

análisis se decidió excluir a las secuencias de Rhizobium meliloti debido a que en estudios previos 

encontramos que tienen poca identidad con las proteínas Rep de Agrobacterium rhizogenes. 
Rhizobium leguminosarum y Rhizobium etli. Para el caso de la filogenia de RepA. se observó que 
la mayoría de las secuencias se encuentran muy conservadas. El segmento menos conservado es 
pequefto y se encuentra en el extremo amino terminal. Con lo que respecta a RepB. el alineamiento 

muestra que estas proteínas también estan bastante conservadas. El extremo amino y carboxilo 

resultaron muy variables. mientras que la región conservada se extiende en la parte central de las 

proteínas y comprende alrededor de 124 aminoácidos. Finalmente. el alineamiento con las 

proteínas RepC mostró que tales proteínas estan relativamente conservadas. Hay dos zonas 

conservadas cercanas a los extremos amino y carboxilo de las proteínas. y dos regiones menos 

conservadas tanto en el centro de las proteínas como en el extremo carboxilo terminal. 
A partir de estos alineamientos. se fabricó el dendograma para cada proteína mediante el 

programa UPGMA. Los árboles así obtenidos se muestran en las Figuras JO. 11 y 12. Para el caso 

de las proteínas RepA (Figura 10). se observa que la proteína de Agrobacteritt1n rhizogenes y 

Rhizobium etli son las más cercanamente emparentadas. A su vez. las proteínas de Agrobacteriwn 

tumefaciens y Rhiwbium leguminosarwn estan emparentadas entre sí y separadas de las primeras 

por las mismas distancias evolutivas. 
Para el caso de las proteínas RepB. el árbol obtenido (Figura 11) nuevamente relaciona 

cercanamente a las proteínas de Agrobacteriwn rhizogenes y Rhizobitt111 etli. mientras que RepB de 
Agrobacteriiun tt1111efaciens se relaciona con RepB de Rhiz.obiun1 leg11111inosartt111. Estas dos 

últimas proteínas se encuentran a la misma distancia evolutiva de las proteínas de Agrobacterium 

rhizogenes y Rhizobium etli. 
En cuanto a RepC. las proteínas de Agrobacterium rhizogenes y de Rhizobium etli son las 

más cercanamente emparentadas y éstas a su vez. se relacionan más cercanamente con la proteína 

de Rhizobium leguminosarum y finalmente. con la proteína de Agrobacterium tumefaciens 

(Figura 12). 
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FIGURA 10: ANALISIS EVOLUTIVO DE LAS PROTEINAS RepA DE 
Rhizobiaceas 
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ANALISIS DE LA PRESENCIA DE REGIONES REPLICADORAS SIMILARES A 
LA DEL pSim DE CFN42 EN OTRAS CEPAS DEL GENERO Rhizobium 

Con la finalidad de establecer si la menor región replicadora del pSim de CFN42 tiene 

homología con las secuencias de otros plásmidos de Rhizobiaceas, se llevo a cabo un ensayo 

Southern blot, en condiciones de alta severidad. en el que se hibridizó el inserto de pH3 con los 

perfiles plasmídicos de diferentes cepas de Rhizobium etli y de diferentes especies de Rhizobium 
provenientes de distintas regiones geográficas. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 13. donde se observa que únicamente 5 de las 11 cepas usadas hibridizaron con el inserto 
de pH3. Cuatro de las señales obtenidas corresponden al plásmido simbiótico de otras cepas de 

Rhizobium etli (Figura 13. carriles 2. 4, 5 y 6), mientras que la restante pertenece a un plásmido no 

simbiótico de la cepa CFN299 de Rhizobium tropici (Figura 13, carril 10). 
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ESPECIE Y NOMBRE DE LA CEPA 
Rliizobium etli, CFN42 
Rhizohit11n etli, BRAS 
Rhizohiutn spp., CIAT895 
Rhizobiutn etli, NITRAGIN8251 
Rhizohi11tn etli, TAL182 
Rhizobiutn etli, VIKING l 
Rhi:::.ohitim huakuii, CCBA U2605 
Rhizobi111n /egumi11osarum bv. viceae, VF39 
Rl1izobium /oti, CIAl\1180 l 
Rhizohi11111 tropici, CFN299 
Rhizobium meliloti, 2011 
Rhi:::.ohiu111 etli, 2001 

FIGURA 13: SOUTHERN BLOT DE DIFERENTES CEPAS DEL GENERO 
Rliizobitt111 EN EL QUE SE USO COl°\'10 DETECTOR AL 
INSERTO DE pH3 
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DISCUSION 

Para localizar y aislar la región replicadora del pSim de CFN42 se procedió a construir 

cointegrados entre los cósmidos que cubren al pSim y un vehículo movilizable. La transferencia 

por conjugación de estos cointegrados y el análisis del perfil de plásmidos de las transconjugantes 

mediante la técnica de Eckhardt señalarían la región del plásmido capaz de replicarse 

autónomamente. 

El uso de esta estrategia presentó varios problemas. Primero, la construcción de los 

cointegrados se llevó a cabo en cepas de Escherichia coli recA-. lo que reduce la eficiencia con la 

que recombinan las moléculas de cósmidos y pSUP202::Lorist 3B. Segundo, cuando los cósmidos 

y el pSUP202::Lorist recombinan. el plásmido generado cuenta con dos origenes de replicación. Si 

en estas circunstancias ambos ori's son activos, de acuerdo a Helinski, esta condición combierte 

al plásmido en una molécula muy inestable. pues se puede provocar replicación abortiva (Helinski, 

D. E .• 1994). Lo anterior puede explicar el por qué de las bajas eficiencias con las que se 

obtuvieron los cointegrados. 

Los resultados obtenidos de la movilización de los 15 cointegrados a las cepas CFNXI07 y 

CFN42 demuestran que únicamente el cointcgrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B es capaz de 

replicarse en estas cepas. 

Este resultado concuerda con las observaciones previas en las que se encontró que la región 

del pSim delimitada por las bandas 26 a 85 del mapa en BamHI (270 kb) puede replicarse, 

mientras que el resto del pShn no (bandas 1 a 25) (Romero. D .• et al., 1995). 

Por otra parte. el cGD47 además del ori. tiene todos los elementos relacionados con la 

incompatibilidad. a juzgar por los resultados obtenidos con CFN42, en donde se encontró que el 

cointegrado cGD47/pSUP202::Lorist 3B eliminó al pSim, mientras que los demás cointegrados 

recombinaron con el pShn. 

La única explicación que existe para el fenómeno de incompatibilidad observada es que, 

tanto cGD47/pSUP202::Lorist 3B como el pSim se replican con el mismo ori. Si el pSim tuviera 

otro ori, ambos plásmidos podrían replicarse en el mismo fondo genético. Por otra parte. si 

existiera otro ori en pSim, podríamos recuperar rnás de un cointegrado en Rhizobium etli. 
Adicionalmente, el hecho de que los restantes 14 cointcgrados recombinaran con el pSim apoya la 

hipótesis de la ausencia de otro ori, y la posibilidad de que un segundo ori hubiera sido 

interrumpido durante la construcción del banco de cósmidos la hemos descartado pues. como se 

observa la Figura 3, existen regiones Lraslapantes entre diferentes coinlegrados que reducen esta 

posibilidad. Por todo lo anterior, consideramos que el cGD47/pSUP202::Lorist 3B porta al ori del 
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pShn y que este plásmido solo tiene un ori funcional. 

El análisis de los resultados obtenidos con la cepa CFNX107 apoya que el ori del pSirn se 

encuentra en el cos47 y que no existen elementos de acción en trans. fuera de este cósmido. que 

participen en la replicación del ori. La 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 encontró que el cósmido cGD47 estaba completo en tanto que el plásmido 

pSUP202::Lorist 38 se perdió. Este resultado explica la imposibilidad de transferencia del 
cointegrado de las transconjugantes a la cepa HBIOI. Tal rearreglo puede explicarse considerando 

que CFN42 es una cepa recA+. y que el cointcgrado tiene dos secuencias de 3 kb en repetición 

directa. mismas que pueden ser blanco para un evento de recombinación homóloga intramolecular. 

que de ocurrir. podría conducir a la separación y pérdida de pSUP202::Lorist del fondo genético de 

Rhizobium et/i. 

La subclonación de los fragmentos de BamHI del cGD47 y su transferencia a la cepa 

CFNX107 demostró que únicamente pB79 es capaz de replicarse en la cepa usada. La posibilidad 

de que esta clona hubiera sufrido alteraciones en su estructura fue descartada movilizándola de las 

transconjugantes a HBIOI. y evaluando su patrón de restricción. Dado lo anterior. se concluyó que 

la región 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 sí de recombinar con el pSim. Si comparamos a las cepas 

usadas como receptoras en conjugación. veremos que la principal diferencia es que CFN42 es 

recA+ y que tiene al pSim. mientras que CFNX107 no. El hecho de que en CFNXI07. pB79 se 

replica y en CFN42 no. señala que la eficiencia con la que se replica pB79 no es lo suficientemente 
elevada como para superar al evento de recombinación. Lo anterior puede deberse a que. fuera de 

la banda 79. se encuentran elementos que contribuyen a la eficiencia con la que se estabiliza el ori 
del pSim. A este respecto. se sabe que para plásmidos como el F y el NRl, el ori está en un 

focus separado de los elementos de estabilidad. mismos que optimizan la segregación plasmídica 

(Gerdes. K. y Molin. S .• 1986; Loh. S.M .• Cram. D. S. y Skurr.iy. R. A .• 1988; Tabuchi. A .• et 

al.. 1988). La ausencia de estos elementos disminuyen drásticamente la eficiencia con la que se 

estabilizan los plásmidos en cuestión. 
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 recombinación 

entre el pSim y pB79. Este evento puede ser muy probable dada la gran zona de homología 

existente entre estos plásmidos. De esta recombinación. resultaría que el pSim tendría dos 
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• 
origenes de replicación idénticos y muy cercanos entre sí. y de acuerdo a Helinski (Helinski. D. 

E .• 1994). tales regiones p1·ovocan inestabilidad plasmídica mediada por replicación abortiva. Para 

contender con ello, probablemente una segunda recombinación que escindiera uno de los ori y 

mantuviera al gene de resistencia al antibiótico podría asegurar la estabilidad del pSim. 

Dadas estas eventualidades. se esperaría que en una cepa recA- hubiera una mayor 

probabilidad de observar unidades de replicación autónoma después de transferirle nuevos 

plásmidos que porten al ori. Tal hipótesis se vió confirmada cuando se transfirieron subclonas de 

pB79 a CFNXI07 y a CFNXIOI. encontrándose para ambos casos que sólo la subclona pH3 se 

replicó. Además, se observó que en CFNXIOI. pH3 fué incompatible con el pSim. 

Adicionalmente. los resultados de movilización de pH3 a partir de las transconjugantes. y su 

análisis de restricción. mostraron que la estructura de este plásmido no había sufrido alteraciones. 

Considerando todos estos resultados. se concluyó que la región replicadora con el ori del pSim se 

encuentra en esta banda. 

Por otra parte. el hecho de que pH3 fuera incompatible con el pSim señala que los 

determinantes de incompatibilidad se encuentran en esta clona y que al menos algunos elementos de 

estabilidad también cstan presentes. Este resultado demuestra que en un fondo recA-, los eventos 

de recombinación entre las subclonas y el pSim son poco frecuentes, así que para que la bacteria 

transconjugante pueda sobrevivir en el medio de selección, resulta más sencillo que la clona 

inu-oducida se mantenga como unidad de replicación autónoma. comportamiento que conduce a la 

perdida del pShn. 

El experimento en el que se transfiriera a la banda 79 a CFNXIOI no se practicó, sin 

embargo consideramos que no afecta a las conclusiones propuestas hasta el momento pues. como 

se observó en el experimento antes descrito. en ausencia de recA las clonas que contenían al ori 

podían estabilizarse como plásmidos. y debido a que pB79 se replicó en CFNX107, esperaríamos 

que también lo hiciera en CFNXIOL 

La subclonación del inserto de pH3 y la posterior movilización de estas subclonas a las 

cepas CFNX107 y CFNXIOI no generaron transconjugantes. lo cual sugiere dos posibilidades: 

l) Que el ori fuera cortado por estas enzimas. o 

2) Que la replicación o la estabilidad del ori dependieran del producto de secuencias codificantes u 

ou-o tipo de secuencias que fueron interrumpidas por acción de estas enzimas. 

Cualquiera que fuera la razón. las pruebas practicadas indican que este es el menor 

segmento de replicación autónoma que se puede obtener del pSim. Su tamaño resulta ser grande 

(5.6 kb) sin embargo, no difiere demasiado de los conocidos para otras secuencias de replicación 

de plásmidos de bacterias emparentadas, mismos que fluctúan enu-e 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 .• et al.. 1995). 

Ya que no se logró subclonar una secuencia más pequeña que se replicara en las cepas 

usadas. se evaluó la estabilidad de pH3. y de las otras clonas de replicación autónoma. en sus 

respectivos fondos genéticos. Los resultados obtenidos demostraron que la estabilidad de todas las 

clonas es muy elevada. lo cual constituye un elemento adicional que sugiere que los elementos 

relacionados con la replicación. y al menos algunos relacionados con la segregación plasmídiea se 

encuentran en estas secuencias. 
En adición. el número de copias del pSim y de pH3 resultó ser de 1 a 2 copias para 

ambos. lo cual demuestra que los elementos de regulación del número de copias se encuentran 

intactos y presentes en pH3. El hecho de haber encontrado un bajo número de copias para el pSim 
era de esperarse pues. como se ha observado en plásrnidos mayores a 100 kb. el número de copias 

característico de éstos es de 1 a 2 por cromosoma (Kornberg. A. y Baker. T. A .• 1992). 

Relacionando los resultados de estabilidad con el número de copias de pH3. era de 

esperarse que un plásmido de bajo número de copias fuera muy estable. Tal estabilidad suele 

atribuirse a la presencia de un sistema de segregación muy eficiente. que podría involucrar la unión 

del replicón a la membrana citoplasmática (para asegurar que cada célula hija mantenga una copia 

del plásmido en cuestión) (Nordstrorn. K. y Austin, S. J .• 1989). aunque tambien existe la 

posibilidad de que el pSim asegure su estancia en la célula a través de mecanismos similares a los 

sistemas hok-sok (usado por el plásmido RI). par (del profago Pl). sop (plásmido F) o 

mediante los sistemas restricción-modificación (Kulakauskas. S .. Lubys. A. y Ehrlich. D .• 1995). 

Por otra parte. las funciones contenidas en pH3 son suficientes para permitir su replicación 

en el fondo genético de Agrobacrerium tumefaciens. tal como lo demostró Rodríguez y 

colaboradores (Rodríguez. O .• et al .• datos no publicados). 

Conocidas las propiedades hasta aquí mencionadas. se decidió obtener la secuencia de esta 

región del pSim. de la que se obtuvieron 5 615 nucleótidos con un contenido en GC del 55.9 %. 

Este porcentaje es muy similar al que se ha obtenido en el trabajo de secuenciación del resto del 

plásmido desarrollado por el grupo del Dr. Guillermo Dávila (comunicación personal). 

Cuando se compara la secuencia obtenida con la base de datos del GeneBank a través de un 

FASTA. destaca el elevado porcentaje de identidad que se presenta entre pHY y el plásmido 

pRiA4b de Agrobacreri11m rhizogenes (77.8 %). en una zona muy grande de DNA (3 863 pb) 

que incluye tres regiones codificantes y dos no codificantes de tamaño pequeño (menores a 160 

pb). El plásmido de Agrobacterium es un replicón críptico que mide 250 kb de las cuales. 4 638 pb 

con·esponden a la menor secuencia de replicación autónoma que se pudo aislar (Nishiguchi. R .• 
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Takanami. M. y Oka. A. 1987). Al comparar el tamaño de la menor secuencia de replicación 

autónoma aislada de pRiA4b con el de pHY. resulta notoria la similitud de los mismos. pues sólo 
difieren en un 20 % (970 pb). 

El análisis con los programas TESTCODE, CODONPREFERENCE. y la presencia de 

secuencias que posiblemente son blanco de unión a ribosoma, antes del codón de inicio de MLAl y 

de MLA3. sugieren fuertemente que estas secuencias son transcritas y traducidas. 

La comparación por separado de cada MLA muestra que los mayores porcentajes de 

identidad se encuentran con las regiones codificantes de las proteínas RepA. RcpB y RepC de 

Agrobacrerium rhizogenes (del 73 al 81 %). Los siguientes valores de identidad se observaron con 

los genes de RepA. RcpB y RepC de Rhizobi11m leg11minosarmn y Agrobacterium tumefaciens (del 

49 al 60 %). Finalmente, el menor porcentaje de identidad se encontró con las secuencias que 

codifican para las proteínas Rep de Rhizobium melilori (del 32 al 51 %). 

La información referente a las proteínas Rep las relaciona con la replicación y en particular. 

para el caso de Rhizobiaceas. con la replicación de plásmidos. la mayoría de ellos crípticos 

(Mercado-Blanco. J. y Olivares. J .• 1994; Turner, S. L. y Young. P. W .• et al.. 1995). En 

Rhizobiaceas se desconoce la función que juegan las proteínas Rep sin embargo. se piensa que 

RepA y RcpB participan en el desdoblamiento de la cadena de DNA. y que RcpC es la proteína de 

inicio de la replicación (Tabata. S., Hooykaas. P. J. J. y Oka. A., 1989). 

En todos los casos conocidos para Rhizobiaccas. la organización de estos genes es la 

misma. encontrándose agrupados en un operón que tiene localizado en el extremo 5' al gene repA 

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 organización también se encontró en pHY. aunque 

desconocemos si los 3 MLA se transcriben como un operón. 

En este punto. quiero mencionar una característica interesante relacionada con el tamaño de 

los plásmidos de Rhizobiaceas que replican por medio de Rep. El tamaño de todos es grande. Así. 

en Agrobacteri11111 rhizogenes. el replicón pRiA4b es de 250 kb. el de Rhizobium /eguminosar11m 
es de 83.3 kb (pRL8JI). el de Agrobacrerium tumefaciens mide 200 kb (pTiB6S3). y el de 

Rhizobiwn meliloti mide 175 kb (pRmeGR4a). Aún más interesante es el hecho de que las mSRA 

aisladas de estos replicones varían muy poco en tamaño. Asi, para pRiA4b esta mide 4.638 kb. 

para pRL8JI mide 5.024 kb, en el caso de pTiB6S3 la mSRA mide 4.203 kb y para pRmeGR4a el 

tamaño 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. el tamaño de la mSRA es de 5.615 kb, mismo que es 

muy semejante al de los antes mencionados. 
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El trunaño de los replicones de Rhizobiaceas mencionados. aunado al de las mSRA y a la 

presencia en estas últimas de genes rep. sugieren un mecanismo de replicación similar mediado 

por las proteínas Rep. 

Por otra parte. con base a los datos hasta aquí expuestos. se esperaba que al traducir las 

secuencias de los 3 MLA de pHY. estas mostraran identidad con las proteínas Rep de 

Rhizobiaceas. Esta hipótesis fué confirmada cuando se compararon las secuencias deducidas con 

las de las proteínas Rep de Rhizobiaceas. encontrándose un comportruniento similar al observado 
con la secuencia de nucléotidos. Sobresale la elevada identidad encontrada entre las secuencias de 

pHY y las de las proteínas del plásmido pRiA4b. Estas fueron del 92 % para RepA. 70 % para 

RepB. y 69 % para RepC. 

Relacionando los datos de organización de los tres MLA de pHY. su similitud a nivel de 

DNA y de proteína con secuencias relacionadas con la replicación. y el hecho de que se encuentran 

en la mínima secuencia de replicación autónoma aislada del pSirn de CFN42. podemos pensar que 

MLAl corresponde al gene de repA. MLA2 a repB y MLA3 a repC. y que estos genes cumplen 

las mismas funciones que se les han atribuído en otras Rhizobiaceas. En este sentido. la búsqueda 

de motivos en las secuencias polipeptídicas de las tres proteínas mostró que en RepC existe una 

secuencia de 18 aminoácidos que es 61 % idéntica a la secuencia consenso para el sitio de unión de 

ATP presente en proteínas que se únen al DNA. tales corno DnaA. Este resultado apoya la 

hipótesis de que RepC es la proteína de inicio de la replicación para el pSim de Rhizobium etli. 

Con respecto a RepA. se encontró una señal que sugiere que esta proteína se une a 

membrana plasmática. Aun cuando la proteína RepA de Rhizobiaceas aparentemente participa en el 

desdoblamiento de la cadena de DNA. la proteína RepA de pHY muestra identidad con otras 

implicadas en las funciones de partición de plásmidos de Escherichia coli (Abeles. A. L .• 

Friedman. S. A. y Austin. S. J .• 1985; Mori. H .• et al.. 1986). Estas proteínas son SopA y ParA. 

quienes tienen una identidad del 36 y 19 % respectivamente con RepA del pSim. La zona de 

identidad abarca la misma posición en la que se encontró el motivo de unión a membrana. 

Si bien es cierto que los porcentajes de identidad son bajos. y además de que se trata de 

proteínas de organismos poco emparentados. la coincidencia de dos argumentos que sugieren la 

función de partición para RepA nos lleva a atribuirle esta posible función. 

Para el caso de RepB no se encontraron motivos en su secuencia. por lo que aún se carecen 

de indicios de su función en la replicación del pSim de CFN42. 

Un último punto a discutir con respecto a las proteínas Rep de Rhizobiaceas se refiere a los 

resultados de su alineamiento. Las regiones conservadas sugieren una fuerte presión de selección 

que puede deberse a un estricto compromiso funcional. Como puede observarse en las Figuras 10 
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a la 12. la elevada identidad que existe entre las proteínas de Rhizobillm etli y las de Agrobacterillm 
rhizogenes las relaciona mucho. Un comportamiento similar se observa entre las proteínas Rep de 

Rhizobium leguminosarum y Agrobacterium mmefaciens. 

El hallazgo de proteínas relacionadas con Ja replicación del pSirn es 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 pequeño (de 200 a 800 pb) y que está formado por secuencias directas e inversas 

repetidas ricas en AT. secuencias de unión a proteínas de inicio de la replicación. elementos 

relacionados con Ja regulación de Ja replicación. y en ocasiones. secuencias GATC. 

La búsqueda de estos elementos a través de todo pHY mostró dos zonas interesantes. La 

primera corresponde a la región intergénica existente entre repB y repC. misma que mide 155 pb 

y presenta 1 secuencia directa repetida de 7 nucleótidos de largo rica en AT (71.4 %). y 3 

secuencias inversas repetidas de 7 a 9 nucleótidos de largo ricas en GC. Es importante mencionar 

que esta región tiene una identidad del 91.6 % con la secuencia intergénica del plásmido pRiA4b de 

Agrobacterium tumefaciens. y que estudios establecidos por Turner y colaboradores señalan que tal 

región se encuentra muy conservada entre las SRA conocidas para Rhizobillm (Turner. S. L. y 

Young. P. W .• et al.. 1995). 

Si relacionamos Ja presencia de 4 secuencias repetidas. en una pequeña región no 

codificante altamente conservada. y que se localiza entre dos genes relacionados con la replicación. 

puede pensarse que tal región tiene una función biológica fuertemente seleccionada. así que Ja 

posiblidad de que la zona intergénica entre repB y repC corresponda al ori del pSirn resulta 

atractiva. 

La segunda región en la que podría estar localizado el ori del pSirn se encuentra en los 

últimos 556 nucleótidos de pHY. en donde existe una elevada densidad de secuencias directas 
repetidas (8). más l inversa repetida. todas ricas en GC y de 7 a 9 nucleótidos de largo. Aún más 

sugestivo es el hecho de que esta zona tiene un contenido de AT superior al 50 % y que en ella se 

localizó una secuencia que es 89 % idéntica al concenso del oriT del plásmido pTiC58 de 

Agrobacterium twnefaciens (Cook. D. M. y FaiTand. S. K .• 1992). misma que esta rodeada de 6 

secuencias GA TC. 

Secuencias de 7 nucleótidos. como las que forman las secuencias repetidas de pHY. 

pueden encontrarse cada 16.38 kb si la distribución es al azar. De la misma manera. secuencias de 

4 nucleótidos. como las del sitio de metilación (GATC). se localizarían cada 256 nucleótidos. 

Tomando en cuenta la baja probabilidad de encontrar una región con 8 secuencias repetidas de 7 

nucleótidos de largo. que además se extiende en una región cuyo contenido de A Tes mayor al 
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50 % y que tenga tal densidad de secuencias GATC. pensamos que en esta región se encuentra el 

ori del pSim. Ninguna otra zona de pHY conjunta los elementos mencionados. lo cual también 
apoya la hipótesis descrita. A pesar de que sospechamos que el ori del pSim se encuentra en la 

región antes citada, no contamos con elementos contundentes que señalen que esta zona 

corresponde al ori sin embargo. consideremos los siguientes datos: 

a) En esta región existe una secuencia similar a un oriT el cual se sabe, puede sostener la 
replicación de plásmidos de 100 kb (como el F de Escherichia coli). mediante un sistema de 

replicación por circulo rodante (Komberg, A. y Baker, T. A .• 1992). 

b) Algunas proteínas Rep de Enterobacterias y Staphylococcus participan en la replicación por 

círculo rodante. 

Aunque los anteriores argumentos se basan en datos obtenidos con bacterias diferentes a 

Rhizobi11111, pueden apoyar la hipótesis de que el ori del pSim se encuentra de la posición 5 368 a 
5 376 del inserto de pHY. y que probablemente se replica por circulo rodante. 

Si esta hipótesis es correcta. el pSim es el plásmido más grande que replica por círculo 
rodante hasta ahora descrito. 

Por otra parte, al usar como sonda al inserto de pH3 sobre los perfiles plasmídicos de 

diferentes especies de Rhizobium. se encontró que secuencias homólogas a la región replicadora 
del pSim de CFN42 estan presentes en plásmidos simbióticos de diferentes cepas de Rhizobium 

etli. mientras que en otras especies. solo se encontró señal con un plásmido críptico de la cepa 
CFN299 de Rhizobium tropici. Este resultado concuerda con observaciones previas en las que se 

encontró que los diferentes cósmidos del pSim de CFN42 hibridizan con los plásmidos 

simbióticos de cepas de Rhizobium etli de diferentes regiones geográficas (Rodríguez. O., Girard. 
M. L. y Dávila, G .• 1993). Si consideramos ambas observaciones y las relacionamos con la 

reciente demostración de que el pSim de la cepa TAL182 es incompatible con el pSim de CFN42 

(Vázquez, H. datos no publicados), podemos sugerir que todos los pSim de Rhizobium etli 

analizados poseen la misma región replicadora. 
No obstante. el hecho de que se haya obtenido hibridización con un plásmido críptico de la 

cepa CFN299 de Rhizobium rropici. y la homología encontrada a nivel de secuencia con plásmidos 

de otras Rhizobiaccas. señala que las secuencias similares a la región replicadora del pSim de 

CFN42 no son exclusivas de la especie Rhizobit1111 erli. Esta conclusión se ve apoyada por los 
datos obtenidos por Turner y colaboradores. quienes analizaron las secuencias de repC de 
diferentes cepas de Rhizobium /eguminosarwn y deSinorhizobi11111. encontrando una gran 

diversidad genética en tales secuencias (Turncr, S. L .• et al.. 1996). Adicionalmente, Burgos y 

colaboradores tambien identificaron secuencias de repC. y secuencias rio arriba de repC. en 
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diferentes cepas de Sinorhizobium y en el pShn de la cepa CFN299 de Rhizobium tropici 

(Burgos. P. A .• Velázquez. E. y Toro, N .• 1996). Los anteriores datos sugieren que al menos las 

secuencias repC podrían ser características de las Rhizobiaceas. y que descienden de un ancestro 
comun. 

Finalmente. la evidencia presentada en este trabajo es muy sugestiva, y puede ser usada 

para posteriores estudios. como los que se enlistan a continuación: 

a) Establecimiento del tipo de replicación del pSim 
b) Dilucidación del proceso evolutivo del pSim 
e) Evolución de las proteínas Rep de Rhizobium 

d) Alteración del número de copias del pSim para evaluar su efecto en nodulación y simbiosis. 

e) Fabricación de vectores moleculares para Rhiz.obium, y otros más. 
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CONCLUSIONES 

l. El pSim de CFN42 presenta un solo ori. que se localiza en la banda 79 del mapa de restricción 
de BamHI. 

2. La menor secuencia de replicación autónoma (pH3) obtenida del pSim mide 5 615 pb. y 

contiene a los elementos de regulación del número de copias y al menos. algunos relacionados con 
la estabilidad. 

3. La estabilidad del cGD47. pB79 y pH3 en Rhizobium etli es muy elevada. 

4. El número 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 genes repABC. involucrados en la replicación 

de plásmidos de Rhizobiaccas. 

6. Las tres proteínas Rep de pH3 muestran porcentajes de identidad muy elevados (del 70 al 90 %) 

con las del plásmido pRiA4b de Agrobacterium rhizogenes. 

7. Las proteínas Rep de pH3 estan emparentadas con las proteínas Rcp de Agrobacterium y de 

Rhizobium. 

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

ori del pSim de CFN42. 

9. La mínima region replicadora del pSim de CFN42 se encuentra conservada en los plásmidos 

simbióticos de las diferentes cepas de Rhizobium et/i probadas. 
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APENDICES 

APENDICE 1 

PREPARACION DE MEDIOS DE CI JLTJYO 

Luria Broth (LB) 

Peptona de caseína 
Extracto de levadura 
Cloruro de sodio 
Cloruro de calcio 0.7 M 
Agua tridestilada 

10 g 
5 g 

10 g 

Peptone-Yeast (PY) 

5 g 
3 g 

10 mi 
cbp l lt cbp 1 It 

En caso de medios sólidos se agregaron 15 g de agar bacteriológico por litro (antes de 
esterilizar por autoclave). 

El CaCI2 0.7 M se esterilizó en autoclave. 
Los medios esterilizados fueron vaciados en cajas petri (aprox.30 mi/caja) dentro de una 

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

cultivó en PY a 30 ºC. 

PREPARACJON Y ESTERILIZACION DE ANTIBIQTICOS 

Antihj6tjco 
Clorafenicol (Cm) 
Kanamicina (Km) 
Acido Nalidíxico (Nal) 
Tetraciclina (Te) 
Espcctinomicina (Sp) 
Carbenicilina (Cb) 

Se prepararon 

100 mg/ml en Metanol 
30 mg/ml en agua 

20 mg/ml en NaOH 0.1 M 
10 mg/ml en Eianol al 50 % 

100 mg/ml en agua 
100 mg/ml en agua 

Se usaron CConc Fjna]) 

IOOµg/ml 
30µg/ml 
20µg/ml 
IOµg/ml 
100 µg/ml 
100 µg/ml 

Los antibióticos se esterilizaron por fillración con membrana de 0.22 µ (previamente 
esterilizada en autoclave). 

ESTERILIZACION EN Al JTOCLA VE 

El tiempo de esterilización fué de 30 min y se inicio cuando la cámara alcanzó 1.4 Kg/cm 2 y 
una temperatura de 120 ºC. 

Al terminar el tiempo de esterilización. se bajó la presión en escape lento si había líquidos, 
y en escape rápido si solo había material sólido. 
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APENDICE 11 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA CON.JUGACION BACTERIANA 

REACTIVOS 

- MgS04.7H20 (10 mM)-Tween 40 (0.01%). 
MgS04.7H20 1.232 g 

Tween 40 50 µI 
Agua tridestilada 500 mi 

Esta solución era esterilizada en autoclave. 

APENDICE 111 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA TRANSFORMACION GENETICA 

REACTIVOS 

- Cloruro de calcio 100 mM 
Cloruro de calcio 
Agua tridestilada 
Se filtró y esterilizó en autoclave 

APENDICE IV 

1.1 g 
lOOml 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA PURIFICACION DE DNA TOTAL 

REACTIVOS 

- TRIS 1 M. pH=8.0. - EDT A 0.25 M. PH=8.0. 
Trizma Base 121.14 g EDTA(Na2) 93.05 g 
Agua tridestilada 950.0 mi Agua tridestilada 950.0 mi 
Se ajustó el pH con HCI 
Se aforó a l lt 

Se ajustó el pH con NaOH 
Se aforó a l ll 

Se filtró y esterilizó en autoclave Se filtró y esterilizó en autoclave 

- PRONASA: Se disolvieron 5 mg de Pronasa en l mi de TRIS-EDTA (TE) 50:20. pH=8.0 y se 
digirió l hr a 37 ºC. 

- RNAasa: Se disolvieron 30 mg de RNAsa en 1 mi de agua HPLC y se digirió 10 min a 95 ºC. 

- SATURACION DE FENOL: Se adicionó a una botella de fcnol 100 mi de TE 10:1. pH=8.0 y se 
dejó en agitación hasta que se obtuvo una emulsión. 

- MEZCLA FENOL:CLOROFORMO:ALCOHOL ISO-AMILICO: Se mezclaron 24 mi de Fenol. 
24 mi de Cloroformo y 1 mi de alcohol iso-amílico. Se almacenó en fr.asco ámbar a 4 ºC. 
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APENDICE V 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA PURIFICACION DE DNA 
PLASMIDICO 

REACTIVOS 

- Solución l. 
Dextrosa 50 mM 
EDTA 10 mM. pH=8.0 
Trizma Base 25 mM. pH=8.0 
Agua tridestilada 

2.252 g 
5.0 mi 
3.125 mi 
250 mi 

Se filtró y esterilizó en autoclave 

- Solución 111. 
Acetato de potasio 5 M 
Acido acético glacial 
Agua tridestilada 

APENDICE VI 

60.0ml 
11.5 mi 
28.5ml 

- Solución U. 
NaOH lOM 
Agua tridestilada 
SDS al 10 % en agua 

0.1 mi 
4.4ml 
0.5ml 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS DE DNA 

REACTIVOS 

- Solución Amoniguadora TRIS-Boratos 5X. - Solución Amortigiadora TRIS-Acetatos lOX. 
Trizma Base 89 mM 53.89 g 
Acido Bórico 89 mM 27.51 g 
EDTA Na2.2H20 2mM 3.72 g 

Trisma Base 48.4 g 
Acido Acético glacial 11.42 mi 
EDT A Na2.2H20 20 mi 

Agua tridestilada 1 lt Agua tridestilada 1 lt 

APENDICE VII 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA ECKHARDT HORIZONTAL 

REACTIVOS 

- N-laurilsarcosinato 0.3 % 
N-laurilsarcosinato 
Agua tridestilada 

- Solución de lisis 
RNAsaA 
Azul de Bromofenol 
TE 10:1 

0.3 g 
lOOml 

0.4mg 
1 mg 
1 mi 

Se calentó a 95 ºC durante 10 mio. 
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- Ficoll 20 % en TE 10:1 
Ficoll (400000) 
TE 10:1 

- SOS al 10 %/Xilen-cianol 
sos 
Xilen-cianol 
Agua tridestilada 

2 g 
lOml 

1 g 
5 mg 
lOml 

; 

1 
! 
i 
1 
1 ¡ 
} 



APENDICE VIII 

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA SOUTHERN BLOT 

REACTIYOS PARA TRANSEERENCIA DE GELES A PAPELES DE N)'LON 

-HCI 0.25 M 
HCI 
Agua destilada 

- NaOH 0.5 M + NaCI 1.5 M 

20.4ml 
cbp l lt 

NaOH 19.99 g 
NaCI 87.6 g 
Agua destilada l lt 

- TRIS 0.5 N + NaCI 1.5 M 
TRIS 
NaCI 
Agua destilada 
pH =7.4 

60.57 g 
87.5 g 

l lt 

REACTIVOS PARA MARCAJE RADIACTIVO 

- SSC 20X 
Cloruro de sodio 
Citrato de sodio 
Agua tridestilada 

175.2 g 
88.2 g 

l lt 
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