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Resumen 

Con base en los criterios de taxonomía bacteriana establecidos, fueron 

descritas recientemente dos nuevas especies fijadoras de nitrógeno del género 

Burkholderia, Burkholderia unamae y Burkholderia tropiea. Con objeto de 

ampliar la caracterización genómica de B. unamae y B. tropiea se utilizó al 

gene reeA para establecer sus relaciones filogenéticas con otras especies 

diazotróficas del género · Burkho/deria. En este estudio se logró un 

acercamiento al conocimiento sobre la estructura genómica de estas nuevas 

especies fijadoras de nitrógeno y se buscaron marcadores moleculares (genes 

eb/A , esmR e 151363) asociados a la patogenicidad de las cepas epidémicas 

de B. eenoeepaeia. 

Los resultados indican que el gene reeA puede ser utilizado como una 

estrategia mas, junto con el gen 168 rRNA, para la identificación, diferenciación 

y agrupación de aislados diazotrófieos pertenecientes al género Burkho/deria. 

El genoma de B. unamae varía de 3-4 Mb en tanto que el genoma de B. 

tropiea es mayor a los 4 Mb. B. unamae como B. tropiea contienen al menos 2 

replicones en los cuales aparentemente se encuentran localizados los genes 

168 rRNA, en B. unamae en los replicones de 1300 kb Y 630 kb Y en B. tropiea 

en los replicones de 1800 kb Y 1700 kb, lo que sugiere que estos replicones 

corresponden a cromosomas. Los genes nifHOK en B. unamae parecen estar 

localizados en los replicones de 1300 kb, 1200 kb, 700 kb Y 550 kb Y en B. 

tropiea en los replicones de menor tamaño (entre 630 kb Y 130 kb). No 

obstante, la ubicación precisa de los genes nifHOK y genes reeA debe ser 

confirmada por medio de otras metodologías. 

Los marcadores moleculares eblA, esmR e 151363, relacionados con la 

virulencia de B. eenoeepaeia, no fueron encontrados en las cepas de B. 

unamae ni de B. tropiea analizadas, lo cual sugiere la posibilidad de usar a 

estas especies en procesos agrobiotecnológicos. 



Introducción 

La investigación sobre la diversidad de los microorganismos se ha incrementado en 

los últimos años. Este incremento se debe, por un lado, a que la biodiversidad 

microbiana es un recurso biotecnológico importante para el humano (Alkorta et al. 

2003; Morris et al. 2002), y por otro, a que la metodología moderna de la biología 

molecular ha abierto una nueva era en la sistemática y taxonomía de los 

microorganismos (Bohannan y Hughes, 2003). El inventario actual de las especies 

bacterianas es incompleto, existiendo diversas opiniones acerca del conocimiento que 

se tiene sobre la biodiversidad. En algunos reportes se estima en 5,000 las especies 

bacterianas conocidas (Aman n et al. 1994) y en otras se indica que se conocen 

solamente alrededor del uno por ciento del total de las especies de bacterias 

existentes (Torsvik et al. 1992). Lo antes referido refleja lo incompleto del inventario 

de las especies bacterianas, como las que se asocian con plantas y animales. 

De las especies microbianas se sabe que solo una pequeña fracción causa 

enfermedades a organismos superiores como al humano o animales, y en la mayoría 

de los casos estos microorganismos están restringidos a crecer en y dentro de sus 

hospederos. 

Para poder identificar, clasificar, nombrar y establecer las relaciones evolutivas de 

las especies microbianas y conocer sobre su biodiversidad,. se ha utilizado como . 

estrategia a la taxonomía polifásica, la cual requiere información fenotípica, genética y 

filogenética (Vandamme et al. 1996). Para la caracterización genética y filogenética 

se emplean técnicas de biología molecular, como la comparación de secuencias 

especificas de genes conservados en secuencia, estructura y función a través de la 

evolución, como por ejemplo el gen 16S rRNA (Pace, 1996; 1997) o el gen recA 

(Eisen, 1995). El gen 16S rRNA permite inferir las relaciones filogenéticas entre 

organismos cercanos y distantes. En la actualidad este gen es utilizado ampliamente 

por ser altamente conservado, por presentar regiones variables en la secuencia, por 

ser fácil de clonar y secuenciar aún de organismos no cultivados y de que existe una 

gran base de datos que contiene miles de secuencias de este gen (Eisen 1995). El 



gene recA en cambio, promueve y participa en funciones celulares como en la 

recombinación homóloga (intercambio de regiones de ADN), en la reparación del 

ADN (tiene actividad co-proteasa en respuesta SOS al daño al ADN), e inducción de 

profágos (Eisen, 1995; Karlin y Brocchieri, 1996; Karlin et al. 1995). 

Así, desde el punto de vista biotecnológico, el conocimiento de la biodiversidad es 

el punto de inicio para el descubrimiento de fenómenos biológicos explotables, por 

ejemplo, en el área de la producción de antibióticos y otros medicamentos, o en el 

uso de los microorganismos en la agricultura (Bull et al. 1992). Los ejemplos más 

estudiados ampliamente, dada su importancia para la agricultura, son las relaciones 

planta-bacteria, ya que la rizosfera (zona del suelo bajo la influencia de las raíces), el 

rizoplano (superficie de las raíces) y el interior de las plantas o ambiente endófito son 

hábitats favorables para la vida microbiana. Algunas de las relaciones planta

bacterias rizosféricas son benéficas para el crecimiento vegetal (Bloemberg y 

Lugtenberg 2001; Glick et al. 2003; Malik et al. 1997; Paredes-Cardona et al. 1988; 

People et al. 1995). Entre los mecanismos que favorecen el crecimiento de las 

plantas se encuentra la fijación biológica de nitrógeno (FBN), el control de 

fitopatógenos (Glick et al. 1997; Lugtenberg et al. 2002; O'Sullivan y O'Gara, 1992) y 

la actividad de las fitohormonas (Boddey y Dobereiner, 1995; Caballero-Mellado et al. 

1992; Costacurta y Vanderleyden, 1995; Dobbelaere et al. 2001; Okon y Labandera, 

1994). 

El descubrimiento de las bacterias endófitas ha despertado gran interés debido a 

que entre éstas se encuentran algunas que son capaces de fijar N2 y de producir 

fitohormonas (Fuentes-Ramímez et al. 1993; Kirchhof et al. 1997; Reinhold-Hurek y 

Hurek 1998; Verma et al. 2001). La existencia endófita de algunos diazótrofos no 

indica que la FBN o alguna otra actividad bacteriana se lleve a cabo en los tejidos 

internos de las plantas. Esta situación podría conducir a la sustitución, al menos 

parcial, de los fertilizantes minerales, reduciéndose de esta manera los costos de 

producción de alimentos, así como los problemas que acompañan su uso, por 

ejemplo, la contaminación de los mantos freáticos y de los cuerpos de agua (Mulder 

et al. 1977; Roy et al. 2002; Sainju et al. 2003), o la inhibición de las poblaciones de 

especies fijadoras de N2 (Kolb y Martin, 1988; Tan et al. 2003) como 
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Gluconacetobacter diazotrophicus y de los rhizobias nodulantes del frijol (Caballero

Mellado y Martínez-Romero, 1999; Dos Reis Junior et al. 2000; Fuentes-Ramírez et 

al. 1999). 

La FBN es el proceso enzimático que llevan a cabo ciertas eubacterias y arqueas 

para reducir el N2 a amonio. El amonio es incorporado al protoplasma celular de las 

plantas, formando parte de los aminoácidos, de los ácidos nucleicos y de otras 

moléculas. El complejo enzimático que regula la reducción del N2 a amonio es la 

nitrogenasa, codificada por los genes nifHOK. El nifH conforma el componente I y el 

gene nifOK al componente " (Martínez-Romero y Phillips, 2000). Así, los 

microorganismos son esenciales para garantizar que las diferentes fases de los ciclos 

biogeoquímicos, como la FBN, se lleven a cabo (Barea, 1998). 
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Antecedentes 

En las últimas cuatro décadas, a nivel mundial, la mitad de los incrementos logrados 

en los cultivos de interés agrícola han sido obtenidos con la aplicación de fertilizantes 

nitrogenados debido a lo escaso de este nutriente en los suelos agrícolas (Graham et 

al. 1988) y a la alta demanda requerida por los cultivos. Diversas estrategias se han 

propuesto para extender la fijación biológica de N2 hacia los cereales (Boddey y 

Dobereiner 1995; Christiansen-Weniger 1998; Dixon et al. 1997), sin embargo, para 

su aplicación se requiere de estudios a muy largo plazo. Una de las estrategias que 

presenta mejores posibilidades para ser aplicadas, al menos a corto plazo, es el uso 

de los diazótrofos asociados naturalmente con las plantas. 

El desarrollo de la fijación de N2 en cultivos diferentes a las leguminosas podría 

ser considerado, por un lado, de alto valor económico ya que los costos de la 

fertilización son muy elevados, y por otro, de gran beneficio para el ser humano 

debido a los problemas de contaminación ambiental que causa el uso de éstos 

(Mulder et al. 1977; Roy et al. 2002; Sainju et al. 2003). 

Exceptuando algunas especies bacterianas que se han aislado de la rizosfera 

del maíz (Boddey y Dobereiner, 1988; Caballero-Mellado y Valdés , 1983; Di Cello et 

al. 1997), así como de los tejidos internos de esta planta (Mclnroy y Kloepper, 1995; 

Palus et al. 1996), el conocimiento sobre la microflora asociada al maíz es muy 

escaso y prácticamente nulo el conocimiento de las especies fijadoras de N2 endófitas 

del maíz. El análisis de las poblaciones fijadoras de nitrógeno asociadas al maíz y al 

cafeto, mediante estrategias de taxonomía clásica y molecular, revelaron que en la 

rizosfera, rizoplano y en los tejidos internos de las plantas, la presencia de 

Burkholderia vietnamiensis así como de nuevas especies pertenecientes a este 

género (Estrada-de los Santos et al. 2001) . B. vietnamiensis fue considerada durante 

muchos años como la única especie fijadora de nitrógeno en este género (Gillis et al. 

1995) y solo recientemente B. kururiensis fue identificada como especie diazótrofa 

(Estrada-de los Santos et al. 2001). 
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Los análisis recientes de los grupos nuevos de aislados fijadores de nitrógeno 

recobrados de caña de azúcar, de maíz, de teocintle y de cafeto condujeron a la 

propuesta de Burkholderia unamae (Caballero-Mellado et al. en prensa) y de 

Burkholderia tropica (Reis et al. en prensa) como nuevas especies. Tanto la especie 

B. uname como la especie B. tropica están constituidas por 4 diferentes genotipos 

ARDRA (Análisis de patrones de restricción de ADN ribosomal amplificado). Los 

genotipos de B. unamae son los denominados 13, 14 Y 15, identificados originalmente 

por Estrada-de los Santos et al. (2001) Y el genotipo mas reciente, 15a, descrito por 

Caballero-Mellado et al. (en prensa). Los primeros genotipos indentificados de B. 

tropica fueron los designados como 16, 17 Y 19 (Estrada-de los Santos et al. 2001) Y 

posteriormente fue descrito el genotipo 19a (Reis et al. en prensa) . 

El género Burkholderia fue removido del género Pseudomonas sobre la base de 

estudio de taxonomía molecular como la hibridación ADN-ADN y por comparación de 

secuencias del gen ribosomal 16S (Yabuuchi et al. 1992). Este género pertenece a la 

subclase beta de las proteobacterias (Stackebrandt et al. 1988) y se encuentra 

constituido actualmente por alrededor de 30 especies (Coenye y Vandamme, 2003) 

con B. cepacia como la especie tipo del género (Yabuuchi et al. 1992). Un árbol 

filogenético basado en la secuencias del gen 16S rRNA muestra las relaciones entre 

las especies del género Burkholderia (Figura 1). 

El género Burkholderia incluye especies del suelo y de la rizosfera así como 

patógenos de plantas, animales y del hombre (Achouak et al. 1999; Tabacchioni et al. 

1993; Vandamme et al. 1997; Viallard et al. 1998; Zhang et al. 2000). La capacidad 

de B. phymatum y B. tuberum de nodular plantas leguminosas ha sido reconocida 

recientemente (Vandamme et al. 2002b). Aún mas recientemente, B. caribensis y 

Ralstonia taiwanensis (otra beta proteobacteria cercana filogenéticamente a 

Burkholderia) fueron identificadas como nodulantes de la leguminosa Mimosa pudica 

(Chen et al. 2003). Estos hallazgos confirman la amplia distribución geográfica y entre 

hospederos de las especies del género Burkholderia. 
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Figura 1. Árbol filogenético de las especies del género Burkholderia basado en la comparación de 1331 

sitios de la secuencia del gen 168 rRNA. Entre paréntesis se indica en número de acceso en el 

GenBank. (T) cepa tipo de la especie. Tomado de Caballero-Mellado, et al. (en prensa) . 
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Con una amplia distribución en el ambiente natural y clínico se encuentran los 

miembros del llamado complejo B. cepacia, constituido hasta hace muy poco tiempo 

por 9 genomovares o especies genómicas en razón a sus características fenotípicas 

muy similares pero genómicamente diferentes. Los 9 genomovares han sido 

redefinidos actualmente como 9 especies sobre la base de características fenotípicas 

diferenciables. En la Tabla 1 se muestran las especies que constituyen el complejo B. 

cepacia. 

Tabla 1. Complejo Burkholderia cepacia. 

B. cepacia 
Genomovar Nombre de la especie 

Burkholderia cepacia 
II Burkholderia multivorans 
III Burkholderia cenocepacia 
IV Burkholderia stabilis 
V Burkholderia vietnamiensis 
VI Burkholderia dolosa 
VII Burkholderia ambifaria 
VIII Burkholderia anthina 
IX Burkholderia pyrrocinia 

Referencia 

Vandamme et al. (1997). 
Vandamme et al. (1997). 
Vandamme et al. (1997; 2003). 
Vandamme et al. (1997; 2000) . 
Gillis et al. (1995); Vandamme et al. (1997) . 
Coenye et al. (2001 a); Vermis et al. (2003). 
Coenye et al. (2001b). 
Vandamme et al. (2002a). 

Vandamme et al. (2002a). 

Entre las especies del complejo, B. cepacia (antes Pseudomonas cepacia) ha 

despertado gran interés debido a su amplia distribución en ambientes naturales y 

hospitalarios (Holmes et al. 1998; Segonds et al. 1999; Vandamme et al. 1997). B. 

cepacia, originalmente descrita como patógeno de la cebolla (Burkholder, 1950), se 

encuentra comúnmente en el suelo, en el agua y en las superficies de las plantas 

(Woods, D.E y P. A. Sokol, 2000) pero también como contaminante de soluciones 

empleadas en prácticas hospitalarias (Bevivino et al. 1994). 

B. cepacia es reconocida por su gran versatilidad metabólica para usar fuentes 

de carbono poco comunes y por degradar compuestos xenobióticos diversos entre los 

que destacan los pesticidas (Daubaras et al. 1996; Lu et al. 2003; Peñaloza-Vázquez 

et al. 1995), e hidrocarburos complejos (Kang et al. 2003; Krumme et al. 1993; Lessie 

y Gaffney, 1986; Reardon et al. 2002). B. cepacia es conocida también como agente 

de control de fitopatógenos (Bevivino et al. 1994; McLoughlin et al. 1992; Q'Sullivan et 

al. 1992; Thomashow et al. 1990), por su capacidad para promover el crecimiento del 
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maíz (Bevivino et al. 1998; Bevivino et al. 2000) e incrementar el rendimiento de 

diversos cultivos (Chiarini et al. 1998; Tabacchioni et al. 1993). B. vietnamiensis, 

aislada por primera vez de la rizosfera del arroz y miembro actual del complejo B. 

cepacia, también se reconoce por su capacidad de promover significativamente el 

crecimiento de las plantas y la producción de arroz (Trfm Van et al. 1994; Tran Van et 

a/. 2000) . 

Las capacidades de B. cepacia y B. vietnamiensis descritas anteriormente 

representan desde el punto de vista biotecnológico características sobresalientes 

para ser usadas con fines agronómicos. No obstante, el uso de ambas especies en 

aplicaciones agrícolas ha sido cuestionado (Holmes et al. 1998; Vidaver et al. 1999) 

debido a que tanto B. cepacia como B. vietnamiensis y otras especies incluidas en el 

complejo B. cepacia (Vandamme et al. 1997), particularmente B. cenocepacia (antes 

denominado genomovar 111) , han sido aisladas de pacientes con fibrosis quística y de 

otras infecciones hospitalarias (Vandamme et al. 1997) . 

La Fibrosis Ouística (FO) es una enfermedad autosómica recesiva mortal que 

origina un trastorno multisistémico, que afecta a diversos tejidos con secreción 

epitelial glandular exócrina (sudoríparas, salivales, hepáticas, del aparato respiratorio, 

del intestino y del páncreas) produciendo secreciones anómalas y espesas que 

originan su obstrucción (Rosenstein et al. 1998). La FO es causada por mutaciones 

en el gen que codifica un conducto o canal de cloruro, llamado regulador de la 

conductancia de transmembrana de la FO, con sus siglas en inglés CFTR (Orenstein 

et al. 2000). 

La incidencia de casos de FO en el mundo se ha estimado en: 1 en 2000 a 

3000 nacidos vivos en la población blanca; 1 en 17000 en la población negra; 1 en 

12000 en la población indu; 1 en 90000 en la población oriental; 1 en 80000 en 

población estadounidense nativa y en Arabia 1 en 5800 (Fitz, 1993; Kosorok et 

a/.1995; 1996; Hamosh et al. 1998; Macri , 1997). En México no se conoce con 

certeza la incidencia de esta patología, esto en gran parte por el desconocimiento de 

la enfermedad por el personal de salud. La Asociación Mexicana de Fibrosis Ouística 

tiene el registro de 351 casos entre 1980 y 1991 (Lezana et al. 1994: López et al. 

1980). Mercado (2001) registra 301 casos de FO entre 1993 y 1997, Y Segovia 
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(2002) registra 48 casos de FO solo en el hospital "La Raza" del Distrito Federal , 

México. 

En los pacientes con FO, la eliminación inadecuada de secreciones predispone 

a los pacientes a la obstrucción de los conductos por secreciones espesas que se 

adhieren a las paredes de las vías respiratorias, favoreciendo la colonización de 

organismos patógenos oportunistas como Pseudomonas aeuroginosa (Hodson, M. E. , 

Y D. M. Geddes, 1997; Oliver et al. 2000), Staphylococcuss aureus, Haemophilus 

influenza e y otros menos comunes como Streptococcus pneumoniae, Legionella spp., 

hongos como Aspergillus fumiga tus, Gandida albicans, algunos virus sinciciales 

respiratorios (VRS), así como el aislamiento poco frecuente de Stenotrophomonas 

maltophilia (Govan y Deretic 1996; Hodson, M. E., Y D. M. Geddes. 1997; Gibson et 

al. 2003) , Alcaligenes xylosoxidans y Coma monas acidovorans (Henry et al. 1997) . 

En las dos últimas décadas, evidencias epidemiológicas han mostrado un 

incremento en la morbilidad y mortalidad de pacientes con FO, lo cual se ha 

correlacionado con un aumento en la frecuencia de aislamiento de B. cepacia, 

particularmente de los pulmones de los pacientes (Govan et al. 1993; Holmes et a/. 

1998). Este incremento de aislamiento de cepas de B. cepacia, particularmente de 

cepas caracterizadas por un tipo electroforético ET12, en pacientes con FO de 

Canadá, Edinburgo y Manchester en el Reino Unido (Govan et al. 1993; Johnson et 

a/. 1994; Rozee et al. 1994), se debe a la transmisión por contacto directo entre 

pacientes con FO (LiPuma et al. 1990) y por contacto social indirecto entre pacientes 

con FO aún de clínicas distantes así como por el uso de instrumentos hospitalarios 

contaminados con cepas de tipo epidémico (Biddick et al. 2003; Govan et al. 1993) . 

Las cepas epidémicas se encuentran dentro del complejo B. cepacia y son las 

que conforman el llamado síndrome cepacia (Vandamme et al. 1997) . Dada la 

severidad de las infecciones por B. cepacia en algunos pacientes , se ha tratado de 

dilucidar los mecanismos de virulencia de estas cepas . Se han identificado diversos 

factores de virulencia entre los que se incluyen diferentes sideróforos (pioquelina, 

ácido salicílico, cepabactina y ornibactina), proteasas, hemolisinas, lipasas, complejos 

extracelulares tóxicos, lipopolisacáridos (LPS), proteínas de la membrana externa, 

exopolisacáridos (EPS) (Govan et al. 1996; Mohr et al. 2001; Nelson et al. 1994). 
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También las fimbrias o pilis son considerados como determinantes de la virulencia 

debido a que participan en la adherencia de las células bacterianas a las células 

epiteliales, aumentando la capacidad colonizadora de la bacteria (Klemm, 1985; Mooi 

y DeGraaf, 1985; Thanassi et al. 2000; Uhlin et al. 1985). 

En cepas de B. cepacia aisladas de pacientes con FQ, de consultorios clínicos 

y del ambiente se encontró, por microscopia electrónica, la presencia de cinco clases 

de pilis: el tipo IB.cepacia (Msh), el tipo 11 B.cepacia (Cbl), el tipo 111 B.cepacia (Fil), el tipo IV 

B.cepacia (Spn) y/o el tipo V B.cepacia (Spk) (Goldstein et al. 1995). Este estudio reveló la 

presencia del pili tipo" B.cepacia (Cbl) en las cepas altamente epidémicas aisladas de 

casos de FQ y su asociación con el síndrome cepacia (Goldstein et al. 1995). Éstos 

aislados de B. cepacia que presentan el llamado Pili "cable" se han encontrado en 

ambos lados del Atlántico, tanto en Toronto, Canadá como en Edinburgo, Escocia 

(Sun et al. 1995). El pili cable esta codificado en un operon de 5 genes (cblB, cblA, 

cblC, cblD y cblS) (Sajjan et al. 2003) donde el gen cblA codifica la subunidad mayor 

del pili cable , que junto con proteínas de la membrana externa desempeñan una 

función importante en la adhesión de algunas cepas del complejo B. cepacia a las 

células epiteliales y en la colonización del tracto respiratorio (Kuehn et al. 1992; 

Saiman et al. 1990; Sajjan et al. 1993; Sajjan et al. 1995; Sajjan et al. 2000; Sun et al. 

1995). 

Se ha sugerido que B. cepacia tiene la capacidad de propagarse en el 

ambiente y como patógeno oportunista en el hombre debido a que posee un genoma 

muy complejo y variable (Lessie et al. 1996). La presencia de múltiples cromosomas, 

de plasmidos y de secuencias de inserción le confiere a B. cepacia una gran 

versatilidad metabólica (Lessie et al. 1996). 

Muchas especies bacterianas han sido analizadas para conocer sus genomas, 

tanto en el tamaño y número de cromosomas y plasmidos así como para conocer los 

genes que los constituyen. En la actualidad, con la secuenciación de genomas 

completos se sabe el contenido de genes cromosomales y plasmidicos. Estudios 

previos a la secuencia de genomas, por medio de mapas físicos, estimaron que la 

cepa ATCC25416 T de B. cepacia presenta un genoma de 8.1 Mb, constituido por tres 

cromosomas circulares de 3.65 Mb, 3.17 Mb, 1.07 Mb Y un plásmido de 200 kb 
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(Rodley et al. 1995). También por análisis de macrorestricción de ADN e 

hibridaciones tipo Southern se sabe que la cepa ATCC17616 de B. multivorans tiene 

un genoma de 7 Mb, constituido por tres replicones circulares de 3.4 Mb, 2.5 Mb Y 0.9 

Mb (Cheng y Lessie, 1994; Komatsu et al. 2003). El análisis de 37 cepas de B. 

cepacia, aisladas de distintas fuentes, reveló distintos perfiles plasmídicos (Lennon y 

DeCicco, 1991). Otras especies de importancia agrícola y médica tienen al igual que 

B. cepacia múltiples cromosomas, por ejemplo, Brucella melitensis, B. abortus, B. 

suis, B. o vis, Rhodobacter sphaeroides, Agrobacterium tumefacíens (Allardet-Servent 

et al. 1993; Michaux et al. 1993; Suwanto y Kaplan, 1989) y Azospiríllum brasilensis 

(Caballero-Mellado et al. 1999) . 

El genoma de B. cepacia también contiene numerosas secuencias de inserción 

(Cheng y Lessie, 1994; Holmes et al. 1998; Lessie et al. 1996). Las secuencias de 

inserción (ISs) son consideradas como entidades genéticas móviles de tamaño 

pequeño que tienen la capacidad de insertarse en diferentes sitios del genoma 

procariótico. Estos elementos genéticos pueden causar dentro del genoma varios 

tipos de rearreglos, como deleciones, inserciones, duplicaciones y fusiones de 

replicones. Por su característica de insertarse dentro de genes, las ISs causan 

mutagénesis espontáneas (ver revisiones Galas y Chandler, 1989; Mahillon y 

Chandler, 1998) así como reclutamiento de genes foráneos (Lessie et al. 1996). 

En el genoma de diversas especies de Burkholderia se han detectado distintas 

ISs. Por hibridación sustractiva se identificó la secuencia de inserción IS 1363, en 

cepas de B. cenocepacia designadas PHDC aisladas de suelo agrícola de Nueva 

York y de pacientes con FO de la región media del Atlántico de Estados Unidos. 

También se ha detectado en cepas de B. ambífaria aisladas de suelo agrícola de 

Nueva York, y en cepas de B. cenocepacia (linaje ET12) aisladas de esputo de 

pacientes con FO (Liu et al. 2003). Las cepas del linaje ET12 presentan de 1 a 2 

copias, mientras que las cepas PHDC presentan 4 copias de la ISs. La transposasa 

IS 1363 tiene un 61 .1 % de homología en aminoácidos con la transposasa IS1328 de 

Yersinia enterocolitica y un 57.8% de homologia con TnpA de Enterobacter 

aerogenes (Liu et al. 2003). 
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Otro marcador molecular asociado con las cepas epidémicas de B. cepacia es 

el "Marcador de cepas epidémicas de B. cepacia" (con siglas en inglés BCESM). Este 

marcador BCESM es identificado como un fragmento de ADN de 1.4 kb que presenta 

un marco de lectura abierto (esmR), con una homología con varios reguladores 

transcripcionales negativos. El BCESM, presumiblemente transmisible, ha sido 

detectado en cepas epidémicas aisladas en centros hospitalarios y raramente en 

aislados del ambiente (Mahenthiralingam et al. 1997). 
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Justificación del proyecto de tesis 

El determinar el potencial de nuevas especies del género Burkholderia 

asegurando la ausencia de genes involucrados en la patogenicidad de algunas 

especies de este género, podría abrir expectativas de aplicaciones agrícolas para su 

uso como bacterias promotoras del crecimiento de las plantas de cultivo y como 

agente de control biológico . 

Objetivo general 

El objetivo general de este trabajo es ampliar la caracterización genómica de 

dos especies descritas recientemente, Burkholderia unamae y Burkholderia tropiea, 

asociadas al maíz y otras plantas de interés agrícola, así como la búsqueda en estas 

especies de algunos determinantes de virulencia asociados a las especies del 

complejo B. eepaeia. 

Objetivos particulares 

1. Determinar el perfil de los replicones que conforman el genoma de 

Burkholderia unamae y Burkholderia tropiea. 

2. Detección y localización en Burkholderia unamae y Burkholderia tropiea de los 

genes nifHOK, involucrados en la fijación de nitrógeno, del gen ribosomal 168 

rRNA y del gen reeA. 

3. Búsqueda en Burkholderia unamae y Burkholderia tropiea de genes asociados 

a la patogenicidad de Burkholderia eenoeepaeia. 
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Material y Métodos 

Cepas diazótrofas aisladas de plantas de maíz, cafeto, teocintle y caña de 

azúcar. 

Las cepas de Burkholderia unamae analizadas fueron aisladas previamente de la 

rizosfera, del rizoplano y del interior de raíz y tallo de plantas de maíz, caña de azúcar 

y café, de acuerdo al procedimiento descrito por Estrada-de los Santos et al. (2001). 

Las plantas fueron colectadas de diferentes regiones geográficas de México. Las 

cepas analizadas se describen en la Tabla 2. 

Tabla 2. Cepas de Burkholderia unamae analizadas en este trabajo. 

Genotipo 
ARDRA Cepa Planta OrigenlZona Localidad Clima Referencia 

15 MTI-641 Maíz Rizósfera Tlayacapan, Morelos 1 Estrada-de los Santos et al. (2001) . 

13 MCo-762 Maíz Raíz Coatepec, Veracruz 2 Caballero-Mellado et al. (en prensa) . 

15 M2Cy-711 Maíz Rizósfera Cocoyoc , Morelos 3 Caballero-Mellado el al. (en prensa) . 

14 M2Cy-626 Maíz Rizoplano Cocoyoc, Morelos 4 Caballero-Mellado et al. (en prensa) . 

15a M2Cy-717 Maíz Rizósfera Cocoyoc , Morelos 3 Caballero-Mellado et al. (en prensa) . 

15 MEd-9573 Maíz Tallo El Eden, Chiapas 4 Caballero-Mellado et al. (en prensa) . 

13 M2Tu-2319 Maíz Rizósfera Tuxtla Chico, Chiapas 4 Caballero-Mellado et al. (en prensa) . 

15 SCCu-22 Caña de azúcar Rizósfera Cuemavaca, Morelos 1 Caballero-Mellado el al. (en prensa). 

15 SCCu-23 Caña de azúcar Raíz Cuernavaca, Morelos 1 Caballero-Mellado el al. (en prensa) . 

13 SCZa-39 Caña de azúcar Tallo Zacatepec, Morelos 3 Caballero-Mellado et al. (en prensa) . 

15 SCZa-121 Caña de azúcar Tallo Zacatepec, Morelos 3 Caballero-Mellado et al. (en prensa). 

13 SCZa-211 Caña de azúcar Tallo Zacatepec, Morelos 3 Caballero-Mellado el al. (en prensa) . 

13 SCZa-452 Caña de azúcar Tallo Zacatepec, Morelos 3 Caballero-Mellado el al. (en prensa) . 

13 CAC-98 Café Rizósfera Coatepec, Veracruz 2 Estrada-de los Santos et al. (2001) . 

15 CAC-112 Café Rizoplano Coatepec, Veracruz 2 Estrada-de los Santos el al. (2001). 

13 CAC-382 Café Rizoplano Coatepec, Veracruz 2 Estrada-de los Santos el al. (2001) . 

15 CGC-72 Café Rizoplano Coatepec, Veracruz 2 Estrada-de los Santos et al. (2001) . 

15 CGC-316 Café Rizósfera Coatepec , Veracruz 2 Estrada-de los Santos el al. (2001) . 

14 CGC-321 Café Rizósfera Coatepec, Veracruz 2 Estrada-de los Santos el al. (2001) . 

15 C2RT-2811 Café Rizósfera Tapachula. Chiapas 4 Caballero-Mellado el al. (en prensa) . 

Clases climáticas : 1. Semicálido y subhúmedo. 2. Semicálido y húmedo. 3. Cálido y subhúmedo. 4. Cálido y húmedo. 
I (Cepa tipO). 
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Las cepas de Burkholderia tropica analizadas fueron aisladas previamente de 

la rizosfera, del rizoplano y del interior de la raíz y tallo de plantas de maíz y teocintle, 

de acuerdo al procedimiento descrito por Estrada-de los Santos et al. (2001). Las 

plantas fueron colectadas de diferentes regiones geográficas de México. Las cepas 

analizadas se describen en la Tabla 3. 

Tabla 3. Cepas de Burkholderia tropica analizadas en este trabajo. 

Genotipo 
ARDRA Cepa Planta Origen/Zona Localidad Clima Referencia 

16 MCh-1054 Maíz Raíz Chilpancingo, Guerreo 1 Reis el al. (en prensa). 

16 MOc-725 Maíz Rizoplano Ocotepec, Morelos 3 Estrada-de los Santos el al. (2001) . 

16 MTe-73523 Maíz Raíz Tepoztlan, Morelos 1 Reis el al. (en prensa) . 

16 MTe-7363 Maíz Rizoplano Tepoztlan, Morelos 1 Reis el al. (en prensa) . 

16 MTI-582 Maíz Rizósfera Tlayacapan, Morelos 1 Reis el al. (en prensa) . 

16 TTe-225 Teocintle Rizósfera Tepoztlan, Morelos 1 Reis el al. (en prensa) . 

17 MCa-9022 Maíz Rizósfera Cacaohatan, Chiapas 4 Reis el al. (en prensa) . 

17 MCo-7931 Maíz Rizósfera Coatepec, Veracruz 2 Reis el al. (en prensa) . 

17 MCu-831 Maíz Rizoplano Cuernavaca, Morelos 1 Reis el al. (en prensa). 

17 MMi-786 Maíz Rizoplano Miacatlán, Morelos 3 Estrada-de los Santos el al. (2001) . 

17 MSj-805 Maíz Rizósfera San J . Ateneo, Puebla 5 Reis el al. (en prensa). 

17 MTo-672 Maíz Tallo Totontepec, Oaxaca 2 Reis el al. (en prensa). 

17 TSj-832 Teocintle Rizósfera San J . Ateneo, Puebla 5 Reis el al. (en prensa). 

17 TTe-1910 Teocintle Tallo Tepoztlan, Morelos 1 Reis el al. (en prensa). 

19 MCo-761 Maíz Raíz Coatepec, Veracruz 2 Reis el al. (en prensa). 

19 MCu-82 Maíz Rizósfera Cuernavaca, Morelos 1 Reis el al. (en prensa). 

19 MCu-842 Maíz Rizoplano Cuernavaca, Morelos 1 Reis el al. (en prensa) . 

19 MSj-8432 Maíz Rizósfera San J . Ateneo, Puebla 5 Reis el al. (en prensa). 

19 MTo-16 Maíz Rizósfera Totontepec,Oaxaca 2 Estrada-de los Santos el al. (2001) . 

19 MTo-293 Maíz Tallo Totontepec,Oaxaca 2 Estrada-de los Santos el al. (2001). 

19 MCo-7531 Maíz Rizósfera Coatepec, Veracruz 2 Este trabajo 

19 MCo-8511 Maíz Rizósfera Coatepec, Veracruz 2 Este trabajo 

19 Ppe8T Caña de azúcar Parte aérea Pernambuco, Brasil 4 Reis el al. (en prensa) . 

Clases clirnáticas: 1. Semicálido y subhúmedo, 2. Semicálido y húmedo, 3. Cálido y subhúmedo, 4. Cálido y húrnedo, 5. 
Ternplado y subhúmedo. 
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Las cepas de Burkholderia de especies diferentes a B. unamae y B. tropica 

utilizadas en el presente trabajo se describen en la Tabla 4. 

Tabla 4. Cepas de Burkholderia spp. analizadas en este trabajo. 

Cepa Especie Origen/Zona Localidad Referencia en literatura 

IPT101 B. sacchari Caña de azúcar Brasil Bramer el al. (2001). 
KP23T B. kururiensis Suelo, agua con TCE Japón Zhang el al. (2000). 
M-130 B. brasilensis" Endófito de arroz Brasil NO.AJ238360 en GenBank. 
CAC·124 B. xenovorans Rizosfera de café Coatepec, Veracruz Estrada-de los Santos el al. (2001). 
LMG16224 B. xenovorans Cultivo de sangre de mujer Goterborg, Suiza Goris el al. (en prensa) . 
LMG21463T B. xenovorans Suelo contaminado con PBC Moreau, Nueva York Goris el al. (en prensa). 
TVV75T B. vietnamiensis Rizosfera de arroz Binh Thanh, Vietnam Gillis el al. (1995) . 
TVV72 B. vietnamiensis Rizosfera de arroz Binh Thanh, Vietnam Gillis el al. (1995) . 
TVVl15 B. vietnamiensis Rizosfera de arroz Binh Thanh, Vietnam Gillis el al. (1995) . 
TVV127 B. vietnamiensis Rizosfera de arroz Binh Thanh, Vietnam Gillis el al. (1995). 
TVV69 B. vietnamiensis Rizosfera de arroz Binh Thanh, Vietnam Gillis el al. (1995). 
J1647 B. vietnamiensis Paciente 111 Atlanta, E. U 
C1704 B. vietnamiensis Paciente con Fa Edinburgo, U.K -
MMi-324 B. vietnamiensis Rizosfera de maíz Miacatlán, Morelos Estrada-de los Santos et al. (2001) . 
MMi-302 B. vietnamiensis Rizosfera de maíz Miacatlán, Morelos Estrada-de los Santos el al. (2001). 
CCE-101 B. vietnamiensis Rizoplano de café El Eden, Chiapas Estrada-de los Santos et al. (2001). 
CCE·303 B. vietnamiensis Rizoplano de café El Eden, Chiapas Estrada-de los Santos el al. (2001). 
STM678T B. tuberum Nódulos de Aspalattus carnosa Sudáfrica Vandamme et al. (2002b) . 
STM815T B. phymalum Nódulos de Machaerium lunatum Guayana Francesa Vandamme el al. (2002b). 
ATCC25416T B. cepacia Cebolla - Yabuuchi el al. (1992). 
BC20 B. cepacia Sedimento de río Estados Unidos Wise el al. (1995). 
AU1550 B. cepacia Esputo de paciente con Fa Estados Unidos LiPuma et al. (2001 b) . 
LMG12614 B. cenocepacia Esputo de paciente con Fa Reino Unido Vandamme et al. (1997) . 
J2315T B. cenocepacia Esputo de paciente con Fa Edinburgo, UK Govan el al. (1993). 
AOOO7 B. cenocepacia Esputo de paciente con Fa Estados Unidos LiPuma el al. (2001). 
BC5 B. cenocepacia Paciente Fa Canadá Sajjan et al. (1995). 
BC7 B. cenocepacia Paciente Fa Canadá Sajjan et al. (1995). 
BC29 B. cenocepacia Paciente Fa Canadá Sajjan etal. (1995) . 
BC38 B. cenocepacia Paciente Fa Canadá Sajjan et al. (1995) . 
LMG18941 B. dolosa Esputo de paciente con Fa Estados Unidos Coenye el al. (2001 a). 
TCE (Tricloroetileno) 
Fa (Fibrosis auística) 
PBC (Policlorobifenill 

Aislamiento de ADN total. 

Todas las cepas analizadas en este trabajo fueron sembradas en medio Luria-Bertani 

(LB) a 29°C en agitación por 18 a 22 horas. Para el asilamiento de ADN total se 

empleó la técnica de Ausubel et al. (1987) . 

Oligos para amplificación del gen recA. 

Para la amplificación del gen recA, se procedió al alineamiento de genes reportados 

en el GenBank (página web www.ncbLnlm.nih.gov) en el programa BioEdit Sequence 

Alignment Editor (Versión 5.0.9). Se utilizaron más de 70 secuencias parciales y 

completas del gen recA de algunas cepas de los géneros Bacillus, Burkholderia, 
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Herbaspiríllum, Pseudomonas, y Ralstonia. Por medio del programa OLlGO 4.0-s, se 

diseñaron los oligonucleótidos R1 5' AAG CAG TIC GGC AAA GGG TC 3' y R2 5' 

ACG GCG GCG ATA CCT TGT TC 3'. Las condiciones empleadas para la reacción 

de amplificación fueron las siguientes: en un volumen final de 25 ~I, se mezcló 1 ~I de 

ADN (0.5 ~g/~I), 2.5 111 de 10X PCR Buffer Mg, 2.5 ~I de dimetil-sulfoxido (DMSO), 

0.75 ¡.d de 50 mM de MgCI2 , 1 ~I de 2.5 mM de dNTP's, 0.8 ~I de cada oligo (R1 y R2) 

a 1 00 ~M Y 0.2 111 de Taq DNA polimerasa de 5U/~1 (Invitrogen TM). Las condiciones de 

temperatura para la amplificación fueron las siguientes: un ciclo de 95°C por 5 

minutos, 30 ciclos; 94°C por 2 minutos, 63°C por 2 minutos, 72°C por 2 minutos; un 

ciclo de 72°C por 10 minutos. Los productos de la amplificación fueron visualizados 

en geles de agarosa al 1 % en buffer TAE 1 X. 

Secuencia parcial del gen recA. 

En el vector de ligación TA Cloning® Kit pCR®2.1 (Figura 2), se ligó el producto de 

PCR de 712 pb del gen recA de Burkholderia unamae MTI-641 T y de Burkholderia 

tropica MTo-293. El vector fue transformado en células competentes de Escherichia 

coN DH5a. Se analizaron las colonias blancas de E. coN que crecieron en placas de 

medio LB con 25 ~g/ml de 5-bromo-4cloro-3-indolil-~-D-galactosido (X-Gal) disueltos 

en dimetilformamida (DMF), 200 ~g!ml de isopropil- ~-D-tiogalactósido (IPTG), 25 

~g/ml de kanamicina y 1 00 ~g/ml de carbenicilina. Después de la purificación de 

varias colonias se aisló el plásmido recombinante, a partir de cultivos celulares 

líquidos de LB, por medio del High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) . Para verificar 

que el inserto correspondia al producto de amplificación de aproximadamente 712 pb, 

el plásmido purificado se digerió con la enzima EcoRI y el producto de la digestión fue 

visualizado en geles de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1 X. Una vez obtenido el 

plásmido con el inserto correspondiente se determinó la secuencia, utilizando los 

oligonucleotidos Universal y Reverso que contiene el vector pCR®2.1, por medio del 

método de Secuenciación Fluorescente de DNA Automatizada. La secuencia se 

obtuvo en la Unidad de Síntesis del Instituto de Biotecnología, UNAM. 
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Figura 2. Vector de clonación utilizado para ligar el producto de PCR del gen recA de las cepas MTI-

641 T Y MTo-293 de Burkholderia unamae y Burkholderia tropica respectivamente. Tomado de TA 

Cloning®Kit pCR®2.1 Version T de Invitrogen™ Corporation. 

Análisis de las secuencias parciales del gen recA. 

Las secuencias parciales del gen recA de Burkholderia unamae MTI-641 T Y de 

Burkholderia tropica MTo-293, fueron comparadas con las secuencias reportadas en 

las bases de datos de NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information), por 

medio del programa BLASTn (nucleótido-nucleótido). Después se hizo un mapa de 

restricción con el programa DNA Strider TM1.1. 

Análisis de restricción del gen recA. 

Los productos de amplificación del gen recA obtenidos con las condiciones descritas 

anteriormente fueron digeridos con las enzimas de restricción Alul, Odel Hael 11 , Hhal, 

Hincft, Mspl y Rsal. El ADN digerido fue visualizado en geles de agarosa al 3% en 

buffer T AE 1 X. Los patrones de restricción obtenidos con las distintas enzimas 

generaron una matriz de datos con la que se construyó un árbol de similaridad 

utilizando el método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean Average 

(UPGMA) . 
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Perfil genómico y localización de genes. 

Para la visualización del perfil de replicones se analizaron cepas de Burkholdería 

unamae y Burkholdería tropíca. La cepa CFN 42 T de Rhízobíum etlí (Romero et al. 

1991), la cepa 1021 de Sínorhízobíum melílotí (Honeycutt et al. 1993) y la cepa Cd de 

Azospíríllum brasílense (Caballero-Mellado et al. 1999) fueron usadas como 

referencia para estimar el tamaño de los replicones. El método empleado fue el de 

Hynes y McGregor (1990) con las modificaciones siguientes: los geles de agarosa 

fueron al 0.75% con SOS al 0.9%; Burkholdería unamae y Burkholdería tropíca fueron 

incubadas a 29°C en medio BSE con 0.6 g de extracto de levadura por litro; se utilizó 

500 , .. ti de cultivos de 22 a 24 horas con densidad óptica de 0.8 a 0.9 (600 nm), el cual 

se lavó con 80 ~I de medio BSE modificado (para remover la capa de polisacáridos); 

se utilizó 250 ~I de solución de sarcosyl al 0.36%; se resuspendió la reacción en 25 

~I de solución de lisis que contenía 9 mg/ml de lisozima. Se corrió una electroforesis 

horizontal en buffer TBE 1 X, a 85 V por 13 h a 11°C. Los geles fueron teñidos en 

solución de bromuro de etidio y fotografiados bajo luz ultravioleta (UV) en el Eagle 

Eye ™ (Stratagene®). El peso molecular de los replicones fue estimado a partir de una 

gráfica semilogarítmica de peso molecular de los replicones de referencia contra la 

movilidad relativa de los replicones de estudio. 

Para la localización de los genes nífHOK, 16S rRNA y recA, los geles con los 

perfiles genómicos de Burkholdería unamae y Burkholdería tropíca fueron transferidos 

a membranas de nylon (Hybond™-N+, Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo 

con Southern (1975). Las sondas fueron marcadas con [a_32p dCTP] (Redivue™) en 

tubos de redíprime TMII ONA (Amersham Pharmacia Biotech), después fueron 

incorporadas a los tubos de hibridación. La hibridación fue de acuerdo con las 

condiciones descritas por Caballero-Mellado y Martínez-Romero (1994). 

Las sondas usadas para los ensayos de hibridación fueron un fragmento 

interno del gen 16S rRNA de E. colí clonado en el plásmido pKK3535 (Brosius et al. 

1981); un fragmento de 4.1 kb del gen nifHOK de Rhízobium etlí CFN 42 T clonado en 

el plásmido pCQ12 (Quinto et al. 1985) y subclonado en el plásmido pEM15, y los 

productos de amplificación del gen recA de la cepa MTI-641 T de Burkholderia unamae 

y de la cepa MTo-293 de Burkholdería tropíca. 
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Detección de los genes 16S rRNA, recA y nifHDK, mediante (RFLP's). 

AON total de cepas representativas de a . tropica, a . unamae y a. vietnamiensis, así 

como de las cepas tipo de a. sacchari, a . tuberum, a. phymatum, a. kururiensis, "a. 

brasilensis" y a. cepacia fue digerido con la enzima EcoRI y sujeto a electroforesis 

vertical a 40 voltios por 13 a 14 horas. Los geles empleados fueron al 1 % de agarosa 

en buffer T AE 1 X, los cuales se tiñeron con solución de bromuro de etidio y se 

fotografiaron bajo luz ultravioleta (UV) en el Eagle Eye ™ (Stratagene®). El AON fue 

transferido e hibridizado de acuerdo con las condiciones descritas anteriormente. 

Detección del gen cblA, emsR y la ISs 151363. 

Para la búsqueda de cblA, aCESM e IS 1363; se empleo la técnica de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) utilizando AON total de todas las cepas de estudio. 

Las condiciones empleadas para la amplificación del gen cblA fueron las siguientes: 

en un volúmen final de 25 /11, se mezcló 1 /11 de AON (0.5 /1gl/1I), 2.5 /11 de 10X PCR 

Buffer, 2.5 /11 de MgCI2 a 50 mM, 0.5 /11 de dNTP's a 2.5 mM, 0.5 /11 del oligo CBL 1 y 

CBL2 (Clode et al. 2000) a 10 /1M Y 0.2 /11 de Taq AON polimerasa de 5U//11 

(Invitrogen TM). La amplificación se llevó a cabo utilizando el termociclador 

(Mastercyc/er Gradient Eppendorf). Las condiciones de temperatura empleadas para 

la reacción de PCR fueron descritas previamente por Clode et al. (2000). Los 

productos de amplificación fueron visualizados en geles de agarosa al 1 % en buffer 

TAE 1 X, teñidos con bromuro de etidio y fotografiados bajo luz ultravioleta (UV) en el 

Eagle Eye™ (Stratagene®). 

Las condiciones empleadas para la amplificación del marcador BCESM fueron 

las siguientes: en un volumen final de 25 ¡..tI, se mezclo 1 ¡..tI de AON (0.5 ¡..tg/¡..tl), 2.5 ¡..tI 

de 10X PCR Buffer, 2.0 ¡..tI de MgCI2 a 50 mM, 0.5 ¡..tI de dNTP's a 2.5 mM, 0.5 ¡..tI de 

cada oligo BCESM1 y BCESM2 (Clode et al. 2000) a 10 /1M Y 0.2 ¡..tI de Taq ONA 

polimerasa de 5U//11. Las condiciones de temperatura empleadas para la reacción de 

PCR fueron descritas previamente por Clode et al. (2000). Los productos de 

amplificación fueron visualizados en geles de agarosa al 1 % en buffer T AE 1 X, 

teñidos con bromuro de etidio y fotografiados bajo luz ultravioleta (UV). 
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Las condiciones empleadas para la amplificación de la secuencia de inserción 

151363 fueron las siguientes: en un volumen final de 25 1l1 , se mezcló 1 III de ADN 

(0.5 1l9/1l1), 2.5 III de 10X PCR Buffer, 0.75 III de MgCI2 a 50 mM, 1 III de dNTP's a 2.5 

mM, 0.5 III de cada oligo P1 y P5 (Liu et al. 2003) a 20 IlM Y 0.2 III de Taq DNA 

polimerasa de 5U/1l1. Las condiciones de temperatura empleadas para la reacción de 

PCR fueron descritas previamente por Liu et al. (2003) . Los productos de 

amplificación fueron visualizados en geles de agarosa al 1 % en buffer T AE 1 X, 

teñidos con bromuro de etidio y fotografiados bajo luz ultravioleta (UV). 
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Resultados 

Amplificación del gen recA por peRo 

Los oligonucleotídos diseñados fueron R1 5' AAG CAG TIC GGC AAA GGG TC 3' 

(de las bases +50 del gen recA) y R2 5' ACG GCG GCG ATA CCT TGT TC 3' (de las 

bases +760 del gen recA) . Por medio de PCR y utilizando los aligas R1 y R2 se 

obtuvieron productos de amplificación de aproximadamente 712 pb de la secuencia 

parcial del gen recA de todas las cepas de estudio del género Burkholderia. Cabe 

mencionar que la amplificación fue repetida al menos tres veces y que las cepas S. 

meliloti 1021 Y R. etli CFN 42, usadas como control negativo, no se obtuvieron 

productos de amplificación del gen recA con los aligas R1 y R2. Ejemplos de los 

productos de amplificación se muestran en las Figuras 3 y 4. 

1000 pb 

500 pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

Figura 3. Productos de amplificación del gen parcial recA. Carril 1, Marcador 1 kb plus; carril 2, B. 

saccharilPT101 T
; carriles 3, 4,10, 12 Y 15, B. tropica MMi-786, MCa-9022, MOc-725, MCo-761, Ppe8

T 

y MCu-82; carril 5, B. tuberum STM678 T; carriles 6 y 18, "B. xenovorans" LMG 16224 Y LMG 21463 T; 

carriles 7, 8, 16 Y 17, B. vietnamiensis TVV115, TVV72, TVV75 T y TVV69; carril 9, B. unamae CAC-98; 

carril 13, B. kururiensis KP23T
; carril 14, B. cepacia ATCC 25146T

; carril 19, B. cenocepacia J2315
T

; 

carril 20, "B. brasilensis" M-130. 
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1000 pb-
650pb-

Figura 4. Productos de amplificación del gen parcial recA. Carril 21, Marcador 1 kb plus; carriles 22, 25, 

26 Y 37, B. unamae CGC-321 , MEd-9573, CGC-72, M2Cy-711; carril 23, "B. xenovorans' CAC-124; 

carriles 24, 31 , 33, 35 Y 36, B. cenocepacia BC38, BC29, BC5, BC7 y LMG 12614; carriles 27, 28, 32, 

34 Y 38, B. vietnamiensis J1647, MMi-302, TVV127, C1704 y CCE-101; carril 29, B. tropica TTe-225; 

carril 30, B. phymatum STM815 T; carril 39, R. etli CFN 42 T; carril 40, Control (agua) . 

Secuencia parcial del gen recA. 

La secuencia de 712 pb del gen recA de B. unamae MTI-641 T Y de B. tropica MTo-

293 se presentan en la Figura 5. El alineamiento de las secuencias del gen recA de 

B. unamae MTI-641 T y de B. tropica MTo-293 muestra un segmento que abarca de 40 

pb (bases 582-618) donde se localizan las principales diferencias entre ambas 

secuencias. 

Las secuencias del gen recA de B. unamae MTI-641 T Y de B. tropica MTo-293 

presentan una alta identidad (94% y 93% respectivamente) con la secuencia del gen 

recA de B. sacchari (número de acceso AJ550303 en NCBI) (Tabla 5) . La mayoría de 

las otras especies de Burkholderia analizadas presenta una identidad del 90%. 
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B. tropicll 
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Consenso 

B. unamae 
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Consenso 

B. unamae 
MTl - 641 
B. tropicll 
MTo-293 

Consenso 

B. unamae 
MTl-641 
B . tropicll 
MTo-293 

Consenso 

B. unamae 
MTl-641 
B. tropica 
MTo-293 

Consenso 

B . unamae 
MTl - 641 
B . tropicll 
MTo-293 

Consenso 

B. unamae 
MTl - 641 
B. t r opica 
MTo-293 

Consenso 

···· 1· · ·· 1 ···· 1··· · 1 ···· 1····1 · ···1 · ···1 .,. ·1····1 ···· 1 .. ·· 1 
10 20 30 40 50 60 

AAGCAGTTCG GCAAAGGGTC GATCATGCGA CTCGGCGACG GCGAlccGGT CGAllACATI 

AAGCAGTTCG GCAAAGGGTC GATCATGCGA CTCGGCGACG GCGAI<;CGGT CGAllACATt 

AAGCAGTTCG GCAAAGGGTC GATCATGCGA CTCGGCGACG GCGA GCGGT CGA ACAT 

··· ·1· ·· · 1 ···· 1· · · · 1 ···· 1· · · · 1 ···· 1· · ··1 .... 1· ··· 1 ··· · 1· · ·· 1 
70 80 90 1 00 110 120 

CAGGTGG'!IT CCACCGetrC GCTCGGTCTC GACATCGCIc TCGGCGTlGG CGGlcTGCCG 

CAGGTGGTlT CCACCGGITC GCTCGGTCTC GACATCGCIC TCGGCGTleG CGGr&CTGCCG 

CAGGTGGT T CCACCGG TC GCTCGGTCTC GACATCGC C TCGGCGT GG CGG CTGCCG 

· · ·· 1···· 1 .. . · 1· ··· 1 .... l··· · 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 
130 140 150 160 170 180 

CGCGGCcGIG TGGTCGAlAT CTACGGTCCG GAATCGTCGG GIAAGACCAC GCTCACGCTG 

CGCGGCcGflG TGGTCGAlAT CTACGGTCCG GAATCGTCGG c;fIAAGACCAC GCTCACGCTG 

CGCGGCCG G TGGTCGA AT CTACGGTCCG GAATCGTCGG G AAGACCAC GCTCACGCTG 

.. .. 1 .... 1 .. .. 1 .... 1 .... 1 .. .. 1 .. .. 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 
1 90 200 210 220 230 240 

CAlGTGATCG CIGAllTGCA IAAGlTCGGC GGCACGGCGG CGTTCATCGA CGCGGAACAC 

CAlGTGATCG CIGAIITGCA IAAGlTCGGC GGCACGGCGG CGTTCATCGA CGCGGAACAC 

CA GTGATCG C GA TGCA AAG TCGGC GGCACGGCGG CGTTCATCGA CGCGGAACAC 

.... 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 .. .. 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 .... 1 .. .. 1 
250 260 270 280 290 300 

GCGCTCGACG T~CA!TACGC i!'ICIAAGCTC GGCGTGAACG TGCCIiIGAACT GCTCATCTCG 

GCGCTCGACG TlC~TACGC IICIAAGCTC GGCGTGAACG TGCCIGAACT GCTCATCTCG 

GCGCTCGACG T CA TACGC C AAGCTC GGCGTGAACG TGCC GAACT GCTCATCTCG 

.... 1· .. ·1 .. .. 1 .. .. 1 .... 1 .. .. 1 ... ·1 .... 1 .. .. 1 .... 1 .. · 1 .... 1 
310 320 330 340 350 360 

CAGCCGGACA CGGGCGAlCA GGCGCTCGAA ATCBCCGACG CICT GTGCG CTCGGGCTCG 

CAGCCGGACA CGGGCGAlCA GGCGCTCGAA ATCICCGACG C CTlGTGCG CTCGGGCTCG 

CAGCCGGACA CGGGCGA CA GGCGCTCGAA ATC CCGACG C CT GTGCG CTCGGGCTCG 

.. .. 1 .... 1 .... 1 .. .. 1 .. .. 1 .. .. 1 .. .. 1 .... 1 .... 1 .. .. 1 .... 1 .... 1 
370 380 390 400 410 420 

ATCGACATGA TCGTlATCGA CTCGGTCGCG GC CTCGTGC CGAAGGCIGA AATCGAAGGC 

ATCGACATGA TCGTlATCGA CTCGGTCGCG GCICTCGTGC CGAAGGCIGA AATCGAAGGC 

ATCGACATGA TCGT ATCGA CTCGGTCGCG GC CTCGTGC CGAAGGC GA AATCGAAGGC 
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... · 1· ··· 1 . .. . 1·· · ·1 ···· 1·· · · 1 ····1· · ··1 . . . ·1····1 .... 1·· · ·1 
430 440 450 460 470 480 

GAAATGGGCG ACTCGCTGCC GGGTCTlCAI GCICGTCTGA TGTCGCAGGC GCTGCGCAAG 

GAAATGGGCG ACTCGCTGCC GGGTCTlCAI GCICGTCTGA TGTCGCAGGC GCTGCGCAAG 

GAAATGGGCG ACTCGCTGCC GGGTCT CA GC CGTCTGA TGTCGCAGGC GCTGCGCAAG 

.... l · ... 1 · · ··1····1 .... 1····1 ····1····1 · ···1···· 1 ····1····1 
490 500 510 520 530 540 

CTCACCGGCA CGATCAAGAA GACGAACTGC ATGGTGATCT TCATT~CCA GATTCGÍ!ATG 

CTCACCGGCA CGATCAAGAA GACGAACTGC ATGGTGATCT TCATTA!CCA GATTCG1jl;ATG 

CTCACCGGCA CGATCAAGAA GACGAACTGC ATGGTGATCT TCATTA CCA GATTCG ATG 

. . . · 1····1 ... · 1···· 1 ... · 1·· ·· 1 ···· 1····1 .... 1···· 1 .... 1···· 1 
550 560 570 580 590 600 

AAGATCGGCG TGATGTTCGG CAAlCCGGAA ACCACCACBG c8GIIAIB aIIAB'li 
AAGATCGGCG TGATGTTCGG CAAlICCGGAA ACCACCACI<; c8GIIAIB .... '1'1 
AAGATCGGCG TGATGTTCGG CAA CCGGAA ACCACCAC G G G A A T 

. ... l ··· . 1 ···· 1···· 1 ·· · ·1 · ···1 ... . 1· ···1 ···· 1····1 ... . 1·· · ·1 
610 620 630 640 650 660 

",IIG IBIJ.!!IIlRGG ACATTCGCCG TATCGGITCG ATCAAGAAIA ACGACGAAGT 

'~GG ACATTCGCCG TATCGGijTCG ATCAAGAAIA ACGACGAAGT 

G GG ACATTCGCCG TATCGG TCG ATCAAGAA A ACGACGAAGT 

... · 1· ··· 1 ... · 1· · ·· 1 .. .. l·· 
670 680 

CATCGGCAGC G ... . .... . 

CATCGGCAGC GAAACGCGCG TGAAGGT 

CATCGGCAGC GAAACGCGCG TGAAGGT 

Figura 5. Alineamiento de las secuencias parciales del gen recA de B. unamae MTI-641 T Y B. tropica 

MTo-293. Se resaltan las diferencias en nucleotidos de ambas secuencias . 
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Tabla 5. Identidad en bases nucleotídicas de las secuencias parciales del gen recA de la cepa MTI-

641 T de B. unamae y de la cepa MTo-293 de B. tropica con las secuencias del gen recA reportadas en 

el GenBank. 

Especies Cepa No. acceso en B. tropica MTo-293 B. unamae MTI-641 
NCBI 

B. sacchari IPT101 AJ550303 93% 94% 

B. glumae LMG2196 AJ551324 92% 91% 

B. cepacia LMG7000 AF143789 90% 90% 

B. sta bilis LMG14294 AF456031 90% 90% 

B. pyrrocinia ATCC39277 AF456032 90% 90% 

B. plantarii LMG9035 AJ551323 90% 90% 

B. dolosa LMG21443 AY324808 90% 90% 

B. tropica MTo-293 100% 89% 

B. ambifaria CEP0958 AF456007 90% 89% 

B. vietnamiensis TVV75T AF143793 90% 89% 

B. multivorans C1576 AF143774 90% 89% 

B. cenocepacia BELF2 AF456050 90% 90% 

P. cepacia JN25 D90120 90% 89% 

B. unamae MTI-641 T 89% 100% 

B. graminis LMG18924 AJ551267 88% 89% 

B. fungorum LMG19511 AJ551265 88% 89% 

B. anthina BHS1 AJ544692 89% 89% 

(-) sin No. de acceso. 
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Análisis de los patrones de restricción del gen recA amplificado. 

Se llevó a cabo la amplificación del gen recA de cepas de B. unamae, B. tropíca y de 

otras especies fijadoras de nitrógeno del género Burkholdería así como de la especie 

tipo y cepas epidémicas de B. cenocepacía: Los productos de amplificación fueron 

digeridos con las enzimas de restricción Alul, Ddel Haelll, Hhal, Híndl, Mspl y Rsal. 

Estas enzimas cortan la secuencia parcial de recA en segmentos fáciles de identificar 

en electroforesis de geles de agarosa al 3%. La presencia de los sitios de corte, con 

las enzimas de restricción usadas, en la secuencias parciales del gen recA de B. 

unamae y B. tropíca fue confirmada en mapas de restricción (datos no mostrados). La 

restricción de la secuencias del gen recA de las especies del genéro Burkholdería 

reveló de 2 a 11 patrones con diferentes tamaños dependiendo de la enzima (datos 

no mostrados) . A cada patron se les asignó un número de identificación (Tabla 6). 

Con la matriz de datos obtenida y por medio del método U PGMA, se generó un 

dendograma de las especies analizadas (Figura 6). 

Tabla 6. Patrones de restricción del gen parcial recA de cepas representativas de estudio. 

Perfiles de restricción 

Cepas Especie Origen/Zona 

Odel Alul Haelll Mspl Hhal Hindl Rsal 

MTI-641 B. unamae Rizosfera de maíz 1 4 1 1 1 1 1 

SCCu-23a B. unamae Raíz de caña de azúcar 1 4 1 1 1 1 1 

PpeST B. tropica Rizosfera de caña de azúcar 1 1 1 1 1 1 1 

MTo-293b B. tropica Tallo de maíz 1 1 1 1 1 1 1 

IPT101 T B. sacchari Caña de azúcar 1 4 6 9 1 2 9 

TVV75T B. vietnamiensis Rizosfera de arroz 1 2 2 7 4 2 3 

MMi-324 B. vietnamiensis Rizosfera de maíz 1 2 5 7 4 2 2 

CCE-101 B. vietnamiensis Rizoplano de café 1 2 6 7 4 2 6 

STM678T B. tuberum Nódulos de Aspalattus carnosa 1 4 1 10 1 2 5 

STM815T B. phymatum Nódulos de Machaerium lunatum 1 2 10 4 2 2 4 

ATCC25416T B. cepacia Cebolla 1 2 11 3 3 3 2 

BC 20 B. cepacia Sedimento de río 1 6 8 8 1 3 7 

AU1550 B. cepacia Esputo de paciente con Fa 1 6 8 8 1 2 S 

J2315T B. cenocepacia Esputo de paciente con Fa 1 6 7 8 4 2 7 

AOO07 B. cenocepacia Esputo de paciente con Fa 1 6 7 8 4 2 7 

CAC-124 B. xenovorans Rizósfera de cafeto 1 4 4 6 5 2 6 

LMG16224 B. xenovorans Cultivo de sangre de mujer 1 5 4 6 6 2 6 

LMG21463T B. xenovorans Suelo contaminado con PCS 1 4 4 6 5 2 6 

KP23T B. kururiensis Suelo. agua con TCE 2 3 3 2 1 3 2 

M-130 "B. brasilensis" Endófito de arroz 2 3 3 5 1 3 2 
. . 

a Todas las cepas de B. unamae analizadas en este trabajo presentaron el mismo perfil de restncclon . 

bTodas las cepas de B. tropica analizadas en este trabajo presentaron el mismo perfil de restricción. 
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Figura 6. Dendograma de especies fijadoras de nitrógeno y de otras especies del género Burkholderia, 

obtenido mediante el análisis de patrones de restricción del gen recA amplificado parcialmente por 

peRo 
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Perfil genómico y localización de genes. 

Se logro visualizar el perfil genómico de cepas de B. unamae y B. tropica con la 

técnica de Eckardth (1978) modificada por Hynes y McGregor (1991) Y modificada en 

este trabajo . La visualización de los replicones presentes en cepas de B. unamae fue 

inconsistente, especialmente aquellos con tamaño mayor a 1700 kb. A pesar de 

múltiples ensayos no fue posible detectar el o los factores que influyen en la 

reproducibilidad del método con las especies de Burkholderia analizadas. La lisis de 

las células parece ser el principal factor para lograr la reproducibilidad, pero no se 

lograron establecer las condiciones apropiadas para observar replicones de mayor 

tamaño. Esta situación influyó significativamente en la localización de los genes 16S 

rRNA, recA y nifHOK en las especies B. unamae y B. tropica, debido a la falta de 

detección de señales de hibridación claras y concluyentes . Por las razones 

expuestas, los resultados de las hibridaciones que se presentan deben ser 

consideradas con reserva y confirmadas por medio de otras metodologías como la 

electroforesis en campos pulsados. 

Todas las cepas de B. unamae, independientemente de su origen, muestran 

un perfil de replicones específico para cada genotipo (Tabla 7). Un ejemplo del perfil 

de los replicones de B. unamae se muestra en la Figura 7. 
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Tabla 7. Perfil genómico en cepas de B. unamae y ubicación de los genes 168 rRNA, recA y nifHOK. 

Genotipo Cepa Número de Tamaño de Replicones en los que se detectaron los genes: 
ARDRA Replicones replicon (kb) 16S rRNA recA nifHOK 

13 MCo-762 4 >1700,1300,630,550 1300, 630 1300,630,550 550 
13 M2Tu-2319 4 >1700,1300,630,550 1300,630 1300,630,550 550 
13 SCZa-39 4 >1700,1300,630,550 1300,630 1300,630,550 550 
13 SCZa-211 4 >1700,1300,630,550 1300,630 1300,630,550 550 
13 SCZa-452 4 >1700,1300, 630,550 1300, 630 1300,630,550 550 
13 CAC-98 4 >1700,1300,630,550 1300,630 1300,630,550 550 
13 CAC-382 4 >1700,1300,630,550 1300,630 1300,630,550 550 
14 M2Cy-626 4 1300,700,550,350 1300,550 Nd 700 
14 CGC-321 4 1300,700,550,350 1300,550 Nd 700 
15 MTI-641 3 >1700, 1300, 1200 1300, 1200 1300, 1200 1300,1200 
15 M2Cy-711 3 >1700,1300,1200 1300,1200 1300,1200 1300,1200 
15 MEd-9573 3 > 1700, 1300, 1200 1300,1200 1300,1200 1300,1200 
15 SCCu-22 3 > 1700, 1300, 1200 1300, 1200 1300,1200 1300,1200 
15 SCCu-23 3 >1700,1300,1200 1300,1200 1300, 1200 1300,1200 
15 SCZa-121 3 >1700,1300,1200 1300,1200 1300,1200 1300,1200 
15 CAC-112 3 > 1700, 1300, 1200 1300,1200 1300,1200 1300,1200 
15 CGC-72 3 > 1700, 1300, 1200 1300, 1200 1300,1200 1300, 1200 
15 CGC-316 4 > 1700, 1300, 1200 1300,1200 1300,1200 1300,1200 
15 C2RT-2811 3 >1700,1300,1200 1300,1200 1300,1200 1300,1200 
15a M2Cy-717 2 1300, 250 Nd Nd Nd 
Nd (No determinado) 
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r---------~---------~ 

2 3 4 5 6 7 

Genotipo 13 Genotipo 14 

r_--~A---__ '\ ~ 

8 9 10 11 12 13 14 15 

Figura 7. Ejemplo del perfil electroforético de replicones en cepas de B. unamae obtenido por el 

método de Eckhardt modificado. Cepas analizadas por carril 1, A. brasi/ensis Cd (tamaño de: 

replicones >1800 kb, 1700 kb, 630 kb, 570 kb, 145 kb, 140 kb Y 130 kb); carriles 2, 3, 4, 5, 6 Y 7, B. 

unamae SCCu-22, SCZa-121, CGC-316, MTI-641 T
, MEd-9573 Y M2Tu-2319; carril 8, S. me/iloti 1021 

(tamaño de megaplásmidos: 1700 kb Y 1340 kb) ; carril 9, R. et/i CFN 42 T (tamaño de replicones : 630 

kb, 510 kb, 390 kb, 270 kb, 150 kb Y 150 kb) ; carriles 10, 11, 12, 13, 14 Y 15, B. unamae SCZa-211, 

SCZa-452, CAC-98, MCO-762, CGC-321 y M2Cy-626. 
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En las cepas de B. unamae se localizó el gen 16S rRNA en un replicón de 

1300 kb, independientemente del genotipo. Sin embargo, dependiendo del genotipo 

se detectó el gen 16S rRNA en otros replicones de diferentes tamaños. Por ejemplo, 

en las cepas MTI-641 T Y CGC-72 (genotipo 15) se detectaron en un replicon de 1200 

kb, en tanto que las cepas CAC-98 y MCo-762 (genotipo 13) se detectaron en un 

replicon de 630 kb Y en las cepas CGC-321 y M2Cy-626 (genotipo 14) se detectaron 

en un replicon de 550 kb (Tabla 7, Figuras 8 y 8a). 

El gen recA en las cepas de B. unamae del genotipo 15 y 13 fue localizado en 

todos los replicones, excepto en el de tamaño> 1700 kb (Tabla 7, Figuras 9 y 9a). Los 

controles A. brasilensis Cd presentaron señal de hibridación del gen recA en los 6 

replicones de tamaño mayor, R. etli CFN 42 T en sus 6 replicones y S. meliloti 1021 en 

sus 2 megaplásmidos. 

En las cepas de B. unamae del genotipo 15 los genes nifHOK fueron 

localizados en los replicones de 1300 kb Y 1200 kb, en tanto que en las cepas del 

genotipo 13 se detectaron en un replicon de 550 kb Y en las cepas del genotipo 14 en 

un replicon de 700 kb (Tabla 7, Figura 10 Y 10a). 
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2 345 6 7 8 9 10 11 12 13 

1800 kb 

570 kb 

145 kb 

45 kb 

Figura 8. Perfil electroforético de replicones en B. unamae obtenido por el método de Eckhardt 

modificado. Cepas analizadas por carril 1, S. meliloti 1021 (Control); carriles 2, 3, 4, 5, 6 Y 7, B. 

unamae SCCu-23, CGC-72, CGC-321, MTI-641 y SCZa-39; carril 7, R. etli CFN 42T (Control); carriles 

8, 9, 10, 11 Y 12, B. unamae CAC-98, SCZa-211 , MCo-762, M2Cy-711 y MEd-9573; carril 13, A. 

brasilensis Cd (Control) . 

2 3 4 5 678 9 10 11 12 13 

1800 kb 

570 kb 

Figura 8a. Autoradiografía tipo Southern blot del perfil de replicones de cepas de B. unamae de la 

Figura 8, después de la hibridación con un fragmento interno del gen 16S rRNA de E. eoli. 
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1800 kb 

630 kb 

145 kb 

Figura 9. Perfil electroforético de replicones en B. unamae obtenido por el método de Eckhardt 

modificado. Cepas analizadas por carril 1, A. brasilensis Cd (Control) ; carriles 2, 3, 4, 5, 6 Y 7, B. 

unamae SCCu-22, SCZa-121 , CGC-313, MTI-641 , MEd-9573 Y M2Tu-2319; carril 8, S. meliloti 1021 

(Control); carril 9, R. etli CFN 42T (Control) ; carriles 10, 11, 12, 13, 14 Y 15, B. unamae SCZa-211 , 

SCZa-452, CAC-98, MCo-762, CGC-321 y CGC-626. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1800 kb 

630 kb 

145 kb 

Figura 9a. Autoradiografía tipo Southern blot del perfil de replicones de cepas de B. unarnae de la 

Figura 9, después de la hibridación con el producto de PCR del gen recA de B. unamae MTI-641 T. 
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234 5 6 7 8 9 10 11 

1200 kb 

Figura 10. Perfil electroforético de replicones en B. unamae obtenido por el método de Eckhardt 

modificado. Cepas analizadas por carriles 1, 2, 3, 4, 5 Y 6, B. unamae CAC-112, SCCu-22, MEd-9573, 

CGC-316, M2Cy-711 y MTI-641; carril 7, S . meliloti 1021 (Control); carril 8, R. etli CFN 42 T (Control); 

carriles 9, 10, 11, 12, 13, 14 Y 15, B. unamae CGC-321, MCo-762, SCZa-211, SCZa-452, SCZa-39, 

CAC-98 y CAC-382. 

1 2345678 9 10 11 12 13 14 15 

1200kb -

Figura 10a. Autoradiografía tipo Southern blot del perfil de replicones de cepas de B. unamae, de la 

Figura 10 después de la hibridación con el gen nifHDKde R. etliCFN 42
T

. 
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Todas las cepas de B. tropíca estudiadas en este trabajo presentaron un 

replicón de 1800 kb Y otro de 1700 kb . Solo las cepas del genotipo 16 presentaron un 

perfil genómico igual, en tanto que las cepas del genotipo 17 y 19 presentan perfiles 

genómicos distintos, tanto en el número y tamaño de los replicones (Tabla 8). Se 

muestra un ejemplo del perfil de replicones de cepas de B. tropíca en la Figura 11. 

Tabla 8. Perfil genómico en cepas de B. tropica y ubicación de los genes 168 rRNA, recA y nifHOK. 

Genotipo Cepa Número de Tamaño de Replicones en los que se detectaron los genes: 
ARDRA Replicones replicon (kb) 16S rRNA recA nifHOK 

16 MOc-725 3 1800,1700,630 1800,1700 1800,1700, 630 630 
16 MTe-73523 3 1800,1700,630 1800,1700 1800,1700,630 630 
16 MTI-582 3 1800,1700,630 Nd Nd Nd 
17 MCa-9022 3 1800,1700,590 Nd Nd Nd 
17 MCo-7931 3 1800,1700,590 1800, 1700 1800,1700,590 590 
17 MCu-831 3 1800,1700,570 1800,1700 1800,1700,570 570 
17 MMi-786 4 1800, 1700,530,300 1800,1700 1800,1700,530,300 530 
17 MSj-805 3 1800,1700,530 1800,1700 1800, 1700, 530 530 
17 MTo-672 4 1800, 1700,460, 270 1800, 1700 1800,1700,460,270 460, 270 
17 TSj-832 3 1800,1700,570 Nd Nd Nd 
17 TTe-1910 4 1800,1700,470,270 Nd Nd Nd 
19 MCo-761 3 1800,1700,530 Nd Nd Nd 
19 MCu-82 3 1800,1700,555 1800,1700 1800,1700,555 555 
19 MCu-842 3 1800,1700,555 1800,1700 1800,1700,555 555 
19 MSj-8432 4 1800,1700,470,130 1800, 1700 1800,1700,470, 130 470,130 
19 MTo-16 3 1800,1700,530 Nd Nd Nd 
19 MTo-293 3 1800,1700,550 1800,1700 1800, 1700,550 550 
19 MCo-7531 4 1800,1700,500,330 Nd Nd Nd 
19 MCo-8511 4 1800,1700,430,140 Nd Nd Nd 
19 Ppe8T 3 1800,1700,600 1800,1700 1800,1700,600 600 
Nd (No determinado) 
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1800 kb 
1700 kb 

630 kb 
570 kb 

145 kb 

45 kb 

Genotipo 16 Genotipo 17 Genotipo 19 
r~---,A--__ ~" r~----'~--------~~ 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Figura 11. Ejemplo del perfil electroforético de replicones en cepas de B. tropica obtenido por el 

método de Eckhardt modificado. Cepas analizadas por carril 1, A. brasilensis Cd (Control); carriles 2, 3, 

4, 5, 6 Y 7, B. tropica MOc-725, MTe-73523, MCo-7931, MCu-831, MSj-805 y MMi-786; carril 8, S. 

meliloti 1021 (Control); carril 9, R. etli CFN 42 T (Control); carriles 10, 11, 12, 13, 14 Y 15, B. tropica 

MCu-842, MCu-82, MSj-8432, MTo-293, Ppe8T y MTo-672. 
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La ubicación del gen 168 rRNA en todas las cepas de B. tropica se detectó en 

los replicones con tamaños de 1800 kb Y 1700 kb (Tabla 8, Figuras 12 y 12a). 

En las cepas de B. tropica, la localización del gen recA se detectó en todos los 

replicones (Tabla 8, Figuras 13 y 13a). Las cepas control mostraron una señal de 

hibridación, de resolución baja, en los 6 replicones de mayor tamaño A. brasilensis 

Cd; en los 2 megaplásmidos S. meliloti 1021 Y en los 6 replicones de R. etli CFN 42 T, 

como se presentó en las hibridaciones de los replicones de B. uname. 

En las cepas de B. tropica se localizaron los genes nifHOK en los repl icones de 

menor tamaño, como en el caso de las cepas M8j-8432 y MTo-672 (Tabla 8). 

Aunque, la cepa MMi-786 mostró señal de hibridación en el replicon de 530 kb, el cual 

no es el de menor tamaño (Tabla 8 y Figuras 14 y 14a). 
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1200 kb 

460 kb 

170 kb 

Figura 12. Perfil electroforético de replicones en B. tropica obtenido por el método de Eckhardt 

modificado. Cepas analizadas por carril 1, A. Brasi/ensis Cd (Control); carriles 2, 3, 4, 5, 6 Y 7, B. 

tropica MOc-725, MTe-73523, MCo-7931, MCu-831, MSj-805 y MMi-786; carril 8, S. me/i/oti 1021 

(Control); carril 9, R. etH CFN 42 T (Control); carriles 10, 11, 12, 13, 14 Y 15, B. tropica MCu-842, MCu-

82, MSj-8432, MTo-293, Ppe8 T y MTo-672. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1200 kb 

460 kb 

170 kb 

Figura 12a. Autoradiografía tipo Southern blot del perfil de replicones de cepas de B. tropica de la 

Figura 12, después de la hibridación con un fragmento interno del gen 16S rRNA de E. coli. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1700 kb 

145 kb 

Figura 13. Perfil electroforético de replicones en B. tropica obtenido por el método de Eckhardt 

modificado. Cepas analizadas por carril 1, A. brasilensis Cd (Control); carriles 2, 3, 4, 5, 6 Y 7, B. 

tropica MOc-725, MTe-73523, MCo-7931, MCu-831, MSj-805 y MMi-786; carril 8, S. meliloti 1021 

(Control); carril 9, R. etli CFN 42 T (Control); carriles 10, 11, 12, 13, 14 Y 15, B. tropica MCu-842, MCu-

82, MSj-8432, MTo-293, Ppe8 T y MTo-672. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1700 kb 

145 kb 

Figura 13a. Autoradiografía tipo Southern blot del perfil de replicones de cepas de B. tropica de la 

Figura 13, después de la hibridación con el producto de PCR del gen recA de B. unamae MTo-293 .. 
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1800 kb 

570 kb 

145 kb 

Figura 14. Perfil electroforético de replicones en B. tropica obtenido por el método de Eckhardt 

modificado. Cepas analizadas por carril 1, A. brasilensis Cd (Control); carriles 2, 3, 4, 5, 6 Y 7, B. 

tropica MOc-725, MTe-73523, MCo-7931, MCu-831, MSj-805 y MMi-786; carril 8, S. meliloti 1021 

(Control); carril 9, R. etli CFN 42 T (Control); carriles 10, 11, 12, 13, 14 Y 15, B. tropica MCu-842, MCu-

82, MSj-8432, MTo-293, Ppe8T y MTo-672. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1800 kb 

570 kb 

145 kb 

Figura 14a. Autoradiografía tipo Southern blot del perfil de replicones de cepas de B. tropica de la 

Figura 14, después de la hibridación con el gen nifHOK de R. etli CFN 42 T. 
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Detección por RFLP's de los genes 16S rRNA, recA y nifHDK. 

Los RFLP's del gen 168 rRNA de cepas representativas de B. unamae, en general 

son idénticos, independientemente del genotipo ARDRA, excepto para dos de las 

cepas analizadas (M2Cy-711 y CGC-321) las cuales presentan una banda de 

hibridación extra de aproximadamente 4.6 kb Y 4.2 kb respectivamente (Tabla 9). Los 

RFLP's de B. unamae se muestran en la Figura 15. 

2 3 4 5 6 7 8 9 

10 kb 

3.7 kb 

2.5 kb _ 

,~. "; " .. "'" .. . , 
:~ 

1.1 kb -

Figura 15. Autoradiografía tipo Southern blot de ADN total digerido con la enzima EeoRI, de cepas de 

B. unamae, después de la hibridación con un fragmento interno del gen 16S rRNA de E. eoli. Carril 1, 

MTI-641 T; carril 2, CGC-72; carril 3, SCCu-23; carril 4, MEd-9573; carril 5, M2Cy-711; carril 6, MCo-

762; carril 7, CAC-98; carril 8, SCZa-452; carril 9, CGC-321 . 

Tabla 9. Tamaños de los RFLP's del gen 16S rRNA, de cepas de B. unamae 

Genotipo 

ARDRA Cepas Tamaños de los RFLP's del gen 16S rRNA (kb) : 

13 CAC-98, MCo-762 y SCZa-452 10, 3.8, 3.5, 2.3, 1.6, 1.4, 1.1 

14 CGC-321 10, 3.8, 3.5, 2.3, 1.6, 1.4, 1.1 

15 MTI-641 T, CGC-72, SCCu-23 y MEd-9573 10, 3.8, 3.5, 2.3, 1.6, 1.4, 1.1 

15 M2Cy-711 10, a, 3.8, 3.5, 2.3, 1.6, 1.4, 1.1 

Se resaltan las diferencias en tamaño de las bandas de hibridación. 
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Los RFLP's del gen 168 rRNA de B. tropica MTo-16 y MCu-842 que 

pertenecen al genotipo 19 son iguales. También las cepas Ppe8T
, MTo-293, MTo-672 

y MTI-582 presentan patrones de hibridación iguales, aunque pertenecen a diferentes 

genotipos. En contraste en la cepa MCo-725 se observó un patrón distinto, por 

presentar dos bandas extras (Tabla 10). Los RFLP's de B. tropica se muestran en la 

Figura 16. 

2 3 4 5 6 7 8 9 

8.5 kb 

4.2 kb 

3.5 kb 

2.3 kb 
2.15 kb 

- 1.25kb 

Figura 16. Autoradiografía tipo 80uthern blot de ADN total de cepas de diferentes especies de 

Burkholderia digerido con la enzima EcoRI, después de la hibridación con un fragmento interno del gen 

168 rRNA de E. coli. Carril 1, B. kururiensis KP23 T; carril 2, B. vietnamensis TVV75 T; carriles 3-9, B. 

tropica Ppe8 T, MTo-16, MTo-293, MTo-672, MCo-725, MTI-582 y MCu-842. 

Tabla 10. Tamaños de los RFLP's del gen 16S rRNA, de cepas de B. tropica. 

Genotipo Cepa Tamaños de los RFLP's del gen 168 rRNA (kb) : 
ARDRA 
16 MOc-725 . , 11,4.3,3.7, 2.4, 1.9, 1.2 
16 MTI-582 10.2, 4.3,3.7,2.4, 1.9, 1.2 
17 MTo-672 10.2,4.3,3.7,2.4,1 .9,1.2 
19 Ppe8T y MTo-293 10.2,4.3,3.7,2.4, 1.9,1 .2 
19 MTo-16 y MCu-842 10.2,4.3,3.7,2.4,2.1,1 .2 
Se resaltan las diferencias en tamaño de las bandas de hibridación. 
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8.5 kb 

6.1 kb 

Los RFLP's del gen recA de las cepas de B. unamae de los genotipos 14 y 15 

presentan el mismo patrón de hibridación con una banda de 8.5 kb, en tanto que las 

cepas del genotipo 13 presentan una banda de 6.1 kb (Tabla 11). Se muestra los 

RFLP's de cepas de B. unamae en la Figura 17. 

2 3 4 5 6 7 8 

Figura 17. Autoradiografía tipo Southern blot de ADN total digerido con la enzima EcoRI, de cepas de 

B. unamae, después de la hibridación con el producto de PCR del gen recA de B. unamae MTI-641 T. 

Carril 1, MTI-641 T; carril 2, CGC-72; carril 3, SCCu-23; carril 4, MEd-9573; carril 5, MCo-762; carril 6, 

CAC-382; carril 7, SCZa-452; carril 8, CGC-321. 

Tabla 11. Tamaños de los RFLP's del gen recA de cepas de B. unamae. 

Genotipo 

ARDRA 

13 
14 
15 

Cepa Tamaños de los RFLP's del gen recA (kb): 

MCo-762, CAC-382 y SCZa-452 6.1 
CGC-321 8.5 
MTI-641 T, CGC-72, SCCu-23 y MEd-9573 8.5 
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1.8 kb 

1.2 kb 

Los RFLP's del gen recA de las cepas de 8 . tropica se muestran en la Figura 

18. Todas las cepas analizadas presentan dos bandas consistentes de 1.8 kb Y 1.2 kb 

(Tabla 12). 

2 3 4 5 6 7 8 9 

' •• 
Figura 18. Autoradiografía tipo Southern blot de ADN total digerido con la enzima EcoRI, de cepas de 

B. tropica, después de la hibridación con el producto de PCR del gen recA de B. tropica MTo-293. 

Carril 1, Ppe8T
; carril 2, MCh-1054; carril 3, MTo-293; carril 4, MCu-831; carril 5, TTe-225; carril 6, TSj-

832; carril 7, MCa-9022; carril 8, MCo-761; carril 9, MCo-725. 

Tabla 12. Tamaños de los RFLP's del gen recA de cepas de B. tropica. 

Genotipo 
ARDRA 

16 
17 
19 

Cepa 

MCo-725, MCh-1054 y TTe-225 
MCu-831, TSj-832 y MCa-9022 
Ppe8T

, MTo-293 y MCo-761 

Tamaños de los RFLP's del gen recA (kb) : 

1.8, 1.2 
1.8, 1.2 
1.8, 1.2 
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Los RFLP's de los genes nifHOK que codifican para el componente I y 11 de la 

nitrogeneasa de las cepas de 8 . unamae se muestra en la Figura 19. Solo se observó 

una banda de hibridación consistente para todas las cepas, independientemente del 

genotipo ARDRA (Tabla 13). 

2 3 4 5 6 7 8 9 

12 kb 

Figura 19. Autoradiografía tipo Southern blot de ADN total digerido con la enzima EcoRI , de cepas de 

B. unamae, después de la hibridación con el gen nifHDK de R. etli CFN 42 T. Carril 1, MTI-641 T ; carril 2, 

MCo-762; carril 3, MEd-9573 ; carril 4, SCCu-23 ; carril 5, CAC-98 ; carril 6, CGC-321 ; carril 7, CGC-

72 ; carril 8, M2Tu-2319 ; carril 9, SCZa-39. 

Tabla 13. Tamaños de los RFLP's de los genes nifHDK de cepas de B. unamae. 

Genotipo Cepa 
ARDRA 

13 MCo-762, CAC-98, M2Tu-2319 y SCZa-39 
14 CGC-321 
15 MTI-641 T, MEd-9573, SCCu-23 y CGC-72 

Tamaños de los RFLP's del gen nifHDK (kb): 

12 
12 
12 

También los RFLP's de los genes nifHOK en las cepas de 8. tropica muestran 

una banda consistente de aproximadamente 4.1 kb (Tabla 14 y Figuras 20 y 20a). 

Tabla 14. Tamaños de los RFLP's de los genes nifHOKde cepas de B. tropica. 

Genotipo Cepa 
ARDRA 

Tamaños de los RFLP's del gen nifHDK (kb) : 

16 MCh-1054, TTe-225, MCo-725 y MTI-582 4.1 
17 MCu-831, TSj-832, MCa-9022 y MTo-672 4.1 
19 Ppe8T

, MTo-293, MCo-761 , MTo-16 y MCu-842 4.1 
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Figura 20. Autoradiografía tipo Southern blot de AON total digerido con la enzima EcoRI, de cepas de 

B. tropica, después de la hibridación con el gen nifHDK de R. etli CFN 42 T. Carril 1, PpeS T; carril 2, 

MCh-1054; carril 3, MTo-293; carril 4, MCu-S31; carril 5, TTe-225; carril 6, TSj-S32; carril 7, MCa-9022; 

carril S, MCo-761; carril 9, MCo-725. 

2 3 4 5 6 7 S 9 
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Figura 20a. Autoradiografía tipo Southern blot de AON total digerido con la enzima EcoRI después de 

la hibridación con el fragmento del gen nifHDKde R. etliCFN 42T
. Carril 1, B. kururiensis KP23T

; carril 

2, B. vietnamensis TVV75 T; carriles 3, 4, 5, 6, 7, S, Y 9, B. tropica PpeST
, MTo-16, MTo-293, MTo-672, 

MCo-725, MTI-5S2 y MCu-S42. 
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Los ribotipos de distintas especies de Burkholderia se muestran en la Figura 

21. En general, los ribotipos son claramente diferentes entre las especies analizadas. 

No obstante, entre cepas de una misma especie, por ejemplo, TVV75T y MMi-324 de 

B. vietnamiensis ó las cepas Ppe8 T y MOc-725 de B. tropica, se detectaron ligeras 

diferencias en el RFLP. La mayoría de las cepas presentan una banda EcoRI de 3.7 

kb común en todas las especies analizadas (Tabla 15). 

2 3 4 5 6 7 ' 8 9 10 11 12 13 
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Figura 21. Autoradiografía tipo Southern blot de ADN total digerido con la enzima EeoRI, de cepas de 

Burkholderia spp., después de la hibridación con el fragmento interno del gen 168 rRNA de E. eoli. 

Carriles 1 y 2, B. tropiea Ppe8 T y MOc-725; carril 3, B. saeehari I PT1 01 T; carriles 4 y 5, B. unamae 

MTI-641 T y MOc-762; carriles 6 y 7, B. vietnamensisTVV75T y MMi-324; carril 8, "B. xenovorans"CAC-

124; carril 9, B. kururiensis KP23T
; carril 10, "B. brasilensis" M-130; carril 11 , B. tuberum 8TM678

T
; 

carril 12, B. phymatum 8TM815 T; carril 13, B. eepaeia ATCC 25416 T. 
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Los RFLP's del gen recA de B. unamae, B. tropica y de otras especies de 

Burkholderia analizadas se presentan en la Figura 22. En todas las especies se 

detectó un solo fragmento (EcoRI) de hibridación de tamaño variable (Tabla 15) pero 

en la mayoría de ellas con un tamaño en el rango de 1.1 kb a 1.8 kb. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
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Figura 22. Autoradiografía tipo Southern blot de ADN total digerido con la enzima EcoRI, de cepas de 

Burkholderia spp., después de la hibridación con el producto de PCR del gen recA de B. unamae MTI-

641 T
. Carriles 1 y 2, B. tropica Ppe8 T y MOc-725; carril 3, B. sacchari IPT101 T

; carriles 4 y 5, B. 

unamae MTI-641 T y MOc-762; carriles 6 y 7, B. vietnamensis TVV75 T y MMi-324; carril 8, "B. 

xenovorans" CAC-124; carril 9, B. kururiensis KP23 T; carril 10, "B. brasilensis" M-130; carril 11 , B. 

cepacia ATCC 25416T
; carril 12, B. tuberum STM678 T; carril 13, B. phymatum STM815T

. 
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En los RFLP' s de las especies analizadas se detectaron una o dos fragmentos 

(EcoRI) de hibridación de los gen nifHOK de tamaño variable . En general , los 

fragmentos de hibridación correspondientes a los genes nifHOK fueron del mismo 

tamaño en una misma especie, con excepción en 2 especies supuestamente 

diferentes, B. kururiensis KP23 T Y "B. brasilensis" M-130 las cuales presentaron el 

mismo patron de hibridación (Tabla 15). En las cepas correspondientes a especies no 

fijadoras de N2, B. sacchari IPT101 T y B. cepacia ATCC25416T no se observaron 

señales de hibridación con los genes nifHOK. 

Tabla 15. Tamaños de los RFLP's de lo genes 16S rRNA, recA y nifHOK de especies de Burkholderia. 

Especies Cepas Tamaños (kb) de los RFLP's de los genes: 

168 rRNA recA nifHOK 
B. sacchari IPT101 T >12,9,8.8, . ,1 .6,1 .2 1.3 
B. kururiensis KP23T 5.5, 4.5, ., 2.3 1.15 10 
"B. brasilensis· M-130 5.5, 4.5, 4.3, 2.3 1.14 10 
B. xenovorans CAC-124 4.1, 3.8, 2. 1.4, 1.2 1.16 1.5 
B. vietnamensis TVV75T 

9,4.1,.,2.5 1.1 >17y>12 
B. vietnamensis MMi-324 6, 4.1, 4, 3.5, 2.8 1.1 >12 
B. tuberum 8TM678T >12,9,8.8 12 7.5 
B. phymatum 8TM815T >12,9.1,4.2,3.5,1 1.17 >12 y 4 
B. cepacia ATCC25416T 6,4, •• 2.2 1.1 
B. unamae MTI-641 T 10,.,2.3,1.6,1.4,1 .1 8.5 12 
B. unamae MOc-762 10,.,2.3,1.6,1.4,1.1 6.1 12 
B. tropica Ppe8T 10.2, 4.3, ., 2.4, 1.9, 1.2 1.8, 1.2 4.1 
B. tropica MCo-725 12.7 4.8 4.3, 2.4, 1.9 1.2 1.8 1.2 4.1 
(-) No detección. 
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Detección de los marcadores moleculares cblA, BCESM e 151363. 

En las cepas de B. unamae y B. tropica mediante ensayos de PCR, no se detectaron 

los marcadores moleculares asociados con las clonas epidémicas de B. cenocepacia, 

de B. cepacia BC 20 y B. cepacia AU1510 (Tabla 16 y 17). En la Figura 23 se 

muestra un ejemplo de la amplificación del gen cblA en las cepas epidémicas de B. 

cenocepacia. Los ensayos de amplificación fueron repetidos de 3 a 5 veces. 

1000 pb 

650 pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Figura 23. Amplificación del gen cblA por PCR. Carril 1, Marcador 1 kb plus; carril 2, B. cenocepacia 

BC7; carriles 3, 4, 5, 6 Y 7, B. tropica MTo-293, MOc-725, MTo-672, Ppe8T y MCu-831; carril 8, B. 

cenocepacia BC5; carriles 9, 10, 11, 12 Y 13, B. unamae MTI-641 T, MCo-762, SCCu-23, CGC-321 y 

CAC-98; carril 14, B. cenocepacia J2315T
; carril 15, Control (agua). 
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Tabla 16 Y 17. Búsqueda de marcadores moleculares epidémicos en cepas de B. unamae y B. tropica, 

mediante peRo 

Genotipo Genotipo 

ARDRA Cepa cblA BCESM IS1363 ARDRA Cepa cblA BCESM IS1363 

13 MCo-762 16 MCh-1054 

13 M2Tu-2319 16 MOc-725 

13 SCZa-39 16 MTe-73523 

13 SCZa-211 16 MTe-7363 

13 SCZa-452 16 MTI-582 

13 CAC-98 16 TTe-225 

13 CAC-382 17 MCa-9022 

14 M2Cy-626 
17 MCo-7931 

14 CGC-321 
17 MCu-831 

15 MTI-641 
17 MMi-786 

17 MSj-805 
15 M2Cy-711 

17 MTo-672 
15 MEd-9573 

17 TSj-832 
15 SCCu-22 

17 TTe-1 910 
15 SCCu-23 

19 MCo-761 
15 SCZa-121 19 MCu-82 
15 CAC-112 19 MCu-842 
15 CGC-72 

19 MSj-8432 
15 CGC-316 19 MTo-16 
15 C2RT-2811 19 MTo-293 

15' M2Cy-717 19 MCo-7531 
(-) Falta de amplificación. 19 MCo-8511 

19 Ppe8T 

(-) Falta de amplificación. 

En ninguna de las cepas de B. unamae y B. tropica se amplificaron por PCR el 

marcador molecular epidémico del complejo B. cepacia BCESM ni la secuencia de 

inserción IS1363 (Tabla 16 y 17). Estos marcadores fueron detectados solamente en 

las cepas control de B. cenocepacia (Tabla 18). En la Figura 24 se muestra un 

ejemplo de la amplificación por PCR del marcador molecular BCESM y en la Figura 

25 se muestra un ejemplo de la amplificación de la IS 1363 en las cepas control de B. 

cenocepacia . 

52 



2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1650 pb 

1000 pb 

Figura 24. Búsqueda del marcador molecular BCESM mediante PCR. Carril 1, Marcador 1 kb plus ; 

carril 2, 8 . cenocepacia BC7 (Control positivo) ; carriles 3-7, 8. tropica MTo-293, MOc-725, MTo-672, 

Ppe8T y MCu-842 ; carril 8,8. cenocepacia BC5 (Control positivo) ; carriles 9-13, 8 . unamae MTI-64 1T
, 

MCo-762, SCCu-23, CGC-321 y CAC-98; carril 14, 8 . cenocepacia J2315T (Control positivo); c<;lrril 15, 

Control (agua) . 

1650 pb 

1000 pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Figura 25. Búsqueda de la 151 363 mediante PCR . Carril 1, Marcador 1 kb plus; ca rril 2, 8. cenocepacia 

BC38 (Control positivo) ; carriles 3-7 , 8. tropica MTo-293, MOc-725, MTo-672, Ppe8T y TIe-225; carril 

8, 8 . cenocepacia A0007 (Control positivo) ; carriles 9-13, 8 . unamae MTI-641 T, MCo-762, SCCu-23 , 

CGC-321 y CAC-98; carril 14, EJ. cenocepacia J2315 T (Control positivo) ; carril 15, Control (agua) . 
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Tabla 18. Búsqueda de marcadores moleculares epidémicos en las diferentes especies de 

Burkholderia. 

Especie Cepa cblA 8CESM IS1363 

8 . sacchari IPT101 

8 . kururiensis KP23T 

"8. brasilensis" M-130 
"8. xenovorans" CAC-124 
"8. xenovorans" LMG 16224 
"8. xenovorans" LMG 21463T 

8. vietnamiensis TVV75T 

8. vietnamiensis TVV72 
8 . vietnamiensis TVV115 
8. vietnamiensis TVV127 
8 . vietnamiensis TVV69 
8 . vietnamiensis J1647 
8 . vietnamiensis C1704 
8 . vietnamiensis MMi-324 
8. vietnamiensis MMi-302 
8 . vietnamiensis CCE-101 
8 . vietnamiensis CCE-303 
8 . tuberum STM678T 

8. phymatum STM815T 

8. cepacia ATCC 25416T 

8 . cepacia BC20 + 
8 . cepacia AU1550 + 
8 . cenocepacia LMG 12614 + + + 
8 . cenocepacia J2315T 

+ + + 
8 . cenocepacia AOO07 + + + 
8 . cenocepacia BC 5 + + + 
8 . cenocepacia BC 7 + + + 
8 . cenocepacia BC 29 + + + 
8 . cenocepacia BC 38 + + + 
8. dolosa LMG 18941 

(-) Falta de amplificación. 

(+) Falta de amplificación. 
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Discusión 

En los años recientes se describió la existencia de varias especies fijadoras de N2 

desconocidas pertenecientes al género Burkholderia (Estrada-de los Santos et al. 

2001) . El análisis de numerosas cepas, basadas en los criterios de la taxonomía 

polifásica, condujo a la descripción de dos nuevas especies , Burkholderia unamae 

(Caballero-Mellado et al. en prensa) y Burkholderia tropica (Reis et al. en prensa), 

ambas especies relacionadas íntimamente con Burkholderia sacchari por el criterio de 

comparación de secuencias del gene 16S rRNA. 

En el presente trabajo, por medio de los patrones de restricción del gene recA, 

el cual ha mostrado ser útil para la separación de especies cercanas (Karlin et al. 

1995), se logró una clara separación de las especies B. unamae, B. tropica y B. 

sacchari como la lograda con los patrones de restricción del gene 16S rDNA. Además 

con la restricción del gene recA se confirma la separación filogenética de B. unamae y 

B. tropica de las especies incluidas en el complejo B. cepacia, particularmente de la 

especie tipo del género y de cepas epidémicas de B. cenocepacia. De acuerdo con 

los resultados de restricción del gene recA de la cepa KP23 T de B. kururiensis y de la 

M-130 de "B. brasilensis" se concluye que son cepas estrechamente relacionadas, 

confirmándose la hipótesis de que ambas cepas constituyen una misma especie 

(Estrada-de los Santos et al. 2001). Además, los resultados del análisis de los 

patrones de restricción del gene recA muestran la utilidad para agrupar y diferenciar 

las especies del género Burkholderia así como para identificar nuevos aislados de 

este género. 

Se sabe que el genoma de algunas especies del género Burkholderia está 

constituido por múltiples cromosomas y plasmidos (Wigley y Burton 2000) . Nuestros 

resultados muestran que los genomas de B. unamae y de B. tropica también están 

constituidos por múltiples replicones. B. unamae y B. tropica presentan replicones 

mayores a 600 kb, similar a lo observado en B. cepacia ATCC25416 T, en B. 

multivorans ATCC 17616, ambas especies pertenecientes al complejo B. cepacia 

(Komatsu et al. 2003; Lessie et al. 1996; Rodley et al. 1995) y en B. phymatum 
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STM815 T (Chen et al. 2003) . A pesar de que la estrategia usada para determinar con 

exactitud el contenido de los replicones de las dos nuevas especies del género 

Burkholderia, nuestros resultados nos permite inferir, que el genoma de B. unamae 

varia de 3000 kb a 4000 kb en tanto que B. tropica tiene un genoma mayor a los 4000 

kb; sin descartar la posibilidad de que hubiese replicones de mayor tamaño que no se 

lograron visualizar debido a las condiciones empleadas durante nuestros ensayos. 

El tamaño del genoma de B. unamae y B. tropica concuerda con el tamaño de 

los genomas de algunas especies conocidas del género Burkholderia, en el rango de 

4000 kb a 8000 kb (Lessie et al. 1996; Holmes et al. 1998; Wigley y Burton 2000). Las 

especies conocidas del género Burkholderia son reconocidas por su gran versatilidad 

metabólica, lo cual se atribuye a la complejidad de su genoma (Lessie et al. 1996). La 

similar estructura de los genomas de B. unamae y B. tropica sugiere que estas 

especies también son igualmente versátiles en su actividad metabólica. Con base en 

este conocimiento, será de gran valor el evaluar la capacidad de las especies B. 

unamae y B. tropica para degradar compuestos xenobióticos. 

Los cromosomas bacterianos han sido definidos como replicones esenciales 

ya que contienen genes que codifican funciones indispensables para el crecimiento 

normal de las células (Moreno, 1988). Sobre esta base, la presencia de genes 

ribosomales en los replicones de mayor tamaño de B. unamae y B. tropica, por 

presentar señal de hibridación con el gene 16S rRNA, indicaría que corresponden a 

los cromosomas en ambas especies. La presencia de cromosomas múltiples ha sido 

observada en otras especies de Burkholderia, por ejemplo, en B. cepacia 

ATCC25416 T los replicones de 3650 kb, 3170 kb Y 1070 kb corresponden a 

cromosomas (Rodley et al. 1995). 

Aun cuando se sabe de la presencia de dos copias del gene recA en cada uno 

de los cromosomas mas grandes de B. cepacia ATCC25416T (Rodley et al. 1995), en 

los replicones de B. unamae y B. tropica la ubicación del gene recA no es clara ni 

precisa ya que se observo señal de hibridación en todos los replicones presentes en 

ambas especies. Al parecer las condiciones de hibridación no fueron las óptimas ya 

que la cepa CFN 42T de R. etli y y la cepa 1021 de S. meliloti, usadas como 

controles, mostraron señal de hibridación con el gene recA en todos los replicones, 
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incluyendo los plasmidos. De acuerdo con la secuencia completa del genoma de las 

cepas control , el gene recA se encuentra localizado solamente en el cromosoma y no 

en los plasmidos. Las secuencias de los plasmidos de las cepas control antes 

mencionadas, estan depositadas en las siguientes paginas web 

(http://www.cifn.unam.mx/retlidb/; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/chrom.cgi?gi= 

187&db=G; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/framik.cgi?db=genome&gi=186). 

Además, ensayos de hibridación tipo 80uthern con el fragmento parcial del gene 

re cA , amplificado con los oligos R1 y R2 diseñados en este trabajo, en cepas de B. 

unamae y B. tropica, mostraron la presencia de solo una banda de hibridación, lo que 

indicaría la presencia de una sola copia del gen o de varias copias del gen idénticas 

en tamaño. 

La ubicación de los genes nifHOK en B. unamae (cepas genotipo 13 y 14) yen 

las cepas de B. tropica fue detectada en los replicones de menor tamaño lo que 

pueden considerarse como plasmidos. 

Para conocer la estructura genómica precisa (número y tamaño de replicones) 

de B. unamae y B. tropica será necesario de otra metodología diferente a la empleada 

en el presente trabajo, como la electroforesis de campos pulsados (PFGE, Pulsed 

Field Gel Electrophoresis) que permite una mejor separación de los replicones y 

contiene mayor cantidad de ADN, lo cual es conveniente en los ensayos de 

hibridación. Con esta estrategia probablemente se podrá establecer la ubicación clara 

y concluyente de los genes 168 rRNA, del gene recA y de los genes nifHOK en los 

replicones de B. unamae y B. tropica. 

Los ribotipos se han empleado en estudio de taxonomía polifásica como parte 

de la caracterización genómica de cepas analizadas (Vandamme et al. 1996). En el 

presente trabajo fue observado que los ribotipos EcoRI de B. unamae, B. tropica y de 

otras especies de Burkholderia son diferentes, por lo cual se podrá utilizar esta 

estrategia como un criterio adicional para la diferenciación e identificación de estas 

especies. La detección de más de una banda de hibridación con el gene 168 rDNA 

indica la presencia de más de una copia o de copias distintas del gene, ya que las 

secuencias del gene 168 rRNA tienen un solo sitio de restricción EcoRI (datos no 

mostrados). Tomando en cuenta que los genomas de B. unamae y B. tropica están 
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constituidos aparentemente por al menos dos cromosomas, es explicable la detección 

de varias bandas de hibridación en estas especies. 

En estudios previos fue mostrado que las cepas de B. unamae y B. tropica 

tienen la capacidad de reducir acetileno (ARA) (Estrada-de los Santos, et al. 2001 ; 

Reis et al. en prensa; Caballero-Mellado et al. en prensa). En este estudio, la 

hibridación de los genes nifHOK observados en cepas de B. unamae y B. tropica 

confirman la capacidad de ambas especies para fijar nitrógeno. La presencia de una 

sola banda en los RFLP's de los genes nífHOK de B. unamae y B. tropíca sugiere que 

estos genes se encuentran agrupados en un solo operon, situación similar a la 

observada en las arqueas y en la mayoría de las bacterias fijadoras de nitrógeno 

(Minerdi et al. 2001). 

En ninguna de las cepas de B. unamae o de B. tropíca fue detectado el gene 

cblA, el cual ha sido involucrado con la adherencia específica a la mucina en casos 

de pacientes con Fa así como a las células epiteliales de las vías respiratorias 

(Kuehn et al. 1992; Saiman et al. 1990; Sajjan et al. 1993; Sajjan et al. 1995; Sajjan et 

al. 2000; Sun et al. 1995). Cepas de todas las especies del complejo B. cepacía han 

sido aisladas de pacientes con Fa, no obstante, prevalece la infección oportunista por 

B. cenocepacía y B. multívorans (Coenye and Vandamme, 2003). El gene cblA se ha 

detectado casi exclusivamente, con muy pocas excepciones, en cepas de las 

especies del complejo B. cepacía (Richardson et al. 2001) por lo que ha sido 

considerado el marcador molecular mas específico para las cepas epidémicas (Clode 

et al. 2000) particularmente de la especie B. cenocepacía (Sajja et al. 2003). 

El gene esmR, usado como marcador de cepas de B. cepacía epidémicas 

(BCESM), no fue detectado en ninguna de las cepas de B. unamae o de B. tropica 

analizadas. Estos resultados confirman que la presencia del BCESM no es común 

entre aislados ambientales (Mahenthiralingam et al. 1997). También la presencia del 

BCESM no es común en cepas no epidémicas aisladas de pacientes con Fa, sin 

embargo se ha detectado con mucha frecuencia en cepas epidémicas del complejo B. 

cepacía que han infectado numerosos pacientes con Fa (Mahenthiralingam et al. 

1997). A pesar de que el gene esmR es un marcador menos especifico que el cblA 

(Clode et al. 2000), su presencia ha servido como referencia para detectar cepas, 
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principalmente de B. cenocepacia, que podrían tener una alta probabilidad de 

transmitirse entre el ambiente clínico. 

En ninguna de las cepas de B. unamae ni de B. tropica se detectó la IS1363. 

Esta IS se ha detectado casi exclusivamente en cepas de los linajes clonales 

denominados ET12 y PHDC de B. cenocepacia aisladas de numerosos pacientes con 

FO (Richardson et al. 2001) , así como en algunas cepas de B. cepacía aisladas del 

suelo y en dos cepas de B. ambifaria aisladas de un suelo agrícola (Liu et al. 2003) . 

Aunque para asegurar que ninguno de los genes involucrados en la 

patogenicidad de B. cenocepacia estudiados en este trabajo se encuntre en el 

genoma de B. unamae y B. tropica, sería conveniente hacer ensayos tipo Southern 

utilizando como sonda los productos de PCR obtenidos de la amplificación de los 

genes cblA e esmR asi como de la IS 1363 de B. cenocepacia. 

La falta de detección de los genes cblA y esmR así como de la IS1363 en B. 

unamae y B. tropica abre una interesante expectativa para el uso de ambas especies 

en la agricultura, ya que tanto B. unamae como B. tropica promueven el crecimiento 

de las plantas de maíz bajo condiciones de invernadero (Caballero-Mellado et al. 

2003). Además, ambas especies fijadoras de nitrógeno expresan la capacidad de 

producir sideróforos (Reis et al. en prensa; Tenorio-Salgado como pers) los cuales 

pudieran desempeñar una importante función en el control biológico de fitopatógenos. 
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Conclusión 

El uso del gene reeA sirve como una herramienta más para la sistemática 

molecular de las especies del género Burkholderia, que en conjunto con otros 

marcadores moleculares, como el gene 168 rRNA, sustenta las relaciones 

filogenéticas existentes dentro del género. 

La organización genómica en B. unamae y B. tropiea aparentemente está 

conformada por múltiples cromosomas y plásmidos de gran tamaño, similar a otras 

especies conocidas del género Burkholderia. 

En las especies B. unamae y B. tropiea fueron detectados los genes nifHOK 

involucrados en la fijación de nitrógeno. 

La ausencia de los marcadores moleculares de virulencia (el gene cblA, el 

gene esmR y la IS1363) en las cepas de B. unamae y B. tropica, sugiere que estas 

especies no tiene el potencial de las especies del complejo B. eepacia para infectar 

pacientes con Fa. No obstante, sería conveniente llevar a cabo estudios sobre la 

transposición de 18' s, recombinación y transferencia horizontal en B. unamae y B. 

tropiea para asegurar su uso tanto en agrobiotecnología como en biorremediación. 
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