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La desgarradura del intelectual 

es un tema que suele desvelar 

a intelectuales poco desgarrados 

pero de todos modos 

hay desgarraduras 

y desgarraduras 

no es lo mismo sentirse desgarrado 

entre la clara vocaci6n y el borroso deber 

que entre el deber y la comodidad 

entre la tortura y el miedo a flaquear 

que entre las ganas de flaquear y el laurel 

entre la primera y la segunda patria 

que entre la patria y el invasor 

pero en especial no ha de meterse 

en el mismo capítulo ni en el mismo saco 

a aquel poeta que se sienta desgarrado 

entre la fundaci6n ford 

y la agencia central de inteligencia 

y aque l otro cuya desga r radura viene 

de ~ue su pellejo y no su estilo 

ha sido efectivamente desgarrado 

por las atroces herramientas de 

algún verdugo criollo 

adiestrado en albrook o en okinawa. 
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Hay hombres que luchan un día 

y son buenos 

hay otros que luchan un año 
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hay quienes lucha~muchos años 

y son rauy buenos 

pero, hay quienes luchan toda la vida 

esos son los imprescindibles. 
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INTRODUCCION, 

Uno de los avances más importantes en la biología, fué iden 

tificar el ácido desoxirribonucléico (DNA) como la molécula por­

tadora de la información genética. Este descubrimiento llev6 al­

planteamiento de la siguiente pregunta: ¿Como se organiza, se ex 

presa y se regula esta información? 

Esta pregunta ha sido abordada experimentalmente con dos e~ 

foques. El primero es de tipo fisiol6gico donde se estudian las­

señales de comunicaci6n entre el genoma y el citoplasma, y el s~ 

gundo, es de tipo estructural en el cuál se analiza la organiza­

ci6n del genoma. 

Los organismos procariontes son de fácil manejo en el labo­

ratorio, y tienen un contenido bajo de DNA, estas caracter~sti-­

cas han facilitado el estudio de la regulación y la expresión g~ 

nética en estos organismos. La posibilidad ·de avanzar en el con~ 

cimiento del genoma eucarionte depende de un modelo experimental 

de manejo sencillo en el laboratorio. 

NeuJI.o,f¡pOJr.a cJta..Ma (N.CJta..61.>CI) es un modelo experimental eucarion­

te sencillo que forma parte del grupo de hongos llamados ascorni­

cetos, es un organismo aer6bico que presenta diferentes estadios 

de diferenciación a lo largo de su ciclo de vida (Fig.1), su re­

producci6n puede ser de tipo sexual o asexual y no es patógeno -

para plantas o animales. 

Este hongo se puede cultivar fácilmente en el laboratori.o,­

ya que sus requerimientos nutricionales están bien definidos (1) 

Utiliza monosacáridos como glucosa, fructosa, manosa, xilosa y -

algunos disacáridos como sacarosa, maltosa, celobiosa ó trehalo­

sa. La fuente de nitr6geno puede ser suministrada como amonio, u 

rea, nitrato, purinas o aminoácidos y también requiere algunas 

sales, además de la vitamina biotina. N. CJta,f¡,f¡Q crece en un rango­

de temperatura de SºC hasta 42ºC y en cuanto a la acidez del me-
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dio, esta puede variar entre pH 4.0 y pH 7.5 (1). Además se pue­

de r e stringir el crecimiento del hongo a forma colonial si se -­

cultiva con pequeñas cantidades de glucosa y fructosa en presen­

cia de sorbosa (2). Otra posibilidad de manejo en este hongo, es 

que se pueden fusionar liposomas a las hifas de una mutante que­

carece de pared (3), así como microinyectar soluciones y organe­

los (4,5). 

Estas características han hecho a este ascomiceto un modelo 

experimental atractivo para el estudio de la expresión y de la -

regulación genética en organismos eucariontes y ha sido objeto -

de estudio con enfoques experimentales de tipo fisiológico, bio­

químico, genético y de microscopía (6-9). 

En el laboratorio del Dr. Jaime Mora y en nuestro laborato­

rio, N.CAM.6a ha sido utilizada como modelo experimental para el­

estudio del metabolismo nitrogenado y se ha abordado este estu-­

dio con enfoques experimentales distintos (10-16}, Estos enfo--­

ques abarcan estudios fisiológicos que se han correlacionado con 

actividades enzimáticas involucradas en la asimilación de amonio 

en condiciones de crecimiento de limitación ó de exceso de nitró 

geno en el medio ( glutamino sintetasa, glutamato sintasa y glu­

tamato deshidrogenasa) • Una de las enzimas más estudiadas en es­

te laboratorio es la glutamino sintetasa, en la cuál se ha podi­

do relacionar los estados oligoméricos de la enzima y las subuni 

dades polipeptídicas que la forman, con las distintas condicio-­

nes de crecimiento del hongo. Cuando el nitrógeno es limitante -

en el medio, glutamino sintetasa se estructura -en un tetrámero -

constituído principalmente por el polipéptido a, y cuando el ni­

trógeno se encuentra en exceso, la enzima se estructura en un o~ 

támero formado principalmente por la subunidad S. También se ha­

estudiado la expresión de glutamino sintetasa a nivel de la pro­

ducción del ácido ribonucléico (RNA) mensajero específico y se -

han aislado mutantes que afectan esta regulación metabólica. 

Una alternativa para estudiar la organización, la expresión 

y la regulación genética, como es el caso en el metabolismo ni-­

trogenado, es desarrollar un sistema de transformación genética. 

•¡ 

¡· 



3 

En particular, en nuestro laboratorio estamos interesados -

en implementar esta metodología en N. CJta.1.>.6a , ya que esta metodolo­

gía permite, desde identificar y aislar genes involucrados en u­

na funci6n, así corno la modificaci6n in vd!Lo de esta infannaci6n y su 

introducción de nuevo a la célula, con la finalidad de analizar su efecto 

in v.ivo. 

La transformación genética (transformación) consiste en la­

introducción de un fragmento de DNA a una célula. Fué descubier­

ta en pneumococcos (17), y se ha desarrollado en organismos que­

na son competentes naturales, este desarrollo incluye diferentes 

condiciones de transformaci6n, DNA de diferentes fuentes,así co­

rno distintas cepas receptoras (Tabla I y II). 

Un sistema de transformación depende de los siguientes par! 

metros~ 1) Condiciones de transformación y suceptibilidad de !a­

cepa receptora, 2)vehículo molecular y 3) estabilidad del frag-­

mento introducido. 

La combinación de las técnicas de recombinación in vd!Lo de­

ácidos nucléicos (18) con los sistemas de transfonnaci6n, ha sido ampliamente 

utilizadas para el aislc3lli.ento y el ~lisis tanto estructural cano fisiol6~ 

gico de una gran cantidad de genes de organismos procariontes y­

eucariontes (9-45. ver Tablas I y II). 

En N.CJta.1.>.6a estas metodologías se han desarrollado reciente 

mente, pero la eficiencia de transformaci6n es muy baja compara·· 

da a la que se obtiene en otros organismos (Tabla I y II). Esta­

baja eficiencia dificulta el aislamiento e identificación de ge­

nes provenientes de un banco gen~tico, en el caso de identificar 

el gene por complementación de una función,en una cepa mutante -

afectada en este gene y que se le introduce por transformación. 

ConcUc..ionu de btan.6 fi otuna.uc1n lJ .6uc.ep:Ubilidad de l a e.epa Jt ec.ep.toJta. 

Una de las mayores limitantes para la introducción de DNA . 

en N,CJta.1.>.6a, es la pared celular. Cuundo se utiliza DNA total co-
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mo donador, la eficiencia de transformación varia entre .05 y 

.02 transformantes por microgramo de DNA utilizado (46.47). 

Se ha desarrollado un procedimiento más reciente, basado 

en la tendencia de cepas inos (cepas que requieren inositol­

para crecer, ya que se requiere para la sintesis de pared) y­

mutantes osm6ticas a formar esferoplastos (células sin pared) 

~ partir de tubos germinales en medios de alta osmolaridad 

(48), sin embargo, este método no ha sido realmente explorado 

para el caso de plásmidos recombinantes, pero al parecer la -

entrada del DNA depende especificarnente de la cepa receptora. 

Mary E. Case en la Universidad de Georgia (EUA), ha re-­

portado un método de transformaci6n (38) (basado en el método 

de transforrnaci6n que se utiliza en levadura (26)) que no re­

quiere que la cepa receptora sea mutante en pared. Este méto­

do consiste en la formación de esferoplastos a partir de con~ 

días germinantes (mediante la enzima glusulasa) , las cuales -

se transforman en presencia de agentes permeabilizantes de -­

membrana como cloruro de calcio (CaC1 2 ) y dimetil sulf6xido -

(DMSOJ . El DNA utilizado es previamente tratado con heparina 

, que es un poliani6n que inhibe la acci6n tanto de ribonu--­

cleasas como de desoxirribonucleasas .. 

Este método se utilizó durante el estudio de la regula­

ci6n genética del grupo de genes inducibles del ácido quinico 

(qa) (~9). Estos estudios impulsaron el desarrollo del sistema 

de transformación en N. c.t1.Mf.ia (34-40, 50-55) y la mayor eficiencia re 
J 4 

p::>rtada es de lXlO a lXlO transfonnantes por micrograrro ( µg) de DNA. 

Sin embargo, el 90% de las transformantes no son viables (abor 

tivas) (J9), lo cuál reduce la eficiencia de transformación 

drásticamente. 

Ve.hlc.u-to mol e.c.ulaJL. 

Los vehículos moleculares de clonación, son plásmidos que­

perrniten la integración de DNA de cualsuier organismo en sitios 
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localizados para enzimas de restricción en su propio DNA. Estas 

moléculas híbridas pueden ser introducidas a cualquier célula -

por experimentos de transformaci6n, con la posibilidad de ser -

funcionales. 

Eóta.b-lfA_dad del 6nagmento iYLtltoduc.,(do. 

El primer caso donde se estudi6 la estabilidad del DNA in-­

traducido a esferoplastos de N. c.nMóa, es el reportado en los ex­

perimentos de transformación realizados con el gene qa-2+ de N. -
c.na66a. (38) 

La estabilidad de un fra~mento de DNA introducido a una cé­

lula se puede conseguir de dos manera, la primera es a través de­

la integraci6n en el genoma y la segunda, depende de si el frag-­

mento contiene una secuencia que le permita su replicaci6n aut6no 

ma (ars). 

En N.C-nMóaexisten dos enzimas quina~o deshidrogenasa involu 

eradas en el metabolismo de los aminoácidos aromáticos, una es -­

biosintética codificada por el gene arom-9 y la otra es catab6li 

ca y está codificada por el gene qa-2. La enzima catabólica cata­

liza la conversi6n del ácido deshidroquínico en ácido deshidrosi­

quínico. Una cepa doble mutante (arom-9 y qa-2)es incapaz de cre­

cer en medio mínimo, ya que es aux6trofa de aminoácidos aromáti-­

cos (51) 

Plásmidos con DNA de N.c.nM~a introducidos por transformaci6n 

fueron capaces de complementar una mutante aroD6 de Eó c.he.nicfúa c.ou 

(E.e.o.U.) que es aux6trofa de aminoácidos aromáticos por carecer de 

la enzima quinato deshidrogenasa biosintética (56): A partir de -

estas transformantes se aislaron plásmidos que c0ntenían el gene-
. 1 

qa-2 deN.c.nMóa el cuál se identific6 como producto proLéico en un 
- ' 
sistema de minicelulas. Posteriormente, se analizaron más plásmi-

dos que contenían, además del gene qa-2 , los demás genes del gr~ 

po qa (54) y se caracterizó más esta complementación en E.c.ou 

(53,55) 
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Con los plásmidos identificados por este método se comple­

ment6 por transformaci6n diferentes cepas mutantes de N. clta/.i~a en -

la vía del ácido quínico y se caracterizaron seleccionando el feno­
+ tipo q a - 2 ( 3 8 , 4 9 - 5 2 ) . 

El análisis de estabilidad de estas transforrnantes obteni-
+ das con el gene qa-2 (38) di6 resultados similares a los report~ 

dos para la levadura Sacc..hMomyce..6 ce1tev-W,íae (S.c..e.1tevú-iae) (26), es­

decir, la frecuencia con la que se encontraron los distintos rea­

reglos gen6micos que resultan en la estabilidad del DNA introduci 

do, fué sir.lilar. 

Para el análisis de estabilidad se utilizaron dos paráme-­

tros, el primero fué el estudio de la frecuencia de segregaci6n -

del fenotipo qa-2+ en las transformantes y el segundo, fué la lo­
+ calizaci6n dentro del genoma de N. c..ILM~a del gene ~a-2 . 

En el 100% de las transformantes analizadas, el gene qa-2+ 

segreg6 mendelianamente, esto sugiere que la informaci6n introdu­

cida, es capaz de recombinar y segrega con alguno de los cromoso­

mas de N . c..ILM~a 6 es capaz de rE=!plicarse aut6nomamente . Al anali­

zar las transformantes, se describieron tres tipos de integraci6n 

del gene qa-2+ en el genoma. El primero es denominado sustitutivo 
+ -, en el cuál el alelo qa-2 reemplaza al aleleo qa-2 y está re--

presentado por el 32.2% de las transformantes analizadas. El tipo 

denominado adyacente, se carcteriza por la integraci6n del g e ne -
+ qa-2 a un lado del gene qa-2 con la inactivaci6n del gene qa-4 

(Fig.2). S6lo se han analizado dos transformantes con éste tipo -

de integraci6n y una de ellas posee secuencias del vehículo mole­

cular. El último ti~o, llamado inserci6n no ligada, . se encuentra­

en alrededor del 60.7% de la~ transformantes analizadas, en este­

caso la inserci6n se realiza fuera de la regi6n qa en el genoma y 

el 20% de las transformantes que integran de esta manera el gene­

qa-2 + contienen secuencias del vehículo molecular (40). 

Este tipo de enfoque experimental se ha utilizado para el 
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aislamiento de otros genes de N.c.'1.M.óa, co~o es el caso del gene 

trp-1 complementando una mutante troC de E.c.o.lí(43,44), de pyr-4 --- ---"-
cornnlernentando en este caso una mutante pyrF de E.e.o¿(_ (42) y del-" -- . 
gene estructural de la nitrato reductasa, también por cornplernent~ 

ción en E.c.o.lí (45). Con las clonas identificadas por este método, 

se transformaron cepas mutantes para estos genes en N.enM.óa , lo­

grando complementarlas (42,44). El aislamiento del gene que codi­

fica para la enzima glutarnato deshidrogenasa, se llevó a cabo ut~ 

lizando un detector sintético. El gene así identificado se utili­

zó para transorrnar una cepa mutante por deleción de este gene en­

N. c.'1.M.óa y se logró complementarla (41). 

El análisis de las transforrnantes obtenidas para los otros 

genes (41-45) no s~ ha caracterizado tanto, corno en el caso del -

gene qa-2 , pero en el caso del gene que codifica para la glutarn~ 

to deshidrogenasa, el 50% de las transforrnantes, es del tipo de -

integración no ligada (41). 

Con el objeto de aurrert:ar la eficiencia de transformación en f'aeu­

'1.0J.ipona c.'1.M.óa, se han realizado enfoques experimentales diversos. 

Desde el punto de vista fisiológico de la cepa receptora7 se­

siguen ensayando diversas condiciones (M.E. Case, comunicación -­

personal). Utilizando enfoques de tipo molecular, la investiga--­

ci6n se dirige hacia la obtenci6n de vehículos moleculares de clo 

naci6n que contengan un ars funcional en N.c.'1.Mf.ia , este enfoque s~ 

gue el realizado en levadura, donde se ha obtenido un aumento en­

la eficiencia de transforrnaci6n al utilizar secuencias de replic~ 

ci6n autónoma (ars). 

En levadura se han aislado ars al clonar al azar fragrnentos­

de DNA de genoma, en un vehículo molecular conteniendo el gene 
+ -leu-2 y transformando una cepa leu-2 _ . Las clonas que contienen-

un ars, se identificaron por el número de transforrnantes obteni--
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das (1Xl0 4 transformantes por µg de DNA) y por su alta inesta­

bilidad mitótica en ausencia de presión selectiva (57). Similar 

mente se clonó DNA de N.c!ta.6~a al azar en el vehículo molecular­

que contiene el gene leu-2+ y se transformó con este a S.ceJz.ev-i­

~-iae (5~). Las secuencias ars identificadas en levadura, no in--

crementan la eficiencia de transformación en N. cJz.M~a (M. E. Case, -

comunicación personal) 

En · S. ceJz.ev~-iae se encontró un plásmido mi tocondrial cuyo -

orígen de replicación funcionaba en plásmidos que contenían el ge 

ne leu-2+ aumentando la eficiencia de transformación hasta 1Xl0 4 ~ 
transformantes por microgramo de DNA (58). Estas transformantes-

1 

también son muy inestables mitóticamente. 

Con el descubrimiento de plásmidos mitocondriales en Newz.o~­

poJz.a cJz.M~a (59,60), se realizaron experimentos similares a los de 

levadura, utilizando el gene qa-2+como marcador de selección (61) 

En este experimento se logró mantener extracromosomalmente el g~ 

ne qa-2+ debido al orígen de replicación del plásmido mitocon--­

drial, aunque no se ha analizado su estabilidad mitótica. 

Otro enfo~ue experimental que se está intentando en N.cJz.M~a 

para aislar un ars, es a través de la clonación de centrómeros,los 

cuáles al estar clonados en plásmidos, permitan la estabilizaci6n­

de estos. Estos experimentos también están basados en experimentos 

realizados en levadura (62). 

Por otra parte, en la levadura Scru.zo~acchaAomyce~ pombe, se de~ 

cribió el aislamiento de un ars proveniente de la región que codifica 

para el RNA ribosomal, el cuál promueve replicación ?Ut6noma del 

plásmido que lo contiene(21). En S.ceJz.ev~-iae, con el objetivo de 

introducir el gene leu-2+en la región gen6mica que codifica para 

genes ribosomales, se construyeron plásmidos conteniendo este g~ 

ne y los genes ribosomales, dichos plásmidos alteraron la fre--­

cuencia de transformación (63). 

Los genes ribosomales en levadura se encuentran en tandem en 
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unidades de 9 kilobases (Kb) . Esta unidad contiene el precursor 

para el RNA ribosomal SS y los precursores para el RNA riboso­

mal 3SS (2S,18 y S.8S) además de una regi6n de 2 Kb de funci6n­

desconocida. Los vehículos moleculares que contenían además del 

gene leu-2+, la regi6n de los precursores del RNA 3SS ribosomal 

, transformaban a una eficiencia de 100 a 200 transformantes -

por µg de DNA, estas transformantes son muy estables y el gene­

leu-2+ está contenido en la regi6n del genoma que codifica para 

los genes ribosomales. Cuando el gene leu-2+ se encontraba clo 

nado en un vehículo molecular que contenía la regi6n de 2 Kb, -

el número de transformantes es de 10 000 por µg de DNA, siendo­

transformantes muy inestables. La región de 2 Kb está muy cerc~ 

na el gene ~ ribosomal. Estas transformantes tienen un fenoti­

po muy similar al observado en transformaciones realizadas con­

un vehículo molecular que contiene un ars. Como control de los­

experimentos se utiliz6 un vehículo que s6lo contiene el gene -

leu-2+ y su eficiencia es de 1 transformante por µg de DNA. 

La utilizaci6n de los genes ribosomales en levadura ha da­

do buenos resultados para aumentar la eficiencia de transforma­

ci6n. Este enfoque no ha sido reportado para N. c.ttM.tia. 

N. cltM.tia tiene un genoma haploide de 2. 7X10 7 pares de bases­

de las cuales el 90% es DNA de secuencia única, el 2% es secuen­

cia invertida repetida y el 8% restante lo constituye DNA que c~ 

difica para RNA ribosomal (64). Dentro de los genes ribosomales, 

se encuentra el gene SS (6S), del cuál existen varias familias 

(a,B,B;y,o) que comparten una alta homología entre si y una ca­

racterística de esos genes en N.cJtM.tia es su localizaci6n reitera­

da y dispersa en el genoma (100 copias aproximadamente por gen~ 

ma) ( 6 6) . 

El análisis de las transformantes obtenidas en N.cltM.6a, -

sugiere que la limitante principal en la ~ficiencia de transfor 

maci6n, es la capacidad de integrar la informaci6n genética en­

e! genoma de la c!lula receptora, los datos que apoyan esta li-
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mitante son los siguientes: el primero es que todas las trans­

formantes estables no segregan mit6ticamente el fenotipo ~-2+ 
y que el gene qa-2+ está localizado en el genoma, el segundo -

dato, es que de todas las transformantes obteDidas el 90 % son­

abortivas, las cuáles presentan una morfología defectuosa y una 

incapacidad para crecer en el mismo medio selectivo al resca-­

tarse la colonia. Estas transformantes se han explicado como -

células que logran aceptar el DNA , pero que no lo pueden esta 

bilizar. 

Nuestra hip6tesis es que si se logra estabilizar la info~ 

maci6n introducida, entonces la eficiencia de transformaci6n -

au~enta. Este incremento en la estabilidad se puede lograr me­

diante la recombinaci6n hom6loga de una secuencia portada en -

el vehículo molecular o por la existencia de un ars funcional 

que permita la replicación extracromosomal del vehículo. Si se 

incluye un gene SS ribosomal de N.ct¡_Q).)~aen un vehículo molecu­

lar, tiene la ventaja de ser un gene altamente hom6logo con 

los demás genes SS ribosomales dispersos en el genoma, con !o­

que se aumenta el número de sitios posibles de recombinaci6n. 

Por otra parte, los datos reportados en levadura, sugieren la 

posibilidad de que exista una secuencia ars cercana al gene SS 

ribosomal de N.ct¡_Q).} ~ a (este gene tiene 80% de harología con el de levad~ 

ra (66)) y pueda ser utilizado por el vehículo que lo contiene. 
+ El gene qa-2 se puede utilizar como marcador de selecci6n. 

El objetivo de este trabajo consiste en aumentar la efi--­

ciencia de transformaci6n genética en N e.u .1¡_o~po.1¡_a c.1¡_M~a, a través­

de la construcci6n de plásmidos recombinantes, los cuales puedan 

ser utilizados como vehículos moleculares de clonaci6n. 

Para la realizaci6n de estos experime ntos, se sigui6 la si-

guiente estrategia: 

1) Se utiliz6 como cepa receptora la doble mutante qa-2 y 

arom-9- aux6trofa de aminoácidos aromáticos. 

2) El método de transformaci6n se ensayó en las condiciones de-
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nuestro laboratorio y utilizando como control , un plásmido que 

contiene el gene qa-2+ (pRC57) cuya eficiencia es de 8 transfor 

rnantes estables por micrograrno de DNA (61). 

3) Se construy6 un vehículo nolecular que contiene el gene qa-2+ 

y un gene SS ribosornal de N.c.tiaJ.ióa, clonados eri el plásmido pBR322. 

4) Se transforrn6 y se cornpar6 la eficiencia de transforrnaci6n­

de ambos plásrnidos, evaluando por el número de transforrnantes­

estables que se obtienen por micrograrno de DNA. 

5) Se analiz6 la frecuencia de segregaci6n rnit6tica del fenoti 

po ga-2+ de las transforrnantes obtenidas. 
+ 6) Se analiz6 la localizaci6n del gene qa-2 en las transfor--

mantes. 

La metodología utilizada para realizar estos experimentos 

se encuentra desarrollada en la parte de MATERIALES y ~1ETODOS· 

Comentarios necesarios en eldesarrollo de los experimentos se 

encuentra en la secci6n de KESULTADOS y finalmente, s e discute 

la posibilidad de utilizar el plásmido construído aquí, corno -

vehículo molecular de clonaci6n . en N. CJl.aóóa y su posible estabi -

lidad extracromosornal. 

V 



MATERIALES Y ~ETQDOS 



12 
MATERIALES y METODOS 

Todas las técnicas utilizadas para la realización de éste trabajo se -

encuentran reportadas en el Manual de Cold Spring Harbar (18) y en Genetic -

and Microbiological Research far NeuJtoó~O~a cJtel-6óa (67) . 

CEPAS DE E.c..ou K-12. 

CEPA GENOTIPO SEXO PLASMIDO REFERENCIA 

RR1 rec A galK2, lacY1, leuB6, proA2 F (6 8 ) 

thll, hsdS, recA 1 , rpsL20 

MC106 1 leuB6 , proA2, str 
r 

* F --

SK2881 leuC, aroD6, hsdR4, rec A1 F (50) 

endAl, sbcB15 

AB1360 argE3, his4, proA2, aroD6 F pRC57 (55) 

ECX-1 leuB6, proA2, str 
r 

F pDRl éste trabajo --

ECX-2 leuC, aroD6 , hsdR4, recA1 F pDR3 éste trabajo 

endA 1, sbcB15. 

ECX-4 galK2, lacYl, leuB6, proA2, F pVKBB en el l a bora-

thl-1' hsdS, recA 1, rpsL20 torio. 

SK2886 leuc, aroD6, hsdR4, recA1 F pMSK332. (50) 

endAl, sbcB 15. 

* Donada por la Dra. Alejandra Covarrubias. 



CEPAS DE N. CA.MUl DERIVADAS DE LA CEPA SILVESTRE 74 A. 

CEPA GENOTIPO PLASMIDO 

M246-89601-2A qa-2 246, arom-9 M6-11, 

NCX-11, 

y 10S. 

NCX-131, 

1SO, 161 

PLASMIDO 

pRCS7 

pBR322 

pVK88 

pTBOS1 

pDR1 

pDR3 

in os 89601. 

1 3, 23, 62 qa-2 246, arom-9 M6-11 , pDR3 ·--
inos 89601 

132, 1 41 , qa-2 246, arom-9 M6-11, pRCS7 

y 
--

169. in os 89601. 

CRACTERISTICAS RELEVANTES. 

+ 
Contiene los genes qa-2 y qa_-4 de N. C.Jz.M-6a clo-

nados en el plásmido pBR3222, además confiere r~ 

sistencia a ampicilina en cepas de E.c.o.l.L (Fig.6). 

Vehículo molecular de clonación. Confiere resis-

tencia a tetraciclina y ampicilina en cepas de -

t.c.oli. (Fig.3). 
+ + 

Contiene los genes qa-2 , qa-4 y un fragmento -

de qa-3 de N.c.Jz.M-6a, clonados en el plásmido 

pBR322 y confiere resistencia a tetraciclina en­

cepas de E.c.o.l.L. (Fig.5) 

Contiene un gene SS ribosomal de ,l.,J. c.Jz.a.6-6a clona­

nado en el pBR322 y confiere resistencia a ampi­

cilina en cepas de E.c.ou. (Fig.3) 

Subclonación del gene SS ribosomal de pTBOS1 en­

el pBR322, confiere resistencia a ampicilina en­

cepas de E.c.ot,i_. (Fig.3). 
+ 

Subclonación del gene qa-2 y qa-4 de pVK88 en -

pDR1, confiere resistencia a ampicilina en cepas 

de E.c.ou. (Fig.5). 

* Donado por el Dr. Robert L. Metzenberg. 
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An.tib-i.6:Ucoti. 

AMPICILINA.- Se utilizó a una concentración de 50 µg/ml. 

CLORANFENICOL.- Se utilizó a LIDa concentración de 140 µg/ml. 

TETRACICLINA.- Se utilizó a una concentración de 20 µg/ml. 

,11ecU.oti de. ctte.c.l.m-i.e.nto 

MEDIOS DE CRECIMIENTO DE E.c.o,f_,¿. 

MEDIO COMPLETO.- Se utilizó medio Luria, que contiene en g/l 

10g de Peptona de casína. 

5g de Extracto de levadura. 

10g de NaCl. 

1 .5 ml de NaOH 1N. 

14 

Para el caso de medio sólido se utilizó Bacto-agar al 2%. Todos los creci­

mientos se realizaron a 37°C y c uando fueron en lí~uido, los cultivos se a 

gitaron a 250 rpm. 

MEDIO MINIMO.- Este medio contiene por litro: 

10 ml Cacl
2 

10 mM. 

10 ml MgS0
4 

100 mM 

100 ml Sales M9 lOX . 

0.2 ml Bl al 0.01 %. 

10 ml del aminoácido necesario preparado al 2%. Cuando se requirió medio -

sólido se agrego 2% de Bacto-agar. Estos crecimientos se incubaron durante 

48 horas a 37ºC. 

Las sales M9 10X contienen por litro: 

70 g Na
2

HP0
4 

30 g KH
2
Po

4 
5 g NaCl 

10 g NH
4
Cl 

MEDI OS DE CREC IMI ENTO DE N . c.Jta~~a 
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Los medios de crecimiento, están reportados en Genetic Microbiolog ical 

Research Techniques far N.c.JtMJ.>a (67). El medio utilizado contiene por litro: 

250 ml de Fries 4X 

15 g Sacarosa. 

Si se requiere medio sólido se agrega Bacto-agar al 2%. En este trabajo los­

crecimientos se realizaron durante 7 o 13 días a 25ºC, 80% de hwnedad y luz­

contínua. 

El Fries 4X contiene por litro: 

20 <J ':'artrato de amonio. 

4 g KH
2

Po
4 

4 g NH
4

No
3 

2 g Mgso
4

.7H
2
o. 

0 . 4 g Cac l
2 

0.4 g NaCl 

0.4 ml Biotina ( .OS mg/ml) 

0 . 4 ml Elementos traza. 

Los elementos traza, contienen por cada 100 ml: 

5 g Acido cítrico. 

5 g ZnS0
4

.7H
2
0. 

g Fe(NH
4

)
2

(s0
4

)
2

.6H
2

0 . 

0.25 g Cuso
4

.H
2

o . 

0.05 g MnS0
4

.H
2
o. 

o.os g H
3

Bo
3

. 

O.OS g Na
2

Moo
4

.2H
2
o. 

Todos l os crecimientos se realizaron agregando 50 µg/ml de mio-inositol y con 

80 µg/ml de cada uno de los siguientes amino&cidos L-fenilalanina, L-triptofa­

no y L-tirosina y con 2.S µg/ml de ácido para-aminobenzoico, cuando fué necesa 

rio. 

SECUENCIA SOLUCION AMORTIGUADORA 
ENZ IMA RECONOCIDA ALMACENAMIENTO REACCION 

lfamH 1 GlG A T e c 20 mM KH
2
Po

4
, pH 7.5 20 mM Tr.is-HCl, pH 8. 

c e T A G G 0.5 mM EDTA (N ct
2

J 7 mM MgC1
2 t 
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1 mM DTT 100 mH NaCl 

50% glicerol 

500 µg/ml BSA 

Bg.f11 A~G A T C T 50 mM Tris-HCl, pH 7. 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 

T C T A GtA 150 mM KCl 10 mM MgC1
2

. 

mM EDTA (Na
2

) 50 mM NaCl 

50% glicerol mM DTT 

500 µg/ml BSA 

Ec.oRI G~A A T T C 10 mM KH
2
Po

4
, pH 7. "2. 100 mM Tris-HCl, pH 7.4 

C T T A A G 0.5 mM EDTA (Na
2

) 5 mM MgC1
2 , 

300 mM NaCl 2 mM S-mercaptoetanol 

0.2% Tritón X-100 50% glicerol. 

5 mM S-mercaptoetanol 500 µg/ml BSA 

500 µg/ml BSA. 

Hi.nd111 A4A G e T T mM EGTA 20 mM Tris-HCl, pH7.4 

T T e G AtA 200 mM NaCl 7 mM MgC1
2

. 

10 mM Tris-HCl, pH 7.4 600 mM NaCl 

0.5 mM EDTA (Na
2

) 

50% glicerol 

500 µg/ml BSA 

P-6,rl C T G e A'G 10 mN Tris-HCl, pH 7.4 20 mM Tris-HCl. pH 7.5 

GtA e G T C 50 mM NaCl 1 o mM MgC1
2 

0,2 mM EDTA(Na
2

) 100 µg/ml BSA 

mM DTT 

50% glicerol 

0.15% Tritón X-100 

t Sitio de corte de la enzima, dentro de la secuencia ae seis pares de ba-

ses de reconocimiento. Todas l as enzimas se almacenan a -20ºC y todas l as 

reacciones se realizan a 37ºC. 
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PU!U6,icauon de. VNA de. plMm,ldo. 

Estos métodos de purificación están basados en que los plásmidos utili­
zados pertenecen al tipo llámados relajados, por lo cuál su replicación no -
está acoplada a la replicación del cromosoma bacteriano y existen en varias­
copias por célul a. Estos plásmidos pueden ser amplificados hasta c ientos de 
veces, si se inhibe la síntesis de proteínas. Los métodos de purificación 
aquí utilizados, pueden llevarse a cabo en plásmidos de menos de 25 Kb. 

PURIFICACION DE DNA DE UN LITRO DE CULTIVO. 
Con éste método se obtiene DNA en el Órden de miligramos y consiste en: 
1) Crecimiento de la cepa portadora a 37ºC, con agitación de 250 rpm hasta­
fase exponencial en medio completo más el antibiótico. 
2) La amplificación del plásmido se realizó con 140 mg de cloranfenicol in­
cubándose 16 horas más en las condiciones antes mencionadas. 
3) Las células se concentraron por centrifugación y se resuspendieron en sa ­
carosa 25% en Tris-HCl 200 mM, pH B, donde furon lisad as con me z c la. lítica-
15 minutos en hielo y 180 mg de lisozima, seguidas de un tratamiento con 
RNasa ( 10mg). 
4) Los desechos celulares son retirados por centrifugación y las proteínas -
se extrajeron con la mezcla fenol:cloroformo:iso-amílico (49:49 :2) . La sepa­
ración del DNA de plásmido del cromosomal y RNA se realizó sometiendo la mez 
cla a un gradiente isopícnico al equilibrio de cloruro de c e sio/bromuro de ~ 
tidio (CsCl/BrEt) . 
5) El DNA se cuantifica, leyendo su absorbancia a .260 run y se usó la rela- ­
ción 1 O.O.= 50 µg de DNA. El DNA se almacenó en el amortiguador Tris-HCl 10 
mM, EDTA (Na

2
) 1 mM, pH 8 a 4ºC. (a'mo'ft1~0ocloy .de " l 'YY1<1c.e'Y!nrn~1l'"r. f o ) . 

MEZCLA LITICA / 100 ml: 
0 .3 ml Tritón X-100 (10%) 
7.5 ml EDTA(Na

2
) 250 mM, pH 8 

1.5 ml Tris-HCl 1M ,pH 8. 

GRADIENTE CsCl/BrEt 
Se sometió a centrifugación durante 36 
horas a 36 000 rpm, 20ºC-25ºC. 
ROTOR: SW 55 

BrEt: 30 µl de una solución 10 mg/ml . 
CsCl: 4.4 g 
DNA: 4.2 ml en amortiguador de almacena­

miento (Hasta 500 microgramos por gradie~ 
te). 

PURIFICACION DE DNA DE 50 ml DE CULTIVO. 
Esta técnica se realiza como el caso anterior, pero se realizó la amplifica 
ción durante12 horas en presencia de 15 mg de espectinomicina y antes d e ha 
cer la extracción de proteínas, las células lisadas se trataron con 100 µl 
de una solución de pronasa (5mg/ml). 

MICROENSAYO DE PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO. 
Estos métodos se utilizaron para la identificac ión de c~onas: 
PURIFICACION DE DNA DE 3 ml DE CULTIVO.- Esta técnica se reali zó como en e l 
caso de 1 litro, pero omitiendo la amplificación y el gradiente. 
PURIFICACION DE DNA DE 1 ml DE CULTIVO . En este proced imiento , l as cé lulas ­
se resuspendieron en sacarosa 8% en Tris-HCl 50 mM, EDTA(Na

2
) 50 mM, Tritón 

X- 100 al 5%, pH 8 y se agregó 20 microlitros de una solución de lisoz ima de 
10 mg/ml. 

Cuando los plásmidos se utilizaron para transformar N.Cf1_QJ.i.6a, se s ometie ron 
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a tres gradientes de CsCl /BrEt purifi c ando exclusivamente la forma super-enr~ 
!lada del plásmido. 

TRANSFORMACION GENETICA DE E.c.ou CON PLASMIDOS. 
Esta té9nica consiste en crecer las células receptoras hasta una concentración 
de 5X10 células/ml, se concentraron por centrifugación y después se pusieron -
en contacto con el DNA transformante en presencia de CaC1

2 
30 mM en hielo,du­

rante una hora, seguidas de un choque de calor de 70 segundos a 42ºC . La s cé­
lulas sometidas a este tratamiento son cultivadas en medio comp l e to durante -
2 horas y luego se inoculan los medios se lectivo s, inc ubándose a 37 ºC por 24-
horas si el medio es completo y hasta más de 48 si el med io es mínimo. 

TRANSFORMACION GENETICA DE N.c.~a.J.i~acoN PLASMIDOS. 
El método es el reportado poe M. E. Case (39) y se desarrolló como sigue: 
1) Se inocularon 5 matraces con medio sólido de crecimiento más aminoácidos­
aromáticos y mio-inosit~l durante 13 días a 25ºC , 80% de hu~edad y luz conti 
nua . Se inocularon 2X10 esporas a una concentración de 5X10 esporas/ml en -
medio de germinación, incubándose a 25°C, durante 4 horas , con agitación d e 
150 rpm. 
2) Las células se concentraron por centrifugac ión, se lavaron con agua y se­
resuspendieron en lM sorbitol, seguidas de una incubac ión de 1 hora con glu­
sulasa al 3% a 30ºC y con agitación de 100 rpm. 
3) Después de este tratamiento se resuspendiero n y s e lava r on con lM de sor 
bitol y se conservaron en hielo en lM sorbitol, 10 mM MOPS , 50 mM cac l

2
,pH-

6.3. 
4) El DNA que se µtilizó para transformar se resuspendió en 50 microlitros de 
heparina (5 mg/ ml e n 10 mM MOPS, 50 mM CaCl , pH 6.3) inc ubándose 20 minutos 

. 2 
en hielo. 
5) A las células ya tratadas, se les añadió 5 mi c rolitros de DMSO y 50 micro 
litros de PEG 4000 al 40% en MOPS 10 mM, CaCl 50 mM, pH 6.3. 
6) El DNA ya tratado se puso en c~ntacto c on fas células durante JO minutas­
en hielo y se agregó 2.5 ml de la me zc l a anterior de PEG, incubándose 20 mi­
nutos a temperatura ambiente. Finalmen te se s gregó 4 ml d e sorbitol lM y se 
inoculó con 1 ml de esta mezcla a 50 ml de medio de r egeneración, el cuál se 
vació en 4 cajas de Petri con medio selectivo sólido y se incubó 3 días a 30 
"C. 
7) Para cuantificar la formación de esferoplastos se tomó también 1 ml de l a 
me zc la de transformac ión y se hicieron diluciones convenientes para inocular 
med i o s de regeneración con y sin sorbitol, v aciándo se en medio sólido comple 
to e inc ubándose 3 días a 30 ºC, al cabo de los cuales,se con tó e l número de 
colonias que aparecen tanto en celulas que estuvieron en presencia de sorbi­
tol como en ausen c ia. 

MEDIO DE GERMINACION 
Fries 0.5X 
Sacarosa 1.5% 
inosito l 
PABA 
Fen 
Ti r 
TrP 

50 
2.5 
80 

11 

mi c rogramos 

" 
11 11 

por mililitro. 

" 
" " 
11 11 



Sorbitol 1M 
Fries 1X 
Fructosa 0.05% 
Glucosa 0.05% 
Sorbosa 1% 
Inositol 50 
PABA 2.5 
Fen 80 
Tir 
Trp 
Agar 2.8% 

MEDIOS DE TRANSFORMACION 

REGENERACION 

Sorbitol lM 
Fries lX 
Fructosa 0.05% 
Glucosa 0.05% 
Sorbosa 1% 
inositol 50 µg/ml 
Agar 2.8% 

SOLIDO 

Fries lX 
Fructosa 0.05% 
Glucosa 0.05% 
Sorbosa 
Inositol 
Agar 

1 % 

50 µ g/ml 
2.8% 

MEDIOS/FORMACION DE ESFEROPLASTOS 

Fries 1X Fries 1X 
Fructosa 0.05% Fructosa 0.05% 
Glucosa 0.05% Glucosa 0.05% 
Sorbos a 1% Sorbosa 1% 

µ g/ml Inositol 50 µ g/ml Inositol 50 µ g/ml 

" FABA 2.5 " FABA 2.5 

" Fen 80 " Fen 80 
Tir " " Tir " 
Trp " Trp 
Agar 1. 5% Agar 1. 5% 
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Esta se realizó en Tris-Acetatos 1X, pH8.1, en geles de 3 nun de grosor 
con agarosa al 0.8% durante 1 hora a voltaje constante de 150 v. Se utilizó 
como mínimo de DNA 0.2 µg y como máximo 10 µg. La tinción se realizó en br~ 
muro de etidio 5 µg/ml durante 5 minutos. Como marcador de la electrofore-­
sis se utilizó los colorantes azul de bromofenol y xilencianoly como marca­
dor de peso molecular interno se utilizó el DNA del fago X fragmentado con­
la enzima H~nd111. 
La solución amortiguadora Tris-Acetatos lOX, contiene por litro: 
48.4 g Trizma-base. 
16.4 g Acetato de sodio anhidro 
7.4 g EDTA(Na

2
) 

El pH se ajusta a 8.1 con ácido acético glacial. 

PU!!.-i.Mc.a.u6n de. nJr.a.gmento.6 de VNA de geiu de a.gaJto.6a.. 

Después de identificar por electroforesis en un gel de agarosa la zona 
en la cuál se encuentra el fragmento deseado de DNA, este se obtiene cortan 
do del gel con un bisturí la zona del gel en la cuál migró y se colocó den­
tro de un tubo ependorff. Se congeló y descongeló varias veces, seguido de­
una filtración por fibra de plástico. La solución filtrada se extrae c on la 
mezcla fenol:cloroformo:isO-amÍlico y se precipitó con acetato de sodio en­
etanol. El DNA se guardó en el amortiguador de almacenamiento. La agarosa -
que se utilizó en este tipo de experimentos es de bajo punto de fusión y la 
electroforesis se realizó a 4ºC, a voltaje constante de 75 v; durante 2 h. 
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L~gado de 6~agmen~o~ de VNA. 

Este método se realizó, utilizando la relación 1 de vehículo molecular 
por cada 10 de pasajero y se llevó a cabo como sigue: 
1) El DNA del vehículo y del pasajero en la relación anterior se resuspendie 
ron en 23 •µ1 de agua y se agregó 3 µl de solución amortiguadora de sales d; 
ligasa 10X. Incubándose a 65ºC durante 5 minutos y después 5 minutos en hielo 
2) Se agregó 3 µl de la solución amortiguadora de adiciones de ligasa 10X y-
1 µl de ligasa T4 (1.5 unidades), incubándose a 14ºC durante 12 horas. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE SALES DE LIGASA 10X 
Para 2.5 ml: 
60 µl de KCl 2.5 M 
125 µl Tris-HCl 2M, pH 7.5. 
250 µl MgCl 1M 
250 µl DTT too mM. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE ADICIONES DE LIGASA 10X. 
Para 2. 5 ml : 
333 µl ATP 75 mM 
0.4 g DTT 
250 µl de espeimidina 100 mM 

1) Cultivos de células de 26 horas a 28ºC, con agitación de 250 rpm, se fi~ 
traron a través de papel Whatman 41 y se lavaron con agua y acetona9espués -
se maceraron en hielo seco y s e resuspendieron en Tris-HCl 10 mM, EDTA(Na

2
)-

1 mM, SOS 4%, pH 8 por cada 125 mg. Agitándose suavemente por 10 minutos. 
2) El lisado es tratado con la mezcla fenol:cloroformo:iso-amílico e incuba­
do 1 hora con proteinasa K a 30ºC a una concentración de 0.5 mg/ml. 
3) Los desechos celulares se separaron por centrifugación y el sobrenadante­
se sometió a una segunda extracción de proteína. El RNA se digiere con RNasa 

y el DNA s e almacenó en amortiguador de almacenamiento. 

Para la purificación de DNA de micelio de las cepas transformantes se rea 
lizó como se mencionó anteriormente y simplemente se escaló la técnica para­
iniciar con 50 ml de cultivo y la lisis se realizó en 500 microlitros. 

Ma!tc.aJe del VNA de pRC 57 c.on {et 
32 P} CTP. 

32 , , , 
E 1 marcaje interno con P en las moleculas del plasmido se efectuo 

con el juego Nick translation de New England y se reali z ó como sigue: 
1) Se hac3

2
una mezcla del DNA de plásmido con nucleótidos no mar c ados y se le 

agrega {et P}CTP, incubándose con DNA PolI a 14ºC, durante 2 horas y la reac­
ción se para con con EDTA (Na ) 50 mM in c uba ndo 5 mi nut·os a G5ºC . 

2) La ma r c.:i radin,1 c t iv;i 11 0 i1~ cr ff po1 - .- 1.t ; 1 .-il 1•l.'Í r; 111i.t11 ~;p c1ufl·n "" " li .1 111" " '""' · ' 

t og r af í a e n co l umnc1 c!t: ::;._,pJ1 .:1 .tcx G - / '_>. _ ~ 

·~J í-'ir . :jl::1r.=;,1_:--.:, ~:: :.: c :_,¡.:;. :-. ti f i'.";21 l~ :r: a.~ -= ~ .i. ::::..·:)r_?0r ::i :la. , : :>:.~n::l8 1..!~:a ~l~ .: ....:.~t::i Y p r::_ 
(.1;-... : : f..-.::.~ :; ::.-:. ; ·:.!. :; l .S ~ :..:. : :l :-<~-S .:: ~ :;:.::,.=:i .: .:; ·.· : ::::.:-¡.:. ~ .:.:. _: :: ::....-. .:: =;:;-= =· · 
un vi al con PPO;ro lueno en e l conca~o r j e =encei ieo . 
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TJr.arlJ.> 6Vz.e.nU.a de VNA de ge,lu de. agaJwJ.>a a memb!W.na.6 de 1ú:tJtoc.Uufo.6a. 

Los geles de agarosa conteniendo el DNA fragmentado con enzimas de res­
tricción, se incubaron durante 10 minutos a 150 rpm en HCl 0.25 N, seguidos­
de un lavado con agua y neutralizados con NaOH 0.5 N, NaCl 1 M, los geles 
así tratados se embeben en Tris-HCl 0.5 M, NaCl 1.5M, ph 7.4 incubándose 30-
minutos con agitación de 150 rpm. La transferencia a las membranas de nitro­
celulosa se realizó durante 12 horas en NaCl 0.9 M, citrato de sodio 0.09 M. 
Finalmente se secan las membranas a 80 ºC durante 2 horas. 

7)PREHIBRIDIZACION.- Se realizó en bolsas de hibridización conteniendo las­
membranas de nitrocelulosa y se agregó una mezcla conteniendo 0.5 ml de solu 
ción Denhart 100X, 0.5 ml de Fosfatos 1M, 1.25 ml NaCl 3M, 0.3 M citrato de~ 
sodio, DNA de timo de ternera (50 µg/ml) prehervido 10 minutos y se incubó -
toda la mezcla durante 2 horas a 65 ºC 

Denhart 100X contiene: 2% polivinilpirrolidona, 2% ficol y 2% BSA. 

2) HIBRIDIZACION32 Se realizó como en el caso anterior, pero en este caso se 
agregó pRC57 la P} CTP , incubandose por 12 horas a 65ºC. 

3) LAVADO.- Este se realizó con 0.1 % SOS, 0.3M NaCl, 0,03 M citrato de sodio 
y con 37.5 mM NaCl, 3.75 mM citrato de sodio, 1% SOS a SOºC. Finalmente se -
lavaron con 37.5 mM NaCl, 3.75 mM citrato de sodio a 50ºC. 

Au,lo!ULadA_ogJtaó~a. 
Las membranas de nitrocelulosa hibridizadas con pRC57 

expusieron a placas de radiografía a -70ºC, durante un día 
do de la marca hibridizada. ( Se pusieron un millón de cpm. 

Se.gJte.gaU.ón md.ótic.a de. c.élu1-M Vr.an.6 6oJunadaJ.>. 

{"' 32p} u. CTP, se -
o más, dependien­
por cada carril) . 

Las células transformadas provenientes del medio selectivo (medio míni­
mo + inositol), se sembraron en tubos con medio selectivo y se cultivaron 
a 25ºC, 80% de humedad y luz contínua durante 7 días. Las esporas provenien­
tes de este crecimiento se inocularon en diluciones convenientes en medio se 
lectivo con sorbosa, con el fin de obtener colonias provenientes de una esp~ 
ra. 

Con cada colonia aislada se volvió a obtener esporas al crecer en medio 
selectivo. Con estas esporas se inocularon medio selectivo y medio completo­
(medio mínimo + inositol + PABA + aminoácidos aromáticos) en tubos y cultiva 
dos como ya se mencionó.Con las esporas obtenidas por este procedimiento se­
inocularon en diluciones convenientes en medios tanto selectivo como comple­
to, ambos suplementados con sorbosa y se incubaron durante 3 días a 30ºC. Fi 
nalmente, se contó el número de colonias que creció en cada condición por ce 
pa aislada. 
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RESULTADOS 

ConJ.:dJw .. c.u6n de.. pVR1 y pVR3. 

El plásmido pBR322 (69) se utilizó como vehículo molecular de 

clonación en la construcción de los plásmidos pDRl y pDR3. 

La construcción de pDRl, consistió en una subclonación de un­

gene SS ribosomal proveniente del plásmido pTBOSl en el vehículo­

molecular pBR322. El plásmido pTBOSl tiene 6.9 Kb y contiene en -

un f10'Jmento de 2.6 Kb de DNA de N.c.ttMl.la clonado en el sitio de -

Pl.lt1,un gene SS ribosomal 1 el cuál está flanqueado por sitios para­

las enzimas H,i,ndIII y BglII (Fig. 3) . Con el objetivo de hacer un ve­

hículo molecular más pequefio y con menos sitios mGltiples para e~ 

zimas de restricción, se fragmentó el DNA de pTB051 con las enzi­

mas H,i,ndIIIy BglII. Después de fragmentar €specíficamente pTB051, se ai~ 

ló el fragmento de 0.55 Kb, identificado por electroforesis en g~ 

les de agarosa. Po otra parte, el plásmido pBR322 se cortó espeo! 

ficamente con las enzimas BamH1y H,tndIII y se aisló el fragmento 

de 4.06 Kb. Los fragmentos de 4.06 Kb y 0.55 Kb se ligaron con la 

enzima ligasa T4 y con esta mezcla se transformó la cepa MC1061. 

La selección de la clona, se realizó en base a los siguien-­

tes parámetros: 

1) La enzima H,lndIII genera extremos cohesivos en los fragmentos, -

por lo que se pueden aparear y ligar manteniendo este sitio de re 

conocimiento en el nuevo vehículo. BamHl y BglII aunque reconocen -

distintas secuencias, generan extremos cohesivos del mismo tipo,­

que pueden ser ligados, aunque el sitio de reconocim~ento para 

cualquiera de las dos enzimas se pierde en el nuevo vehículo. 

2) Por esta razón la orientación del fragmento insertado en el ve 
I 

hículo es Gnica ( H,lndIII -H,lndIII y BamHl -Bgl II). 

3) El plásmido pDRl conserva el gene que confiere resistencia a -

ampicilina y el de tetraciclina resulta inactivado al estar inte­

rrumpido por el fragmento insertado. 
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La cepa receptora MC1061 es hipertransformable y sensible a am­

picilina, además de ser aux6trofa de leucina. 

4)La selecci6n de la cepa portadora de pDRl se realiz6 en medio­

mínimo más ampicilina y leucina (Fig.4). 

5)Las colonias que crecieron en este medio de selecci6n, fueron­

sometidas a una purificaci6n de DNA de plásmido, y se caracteri­

zó este, por su patr6n electroforético de peso molecular en ge-­

les de agarosa al ser fragmentado con las enzimas BamH1, BglII, -­

Ec.oR1, H,i,ndIII y PJ.t.1. Como marcador de peso molecular se utiliz6 el 

DNA del fago ;\, cortado con la enzima H,i,ndIII. El pDRl contiene -

4 • 61 Kb. ( F ig. 4) • • 

La construcci6n del vehículo molecular pDR3, consiste en la 

subclonaci6n del gene qa-2+ proveniente del plásmido pVK88 (56)­

en el plásmido pDRl. La estrategia de construcción está esquema­

tizada en la Fig. 5. El plásmido pVK88 (11.3 Kb) contiene un --­

fragmento de DNA de N.c.tta.¿,¿¡a de 7 Kb clonado en el sitio de p¿¡ ,t7 del­

plásmido pBR322.En este fragmento están contenidos los genes qa-2+, 

qa-4+ y qa-3 Ver Fig. 2). 

El aislamiento del gene ~-2+ de pVK88 se realiz6 cortando­

con la enzima H,i,ndIII y recuperando el fragmento de 3. 0'6 Kb, el -­

cuál contiene un fragmento del gene qa-4. Las 3.06 Kb aisladas,­

fueron ligadas al plásmido pDRl previamente cortado con la enzi­

ma H,i,ndIII. Con esta mezcla se transformó la cepa SK2881. Para i­

dentificar la clona portadora del plásmido pDR3, se siguieron 

los siguientes criterios: 

1) La cepa receptora es aux6trofa de leucina y aminoácidos aromá 

ticos. Las transformantes se seleccionaron por su capacidad de -

crecer en medio mínimo más ampicilina y leucina, ya RUe pDR3 con 

serva el gene de resistencia a ampicilina (Fig.5). 

2)Las transformantes se sometieron a purificáci6~ del plásmido -

portado y se analizaron como en el caso de pDRl(Fig.6) 

3) La orientaci6n del fragmento de 3.06 Kb dentro de pDR3 se ob­

tuvo al analizar el patrón electroforético de peso mole cular e n­

geles de agarosa del DNA fragmentado (Fig.6) 
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El objetivo de estos experimentos, fué montar las condicio­

nes de transformación en nuestro laboratorio por el método repo~ 

tado ( Ver MATERIALES Y METODOS)·. Estos experimentos fueron rea­

lizados en la cepa M246-89601-2A con el plásmido pRC57 (Fig.7). 

El objetivo particular, fué igualar la eficiencia de transforma­

ción reportada para pRC57 (8 transformantes por µg de DNA) (61). 

Todos los experimentos se realizaron utilizando 1 microgra-
8 • 

mo de DNA por cada lXlO células receptoras (donde el 85% de la -

población, son esferoplastos) a partir de esporas germinadas en­

medio Fries. Los resultados se reportan en la Tabla III. Unica-­

mente se reporta el número de transformantes estables, ya que -­

las transformantes abortivas, son colonias de morfología defec-­

tuosa que crecen como pequeñas"nubes" agregadas o dispersas de -

tamaño variable,por lo que es difícil distinguir una de otra. A­

demás son incapacez de crecer en medio selectivo, cuando se res­

cata la colonia. 

Los experimentos reportados en A y B, Tabla III, se realiz~ 

ron simultáneamente, con el objetivo de facilitar la obtenci6n -

de esporas de la cepa receptora. El medio Vogel y el medio Fries 

, se utilizan indistintamente para la obtención de esporas (67). 

El experimento realizado en D, Tabla III, se llev6 a cabo bajo -

las condiciones de crecimiento utilizadas en el laboratorio de -

M. E. Case ( comunicación personal). El experimento reportado en 

C, TablaIII, fué una exploración pra analizar la importancia del 

estado molecular del plásmido, al utilizarse en la transforma-­

ci6n, ya que se conoce que plásmidos en estado relajado disminu­

yen la eficiencia de transformación en E.~o.f_,¿. En el dato repor­

tado en el renglón E, se exploró el efecto de la edad de las es­

poras en la eficiencia de transformación. 
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T1taVLó6otz.¡nae-i.ó11 de. la e.epa M246 - 89601-2A, con R.o -6 p.lá.J.im.{.do-6 pVR3 lJ pRC5 7. 

El método de transformación se realizó como se describe en 

MATERIALES Y METODOS. Como control de la eficiencia de transfor 

mación se utilizó .el plásmido pRC57, portador del gene ~-2+pr~ 
veniente del plásmido pVK8 8, clonado en el sitio para H-<-ndI II de 

el plásmido pBR322. 1a estrategia de construcción de pRC5 7 está esquem~ 

tizada en la Fig. 7. 

La cepa receptora M246-89601-2A, es auxótrofa de amináci-­

dos aromáticos y de inositol. Fué transformada con los plásmidos 

pRC57 y pDR3, seleccionando las transformantes en medio mínimo­

más inositol. La transformación se inici6 con 2x10 8células re--
8 ceptoras y se realizó con lXlO , donde el 85% de la población , 

son esferoplastos. El número de transformantes estables obteni­

das para cada caso se encuentra reportado en la Tabla IV. 

-~l.. 1: .. ':: \. j'.. \ ' t . -

De las transformantes obtenidas tanto con pRC57 como con 

pDR3 se sometieron a este experimento como se describe en MATE­

RIALES Y METODOS. La frecuencia de segregación a qa-2 de estas 

transformantes en presencia y ausencia de presión selectiva, se 

encuentra reportado en la Tabla V, donde se observa una alta -
+ -frcuencia del fenotipo qa-2 a qa-2 de ambas transformantes, -

independientemente de si las transformantes provienen de creci 

miento en presencia o ausencia de presión selectiva. 

+ 
Loc.aüzau6n de.l ge.ne. ~-2 e.n el ge.noma de. lM btan.-6601tmarU:v.i. 

De las transformantes obtenidas con pDR3 y pRC57 utiliza--
+ 

das en el experimento de seg~gación mitótica del fenotipo qa-2 

, se purificó DNA a partir de la condición de crec imiento de 

presión selectiva, como se describe en MATERIALES Y METODOS. 
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Este DNA se fragrnent6 con la enzima ~t1 y fué sometido a 

electroforesis en geles de agarosa y transferido a membranas de 

nit~ocelulosa. Posterio~rnente fueron hibridizados con el plásrn~ 

do pRC57 l a 32P} CTP y expuestos a autorradiografía (Ver MATERIA 
+ LES Y METODOS). Corno control de la localizaci6n del gene qa-2 -

se utilizó el DNA de la cepa silvestre 74 A. Corno marcador de p~ 

so molecular se utiliz6 el DNA del fago A cortado con la enzima 

BamHI .los patrones de localización se encuentran en la Figura 8. 

En la Fig. 9 (transforrnantes provenientes de pRC57) y en la 

Fig. 10 (transforrnantes provenientes de pDR3) se encuentran los­

patrones de localizaci6n del gene qa-2+, en un experimento real~ 
zado corno el anterior, pero en este caso los DNAs se fragmenta-­

ron con la enzima BamHJ. 
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F 1 G 2, - MAPA DE LOCALIZACION DE LOS GENES 2-2, qa-4 y ~-3 EN EL GENOMA DE Ne..uJt.o.tipotz.a. cAM.tia.. 

(Obtenido de la referencia 50). Y LOCALIZACION DE LOS SITIOS DE RESTRICCION PARA 

LAS ENZIMAS BamH1 Y P.ti.t1. 
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f I G, 3, - CONSTRUCCION DE pDRl. 
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FIG.4.- CARACTERIZACION DE pDRl. 
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FIG.5.- CONSTRUCCION DE pDR3. 

Pst 1 Eco RI Hind 111 

~ 5s\ 
DRI 

~61Kb 

Digerir con Hind 111 

Hlnd 111 Bol 11 
\ 1 Bam HI 

BcmHI, ~ 
EcoRI....._ L 

2 
qa 

evm ¡qu\/K88~ 
Hlnd 111 p 11.3 Kb 

Bam HI 

Digerir con Hind 111 

aislar el fragmento de 
3.06 Kb 

ligado con L igasa T 4 

EcoRI Hind 111 
\ I 

-Bolll 

31 

,,,.. Bolll 

-EcoRI 

-Pstl 



F1G.G.- CARACTERIZACION DE pDR3. 
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FIG.7.- CONSTRUCCION DE pRC57. 
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fIG 8,- LOCALIZACION DEL GENE qa-2+ EN LAS TRANSFORMANTES 

OBTENIDAS CON pDR3 y pRC57. 

Todos los DNAs están cortados con la enzima PJ.:.tl. y el detector 

utilizado es {a 32 P} CTP pRC57. 

A) 74A 
B) NCX-11 

C) NCX-13 

D) NCX-23 Provienen de pDR3. 

E) NCX-105 

F) NCX-131 

G) NCX-132 

H) NCX-141 

I) NCX-150 Provienen de pRC57. 

J) NCX-161 

K) NCX-169 

L) Fago t.../ Bam/-11 , revelado por BrEt. 

11 
1 I' ¡I 1 ,, f i · 

=-- - --~ --- -- ---· -
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fIG,9,- LOCALIZACION DEL GENE qa-2+ EN LAS TRANSFORMANTES 

OBTENIDAS CON pRC57. 

Todos los DNAs están fragmentados con la enzima BwnH1 y el detec 

tor utilizado es {a 32 P}CTP pRC57. 
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FIG 10.- + LOCALIZACION DEL GENE qa-2 EN LAS TRANSFORMANTES 

OBTENIDAS CON pDR3. 

Todos los DNAs están cortados con la enzima BamHl y el detec-
32 tor utilizado es {a P}CTP pRC57. 
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TABLA J.- TRANSFORMACION CON DNA NATIVO (50 Kb en promedio) Y 

CON DNA DE VIRUS DE DIFERENTES FUENTES EN DIFERENTES 

TIPOS DE CELULAS RECEPTORAS. 

(Información obtenida de las referencias 9-45). 

En este tipo de transformación, el DNA introducido se 

estabiliza por integración al genoma. 

* La eficiencia está reportada como el número de 

transformantes que se obtienen por µg de DNA utiliza 

do. 

TIPO DE DNA FUENTE TIPO DE CELULA RECEPTORA EFICIENCIA* 

Nativo de 

50 Kb en 

promedio. 

Virus 

Bacteria Bacteria 

N.CJtaJ.i~a N.~Jta.6~a 

Marníf ero Mamífero 

Bacteria Bacteria 

M arrúfero Marrúfero 

5-50 

-1 

5-50 

500-5000 

500-5000 
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TABLA 11.- TRANSFORMACION CON DNA DE PLASMIDOS DE DISTINTAS FUEN 

TES, EN DIFERENTES CELULAS RECEPTORAS. 

(Informaci6n obtenida de las referencias 9-45). 

En este tipo de transformación, el DNA se estabiliza de las si-­

guientes maneras: Cuando la célula receptora es bacteria, se ma~ 

tiene extracromosomal, cuando es levadura, lo hace en forma ex-­

tracromosomal y por integración al genoma. El caso de N. c ras sa es 

similar al de levadura, sin embargo sólo se conoce un ejemplo de 

estabilidad extracromosomal (61). Para el caso de células de ma­

mífero, la estabilidad se logra por integración al genoma. 

*La eficiencia está reportada por el número de transformantes 

que se obtienen por microgramo de DNA utilizado. 

FUENTE TIPO DE CELULAS RECEPTORA EFICIENCIA,.. 

Bacteria 500-5000 
Bacteria Levadura 5-50 

Mamíferos 5-50 

Bacteria 500-5000 
Levadura Levadura 500-5000 

N. cJta .Ma 5-50 

N. CJl.M-tia 
Bacteria 500-5000 
Levadura 5-50 
N. c.tt:M-tia 50-500 

Bacterias 500-5000 
Mamífero 

Mamífero 50-500 
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TABLA I I I , - EFICIENCIA DE TRANSFORMACION EN N. c_11.cc~ .~a. ( .Ex.p2rim2ntos 

preliminares). 

* La eficiencia de transformación está reportada por el número -

de transformantes obtenidas por microgramo de DNA. 

+.- 3 días a 29°C en oscuridad y 7 días a 25ºC, 80 % humedad y 

luz contínua. 

#.- 10 días a 25ºC, 80% humedad y luz contínua. 

¡.- 13 a 15 días a 25ºC, 80% humedad y luz contínua. 

CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

PARA LA OBTENCION DE ESPO­

RAS DE LA CEPA M246-89601-

2A. 

A)MM Vogel-inl-arom. 

+ 

B)MM Fries-inl-arom 

+ 

C)MM Fries-inl-arom 

+ 

D)MM Fries-inl-arom. 

# 

E)MM Fries-inl-arorn 

ESTADO MOLECULAR 

DE pRC57. 

Super-enrollado y 

relajado. 

Super-enrollado y 

relajado. 

Relajado 

Relajado. 

Relq.jado. 

EFICIENCIA DE 

TRANSFORMACION 

* 

1 a 3. 

3 a 5. 

o 

10. 

60. 
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TABLA 1V1 .... EFICIENCIA DE TRANSFORMACION EN N. CJta..6-6a CTMPARANOO LU5 

PLASMIDOS pDR3 Y pRC57. 

* Las transformantes están reportadas por microgramo de DNA. 

+.- Crecimiento. 

No crecimiento. 

PLASMIDO CEPA MM-inl TRANSFORMANTES * 

M246-89601-2A 

pRC57 M246-89601-2A + 66 

pDR3 M246-89601-2A + 154. 
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IABLA V,- SEGREGACION MITOTICA DEL FENOTIPO qa-2+ DE LAS TRANS 

FORMANTES OBTENIDAS CON pDR3 y pRC57. 

Las cepas NCX-11 a la NCX-105 provienen de la transformación con 

pDR3 y las cepas NCX-131 a la NCX-169 provienen de pRC57. 

CEPA PROVENIENTES DE MM-inl PROVENIENTES DE MM-inl-arorn 
- -(% de segregación a qa-2 ) ( % de segregación a qa-2 ) 

NCX-11 65 65 

NCX-13 92 98 

NCX-23 78 92 

NCX-62 51 84 

NCX-105 88 95 

NCX-131 88 100 

NCX-132 23 89 

NCX-141 84 97 

NCX-150 97 98 

NCX-161 76 85 

NCX-169 99 100 
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TABLA VI , - EFICIE NC IA DE TRANSFORMt, c I ON EN N. c ,1¡_ ra, ~a. L'CMl'AfW..:L U\J 

DE LA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION . 

* - Reportadas por microgramo de DNA. 

#.- Este dato fué calculado a partir de la estabilidad de 10 % de 

las transformantes totales . 

+.- pHC79, es un c6smido. 

NO.- No determinado. 

La cepa receptora es M246-89601-2A nara todos los casos y todas 
+ las clonas contienen el gene qa-2 . 

PLASMIDO (Kb) VEHICULO 

pMSK332 19.43 pHC79 

pVK88 11. 3 pBR322 

pVK57 6.6 pBR322 

pRC57 7.36 pBR322 

pRC57 7.36 uBR322 

pDR3 7.67 pBR322 

TRANSFORNANTES* 

INSERTO (Kb) FENOTIPO TOTALES REFERENCIA 

SILVESTRE. 

13 73# 726 ( 41) 

7 10# 100 ( 39) 

2.3 5# 45 (39) 

3.06 10 NO (61) 

3.06 66 NO éste trabajo 

3.06 154 NO éste trabajo 



D I S C U S I O N 

y 

e o N e L u s I o N E s 
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DrscusION y CONCLUSIONES. 

EXPER.IMENIU> PRELIMINARES. 

La eficiencia de transformación reportada para el plásmido 

pRC57, evaluada por el número de transformantes estables que se 

obtienen por µg de DNA, es alrededor de 10 (61). 

En los experimentos reportados en la Tabla III de este tra 

bajo, realizados con el objetivo de montar las condiciones de -

transformación en nuestro laboratorio, la eficiencia de trans-­

formación para pRC57 fué de 60 transformantes por µg de DNA uti 

lizado. Este aumento en la eficiencia de transformaci6n depende 

directamente de las condiciones de crecimiento de la cepa receE 

tora y del estado molecular del plásmido. La hipótesis para ex­

plicar este efecto es la siguiente: Las esporas provenientes de 

crecimientos a 25ºC son una poblaci6n de edad heterogénea en la 

cuál existe una población de esporas suceptibles a ser transfor 

madas, determinada por el tiempo de cultivo y el estado molecu­

lar super-enrollado del plásmido que lo hace más resistente a -

la degradación por nucleasas. Esta hipótesis está basada en los 

siguientes datos: 

En el experimento reportado en A, Tabla III, se utilizaron 

esporas provenientes de crecimientos en Vogel, pero la germina­

ción y la transformación se realizó en Fries. La diferencia en­

la eficiencia de transformaci6n entre el experirnen~o reportado­

en A v~ B, Tabla III, nJ es significativa, ya que en experimentos do~ 

de se utiliza Vogel en lugar de Fries, tanto en el crecimiento 

como durante la transformación, la eficiencia de transformación 

no es afectada (M.E. Case, comunicación personal). 

El DNA utilizado en todos los experimentos provienen de --
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centrifugaciones por 3 gradientes de CsCl/BrEt. La raz6n de es­

ta purificación es quitar el RNA contaminante, ya que puede ba­

jar la eficiencia de transformación hasta 100 veces (39). Sin -

embargo, la baja eficiencia reportada en A y B, Tabla III, nos­

planteó la posibilidad de que se tratara de un efecto causado -

por el estado molecular del plásrnido, ya que se utilizó en estos 

experimentos una mezcla del estado relajado y super-enrollado -

de pRC57. Para analizar esta posibilidad, se llevó a cabo el ex 

perimento descrito en C, Tabla III, donde se observa una ausen­

cia de transforrnantes al utilizarse exclusivamente el estado re 

!ajado. La interpretación de este dato es la siguiente: Un plá~ 

mido en estado relajado es más suceptible a ser degradado por -

enzimas nucleasas que un plásmido en estado super-enrollado. Un 

dato que apoya esta hipótesis, es la baja eficiencia de trans-­

formación que se obtiene cuando se utilizan fragmentos de DNA­

total para transformar (46,47). 

El experimento reportado en D, Tabla III, tiene una eficien 

cia de transformación similar a la reportada para pRC57. La dife 

rencia en el crecimiento de la cepa receptora es la causa de -

este efecto (comparar con los datos reportados en B, Tabla III). 

La explicación a este efecto está basada en observaciones reali 

zadas, en experimentos donde se modifica la relación entre el -

DNA y el número de células receptoras, donde no se aumenta la e 

ficiencia de transformación pero sf se disminuye hasta 100 ve­

ces (39). Por esta observación M.E. Case postula la existencia­

de una población suceptible de esporas para la transformación, 

sin embargo, esta hipótesis no ha sido corroborada. 

Si suponemos la e~istencia de esta población suceptible,se 

puede explicar los datos obtenidos en los experimentos D y E de 

la Tabla III, a través de proponer que la población suceptible­

a la transformación es función de un estado fisiológico de las­

esporas y por lo tanto del tipo de crecimiento.El experimento -

realizado en E, Tabla III, se hizo corno el reportado en D, pero 

con un mayor tiempo de incubación a 25ºC, con la finalidad de a 
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nalizar un efecto en la eficiencia de transforma ción de pe ndiendo . 
d e l tiempo de crecimiento de las e sporas. El incre mento e n la e-

ficiencia de transformación bajo e stas condicio nes lo e xpli camo s 

postulando que en estas condicione s, el crecimie n t o de ma yo r 

tiempo genera esporas (mayor cantidad) en estado de suce ptibili­

dad para la transformación. 

Los datos presentados en la Tabla III, de este trabajo, su­

gieren la posibilidad de mejorar el método d e transformación. En 

N.cJta..óóase conoce poco acerca de la fisiología de la cepa recept~ 

ra en cuanto a los mecanismos involucrados en la e ntrada del DNA, 

así como de los estados fisiológicos involucrados e n la transfor­

mación. Es pues n e cesario diseñar e strategias experimentales con­

el objeto de encontrar los parámetros de los que de pende la suceE 

tibilidad a la transformación. El responder a e stas prequntas , a­

yudaría a encontrar la meior condición para la t r ansformación. 

TRANSFORMACION DE M246-89601-2A CON pOR3 Y pRC57. 

Una vez montado el método de transformación, s e procedió a -

comparar la eficiencia de transformación entre el olásmido pRC57-

v el olásmido pDR3. El resultado de este experimento (Tabla IV),­

muestra que p0R3 tuvo alrededor de 3 veces más transformantes es­

tables fenotípicamente que pRC57 (154vó 66). YaquepDR3 (7.67Kb) v­

oRC57 (7.36 Kb) son plásmidos nn.iv similares en tamaño, que wseen la misma re 

gi6n de qa-2+ en un fragmento de 3 . 06 Kb ( H,(ndIII-Hú tdIII ) y que 

los dos fragmentos están clonados en el pBR322, se propone que la 

mayor eficiencia de transformación de pDR3 se debe a la presencia 

del gene SS ribosomal, lo cuál es similar a los da~os reportados 

en levadura (63). 

En la Tabla VI, se compara la e ficiencia de transformación -

en N. c~Móa entre pDR3 y dato? reportado s con otros ve hículos mo ­

leculare s que compleme ntan a la mutante M246-89601-2A, por conte­

ner el qene qa-2+. De estos datos se concluye que el gene SS rib~ 
somal incrementa la eficiencia de transformac i ón en N. ctw.J.ióa , cuan-
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do se transforma con plásmidos que lo contienen. 

La eficiencia de transformaci6n evaluada únicamente por el­

número de transformantes estables que se obtienen por microgramo 

de DNA de pDR3, comparada con la que se obtiene en otros vehícu­

los es alta y similar a la del cósmido pMSK332, sin embargo , pa 

ra que este dato sea conclusivo se propone hacer transformacio-­

nes con este c6smido, utilizando el método de transformación re­

portado en este trabajo. 

El número de transformantes obtenidas con pDR3 es similar -

al reportado en S.c.Vte.v.{,6-i.ae. (63), cuarrlo se utiliza la regi6n de DNA que 

codifica para los precursores del RNA 35S ribosomal (100 a 200 -

transformantes por µg de DNA) , Este dato y la morfología silves­

tre de las colonias obtenidas en N.CJLaJ.>~a con pDR3, nos llevó a -

proponer que la estabilidad de la información introducida era lo 

grada por la inserción en el genoma. Sin embargo, si la inserción 

se logra por la recombinación homóloga con ' las secuencias ~ ri- n 

bosornales en el genoma, se espera un incremento de 100 veces y -

no de 3 veces, comparando pDR3 con pRCS7 (ya que hay alrededor -

de 100 copias de SS ribosomal por genoma) .Las posibles explica-­

ciones a este incremento menor son las siguientes: 

1) En S.c.Vte.v~-i.ae. (63) las clonas que contienen la región SS ri 

bosomal poseen un ars, el cuál logra estabilizar la informaci6n­

introducida independientemente del número de sitios posibles de­

integración. pDR3 puede contener un ars, pero no incrementar la­

eficiencia de transformaci6n como en el caso de levadura. 

2) Dado que pRCS7 puede integrarse en más de un sitio en el gen~ 

ma y no conocemos el número de sitios secundarios de integra--­

ci6n (integración de tipo adyacente y de tipo no ligada), el au­

mento en la eficiencia de transformación de pDR3 puede ser menor, 

debido a que la relación no es lineal ( 100 para~ v~ 1 para qa-2+) 

3) Pudiera ser que no todos los sitios de SS en el genoma están ex 

puestos para recombinar con pDR3. 

4) La integración de pDRJ en sitios de SS puede interrumpir se-­

cuencias, que la consecuencia resulte letal para la célula y por 

lo tanto no se recupe ran. pDR3 puede integrarse e n forma adyace~ 
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te, dado que la clonación del gene SS ribosomal en pDR3, abarca 

secuencias ex6genas al gene. 

Para explorar estas posibilidades, se procedió a realizar dos ex 

perimentos simultáneos. El primero fué analizar la segregación -

del fenotipo qa-2+ en las transformantes y el segundo, fué bus--
+ car la localización del gene qa-2 en el genoma de las mismas --

transformantes. 

Se.g1te.gac.1611 mft6Uca del 6e.110Upo qa-2+ e.11 laJ.l .t:Jta.n6 601tmante..6 obte.rúdM con 

lo.ó plá.óm-ido.ó pVR3 1J pRC57. 

El experimento se realizó como esta descrito en MATERIALES­

Y METODOS y el resultado se encuentra en la Tabla V. 

M. E. Case, reportó que las transformantes obtenidas con el 

plásmido pVK88 (38) son estables mit6ticamente y que todas pose­

en integrado el gene qa-2+ en su genoma. Las frecuencias de se-­

gregación a qa-2 fenotípicamente para las transformantes obten~ 

das con pDR3 y pRC57 son muy altas en presencia y en ausencia de 

presión selectiva. Este dato sugiere fuertemente, que la comple­

mentación conferida por pDR3 ó pRC57 no es a través de una inser 

ción estable en el genoma. Una explicación diferente para este -
+ fenotipo de alta segregación mit6tica d e qa-2 a qa-2 , es que -

la población de núcleos no sea homogénea. Dado que la transforma 

ción se realiza en esporas, las cuáles tienen de 1 a 3 núcleos -

es posible que no todos los núcleos sean transformados y que ba~ 

ten solo algunos transformados para complementar fenotípicamente 

la cepa. Después de la transformación, las células receptoras se 

fusionan y estas forman hifas durante su crecimiento.Las hifas -

son un sincicio, que permite que haya difusión de todo el cito-­

plasma y entonces todos los núcleos no transformados pueden ser 

acarreados en la colonia y formar parte de las nuevas esporas. 

Si esta hipótesis es cierta, las transformantes aquí presentadas 

pueden tener una alta frecuencia de segregación mit6tica a qa-2 

y mantener el fenotipo qa-2+ por inserción en algunos núcleos. 

Además de la complementación extracromosomal, otra posibilidad-­

es que la complementación de s@_-2 en la cepa r e ceptora por los-
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+ plásrnidos- ~-2 no sea nuclear sino citoplásrnica. 

Para explorar estas posibilidades, se propone hacer cruzas 

con las transforrnantes, utilizándolas corno donadoras y recepto-
+ ras para el fenotipo qa-2 . Además, seleccionar algunas esporas 

de una transforrnante y analizar la frecuencia de segregación -

rnitótica para cada espora. 

Los experimentos de localización del gene qa-2+en estas -­

mismas transforrnantes se discuten a continuación. El dato más -

interesante hasta este momento, es que la alta frecuencia de se 

gregaci6n rnitótica, también se encuentra en las cepas transfor­

madas con pRC57,que es una subclonación de pVK88. Una de las hi 

pótesis que postula M.E. Case para explicar las transforrnantes­

abortivas (90% de la población de transforrnantes con pVK88) es­

la existencia de un ars inestable en la región clonada de ~ -

(comunicación personal). En los experimentos realizados con pDR3 

y pRC57 ambos presentaron transforrnantes abortivas. 

El primer experimento que se realizó para investigar la loe~ 

lización del gene qa-2+ en las transforrnantes de pDR3 y pRC57, -

fué la purificación del DNA de las transformantes, cortado con -

Pót1 sometido a electroforesis en geles de agarosa y transferido­

ª membranas de nitrocelulosa. Posteriormente se hibridizó con el 

pRC57 {a
32P} CTP, utilizándolo como detector del gene qa-2+.Las 

transformantes obtenidas con pDR3 y pRC57 sometidas a este expe­

rimento mostraron dos bandas de hibridizaci6n, una de 7 Kb y la­

otra de alrededor de 17 Kb. (Fig.8). En el genoma de N.c.Jta.~óóa se 

encuentran los genes qa-2, ~-4 y un fragmento de qa-3 en una re 

gión de 7 Kb flanqueada por los sitios de reconocimiento para la 

enzima Pótl, ha.e ia cada lado de esta región, se encuentra a una.­

distancia de alrededor de 7 Kb para cada caso el sitio próximo -
+ de P!d l. (50) (Fig.2). El plásmido pRC57 contiene el gene q~-2 y un 

32 fragme nto de qa-4, cuando pRC57 {a P} CTP se hibridiza con e l -
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genoma de la cepa silvestre 74 A cortado con P~t1 y se expone a 

autorradiografía, el resultado que se observa es sólo una banda 

de hibridización en la zona de 7 Kb de peso mol e cular. La banda 

de alrededor de 17 Kb en la Fig.8, se interpreta como un corte­

parcial de la enzima en el genoma. 

El hecho de observar sólo una banda de hibridización de al 

rededor de 7 Kb en todas las transformantes analizadas, se inter 

preta de la siguiente manera: Tanto pDR3 (7.6 Kb) como pRC57 (7-
I 

. 36 Kb) solo contienen un sitio para P~t1 (Fig. 5,6), de tal manera-

que las transformantes que los contengan presentarían una sola -

banda de hibridización en el caso de que se encuentren en forma­

extracromosomal. 

La intensidad de la banda de 7 Kb del genoma qa-2, puede e~ 

mascarar la banda de hibridización de estos plásmidos debido a -

la similitud de peso molecular y por lo tanto, sólo se observa u 

na banda de alrededor de 7 Kb (Fig.8). Si el plásmido se e ncon-­

trara integrado al genoma, se debe observar una migración dife-­

rente de 7 Kb y la banda de hibridizaci6n del genoma S@_-2 . Sin­

embargo, no se observó ningún patrón de hibridización con estas­

características. Con la finalidad de analizar mejor la localiza­

ción del gene s@_-2+ en las transformantes, se realizó el experi­

mento descrito en la parte de RESULTADOS y el resultado se mues­

tra en las figuras 9 y 10. En estos experimentos, los DNAs se -­

fragmentaron con la enzima BamH1 en lugar de P~t l. La hibridiza-­

ción se realizó utilizando como detector pRC57. En el genoma de­

la cepa silvestre 74A (carril A, Fig.9yl0) pRC57 hibridiza en un 

fragmento de 3.2 Kb que contiene casi completo el gene ~-2 y un 

fragmento de 1.4 Kb, que contiene parte del gene qa-2 y qa-4 (­

los tamaños de los fragmentos fueron inferidos a partir del mapa 

de sitios de restricción en la región de qa de N.etia-O~a, que ha­

sido reportada (50) (Fig.2) ) . 

El plásmido pRC57 esta constituído por un fragmento de 5.9 

Kb y uno de 1. 3 Kb cuando se corta con Bamff 1 (Fig. 7) . En la Fig. 9 

carriles C y F, se observa un patrón d e hibridización que prese~ 
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ta los fragmentos de 5. 9 y l. 3 Kb del plásmido y 3. 2 y l. 4 del g~ 

noma. Estas bandas de hibridizaci6n son las esperadas para las 

transformantes obtenidas con pRC57 que mantuvieran su fenotipo 

S@-2+ extracromosomalmente. La otra posibilidad de generar este -

patrón de hibridización, es mediante la recombinación homóloga e~ 

tre qa-2 del genoma de la cepa receptora con qa-2+ del plásmi­

do, esta posibilidad quedó descartada debido a los siguientes da­

tos: 

1) Si estuviera integrado el plásmido sería estable mitóticamente 

y la frecuencia de segregación de estas transformantes al fenoti­

po qa-2 es muy alta. 

2) La intensidad de las bandas de hibridización entre los fragme~ 

tos de 3.2 y 1.4 Kb comparadas a las de los fragmentos 5.9 y 1.3 

Kb es diferente. Las bandas del genoma de la cepa receptora son -

más intensas y además 3) El patrón de hibridización con P1.;, t 1 (Fig. 

8) sólo generó una banda de hibridización de alrededor de 7 Kb. 

Estos datos sugieren, que pRC57 puede existir como plásmido extra­

cromosomal en las transformantes. 

En la cepa NCX-131 (carril B, Fig.9) no se d~tectan los frag 

mentos de 1.3 y 5.9 Kb correspondientes al plásmido pRC57. La al­

ta frecuencia de segregación mitótica en esta transformante, su-­

giere que el fenotipo qa-2+ estáconferido extracromosomalmente. -

Quizá un plásmido con alta segregación, no puede recuperarse en­

buena cantidad y por lo tanto no se observa su patrón en estas -­

condiciones. También se observó una sola banda de hibridización -

e n el caso del DNA fragmentado con Pl.:lt.1 (Fig8). 

En los carriles D, E y G de la Fig.9, no se observa el pa--­

trón de hibridización esperado para pRC57. El hecho de que solo -

se encuentre el fragmento de 1.3 Kb y otras bandas en otras posi­

ciones, sugiere que parte del plásmido se inteyró al genoma por -
. + 

inserción de tipo no ligada, pero que no contiene el gene qa-2 . 

Esta posibilidad se basa en la intensidad d e las bandas d e hibri­

dización del genoma, que es mayor a las causadas por esta inte gra 
+ ción, si alguna fuera responsable d e l carácter qa-2 d e bería ser-

igualme nte intensa. Nuestra hipóte s is para este c a so, e s que se -
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trata de transformantes en las cuáles se insertó parte del plás-

mido y que el fenotipo qa-2+ está conferido extracromosomalmente 

Esta estabilidad es muy baja, lo que se refleja en su alta segr~ 

gación y por lo tanto dificulta la obtención del DN~ del plásmi­

do en las transformantes. 

Las transformantes obt~nidas con pDR3, fueron sometidas al­

experimento anterior y los patrones moleculares de hibridi.zaci6n 

, se encuentran reportados en la Fiq. 10. Como en el caso ante-­

rior, el genoma de la cepa silvestre 74A presenta dos bandas de­

hibridización, una de 3.2 Kb y la otra de 1.4 Kb, pDR3 está for­

mado por un fragmento de 5.5 Kb y otro de 2.1 Kb cuando se corta 

con la enzima BamH1 (Fig.6). Los carriles C, E y F, en la Fig.10-

presentaron un patrón de hibridización en los que se encuentran­

los fragmentos de 5.9, 3.2, 2.1 y 1.4 Kb, donde los fragmentos -

correspondientes a pDR3 son menos intensos comparados a los del­

genoma, este dato sugiere que también pDR3 se encuentra extracro­

mosomalmente. El mismo patrón de hibridización se puede obtener­

si pDR3 recombina homólogamente con la región qa-2 de la cepa -

receptora. Sin embargo, esta posibilidad es muy poco probable,ya 

que si fuera el caso, entonces la intensidad de las bandas de hi 

bridización entre las del plásmido y las del genoma serían igua­

les, además de presentar más de una banda de hibridización cuan­

do los DNAs se analizaron con la enzima Pótl (Fig.8) y serían 

transformantes muy estables mitóticamente. 

En la Fig.10, carriles By D, no se presenta el patrón de -

hibridización esperado. Estas cepas sólo presentaron una banda -

de hibridización cuando sus DNAs fueron cortados con la enzima-­

Pót7 e hibridizados con pRC57 (Fig.8). Esta variación _en el pa--­

trón de hibridización en estas transformantes se interpretan, co 

mo inserciones de tipo no ligadas de parte del vehículo pDR3, p~ 

ro que no son responsables del fenotipo qa-2+,debido a su alta -

frecuencia de segregación y a la menor intensidad de las bandas­

que hibridizan, comparadas con las del ge noma ~-2-. Por lo tan­

to, la interpretación a estos datos es que se tratan de trans-­

formantes con parte de pDR3 integrado a sus genomas, pero el fe-
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notipo qa-2 está conferido en forma extracromosomal. 

Los datos presentados aquí sugieren fuertemente que tanto -

pDR3 como pRC57 tienen la capacidad de mantenerse en forma extra 

cromosoma! en N.CJtCL66aposiblemente debido a la existencia de un­
+ ars en la región de ~-2 clonada. 

Este razonamiento apoya la hipótesis, en la cuál se explica 

a las transformantes abortivas como cepas con un ars inestable. 

La región ars debe estar cercana a la región qa-2+ clonada, ya -

que es la secuencia conservada en pDR3 y pRC57. Sin embargo, la­

participación del gene 55 no es muy clara en cuanto a este efec­

to, aunque debe contribuir en alguna forma, dado el númerb de -­

transformantes que se obtienen al utilizarse. En N.CJtMóa se ha­

reportado recientemente la existencia de un plásmido que se man­

tiene extracromosomalmente debido a la existencia de un orígen -

de replicación de mitocondria, y porta la región qa-2+. El núme­

ro de transformantes que se obtiene en promedio es de 130, pero­

no se ha sometido a un estudio similar al que se realizó en este 

trabajo, por lo que es difícil tratar de relacionar los plásmi-­

dos utilizados áquí con este plásmido. 

Para el caso de pDR3 y pRC57 se proponen los siguientes e~ 

perimentos con el objeto de encontrar más evidencia para propon~ 

rlos como plásmidos de estabilidad extracromosomal en N.~~aóóa; 

1) Utilizar las transformantes como donadoras y receptoras del -

fenotipo qa-2+ en cruzas. 

2) Cruzar las transforrnantes obtenidas con la cepa M246-89601-2a 

y repetir el experimento de segregación mitótica y de hibridiza­

ción. 

3) Repetir las hibridizacines pero utilizando po~ separado los -
+ detectores ~-2 y pBR322. 

4) Con el DNA obtenido de las transformantes, transformar la ce­

pa de E.~ol.i SK2881 auxótofa de aminoácidos aromático~, selecci~ 

nando en medio mínimo. De estas transformantes purificar plásmi­

do y caracterizarlo por medio de enzimas de restricción que tie­

nen sitio caracterizado en pRC57 y pDR3. 
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Las conclusiones generales obtenidas de este trabajo son las 

siguientes: 

1) Se ha montado las condiciones experimentales para la transfo~ 

mación genética de Ne.UJto.ópoJta CJtM.óa en nuestro laboratorio. 

2) La eficiencia de transformación ha sido aumentada, al evaluar 

la como el número de transformantes con fenotipo silvestre que -

se obtienen por microgramo de DNA utilizado. 

3) El aumento en la eficiencia de transformación se ha logrado, 

aparentemente a través de la incorporación de un fragmento de -­

DNA de N.CJtM.óa conteniendo un gene SS ribosomal y posiblemente -

un ars. 

4) Las transformantes obtenidas tanto para pDR3 como para pRC57-

segregan a una frecuencia muy alta mitóticamente. 

5) La localización del gene qa-2+ en las transformante s, sugiere 

fuertemente que el fenotipo qa~2+ está conferido extraxromosomal 

mente y que posiblemente se deba a la existencia de un ars cerca 

no al gene qa-2. 



B 1 H L 1 O G R A F 1 A 



53 

BIBLIOGRAFIA. 

1) Metzenberg, R. L. ( 1979). "Implications of sorne genetic control mechanis­
ms in NeWW}.)po!ta." Microb. Rev. 3:21-26. 

2) Brockman, H. E., and De Serres, F. J. (1963). "Sorbose toxi c ity in Ne.u-­
JtO}.)pOJta." Amer. J. Bot. 50:709-714. 

3) Metzenberg, R. L., Gleason, M. K., and Littlewood, B. S. (1974).En Wilcox 
, J. Abelson, and C. F. Fox (ed) ICN-UCLA. Conference Proceedings on "Molecu­
lar Approaches to Eucaryotic Genetic Systems". Academic. Press. Inc. New York. 
8:253-268 . 

4) Wilson, J. F. (1963). "Transplantation of nuclei in NeUJto}.)pO!ta CJtM .6a". 
Amer. J. Bot. 50:780-786. 

5) Wilson, J. F., Garnjobst, L., and Tatum, E. L. (1961). "Heterocaryon in­
compatibility in N.C!t.M}.)a-microinyection studies". Amer. J. Bot. 48:299-305. 

6) Perkins, D., Radford, A., Newmeyer, D., and Bjorkman. (1982). "Chromoso­
mal loci of NeuJtO}.}poJta CJLM}.)a". Microb. Rev. 46:426-570. 

7) Scott, W. A. (1976). "Biochemical genetics of morphogenesis in NeUJto6pO­
Jta." Ann. Rev. Microb. 30:85-104 

8) Alberghina, L., and Sturani, E . (1981). "Control of growth and the nuc lear 
division cycle in NeuJto}.)pO!ta C!t.M}.)a". Microb. Rev. 1 :99-122. 

9) Schmit, J. C., and Brody, S. (1976). "Biochemical genetics of NeUJto}.)po!ta 
CJLM}.}a. Conidial germination." Bacteriol. Rev. 1-41 . 

1 O) Dávila, G., Lar a, M., Guzmán, J., y Mora, J. ( 1980). "Relation between­
structure and function of NeUJto}.)po!ta CJLM}.)a glutamine synthetase". 
Biochem. Biophys. Res. Com. 92:134-140. 

11) Sánchez, F., Calva, E., Campomanes, M., Blanco, L., Guzmán, J., SaborÍo, 
J. L., and Palacios, R. (1980). "Heterogeneity of glutamine synthetase poly­
peptides in NeUJto}.)po!ta CJLM}.)a". J. Biol. Chem. 255: 2231-2234 . 

12)Hununelt, G., and Mora, J. (1980). "Regulation and function of glutamate 
synthase in NeU!tO}.)pO!ta C!t.M}.)a 11

• Biochem. Biophys. Res . Com. 96 :1688-1 6 94. 

13) Humrnelt, G., and Mora, J. (1 980) . "NADH-Dependent glutamate synthase and 
nitrogen metabolism in NeUJto}.)po!ta C!t.M}.)a". Bioc hem. Biophys. Res. Com. 92:127 
-133. 

14) Lara, M., Blanco, L., Campomanes, M., Calva, E., Palacios, R., and Mora, 
J. (1982). "Physiology of ammonium assimilation in N1!.UJt06pOJza CJLa}.)6a". 
J. Bacteriol. 150:105-112. 

15) Espín, G., Palac ios , R., and Mora, J. (1 9 79 ). "Glutamine metabo lism in 
nitroge n-starved conidia of NeuAO}.)pO!ta CJtM}.}a". J. Gen. Mi c r obi o !. 11 5 :59-68. 



54 

16) M:>ra, .J., Dávila, G., Espín, G. e;t al. (1980). Glutamine metabolism in­
NeWto~po!za cJt~~a. In Glutamine : Metabolism, Enzymology and Regulation. J. 
Mora y R. Palacios (ed). Academic Press. Inc. 185-212. 

17) Avery, o. T, Colin, M. D., Mac Leod, M. D., and Maclyne Me Artty, M. D. 
(1944). "Studies on the chemical substance inducing transformation of pneu­

mococca types" . J. Exp. Med. 79:137-158. 

18) Maniatis, T., Fritsch, E. F., and Sanbrook, J. (1982). "Molecular cla-­
ning. A Laboratary Manual". Cald Spring Harbar. 

19) Broac h, J. R., Strathern, J. N., and Hicks, J. B. (1979). "Transforma-­
tian in yeast: Development of a hybrid c loning vector and isalation of the -
CAN1 gene". Gene 8:121-133 . 

20) Ita, H., Fukuda, Y., Murata, J., and Kimura, A. (1983). "Transformatian 
of intact yeast cells treated with alkali cations". J. Bacteriol. 153:163---
168. 

21) Fournier, P., Gaillardin, G., Louvencourt, L., Heslot, H., Lang, B. F., 
and Kaudewi tz, F. ( 1982). "r-DNA plasmid from Sch,i,zo~acchMom;¡cv.i pombe..: 
cloning and use in yeast transformation". Curr. Gen. 6:31-38. 

22) Woo, S . W., Limmane, A. W., and Nogley, P. (1982). "Genetic changes in­
yeast cells cotransformed with mitochondrial DNA and plasmid YEp 13 are not 
elicited by recombinant molecules made by covalent insertion of mitochondrial 
DNA into YEp13". Biochem. Biophys. Res. Comm. 109:455-462. 

23)Venkov, P. V., and Ivanov, V. P. (1982). "Uptake of DNA by fragile mu--­
tants of Saccha1¡omycv.i ce1zev,U.,,(ae. Curr. Gen. 5: 153-155. 

24) Be e her, D., Canrad, B., and Battcher, F. ( 1982) . "Genetic transfer me-­
diated by isolated nuclei in SacchMomyce6 cviev,(~,(ae" curr. Gen. 6:163-165. 

25) Cohen, J. D., Eccleshall, T. R., Needleman, R. B., Federaff, H., Buchf~ 
rer, B. A., and Marmur, J. ( 1980) . "Functional expression in yeast af the 
E~cheJt,(c/Ua ca.U. plasmid gene coding for chloranphenicol acetyltransferase". 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 77:1078-1082. 

26) Hinnen, A., Hicks, J. B., and Fink, G. R. (1978). ''Transformation af 
yeast". Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 75:1929-1933. 

27 ) Cooper , G. M., Okenquist, S., and Silverman, L. (1980). "Transforming -
activity of DNA af chemically transfarmed and normal cells". 
Nature 284:418-421. 

28) Wagen, T. E., Hope, P. C ., Jollick, J. D., Scholl , 
, and Gault, J. E . (1981). "Mi croinyection of a rabbit 
zygotes and its subsequent expression in adult mice and 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 78:6376-6380. 

D. R., Hodinka, R. L. 
f:s -globin gene into -
their offspring". 

29) Peruc ho, M., llanahan, D., and Wigler, M. (1980). 
linkage of exoc¡enus sequences in transformed cells". 

"Genetic and physical­
Cell. 22 :309-317. 



55 
30) Wagner, E. F., Stewart,·T. A., and Mintz, B. "The human $-g lobin gene 

and a functional viral thymidine kinase gene in developinq miCf!". 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 78:50 16 -5020 . 

31) Perucho, M., Hanahan, D., Lipsich, L., and Wigler, M. (1980)."Isolation 
of the ch i cken thymidine kinase gene by plasmid rescue". 
Nature. 285 : 207 -210. 

32) Hynes, N. E., Kennedy, N., Rahmsdorf, U. , and Groner, B. ( 198 1) . "Bormo 
ne-responsive expression of an endogenus proviral gene of mouse mammary tu­
mor virus after molecular cloning and gene trans fer into cultured cells" . 
Proc. Natl. Acad. Sci . (USA) . 78: 2038-2042. 

33 ) Wigler, M., Pellicer , A., Silverstein, S., Axel, R., Urlaub, G., a nd -
Chasin , L. ( 1979). "DNA-mediated transfer of the adenine phosphoribosyl 
transferase locus into mammalian cells". Proc. Natl. Ac ad. Sci. (USA). 76:-
1373-1376. 

34) Shih, C., Shilo, 8-Z., Goldfarb, M. P., Dannenberg, A., and Weinberg,­
R. A. (1 9 79). "Passage of phenotypes of chemically transformed cells via 
transfection of DNA and chromatin". Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 76:5714- -
5718. 

35) Wigler, M., Silverstein, S., Lee, L-S, Pellicer, A. , Chen g , Y- e , and -
Axel, R. ( 1977). "Transfer of purified herpes virus thymidin e kinase ge ne -
to c ult ered mou se ce lls''. Cel l. 11 :2~3-232. 

36) Wigler, M., Pelli ce r, A., Silverstein, S . , and Ax e l, R. (197 8 ) . "Bio-­
c he mi c al transfer of sing le-copy e11caryotic genes using total ce llular DNA ­
as donor ". Ce ll 14:7 25 -7 3 1. 

37) Wigler, M., Sweet, R., Sim, G ~ K., Wold, B., Pellicer , A. , La c y, E. , -
Maniatis, T., Silverstein , S., and Axel, R. (1 979 ) . "Transformation of ma-­
mmalian cel l s with genes from proceryot.es and eucaryotes". Cell. 16 : 777-785 . 

38) Case, M. E., Schweizer, 
"Eff icient transformation of 
DNA". Proc. Nat.l. Acad. Sci. 

M., Kushner, S . R., and Giles, 
Neutio6potia ctia6~a by utilizing 
(USA) 76 :5259-5263. 

N. B. (1 9 79) -­
hybrid plasmid-

39 ) Case, M. E. (1 982 ). "Transformation of Neutio6potia ctia66a. Utili z ing r~ 
combinant plasmid DNA ." In Geneti c Enginnering of microorganisms far c hemi­
cals. Holland e r, A., De Mos s , R . , Kaplan, S ., Konisk , J . , Savage, D. , and -
Wolfe, R. S. (ed). Plenum Publishing Co . Ne w York. pp. 87 -100. 

40) Case , M. E. (1 98 1) . "Genetic analysis of tr a nsformants of the qa 9ene -
cluster mutants in Neu~o6potia Cfta.66a". Genetics , 97 , supp. 

41)Kinnaird, J., Keighren, M. A., Kinsey, J. A., Ea ton, M., and Finc hilm, -
J. R. s. (1 982 )."Cloning of the am (glutamate dehyclroc¡enase) gene fron N(>u­
!t.06potia . c~a-t.6a throgh the use of a synteti c DN/\ p r o be ". Gene 20 : 387-196. 

42) Buxton , F. P., and Radford, A. (1 983). "Clonin cJ of the structural ge ne 
for orotidine 5'-phosphate c arboxyl ase of N~11~ 06poti a ctia~6a by expression -
in E.t.chC'ücfi,i.a coLi.. ". Mol. Gen. Genet. 190 : 40:1 - 405. 



56 

43) Keesey_, J. K., and De Moss, J. A. (1983). "Clon ing of the trp-1 gene -
from NeU!l.oJ.ipO!ta c.JtMJ.ia by complementation of a trpC mutation in---r6c. h.etu:c.h,i.a 
e.ali". J. Bacteria!. 152: 954-958. 

44) Schechtman, M. G., and Yanofsky, Ch. (198 3). "Structure of the trifunc 
tional trp-1 gene from NeW1.0ópo'1a c'1aJ.ióa and its aberrant expression in EJ.i-:­
chetu:c/Ua cou". J. Mol. Appl. Genet. 2:83-99. 

45) Smarelli, J. ,Jr., and Garret, R. H. ( 1982). "Isolation the 'Neu'10J.ipo1ta 
C'1aJ.iJ.ia nitrate reductase structural gene: evidence far it s expression in 
Eóchetu:ch.i_a coÜ". Fed. Proc, 41:756. 

46) Mishra, N. c. ( 1979). "DNA-mediated genetic changes in NeuJtoópo!ta c'1aJ.ióa" 
J. Gen. Microbiol. 113:255-259. 

47) Mishra, N. c . , and Tatum, E. L. (1973). "Non-mendelian inheritanc e of -
DNA induced inosi tal independence in NeUJWJ.ipo'1a C'1aJ.iJ.ia". 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 70 : 3873-3879. 

48 ) Wooton, J. C., Fraser, M. J., Baron, A. J. (1980) ."Efficient transforma 
tion of germinanting Neu'1oJ.ipo'1a conidia using total nuclear fragments". 
Neurospora Newsletter 27:33. 

49) Patel, V. B., Schweizer, M., Dykstra, C. C., Kushner, S. R., and Giles, 
N. H (1981). "Genetic organization and transcriptional regulation in the ~ 
gene cluster of Neu!Wópo'1a CftaJ.iJ.ia". Proc. Natl. Acad. Sci. (USA ) 78:57 83 ---
5787. 

SO) Schweizer, M., Case, M. E., Dykstra, C. C., Giles, N. H., and Kushner,­
S. R. (198 1). "Identification and c haracterization of recombinant plasmids -
carr~ing the complete qa gene c luster from Neu'10ópo!ta C!tMJ.ia including the -
qa-1 regulatory gene". Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 78:5086-5090. 

51) Case. M. E., Giles, N. H., Doy, C. H. "Genetical and biochemical eviden 
ce for further interre lationships between the polyaromatic synthetic and the 
quinate-sikiquimate catabolic pathways in NeuJwópO!ta C!tMóa". Genetic. 71: -
337-348. 

52) Sc hweizer, M., Case, M. E., Dykstra, c. c., Giles, N. H., and Kushner,­
S. R. ( 1981). "Cloning the quinic acid (qa) gene cluster from NeU!l.oópo!ta C/1.a­
óóa: identification of recombinant plasmids containing both qa-2 and qa-3". 
Gene 14: 23 -32. 

53) li a utala , J. A., Basset, C. L., Giles, N. H., Kushner, S. R. (1979). 
"Increased expression of a eukariotic gene in Eóche.tu:ch,i.a cou through stabi 
lization of its messe nger RNA". Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 76:5774-5778.-

54) Reinert, W. R,, and Giles, N. H. (1977). "Proof of t:he novo synthesis -
of the qa enzymes of Ne.LUl.Oópo!ta cJtaJ.ióCt during induction". 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA). 74:4256-4260. 

55) Alton, N. K., Hautala, J. A., Giles, N. H., Kushner, S. R., Vapnek, D. 
(197 8 ). "Transcription and translation in E.cou hybrid plasmid contai.ning­
the catabolic dehydr·o genasa gene from NeU!l.Oó)J0'1a C'1Móa". Gen e 4:241-259. 



57 

56) Vapnek, o., Huautal a , J. A., Jacobson , J. W., Giles , N. H., Kushner, S. ­
R. ( 1977). "Expression in Eocheti_,(c_i.ia cc•f.-i K- 1 2 of the gene for cataboli c: de ­
hydroquinase of Neutioopotia C'1CC66a". Proc. Natl. Acad. Sci. (U SA ) . 74: 3508-3512. 

57) Stinchomb, D. T., Marjorie, T., 'l'homas , M., Ke lly, J., Se°iker , E ., a nd -
Davis, R. W. ( 1980 ) . "Eukaryot i c DNA seqment s capable of autonomus replication 
in yeast". Proc. Natl. Acad. Sci. {USA). 77:4559-4563. 

58) Beggs , J. D. (197 8 ). "Transformation of yeast by replicating hybrid pla~ 
mid". Nature 275:104-109. 

59) Collins, R. A., Stohl, L. L., Cole, M. D., and Lam~owit z , A. M. (1981) .­
"Characterization of a novel plasmid DNA foun d in mi tochondr ia of N. cti.a6oa". -
Cell 24: 443-452. 

60 ) Stohl, L. L., Collins, R. A., Cole, M. D., and Lambowitz , A. M. (1982) .­
"Characterization of two new plasmid DNAs found in mitochonr:lria of wilr:l-type 
Neutioopo'1a intermedia stra ins" . Nucl. Acid. Ress. 10:1439- 1458. 

6 1) Stohl, L. L., and Lambowitz, A. M. (1983). "Construction of a shuttle -
vector far the filamentous fungus Neutioopotia ctiaooa". Proc. Natl. Acad. Sc i. 
(USA ). 80: 1058-1062. 

62) Hsiao, C-L. , Carbon , J. (1 981). "Direct procedure for the isolation of­
f unct i onal centromeric DNA." Genetics 78:3760- 3764. 

63) Szostak , J. W., and Wu, R. (1 979 ). "Insertion aof a genetic marker into 
the ribosomal DNA of yeast". Plasmid. 2:536 -5 54. 

64) Krumlauf , R., and Marzluf, G. A. (1 980 ). "Genome orqanization and charac 
terization of the repetitive and inverted repeat DNA sequen ces in Neu'10opot¡a­
C'1M6a" . J. Biol. Chem. 25 .5:1138-1145. 

65) Free , S. J., Rice , Ph, W., and Metzenberg, R. L. (197 9 ) . "Arrangement of 
the genes codi n g for ribosomal ribonucleic acids in Neutioopotia ctiaooa " . 
J. Bacteriol. 1 37:1 2 19 -1 226 . 

66) Selker, E. U., Yanofsky, Ch., Driftmier, K., Metzenberg, R. L., De Weerd, 
B. A., and Raj Bhandary, ll. L. (1 98 1). "Dispersed SS RNA genes in N.C-'W66a. -
Structure, expression and evolution ". Ce ll. 24:819- 828 . 

67) Oavis, R. H., and De Serres , F. J. (1970) . "Genetic and microbiological 
research techniques for Neu tioopotia cJ¡aooa. ''. Methor:l s in En z ymology 17A: 79- 14 3 . 

68) Bolívar, F. , Rodríguez , R., Betlach, M. C. , and Boyer·, ! l . W. (1 977). 
"Construction and characterization of new c l oning vehi c les . I . - l\rnpicillin -
resisten derivatives of the plasmid pMB9". Gene. 2:75 - 93 . 

69) Bolívar, F., Rodríquez, R., . Betla c h, M. c ., anc1 !3oyer , 11. W. (19771. 
"Construction and characterizat.ion of new vehic1es. TT.- A. multipurpose doning 
system. Gene. 2:95 -11 3. 



. . 

Unif ersidad ~acional - Autéouma de tlé1i110 
Umdad Académica de los Ciclos Profesional y de Posgrado 

del Colegio de Ciencias y H~manidJdes 

Papel de los Plásmidoa indígenas de 

Rhizobium phaseoli en el proceso de Nodulaci6n 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

Maestrla en lnvestigaci6n Biomédica Básica 
PRESENTA LA LICENCIAOA 

GLORIA SOBERON CHA VEZ 

CUERNAVACA. MORELOS 1913 



A G R A D E C 1 M I E N T O S 



AGRADECIMIENTOS. 

Agradezco las sugerencias y criticas a este trabajo al 

Dr. Edmundo Calva, al Dr. Guillermo Dávila, a la Dra. Carmen 

G6mez, a la Dra. Alejandra Covarrubias, a la M. en C. Alicia 

González y a los licenciados Mario Rocha, David Romero e Irene 

Castaño. 

Al Dr. Robert L. Metzenberg por la donación de el plásmido 

pTB051. 

A la Dra. Mary E. Case por la donaci6n de la cepa M246-89 

601-2A el plásmido pVK88 y por sus sugerencias oara imple-­

mentar el método de transformaci6n en nuestro laboratorio. 

A la Dra. Alejandra Covarrubias nor la donación de la cepa 

MC1061 y algunos reactivos. 

Al Dr. Edmundo Calva y al M. en c. Humberto de la Vega, por 

sus sugerencias metodológicas. 

Agradezco también, la beca mortetaria que recibí durante el 

desarrollo de este trabajo a través del Programa de Superación 

del Personal Académico de la U.N.A.M. y la beca hospedaje-ali­

mentaci6n del Centro de Investigación sobre Fijación del Nitró 

geno, sin las cuales no me hubiera sido ¿asible realizar este 

trabajo. 



r .. 
r 

~· 

. 
1 
! 
l. 
11 

• 
' l 
' 

•, 

l 
~ . 
'· 

¡I ,. 
' 

" 1 

" ¡ 

Indice 

Introducci6n • 1 

Material y M@todos • • .. 9 

Resultados y Discusi6n • 14 

Conclusiones • • 27 

Tablas y Figuras 29 

Referencias 52 

Agradecimientos 56 



~ 
1 
t' 

f 
' • 
" 

Introducci6n 

La f ijaci6n biol6gica de nitr6geno es el proceso 

mediante el cual algunas bacterias convierten el nitrógeno 

molecular en amonio; dentro del ciclo del nitr6geno esta -

reacci6n es la limitante para el incremento de la biomasa­

del planeta. Existen algunos casos en los que las bacterias 

- fijadoras de nitr6geno se asocian con otros organismos, 

entre estas asociaciones la mejor estudiada es la que se -

establece entre Rhizobium y algunas leguminosas. 

El género Rhizobia incluye a las bacterias gram 

negat~vas, habitantes normales del suelo, que interaccio­

nan con las raices de las leguminosas para formar n6dulos 

en los que se lleva a cabo la fijaci6n de nitr6geno. Para 

que se forme un n6dulo es necesario . que exista un recono­

cimiento especifico entre la bacteria y la planta, y que 

RhizobiUill penetre por los pelos radiculares hasta la cor­

te za ·de la raiz, donde pasa a traves de la pared celular 

y queda englobado en vesículas membranosas dentro del ci­

toplasma ll). En la formaci6n de un n6dulo existe una mar 

cada proliferaci6n de las células de la corteza radicular 

y un proceso de diferenciaci6n de ambos participantes; el 

Rhizobium generalmente sufre cambios morfol6gicos, se - -

hace más grande y de forma irregular, esta forma se conoce 
1 

como bacteroide y es el estado en el que es fijado el ni-

trógeno atmosférico (1). 

La enzima que cataliza la conversión de N2 a NH3 
es la nitrogenasa, su estructura es muy conservada en to­

dos los organismos fijadores de nitrógeno tanto a nivel -

de proteína (2) como al de la secuencia· del DNA que la 

codifica (3), tiene dos componentes proteicos, uno que 
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contiene hierro y molibdeno l~I) que es el que cataliza 

la reducción de nitrógeno a amonio, y el otro (P2) que . 

une A'I'P Mg en su forma reducida y al transferir electr~ 

nes a PI lo hidroliza; por cada molécula de nitrógeno -

convertida a amonio se h .idrolizan de 12 a 15 moléculas 

de ATP y se produce una molécula de H2 a partir de 2H+ 

(4) (Figura I}. PI esta formado por dos tipos de poli-

peptidos, una enzima tiene 2 moléculas de cada uno de ellos 

y P2 es dímero de otro polipéptido. 

Se ha encontrado que la nitrogenasa se inacti­

va por o2 y los distintos organismos fijadores de nitró 

geno presentan diferentes formas de protegerse de este 

elemento; Rhizobium es un aerc5beo estricto por lo que -

requiere oxigeno aun cuando está fijando nitrógeno, la 

estrategia que presenta para evitar la destrucción de -

la actividad de la nitrogenasa es la presencia en el n6 

dulo de una proteína-la leghemoglobina- que une con gran 

afinidad el o
2

, liberandolo a una .concentración que peE 

mite la respiraci6n y no daña la nitrogenasa (5). La le 

ghemoglobina constituye un buen ejemplo del caracter 

simbi6tico de lq relación planta bacteria, ya que la 

parte proteica es codificada por la leguminosa y el gru 

po heme lo sintetiza el Rhizobium. (6,7). 

El nódulo purde ser considerado como el organo 

especializado en la fijaci6n de nitrógeno; la planta -­

transporta a traves del f loerna el fotosíntato necesario 

para su mantenimiento . y para la actividad -de la nitroge 

nasa, y el nitrógeno fijado y asimilado en aminoácidos­

º ureidos es transportado hacia las estructuras superi~ 

res por el xilema (1) (Figura 2). Existen algunos nódu­

los que tienen una hidrogenasa de captura por lo que -­

pueden recuperar parte de la energ!a gastada por la n1-

trogenasa en la formaci6p de a
2
' a partir de 2H+ ( 8) . 
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Las especies de Rnizobium han sido definidas -

según la especificidad que presentan para nodular cierta 

leguminosa, asi la bacteria gue nodula chicharo, lenteja 

o garbanjo se define como Rhizobium leguminosarum, la 

que nodula alfalfa ~· meliloti, la que noctula frijol R. 

phaseoli, etc. Hay evidencia de que dentro de lo que se 

denomina una especie existe gran viriabilidad, tanto a 

nivel de patrones de proteínas como es el caso de R. pha 

seoli. (9) como a nivel de secuencia de DNl'. como en R. -

japonicum (10); esto sugiere que la información responsa 

ble del desarrollo del n6dulo y de la fijación de nitró­

geno es una pequeña parte de la información total de Rhi 

zobium y que puede estar asociada a una diversidad de in 

formaci6n para otros porcesos celulares. 

No existe evidencia suficiente con respecto a la 

conservaci6n de la información responsable de la especi­

ficidad de Rhizobium y del desarrollo del nódulo, pero -

es una idea aceptada que las bacterias pertenecientes a 

una especie presentan la misma información pari estos 

procesos. En el caso de ~· phaseoli, se sabe que la secu 

encia de DNA que codifica para la nitrogenasa (nif) está 

reiterada y tiene un arreglo característico, diferente -

de la que presentan Rhizobia que nodulan otras legumino­

sas (11). La correlación que existe entre la estructura 

de esta información y la especificidad para la nodula-­

ci6n no ha sido explicada aún, pero ya que este arreglo 

solo se ha encontrado en Rhizobium phaseoli es posible -

que tenga algun papel en el establecimiento de la simbio 

sis con el frijol; otra posibilidad sería que los genes 

nif estuviera n ligados geneticamente con la información 

responsable de la formación de los nódulos y en F.h~_:::_ob ium 

:20_9s eol~ se coseleccionar a el arreglo mencionado al e sta 

bl e cerse la simbiosis . 
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En varias especies de Rhizobium se ha demostra 

do que existe información para la nodulación codificada 

en plásmidos de alto peso molecular; la evidencia para · 

esto es de tres tipos. La primera es la demostración de 

que la específ icidad y la capacidad de nodular puede -­

transferirse por conjugaci6n entre especies de Rhizobium 

(12 - 15} y a Agrobacteríum tumefaciens (13}, este tipo 

de experimentos se han realizado usando como donadoras -

cepas de R. leguminosarum (12), ~· trifolii (13, 14) y 

R. phaseoli (15) • El segundo ttpo de exper.;i:.mentos consi~ 

te en correlacícmar la perdida de un plásmído con la p€r 

dida de la capacidad de nodular, el caso más claro lo 

constituye el de la curaci6n por calor de 12 cepas de R. 

trifolti de 18 tratadas (16}, est~ perdida se correlacio 

n6 con la perdida total o parcial de un plásmido. 

La tercera estrategia es el aislamiento de mu-­

tantes deficientes en el proceso de nodulación y su loca 

lización en plásmidos, esto se ha realizado con algunas 

cepas de R. leguminosarum (17} y R. phaseoli (14). 

La presencia de los genes que codifican para -­

la ni trogenasa ( nif l en PUi~midos ha sido demostrada -

en varias especies de Rhizobium por m~todos de hibrídiza 

ci6n de DNA (13-22), y en algunos de estos casos se en-­

centró que el plásmido que hibridiza con los genes nif -

contiene informaci6n para nodular. A partir de esta evi­

dencia se desarrollo el concepto de plásmído "Simbiotico" 

(Sym), se considera que un plásmido "Sym" contiene toda 

la información necesaria para que se establezca la sim-­

biosis y se lleve a cabo la fíjaci6n de nitrógeno; de -­

este modo el que una bacteria perteneciera a una especie 

de Rhizobium estaría determinado por que presentara 

· un plásmido 11 Syrn" característico de esa especie. La -
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igualdad de estos plásmidos se postula sólo en lo corres 

pendiente a las características de la simbiosis, ya que 

distintos plásmidos "Sym" de una misma especie pueden .,.. 

presentar diferente peso molecular y estar asociados a 

información diversas {23, 24). 

La investigaci6n de la genética de la nodula­

ci6n de Rhizobiurn est~ enfocada a la identif icaci6n de 

los genes involucrados en este proceso estudiando una, -

cepa de una especie dada,, y basandose en el concepto de 

plásrnido 11 Sym" se extrapolan_ los resultados a toda la, -

especie¡ sin embargo no existe ninguna evidencia de que 

distintas cepas de una misma especie tengan la misma, ín 

forrnaci6n estructurad&· ·y regulada de igual manera. 

Corno no se conoce cual es la seña,l para el re 

conocimiento entre la planta y la bacteria, y qué s~ re 

quiere que haga el Rhizobiurn para que se forme el -n·ódu-. 

lo, es posible postular que si no es un mecanismo muy -

especializado, se ha~an seleccionando más de una manera 

de llegar a formar nódulos con cierta leguminosa por lo 

que habría cepas con el mismo fenotipo simbiótico y dis 

tinta inforrnaci6n para ello. 

Se sabe que otro tipo de plásmidos, por ejem­

plo los que confieren resistencia antibióticos, presen.­

tan todo tipo de arreglos estructurales {25-28) y que -

aun codificando para el mismo fenotipo {resistencia a -

tetraciclina, por ejemplo) no se regulan de lá misma rn~ 

nera ~ son secuencias de DNA sin homología e~tructural 

(29). Ya que la información simbiótica está codificada 

en plásmidos es posible que presente un comportamíento 

similar y que existan diferencias estructurales en plá~ 

midos presentes en cepas de Rhizobiurn de una misma 
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especie. 

Existen algunas evidencias de que los plásmidos 

"Sym" de Rhizobium sufren rearreglos estructurales ( G. 

Sober6n datos no publicados), Sin embargo no se sabe el 

mecanismo por el que se generan. 

No existen datos en · 1a literatura que sugieran 

que la informaci6n que rarticipa en el establecimiento 

de la simbiosis de Rhizobium con una leguminosa en espe 

cífico, en este ca,so el frijol, sea la misma y estf. estruc 

turado de igual manera en distintas cepas. Como se men­

cion6 antes, dado el caracter plasmidiano de esta infor 

maci6n es posible que existan diferencias en este sen-­

tido, por ello en este trabajo se trató de identificar 

diferencias en la estructura de la información que par­

ticipa en el establecimiento de la simbiosis en varias 

cepas capaces de nodular (Nod+) y f~jar nitrógeno (Fix+} 

en ~sociaci~n con el frijol. 
' r • ... ~ , 

La estrategia que se siguió se esque~atiza en 

la Fig, 3. 

Se utilizaron siete cepas, cuatro de ellas re 

colectadas en el mismo lugar (.Celaya Gto. México) y el 

resto originarias de distintos pa!ses,y fueron someti­

das a un proceso de curaci6n de plásmidos; se seleccio 
1 -

naron algunos derivados que hubieran perdido l a capaci 

dad de nodulaci6n (Nod-J y la' cepas asi ~eleccíonadas 

se analizaron para correlacionar la perdida del feno-­

tipo Nod+ con la desaparición de un plásmido y de los 

genes estructurales de la nitrogenasa (nif) • Los distin 

tos tipos de cepas curadas obtenidas por este tratami­

ento podrian dar informaci6n de la similitud entre los 
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plásmidos que intervienen en el establecimiento de la 

simbiosis en las distintas cepas; se compar6 la fre­

cuencia con que cada cepa pierde la capacidad de nodu 

lar, y si esto era causada por la perdida total o de­

leciones de un plásmido. 

Algunas de las cepas curadas se utilizaron -

como receptoras en la transferencia del plásmido que 

por curaci6n habí.a sido identif .;i:cado C0IllO que llevaba 

·±nformact6n para la forrnac.;i:6n de n6dulos. La manera -

como se llevo a cabo esto fue aislando inserciones de 

Tn~ que codifica para la resistencia a Kanamic~na en 

la cepa original (Nod+) y seleccionando una colonia -

que transfiriera esta resistenc1a a una cepa curada -

(Nod.,...} proveniente del J'(l;i:;SmO a:.i:sla.rn.i.ento Original; -~ 

con este procedimiento se esperaba. detectar las bact~ 

rías que tenian el Tn5 en el pl&smido que se perdiO -

al curar. 

Las cepas que transf er!an Tn.?_ a las curadas 

y las transconjugantes de las cruzas fueron probadas 

en plantas para demostrar que la inserci6n del trans 

posón no preven1a la nodulaci6n y que con la transf e 

rencia del pl~smido se repon!a la capacidad de nodu­

laci6n y de fijaci6n de nitr8geno. 

Los pl&smidos marcados con Tn.?_ que transfe­

rían la capacidad de nodular ~ un derivadp Nod- de 

la misma cepa original fuerón transferidos ~ cepas -

curadas provenientes de otras bacter.;i:as para determ! 

nar si esta molécula complementaba la información que 

había sido perdida. Con esto se buscaba detel?ITlinar 

si la curación en varias cepas producía la perdida -

de informaci6n equivalen.te en todas ellas. 
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Si el concepto de plásl!lido "Sym" se cumpliera 

en las cepas de Rhizobium nhaseoli estudiadas, se espe 

raba que al seleccionar Nod- todas perdieran un plásmi 

do, y en el mismo evento se eliminaran los genes estruc 

turales de la nitrogenasa, as! mismo se es~era que al 

transferir de cualquier cepa el presunto plá,smido 11 Sym 11 

a derivadas de otros aislamientos originales estas re­

cuperan la capacidad de nodular y fijar nitrógeno. 

Como se discutir~ m~s adelante la estrategia 

utilizada permitió detectar eventos que producen la -- · 

pérdida de la capacidad de nodular y que no son produc 

to de la . curaci6n del pl~smido "Sym". La. existencia de 

estos f en6menos en las cepas de Rhizob,tum pha,seoli es­

tudiados sugiere que el arreglo y la regulaci6n de la 

informaci6n que participa en la simbiosis es más com-­

pleja que lo que se postula en el modelo del plásmido 

simbi6tico. 
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Hate~ial y M@todos 

a) Cepas Bacterianas y Plásmidos 

Las cepas bacterianas y los plásmidos usados 

en este trabajo se muestran en la Tabla I,y Tabla II 

b) Medios de cultivo y condiciones de crecimi 

en to 

:t::l medio de cult±vo utíliz~do en este trabajo 

es PY (peptona de casetnA Biox6n 5%, extracto de leva­

dura Biox6n 3% Cacl2 7 mM). Se uso agar Biox6n al 1.5% 

para solidificar los medios. La concentraci6n de anti­

bi6ticos usada es Kanamicina 60 ~g/ml, estreptomicina 

200 µg/ml. y rifampicina 25 µg/ml. Para determinar la 

producción de pigmento se adicion6 al medio PY s6lido 

euso4 20µg/ml y tirosina l.OO -µg/ml. 

El medio utilizado para la curact6n de cepas 

es YM (K2HP04• 05%, KH2J:>º4· 05%, Mg~04· 7H2º· .02% , -

NaCl .• 01%, CaC1 2 .004%, extracto de levaaura Biox6n 

.1%, manito! 1%, agar 1.5%)~ 

La, temperatura de c:rec;tmí.ento fue 3o•c, los 

cultivos en liqu.tdo se ag;itaron 24hrs. a, 200 r.p.:m. , 

y las cajas se incubaron por 3 ,d1as para obtener colo 

nias aisladas. 

. 
Las cruzas bacterianas se hicieron en PY s6-

lido por 16 hrs. y des~ues ~e ~latearon en el med~o -

selectivo. 

Para determínar la producci6n de pigmento se 

creci6 u~ in6culo denso de bacterias en PY s6lído - -

-! 
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con cuso 4 y tirosina y se dej6 la caja a temperatura 

ambiente por dos semanas aproximadamente. 

c} Curaci6n por calor. 

se estri6 un in6culo denso de ia cepa a curar 

(se utilizaron mutantes espontáneos resistentes a ri­

tampicina) en medio YM y se incub6 a 37°C de 5 a 7 

días, posteriormente se puso la misma caja a JOºC por 

tres días y se picaron las colonias en PY sólido con -

rifampicina. Cada colonia resist~nte a rifampicina fue 

probada para nodulación en frijol. 

d) Mutag~nesis con Tn~ y selección de pl~smi 

dos con el transposón. 

Una mutante espont~nea resistente a estrept~ 

micina se cruzó por la cepa de E. coli .1830 (301 que 

lleva el plasmtdo pJB4JI, este plásmido es ¡nestable -

en Rhizobium y lleva el Tn5 • Al seleccionar las cepas 

Sm~ KanR producto de l& cruza se selecctonaron aque~ 
llos Rhizobia en los que se insertó el t r ansposón . 

Se purificaron las colonias SmR KanR pro 

dueto de la cruza y se hicieron parches en medio PY s8 

lido, a cada uno se le adici6nó 2µ1 de la bacteria re­

ceptora (RifR} y se tncubaron por 12 o 16 hrs. a 30°C, 

se replicaron en medio selectivo (PY Rif Kan) y se se­

leccionaron las colonias que despu@s de 3 atas produ-­

cían un crecimiento en · el medio selectivo. Las presun­

tas t r ansconjugantes se probaron para sensibilidad a 

es t reptomicina y para nodulací6n en f r ijol. 

e) Selecci6n de la cepa GS230. 

La cepa GS2J56 (CFN23 SmR con e l Tn5 insertn 

d o en un p lfismido) fue sometid a a cu r ac í 6n nor c a l or , 
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el crecimiento obtenido después de la incubac~6n a 37°C 

se diluyó en PY líquido y se dejó crecer hasta la satu 

ración, este cultivo se diluyó en PY líquido hasta una 

absorbancia de 20 unidades Klett y se puso en agitación 
\,_ · · .- - ·~ . . ' -~ . ~- ... ,. 

por 2 hrs. , se adicionó ampi,cilina ).mg/ml, ipicloserina 
·., 

1 mg/ml y Kanamicina ~ µg/ml. y se puso en agitaci6n 6 

hrs., después de este tiempÓ el cultivo no había aumen 

tado en densidad. Las bacterias se filtraron por un 

filtro de millipore 22µm en condiciones estériles y se 

pusieron en PY sólido a 30°C por dos días, se resuspe~ 

dió el crecimiento y se plateo en PY sólido con estreE 

tomicina para obtener colonias atsl~das, de estas se -

seleccionó aquella Smr que hubiera perdido la resisten 

cia a Kanamicina (1 de 384 probadas) . 

f) Visualización de plasmidos de Rhizobium 

Para conocer el patrón electroforético de los 

plásmidos de las cepas de Rhizobium estudiadas se uti­

lizó el método reportado por Eckhardt (31) o el repor­

tado por Hirsch et al (32) • 

g) Purif icaci6n de DNA total de Rhizobium 

Se cosecharon Sml de un cultivo en la etapa -

estacionaria y se resuspendieron en 400µ1 de amortigua 

dor Tris-HCl 50mM y EDTA 20mM pH 7.4, se adicionó 50µ1 

de SDS 10% y 50µ1 de Pronasa Smg/ml en el mismo amorti 

guador. Se lisaron las células incubando lhr a 37uc y 

se pasó el lisado dos o tres veces por una aguja de je 

ringa de lml. Se extrajo dos veces con fenol saturado 

con el mismo amortiguador y dos veces con cloroformo , 

se precipitó los nucleicos con dos volumenes de etanol 

absoluto frio y NaCl 0.25 M. 

h) Condiciones de Hibridizaci6n. 

• 1 
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Las condiciones pqrR lq digestión del DNA to­

tal, la transferencia de geles a filtros de nitrocelu­

losa, el marcaje del DNA con 32P y la hibridización se 

hicieron segGn lo reportado por Quinto et al (11) . Para 

los experimentos de hibridizaci6n con DNA digerido se 

us6 la enzima EcoRl y se utiliz6 corno áetector el plás 

mido pCQ15 que contiene 4.5 Kb de la cepa CFN 42 que -
tiene homología con los genes nif de Klebsiella pneurno 

niae (11). En los experimentos de hibridización con -­

plásmidos indígenas de Rhizobiurn se utiliz6 como detec 

tor un plásmido derivado del pBR328 con un inserto de 

9Kb de la cepa CFN42 que incluye el fragmento de 4.SKb 

del pCQ15. (B9) (Figura 4} • 

En los experimentos de hibridizaci6n con Tn5 

se us6 como detector el pB~322 con este transpos6n in­

serto. 

i) Prueba de nodulaci6n y Fijación de Nitrógeno 

Las semillas de frijol o chícharo se esterili 

zaron superficialmente con blanqueador comercial por 

20 min y se lavaron tres veces con agua destilada este 

ril. 

Los frijoles se pregerminaron tres dias en la 

obscuridad sobre un papel filtro esteril y hwnedo; los 

chicharon se pusieron directamente en los matraces sin 

pregerminar. 

La solución salina usada para el crecimiento 

de las plantas fue Fahreus (33) con agar Bioxón .8%. 

Los frijoles pregerminados se crecieron en -

botellas de 25ml y los chícharon en matraces Erlenrneyer 
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de 250 ml forrados de p~~el estr~sa. 

Con los frijoles la, tnoculaci6n se real1z6 al 

ponerlos en las botellas, se us6 .3ml de un cultivo 

denso de bacterias o el crecimiento de un parche. En el 

caso de los chfcharos se uso .5ml de un cultivo denso 

para la !noculaci6n y se realiz6 después de una semana 

de haber puesto las semillas en los matraces cuando -

se sacó el tallo del matraz~ 

La activ~dqd de la nitrogenasa se midi6 en -

las rafees completas de una, planta, se sellaron las -

botellas de 25ml y se inyect6 .Sml de acetileno, se -

incubaron por 30 minutos · a temperatura ~iente, l~ -

producción de etileno se cuant~~icó utilizando un ero 

mat6grado de gases. 

.. , ., 

¡ 

' ~ 
•'! 
•.-: 

,! 
·t 
f 

! 



.14 

Resultqdos y Discusión 

I) Curaci6n de pl~smidos 

Para eliminar los plásmidos de R. ohaseoli se 

utilizó un tratamiento por calor aue se reportó curaba 

este tipo de moléculas en varias cepas de Rhízobium -­

trífolii (16). El criterio para considerar que una ce~ 

pa estaba curada fue que después del tratamiento perdí 

era la capacidad de nodular fríjol. 

La curaci6n de la cepq CFN42 se hizo por el -

mismo proced;Lmiento, pero se seleccionaron derivad~s 

que, por hibridización en colonias, hubieran perdido -

los genes de la nitrogenasa; esta curación y selección 

fue realizada por Margarita Hernández. Los derivados -

nif- se probaron para nodulación y se encontró ~ue ya 

no eran capaces de producir estas estructuras en fri~­

jol. 

a) Frecuencia de obtenci6n de Nod 

La frecuencia con que se encontraron cepas in 

capaces de nodular a partir de los aislamientos estudia 

dos se muestra en la Tabla 3. 

Utilizando este criterio se pueden distinguir 

dos grupos de cepas, uno formado por la CFNl y la CFN3 

que parecen curarse a alta frecuencia, 45% y 37% res-­

pectivarnente, y el otro en el que entrarían el resto -

de las bacterias estudiadas que dan una frecuencia me­

nor de curaci6n (10% a 2%). La cuantificaci6n de la -­

frecuencia de curación solo se realizó en un experime~ 

to por lo que los valores pueden variar, sin embargo -
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la tendenciq de curarse. a alta .f;~ecuencia de las cep~s 

CFNl y CFN23 se detectó en ot~os experi,mentos. 

b) Patr6n Electro.f;orético de l .os plá,smidos 

de las Cepas Nod-. 

Para identificar el plásmido que lleva la ±n­

formaci6n para la nodulac~6n se estudi6 el patrón ele~ 

troforético de esta mol~culas aisladas de varios deri­

vados Nod- de cada cepa. Todas las cepas curadas prove 

níentes de un qislamiento original dieron el mismo re­

sul ta,do. 

Las cepas curadas derivados de la CFNl, CFN23 

y 281 muestran el mismo patrón electroforético de plá~ 

midos que en los aisléUllientos originales (Figura 5), -

m~entras que en el resto de las cepas se detect6 la 

perdida de :r-or lo menos un pl~smido (Figura 6) • Con es 

tos resultados s6lo se puede asociar la pérdida de la 

nodulaci6n con la desapa,r,i.ción de un J?lá,sm.i;do en el .-­

caso de las cepas CFN~O, CFN42 y 8251. 

Al curar la cepa CFN7 desaparecen dos bandas 

del patr6n electroforético original, este resultado -~ 

fue observado en dos deriva.dos Nod~; no se sabe si es 

necesario que se pierdan ambas moléculas para que la -

cepa pierda la capacidad de nodular, o si este cambio 

en el fenotipo de la bacteria es producto de la elimi­

naci6n de tin plásmido y el otro se pierde a una frecu­

encia muy al.ta. 

e) Presencia de los genes estructurales de -

la Nitrogenasa. 

Las secuencias homólogas a los genes es-­

tructurales de la nitrogenasa de K. pneumoniae se encu 

entran reiterados en Rhizobium phaseoli y por lo menos 



parte de estas reiteraciones se localizan en plásm~do~ 

(ll) . 

Las cepds u~adas en este trabajo se hibridizaron 

con un plásmido recombinante que lleva una secuencta de 

la cepa CFN42 homóloga a los genes estructurales de la 

nitrogenasa de K. pneumoniae tpCQ15) y los resultados 

se muestran en la Fig. 7 y Tabla 5. Por este criterio 

se pueden distinguir dos grupos, aquellas que al volve~ 

se Nod- pierden las reiteraciones de las secuenctas ho­

mólogas con los genes de la nitrogenasa (CFNl, CFN7, -­

CFN23, CFN42 y CFN90}, y las que las siguen conservando 

(8251 y 281). Al usar como detector en la hibrídiz~ct6n 

otra clona derivada de la cepa CFN42 que llev~ una co-­

pia de los genes nif y otras regiones contiguas (B9 Fi­

gura 4) sobre el patron de plásmidos se encontr6 que -­

las cepas que conservaban las reiteraciones mantenfan -

la hibridización con estas moléculas, mientras que en -

tre los que perd1an los genes nif las cepas CFNl y CFN23 

perdtan la homologta con un pl§.smido, pero la conserva­

ban con otro. La hibridizar.ión con los plásmidos que no 

llevan los genes nif se puede ver desde las cepas ori­

ginales por lo que no es un rearreglo del genoma produc 

to del proceso de curación (Figura 8) • La clona usada -

para estos experimentos lleva secuencia del DNA de R. -

phaseoli no relacionadas con los genes de la nitrogenasa 

de ~- rneumoniae y la hibridizac;i:6n con un segundo pl§,s 

mido pudiera estar dada por ellas. 

d) Producción de Pigmento. 

Algunas cepas je . ~. phaseol~ producen un ptg-­

mento, pYobablemente ~elanína, y esta caracteristic~ -~ 

se encuentra ligada en algunos casos al pl§smidos que -
ll~va informacibn paro. la nod ·lla~ión y los genes de la 

nitrogenasa (14). Se analizó la capacidad de producir -
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pigmento de las cepas originales y de sus derivados Nod 

y los resultados se muestran en la. Tabla 4. La cepa CPN 

90 no es capaz de producir pígmento en las condiciones 

estudiadas, pero las otras seis cepas sí lo hacen, de -

estas la CFNl, CFN7, CFN23 y CFN42 dejan de formar pig­

mento al perder la capacidad de nodular, mientras que -

la 8251 y la 281 continuan produc;tendolo aun cuando ya 

no forman nódulos. 

Estos resultados muestran que la producción de 

pigmento está ligada a los genes nif, pero no siempre a 

la capacidad de nodular. 

Tipos de cepas Nod-

Según los cuatro criter;tos estudiados se pueden 

distinguir cinco grupos dentro .de las s~ete cepas estu­

diadas. Ya que se seleccionó el fenotipo Nod-, los re-­

sultados que se obtienen con cada cepa representan el -

evento más .frecuente que produce este cornporté'U'Q;tento, -

pero es posible que con menos frecuencia las distintas 

cepas presenten los mismos fenomenos. 

El primer grupo lo constituyen las cepas CFNl . 

y CFN23 que generan Nod- a alta frecuencia y dejan de -

producir pigmento al hacerlo, pero no cambian el patrón 

electroforético de sus plásmidos. Estas cepas pierden -

las secuencias homólogas con los genes nif, pero conser 

van homología con la clona (B9} de la cepa CFN42 usada 

como detector; las secuencias homólogas que mantienen -

se localizan en un plásmido distinto al que lleva los -

genes nif en la cepa original. (Fig. 7 y 8). La perma~­

nencia del patrón electrofor~t.;tco de los plásmidos de -

estas cepas puede ser explicado por que hayan perdido -

un plásrnido que cornigrara con otro o que se produjera -

una deleci6n de parte de un pl[\srni:do que no se vi e ra en 

la electroforesis, la frecuencia con que se produce e s~­

te evento pudiera favorecer la segunda posibilidad, 

\, 

' :· 

... ~ 

l 
1 



La pérdidG de lqs tres reitera.ciones de los 

genes nif representaría una delect6n de a.proximadame~ 

te lOKb de DNA si estuvieran contiguas en el genoma , 

pero en la cepa CFN42 estas secuencias no están cerca 

nas (R. Palacios comunicación personal); si el arre-­

glo de estos genes en los plásmidos de las cepas CFNl 

:y CFN23 es el mismo que en las cepas CFN42 una dele-­

ción que abarca las tres reiteraciones permitiría dis 

tinguir un plásmido de menor peso molecular en la - ~ 

electroforesis y se tendría que postular otro tipo de 

rearreglo .en el genoma como una sustitución de DHA 

para explicar los resultados obtenidos. 

La cepa CFN42 y CFN90 tienen un comport~íe~ 

to simila.r ya que se cura,n a una frecuencia baja., pi­

erden un plásmido y los genes estructurales de la ni­

trogenasa; en la CFN42 esta perdida se correlaciona -

con la incapacidad de producir pigmento. El comporta~ 

miento de estas cepas sería el esperado para una bac­

teria que tuviera un plásmi:do "Sym" que se curara por 

calor. 

La cepa CFN7 se cura a baja frecuencia; deja 

de producir pigmento y pierde los genes nif, pero al 

hacer esto se eliminan dos plásmidos. Aunque los ge-­

nes de la nitrogenasa sólo hibridizan con un plásmido 

(Figura 8) los genes que participan en la nodulación 

pudieran estar reiterados en las dos moléculqs y por 

esto se requerfa que se per~ieran ambos para generar 

una cepa incapaz de nodular, otra explicación sería 

que un solo plásmido llevara información para la si~ 

biosis, pero el otro se curara muy frecuente.mente. 

Los derivados Nod- de la cepa 281 no presen~ 

tqn ningun cambio en las características anali.zadas 
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por lo que parece que este fenot~po no es producido por 

un rearreglo muy estenso de sus pl~s:rq;tdos, y no se sa,be 

si este fen6meno esta J?el&cionado con el tratam;iento por 

calor. 

La cepa 8251 pierde un plAsmido al perder su ... 

capacidad de nodular frijol, pero conserva los genes e~ 

tructura,les de la nitrogenasa y su capacidad de produ-­

cir pigrqento; este comporta,roiento muestra que por lo me 

nos en esta. cepa la informa,ci6n que participa en el es­

tablecjJniento de la simbiosis no está codificada en un­

solo pl4smido. 

II Ma,rcaje de Pl4smidos con Tn5 

Se aisla.ron inserc;iones del transpos6n Tn5 en 
:R '.R . R -

las cepas CFN23 Sm , CFN42 Sm y 8251 Sm , y se selec-

cionaron las colonias que transfe~tan est~ reststencia 

a la,s cepas 23-7, C3 y 825.1-9 l?espectivarnente. Se probó 

la nodulaci6n en fríjol de las cepas que donaban la re­

sistencia a, Ka.namícina, y las transconjugantes y· se eli ... 

gieron aquellas que era,n capaces de interaccionar con -

la planta. 

La cepa GS522 es un derivado Kan'.R de la cepa -

8251 que le tra,nsf iere a la cepa 8251-9 la capacidad de 

nodular frijol y fijar n~tr6geno, la frecuencia de esta 
. -3 . 

conjugact6n es de 3 x 10 y se correlaciona con la 

adquisición de un plásmido (pGSl) por la cepa 8251-9 

(Figura 9). 

La capacidad de nodular frijol es transferida 

a la cepa C3 por la GS 425, 1~ transferencia de la res~s 

tencia a Kanamicina entre estas cepas se realiza a una 

frecuencia de 1 . 5 x 10- 2 , sin emba,rgo la capac.idad de 

1 
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nodular frijol no se hereda siempre que se adquiere la -

resistencia al antibiótico. Este resultado se explica -­

porque el Tn~ esta insertado en un plásmido (pGS2) que -

no transfiere la capacidad de nodular, los genes nif ni 

la producción de pigmento, y sólo cuando se cotransfiere 

otro plásmido presente en la GS425 se heredan estas ca-­

racteristicas (Figura 10) . 

La cepa CE108 (Nod+ Fix-) tiene un Tn5 inserto 

en el plásmido de la cepa CFN42 que contiene los genes -

nif. La resistencia a Kanamicina se transfiere de esta 
- -5 
cepa a la C3 a una frecuencia de 1 X 10 , y todas las 

transconjugantes son capaces de nodular, pero no fijan -

nitrógeno. Este resultado corrobora que el plásmido que 

lleva los genes nif tienen información para la formación 

de nódulos, por lo que cumple con las características de 

lo que se considera un pl!smido "Sym". 

La cepa GS2356 transfiere la resistencia a Kana 

micina a la 23-7 a una frecuencia de 2 X 10-5 , pero solo 

una transconjugante de diez probadas es capaz de nodular 

frijol. Para determinar si este resultado se pod!a expl~ 

car por cotransf erencia de otro plásmido como en el caso 

de la cepa GS425, se hibridiz6 el perfil de pl!smidos de 

la cepa GS2356 con el Tn5 y con los genes nif (Fig. 11), 

la hibridizaci6n del transpos6n se realiza con el pl~smi 

do de menor peso molecular (pGS3) que no contiene los g~ 

nes nif, pero si regiones que se encuentran cercanas a 

estos genes en la cepa CFN42. Al analizar la hibr idiza--­

ci6n de los genes nif con l ,os plásmidos de una transcon­

jugante capaz de nodular (GS2456), se encontr6 que hibr~ 

dizan con un plásmido del tamafio del pGS3, este nuevo -­

pllsmido se denomin6 pGS4; la cepa GS2456 recupera las -

tres reiteraciones de los genes !'i_f (datos no mostrados). 

El patrón electroforético de la cepa GS2456 es idéntico 
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a una transconjugante que no hereda la capacidad de nodu 

lar (GS2457) (Fig. 11). Estos resultados no son compati­

bles con la cotransf erencia de un plásmido sino que par~ 

cen indicar que los genes nif y la información que al -­

perderse en la cepa 23-7 la hace incapaz de nodular re-­

combinan y se transfieren con el pGS3, constituyendo un 

nuevo plásmido denominado pGS4. 

Si se aisla la cepa GS2456 de nódulos y se sub­

cul tiva tiende a perder la capacidad de nodular, al ana­

lizar el patr6n electrofo~ético de una de estas cepas 

Nod (GS2455) se identificó un olásmido de menor oero mo 
- ~ .J 

lecular que el pGS4, (Figura 12) este nuevo plásm;tdo hi-

bridiza con Tn~, pero no con níf. (datos no mostrados). 

A partir de la cepa GS2356 se aisl6 por curaci6n 

con calor una cepa (GS230) que es sensible a Kanamicína, 

esta cepa pierde el pGS3, es Nod y no tiene ninguna ho­

mología con la clona níf de la cepa CFN42 usado como de­

tector (Figura 13). Sí se usa la GS230 como receptora de 

una cruza cori la GS2356 se transfiere la resistencia a -_., 
Kanamicina con una frecuencia de 5 x 10 '. Una fracci6n 

de las transconjugantes de esta cruza son capaces de no­

dular frijol, tienen el mismo patr6n electroforético que 

la cepa GS2456 e hibridizan con los genes nif en el mis­

mo plásmido que ella (pGS4). Esto muestra que no se re 

quiere la presencia del pGS3 en la cepa receptora p ara -

heredar la capacidad de nodular frijol, es probable que 

el pGS4 se genere por rec6mbinaci6n en la cepa GS2356 en 

tre el pGS3 y el plásmido que contiene nif. 

Una parte de las cepas derivadas de la 23-7 y -

GS230 que heredan el pGS42 y se purifican de un nódulo , 

recuperan la homología con los genes !:~1:._f_ en el plásmido 

en que originalmente se encuentran en la cepa GS2356 - -

'l 
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(Fig. 13), este resultado es distinto al encontrado con 

la cepa GS2456 y no se determinó la estabilidad de las 

características simbióticas en este tipo de transconju 

gantes. La capacidad de fijar nitrógeno en los n6dulos 

pudiera ser s6lo expresada por uno de los dos tipos de 

transconjugantes ya que esta actividad se mide en plan 

tas completas y puede haber solo una fracción de los -

nódulos que la presenten. 

Existe la posibilidad de que las transconjugan­

tes que recuperan los genes nif en el plásmido en el -

que se encuentran normalmente en la cepa GS2356 se ge­

neren por cotransferencia de esta mol~cula y el pGS3, 

sin que haya una recomb.tnaci6n entre el pGS4 y el plá~ 

mido residente. Esto parece poco probable si se consi­

dera que cuando se hízo el marcaje de los plásmidos de 

la cepa CFN23 con el Tn~ no se detecte ninguna colonia 

con el transpos6n en el pl~smtdo que contiene los genes 

nif, lo que sugiere que esta mol~cula se .transfiere a 

muy baja frecuencta a la cepa 23~7. Para descartar es­

ta posibilidad es necesarto transferir el pGS4 a las -

cepas 23-7 y GS230 de una donadora que no contenga ni!!_ 

gún otro plásmido y demostrar que se recuperen trancen 

jugantes con los genes nif en el plásmtdo en que natu­

ralmente se encuentran en . la cepa GS2356. 

El hecho de recuperar los genes nif en el plás 
1 -

mido en el que originalmente se encuentran sugíere que 

la cepa 23~7 se gener6 por un rearreglo de sus plásmi~ 
' 

dos que elimina ciertas se~encías, como lo·s genes nif, 

y no por la pérdida de un plasmido que comigra con otrq 

la cepa 23-7 parece conservar el siti:o en el que se i~ 

tegra por recombinación las secuencias que participan 

en la nodulaci6n y fíjací6n de nitr6geno. 

La ca9aci-<lad del pGS3 de transferi:r.: tnfo.rmaci6n 



para la simbiosis que no forma parte normalmente de su 

estructura generando el pGS4 sugiere gue funciona en -

la naturaleza como una especie de mensajero de este ti 

po de informaci6n, la alta frecuencia con que se trans 

fiere (5 x 10- 2 } favorecería este papel, sin embargo : 

dada la inestabilidad que presenta una vez que adquirió 

la informaci6n para la simbiosis podría requerirse - -

que en la cepa receptora se encontrara un plásmido con 

el que pudiera recombinar. Sería interesante determinar 

entre distintos aislamientos de Rhizboium nhaseoli la 

generalidad de la existencia de plásmidos con la capa­

cidad de movilizar informaci6n para la simbios,i.s y de 

plásmidos capaces de ,incorporar las secuencias transf e 

ridas. En la figura 14 se muestra, un esquema de las ce 

pas derivadas de la CFN23. 

III Complementación de la ca,pacida,d de nodula 

ci6n por tra,nsf erencia de plásmidos entre 

cepas. 

Las siete cepas Nod de R~ phaseoli obtenidas 

por curaci6n con calor y la, cepa, 60.15 de ~- leguminosa 

rum se usaron como receptoras de los plásmidos pGSl , 

pGS2, pGS3, pGS4 y pJB5JI y se probó la capacidad de -

nodulaci6n de las transconjugantes. Los resultados se 

muestran en la Tabla 6. 

Al heredar el pGSl sólo dos de la ocho cepas 

probadas recuperan la capacidad de nodular frijol. La 

cepa 8251-9 fue utilizada para marcar con Tn~ este -

plásmido y es en la que se prob6 que transfería infor 

mación para la nodulaci6n, y la cepa 281-9 parece te­

ner un defecto en el que no interviene gran parte de 

su genoma, adem&s estas cepas son las Gnicas que con­

servaron los genes estructurales de la nitrogena s a al 
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perder la capacidad de nodular. Este patrón de comple 

mentaci6n muestra que el pGSl tiene informaci6n para 

la simbiosis, pero que no está completa y se l!equiere 

que la c~lula tenga además de este plá~~'do ot~o típo 
de informaci6n que la mayoría de las cep~s p~e~den ~l 

volverse Nod • En la f;i:gura 1 6 se muestra, el pat::r!On 
electrof orético de los plásmioos de algunas cepas que 

heredaron ei pG~l. 

las 

a 5 

La frecuencia de transferencia del pGS2 a 

cepas curadas distintas a la C3 es muy baja (10- 4 

-7 x lU ), y en ninguna de las tres cepas a las que 

se transf ierio el pl~smiao que complementa la nodula­

ci6n en la C3, esto sugiere que el pGS2 no lleva in-­

formación para la simbiosis y que podr!a participar en 

este proceso a traves de su capac~dad de movtl~zaT e~ 

plasmido "Sym" de la cepa CFN42. Se transf;t:r;i:O el p'l!s· 

mido "Sym" de la CFN42 a partir de l a CE108 que es ""~ 

Nod+ y Fix a las cepas 23~7 y 6015, est~s-- cepas ~ec:i 
peran la capacidad de nodular, peE0 ne son c~pace~ de 

fij~r nitrógeno; la mutaciOn que h.qce ;inca.paz de f;tja,r 

nitrógeno a la cepa .CE 108 nopuede ser complementa.di:\ por 

la información presente en las cepas 23~7 y 60.15,pudte 
. ...... 

ra· ser que en éstas cepas no . exista la ;i:nformac.t6n "!"-

afectada en la cepa CE108 ·o que estq Jnuta,ci:On sea dom~"" 

nante. 

El pl~smido pGS4 puede con~er~r l~ capac~d~d 
1 

de nodular frijol y fijar nítr6geno a cu~t~o d e l"s ~ 
siete cepas a las que se tra~sftere, y ~l complementa:?! 
a las cepas curadas derivqdas de otros a.ts,l~~ntos ~ 

presenta un compor t arnfento sñn~lar a cuando se t~~ns~ 

fiere a la cepa 23-7; s6lo una fracc i ón de l~s trans­

conjugantes que heredan el pll.l.smído · adqui-eren l~ cap~ 

ciaad de nodular frijol. 
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~l caso de la cepa 7-20 con el plásmido pGS4 

\ fue analizado con más detalle1 ya que las transconjuga~ 

tes que pueden nodular y fijar nitxógeno s6lo p;?Zesentan 

este p.iásmiao, y se podría pensar que éste se.rfa el mo~ 

delo en el que se encuentra la mfnirna ±nformaci~n capaz 

de producir una interaccibn exitosa ent:J?e Rh±zobi:urn y 

una leguminosa. 

~n la figura 16 se muestra el patrón electrofo 

rético de los plásmidos de dos derivados de la cepa. 7~20 

con el pGS4 y pGS3; uno es capaz de nodular y el otro ~ 

no puede nacerlo, pero ambos tienen un plásm±do del rn:t-s 

mo tamaño. Si la cepa Nod+ se subcultiva en ausenc±a ~..­
del frijol se obtienen derivados Nod- que presentan un 

plásmido de menor peso molecular ,que el pGS4 C.Fígura 161, 

este nuevo pl&smido pierde la homologfa con los 9enes ~ 

nif, este resultado sugiere que por lo menos pa.rte de la 

información para la simbiosis se p~erde por xecomb±na~~· 

ción en el pGS4. El hecho de que la cepa 7-20/pGS4 sea 

capaz de nodular y ííjar nitrógeno en los n5dulos demu~ 

estra que los genes nif son funcionales dent:r?o de este 

plásmido y no requiere que recombinen con otro como en 

el caso de algunos derivados de la 23-7 6 GS230, 

Las cepas 1-19 y 60l5 no son capaces de nodular 

al heredar el pGS4; ya que esta molécula complementa l~ 

función en una cepa sin plásmictos (7-20), la íncapa,ci<lad 

de nodular de estas cepas f:ie puede explicar si la informa 

ción que tiene el pGS4 no se expresa en estas cepas, si 

en el cromosoma de la 7-20 existe informaci6n ·gue part~ 

cipa en la simbiosis que en la 1-1~ y 6Ul5 esta a,usente, 

o si este plásmido es tan inestable en estas cepas c:i:ue 

d + no se pue e recuperar transconjugantes Nod . 

. El pJBSJI es un típico plásmido "Sym" de R. -­

leguminosaru~ por lo que resulta interesante determ~nar 
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si las cepas cu~adas de ~~ nh~seoli pueden nodula,r chi~ 
.,- ' 

charo cuando lo nereda,n, Las cepas l'7l9, 23":"1, 281"'."9 y 

8251-9 no son capaces de ±ntera,cc~onar con el ch~ch.aro 

al heredar este plásm±do; al analizar el pa,trón electro 
r'· 

for~tico de los plásmídos de las tFansconjugantes se ~-

encontr6 que la cepa 8251~9 / pJB~JI mostraban un pa,tr6n 

distinto al esperado lFigura 17J, 

La cepa 7-20/pJBSJ! es ca,pa,z de nodula,~ chfch~ 

ro por lo eme se aplican los mtsmos a~gwnento~ que en 

el caso de el pGS4 para explrcqr lq fa~ta de complemen~ 

taci6n de otras cepas. 

Al analiza~ los patrone~ de complementacJX>n de 

la nodulaci6n con los pl~sm~do~ usados en este t~abé\jO 

no es posible establecer grupos de cepas, pero los· ;resul ..--. 
tados parecen indicar que para que las díst;tnta,s cepas 

expresen un fenotipo Nod+ F~x+ interv~enen ya,~~os fGcto 
-;--. 

res. 
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Conclusiones 

El objetivo original de este proyecto era deter 

minar si existían diferencias en el arreglo de la infor­

maci6n que participa en la simbiosis con el frijol de 

distintos aislamientos ae R. phaseoli. Los resultados ob 

tenidos muestran que analizando un reducido número de ce 

pas es posible encontrar una gran variedad de respuestas 

tanto a la curaci6n de plásmidos como a su transferencia. 

Esta variabilidad podría deberse a que las cepas presen~ 

tan un arreglo diferente de la informaci6n que participa 

en la simbiosis, pero también es posible que la diferen­

cias encontradas se deban a que las cepas tengan una di­

ferente estrategia para manejar pl~smidos. Algunos facto 

res que podrían afectar el comportamiento de los pl~smi­

dos en distintas cepas son: la respuesta celular al ca-­

lor, la eficiencia de recombinaci8n y la capacidad de ex 

presa:r la info:rmaci6n codíf icada en pHlsmidos. 

J.'a;i?a descGrtar las pos~btl.±da,des menc;tona,da,s es 

necesa,;r$o h.qcer un e::;tud.io genªt~co f íno ut,tlízando una 

s6la ce~a como patr~n.Una, pos~bi~;i.~a,d que se desprende ~ 

de este t;rabajo es la de xea,liza.r un estudio gen~t;t.co de 

la, cepa 7 ..... 20/pGS4, se podrl.a ~;tsla.·r mutantes en el plas..­

·m;i.'<lo y tra,tar de complementarlas· con ,fra,gmentos· del DNA 

ae ot:ra,s cepas y de esta manera lle9a:r a dete;'.17lll;tna,r s;t 

1~ ;bnformaci{)n ~~.lfa lq sbnh;i.'Os~s e~ la m~srt \é\ en las dis 

t;i.nt~s.· cepa,$~ 

Así mismo se podria aislar una mutante de la -

cepq 7..,...20 con una menor eficiencia de recombinación en­

tre secuenci·as homolugas y determinar si la estabij_idad 

del pGS4 depende d~ este proceso. 



Dentro de las cepas estudiadas s6lo dos prese~ 

tan el comportamiento que predice el modelo del plásmi­

do "~ym", la CFN90 y CFN42, esto no excluye que en las 

cinco cepas restantes exista un plásmido con un comport~ 

IJlíeuto s±milar, sin embargo, como se estudia el evento -

mas· fJ;ecuente que produce la perdida de la capacidad de 

nodular, no se detecta plásmidos con estas caracte:i::fsti-

cas, 

La pos~o~l~d~d de 9ene.ra.lí' cepiilS Nod .... por vfqs ..-. 

d~st~nt~{i· A l.:\ · postula.da, como gene¡¡a,l r>~ra '.Rhi·zob,ium, la 

cura,c~n del ~J..tJ,~~do ''$ym", se pudo demostrar por lo me..-. 

nos· con dos cepa,?-, la 8251 y la CFNl3. La cepa. 825l .al ...... 

perder un pl~:?m;i..'<io que no lleva los genes n±t. ya, no es .­

capaz de nedul~~, 1~ tran~t.erenc~a de este pla~i~o -- ..... 

CpGSr l X"estaura el t.enotipo Nod+ ·P;tx + , pero nG lo hace 

si: se t:rans.t~ere e\. une\ cepa que pe:rdí6 el ~l.~sm~da ''Sym'' 
(la, CJ po:r; e~emplól. La cepa CFN ;¿3 pi:esent~ un compo;r¡ta. -

mi·ento 'lll~s· comJ?le~o tanto pepza. la p@rd~'dé\ de l~ ca,paci·--

dad de nodula,c~6n como pa·r~ su trans:f;e:renc;ta, por conjuge_. 

ciOn, en a:mbo~ procesos· parecen ocurr ;i:-r x-ea,-:rreglo~ entl?e 

lo$ plásm;i:dos p.ire~ntes en esta ceDe.. 

Como ya se menct:on6 l~ 9r~n v~prte,b;tl;t-da,Cl encon ..... 

t;rada. entre los ;;~ete a~sl~;Centos de'·~· · l'!1ef~~o'l~ es tu-'!""' 

ói~dos puede tener varias · expl~cac~ones, pero sin .tmpor­

tax cual sea, cor:rect~, este hecho muest-Fa, que no es v~UE_ 

do ha,ce:r;o general:tzac~nes de lqs ;resultados obten;i::dos .,....,..... 

con una cepé\ de Rhi,zob';tUm a todt:\ l~ espec;Ce, y· que es ne 

cesa.ri-o cons·;i;dera.J: en el estud.i'D de la. ±nformaci:6n que .­

pqrt±c±pa en la si'IllbiO$~S. l~e por lo menos uná fr~cc.t8n 

con$idera,ble de ell~ se encuentra codif t cada en plasmt~­

dos por l o su comportarni-ento puede s e r muy d;tst;into al 

de J.os genes cr~)mosornales, 
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.. 3 - ¡ -·53 R ' fR K R ~ -1 pü , 1 an 

Derivado de GS2456, RifR KanR 

DerivadoRde G$2356, sin el 
pGSJ, Sm Kan • 

Aislamiento de campo 

Der.tvada de CFN42, Ri!R 

Derivada cie C.t<'N42, SmR KanR. 
R R C3/pGS2, Ríf Kan 

C3/pGS2, R.i:fR KanR 
R R Deri'Vada CFN42 Sm Kan 

Aislamiento de campo 

Derivada CFN90, RífR 

Aislamiento de Campo 

Derivada de 281 1 RífR, 

- Aislamiento de campo 

uerivada de 8251, RifR 

Derivada de 8251RSmR KfinR 
8251-9/pGSl, Rif Kan 
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Cepa 

R. le~uminosarum 

T3 Nod+ Fix+ 

G015 Nod 
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R Trp , Sn ./pJBSJI 

- R R 
Phe Rif Sm . 
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Colecci6n del Instituto 

John Innes, Inglaterra 

Colección del Instituto 

John Innes, Inglaterra 

* Se utilizaron mutantes espontáneos resistentes a 25 µg/ml rifampicina o a 200 µg/rnl 

de estreptomicina, esto se especifica en cada experimento. 
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Tabla 2 

Las características de los Plásmidos utilizados en 

este trabajo. 

Plásmido Cepa de Origen Características 

pJB4JI E.coli 1830 Gen R Tra + Kan R µu inmune. , , , 

pJBSJI R. leguminosarum 248 Nod+ Fix + Kan R Tra + , , . 
pGSl Ehaseoli 8251 

R + Tra-r. R. Kan , Nod , 

pGS2 R. E!_laseoli CFN42 Kan R Tra + , . 
pGS3 R. Ehaseoli CFN23 Kan R Tra + , 
pGS4 Ehaseoli ·CFN23 R + + "f+ R. Kan , 'l'ra , Nod , ri . 
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Tabla 3 

Frecuencia de la obtenci6n de Cepas Nod- por -

tratamiento con calor. 

Cepa # Colonias Probadqs % Nod'"" 

CFNl RifR 20 45 

CFN23 RifR 16 37 

8251 RifR 10 lO 

CFN90 RifR 60 5 

281 RifR 40 5 

CF'N7 RifR 60 3 

CFN42* 200 2 

* Se seleccionaron nif- y despuªs se prob6 aue tueran Nod~ 
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'l'able 4 

Producci6n de Pigmento. 

Cepa original Pigmento Derivado Nod Pigmento 

CFNl RifR + 1 - 19 

CFN7 RifR + 7 - 20 

CFN23 RifR + ¿3 - } 

CFN42 RifR + C3 

CFN90 RifR 90 - 37 

281 RifR + ;¿81 - 9 + 

8251 RifR + 8251 - 9 + 
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Tabla 5 

Hibridizaci6n con los genes estructurales de la 

nitrogenasa. 

Cepa Perdida de Plásmido Hibridizaci.pn con nif* 

1 - 19 

7 - 20 + 

23 - 7 

C3 + 

90 - 37 + 

82~1-9 + + 

281-9 + 

* Las cepas que se consideran nif- pierden todas las reitera 

cienes y las que se consideran nif+ las conservan todas. 
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Tabla 6 

Cornplernentaci6n de la capacidad de Nodulaci6n. 

Cepas Nod usadas corno receptoras. 

Plásrnido 

transferido 1-19 7-20 23-7 C3 90-37 281-9 8251-9 6015 

pGSl - - - - N.T. + + 

pGS 2 - N.T. - + N.T. N.T. N.T. 
-

pGS4 - + + + N. '!'. + N.T. 
- - - -

pJB5JI* - + - + + + 

N.T. =No . se transfiere. 

+ = Sólo una parte de las transconjugantes se complementa 

* 
= Las cepas que heredan este pl§smido se probaron para nodulaci6n en chícharo. 
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F i CJura 1 ;- Mecanismo de Acción de la Nitrogenasa PI (Componente 1) P2(Componente2) F ( Oonodor -

de Electrones). 
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Figura 2. Esquema de un Nódulo 
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FIGURA 3 

Estrategia para estudiar los plásmidos indigenas de siete 

cepas de Rhizobiwn phaseoli. 

I Curación por calor de un derivado Rifr de cada cepa y -

selecci6n de Nod . 

Curadas Nod -¿pierden un pl&smido? 

-¿Sen nif+ 6 nif- ? 

-¿Producen pigmento? 

II Mutagénesis son Tn5 de un derivado smr de algunas cepas. 

III Selección de cepas Smr Kanr (por inserci6n de Tn~) que 

tranf ieren la resistencia a Kanamicina al derivado Nod­

Ri~r de la misma cepa original. 

IV Correlación de la transferencia de Kanr con la recuper~ 
ci6n de la capacidad de nodular frijol~ 

V Transferencia de la resistencia a Kanarnicina a cepas Nod­

por curación, derivadas de otras cepas. 

VI Determinación de la capacidad de nodulaci6n y f ijaci6n 

de nitrógeno de las transconjugantes entre cepas. 
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Figura 4. Mapa de Restricción del o~,JA de la cepa CFN 42 clonado en J. 10~9 ( 0 l) 
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Fioura 7 :- Hibridización del p CQ 1 rs con O NA tot a 1 di oerldo con Eco RI 

de las cepas Nod+ y Nod-

1 .... 
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L • 

·~ l...a 

'\. . 

• • 
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Figur~8=- Hibridización de la clona 89 con los plásmidos de las cepas Nod+ y Nod­
( patrón electroforético en las Ftouras 4 y5). 
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Fioura 9 :- Patrón Electroforético de 101 Pló1mido1 de la1 cepaa 
derivada• de la GS !522 

81 GS 
922 !522 8251-9 -
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Figura IO :- Patrón Electroforético de los Plásmidos de la cepa G S 425 t sus derivados. 
hlbrldlzación con el T n~. 
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Figura 11 : Patrón Electroforétlco • hibrldización de las ctpaa GS 2356 y GS 2456 
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Figura 13 :- Patrón electroforétlco de 101 plaamldol dt las cepa1 derivadas 
dt la GS 2356 y tu hlbridlzación con la clona 89 
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FiQura 14:- Esquema de los PIÓ1rriidos de las Cepas derivadas de la CFN 23 
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