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RESUMEN 

Amplificación y deleción por recombinación entre nifH de 
Rhizobium phaseoli ¿Un fenómeno general entre cepas?. 

Recientemente, han detectado la ocurrencia de eventos 
frecuentes de amplificación y deleción en el plásmido simbiótico 
de!· leguminosarum bv. phaseoli CFN-42. Estos eventos afectan 
la región nod-nif de éste piásmido 1 y estas son comunmente 
generadas poJ:re"COmbinación entre los operones reiterados nifHDK 
(1). Concebiblemente. estos rearreglos podrían ocurrir en-TOS 
plásmidos simbióticos de otras cepas de !.leguminosarum 
bv.phaseoli. 

Sin embargo, este biovar presenta un alto grado de diver­
sidad genética. Un estudio previo de genética de poblaciones, 
enfocado en mayor medida a los caracteres cromosomales, indica 
la existencia de seis linajes separados en este biovar, con 
distancias genéticas más alejadas entre ellas que las 
reportadas para cualquier otra especie de bacterias (2). Estos 
datos elevan la pregunta de que tan comunes son los rearreglos 
en el plásmido simbíotico en diferentes miembros de este biovar. 
Para analizar esta pregunta. se estableció una colección de 
cinco cepas {TAL-182, NITRAGIN-8251, CIAT-894, BRASIL-5 y F-14) 
las cuales representan algunos de los linajes descritos para 
este biovar. El pl5smido simbiótico de cada cepa fue marcado por 
la introducción del casette GDYNl (1), éste prove~un sistema de 
selección positiva para diferentes tipos de rearreglos 
gen6micos. Despu~s de la selección, las cepaR q11P t~n!~n 
r~arrc5lu8 fueron caracterizadas por hibridiznci6n contra un 
juego ordenado de clonas de los cósmidos del plásmido 
simbiótico de la cepa CFN-42 (3). Los datos obtenidos indican 
que: {a) los eventos de amplificación y deleción ocurren a 
alta frecuencia en los plásmidos simbióticos de las distintas 
cepas de este biovar; (b) frecuentemente, e&tos rearreglos 
fueron generados por recombinación entre los operones reiterados 
nifHDK. Sin embargo, algunas cepas presentan tipos ntievos de 
rearrcglos y {e) a pesar de ln presenci~ de numerosos RFLP's , 
la organizaci6n global de la región nod-nif parece ser similar 
entre las cepas pertenccientes------a -ros distintos linajes 
cromosomales. 

(1) Romero,D. et al.,J. Bacteria!. 173:2435-2441 (1991). 
(2) Piñero,D. et al •• Appl.Environ.MI"Crobiol.54:2825-2832 {1988). 
(3) Girard,M.L. et al., J. Bacteria! • .!,22:24TT-2419 {1991). 



IHTRODUCCIOH 

LA FIJACION BIOLOGICA ~ NITROGENO 

En la naturaleza, los organismos han desárrollado distintas 

estrategias para satisfacer sus necesidades, siendo una de las 

más relevantes la de asimilación de compuestos orgánicos 

inorgániCbs utilizados para a su crecimiento y desarrollo. De los 

elementos presentes en la biósfera, el nitrógeno y los compuestos 

nitrogenados son requeridos para sintetizar sus componentes esen-

cialeB. Aa!, aunque el Nz representa el 78% de los gases 

atmosféricos, solamente algunos organismos procariotes son 

capaces de captarlo y reducirlo a amonio; los demás organismos 

sólo lo asimilan en sus formas combinadas como nitrito, nitrato~ 

amonio o compuestos orgánicos. 

Newton (1987) señala que el nitrógeno atmosférico puede ser 

fijado a través de varios procesos; a) loe no biológico naturales 

que contribuyen en un 15%, b) la producción industrial de amonio 

para fertilizante aporta el 25% y c) la fijación biológica que 

representa el 60%. Al respecto Kuhlbush, et al (1991) mencionan 

que una proporción considerable (del 5 al 50%) del nitrógeno 

fijado biológicamente es reincorporado la atmósfe~a como 

nitrógeno molecular por la denitrificación durante la oxidación 

de la biomasa. 

Aunque la fijación biológica del nitrógeno esta limitada 

los procariotes, no es una característica exclusiva de un sólo 

grupo; ésta actividad está presente en familias no relacionadas 



de organi_smos, ,~~ri.tre estos encontramos; los gram-positivos, gram­

negativos, fotosintéticos, heterotróficos, anaerobios obligados, 

facultativos y bacterias aeróbicas. Independientemente del tipo 

de organismo, el origen común de esta función es evidente dada la 

similitud de las características física·s--y propiedades. qu!micas 

del complejo enzt'mático y la - cc;>~'se_rvaci'ó.n ~-~e las-secuencias 
'_",.e.-,• 

génicas de las nitrogenasas prese'nt'e/en'·:lOs0:-·procariotes fijadores· 

El complejo enzimático 

:·:\:~~::' -'. _: :~,~\<-: .. : ~-i: 
de ·. -1a:·>n1t~:rrig~e~asa- consta de dos 

de nitrógeno. 

componentes proteícos. Una es la proteína Mo-Fe, llamada 

dinitrogenasa, y la otra una proteína que contiene -Fe, la 

dinit~ogenasa reductasa. La dinitrogenasa es un tetrámero de 

245KDa compuesto de doo pares de diferentes subunidades (2 ); 

que contiene cuatro núcleos (4Fe-4S) y dos moléculas del cofaccor 

Mo-Fe, que un componente esencial, constituido por ocho átomos 

de fierro y seis de azúfrc por átomo de molibdeno, formando el 

núcleo 4Fe-4S. La dinitrogenasa reductasn es un dímero de 64KDa 

compue8to rle de~ ~ubu1)1Judes id~ncicas un núcleo simple (4Fe-

45) (Burris, 199!). La descripción más completa del mecanismo 

para la reducción del N2 por la nitrogenasa es la prop11esta por 

Lowc-Thorneley 1 en donde señala que la disociación del 

complejo constituido por la dinitrogen~sa y la dinicrogenasa 

reductasa después de la transferencia de un electrón con la 

concomitante hidrólisis de MgATP, es el paso limitante para toda 

la reacción de nitrogenasa {Smith 1 1990). 

Otra característica común de las nitrogenasas su 

sensibilidad al oxígeno, ya que éste la inactiva 
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irreversiblemente y reprime la síntesis de sus componentes 

prote!cos. As! los organismos fijadores de nitrógeno tienen 

dist~ntos mecanismos de protección al ox{geno como: la difusión 

controlada, protección respiratoria, actividad de hidrogcnasa, 

producción de enzimas antioxidantes y cambios conformacionales. 

En particular las bacterias de los géneros Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium establecen 

relaciones mutualistas con las ra!ces de algunas leguminosas, en 

estructuras altamente diferenciadas denominadas 11 nódulos 11
, donde 

se efectua la fijación del nitrógeno atmosférico. Es notable que 

sólo un 1% de todos las especies de angiospermas desarrollaran 

eote tipo de simbiosis. 

INTERACCION Rh~zob~u• - LEGUMINOSAS 

Para establecer esta relación simbiótica, se requieren de 

varios mecanismos tanto de la bacteria como de la planta que 

permite la interacción entre estos organismos. los cuales se 

describen brevemente a continuaci5n. 

Esta interacci5n inicia debido al reconocimiento 

específico que realiza la bacteria por los exudados de raíz de 

la planta. adhiriéndose a los pelos radiculares y colonizando 

la superficie de la raíz. Posteriormente ocurre la deformación de 

los pelos radiculares con la subsecuente invasi5n bacteriana. Las 

bacterias crecen y penetran las distintas capas celulares de la 

raíz, a través de un hilo de infección originado a partir de los 



tejidos vegetales. Cuando el hilo de infección alcanza la 

corteza externa, se induce una actividad merihtemática a distan­

cia sobre las células de la corteza interna, generándose un 

meristemo que forma un nódulo primario. En el momento en que las 

bacterias alcanzan a éstas células, el hilo de infección se ha 

ramificado y finalmente se abre llenando a las células vegetales 

de bacterias diferenciadas y rodeadas por una membrana perihac-

teroidal. En el estado de bacteroide Rhizobium lleva a cabo la 

fijación de nitrógeno. El nitrógeno reducido en el nódulo es 

asimilado por las células vegetales, ya que las enzimas 

necesarias para la asimilación de amonio estan repricidas en el 

bacteroide. A su vez. los bacteroides reciben de la planta los 

metabolitos empleados en la reducción de nitrógeno atmosférico 

(Long, 1989a). 

Debido al gran avance logrado en los últimos años sobre el 

estudio del proceso la fijación de nitrógeno, hay una vasta 

información en lo referente a los. aspectos más importantes de 

esta relAción er. cuantu d; la ecología de las cepas (Bottomley, 

1992), la ecología global del ciclo del nitrógeno (Sprent, 1987), 

la competencia entre cepas (Dowling y Broughton, 1986; Triplett, 

1990), el intercambio de señales (Halverson y Stacey, 1986; Dixon 

y Lamb, 1990; Peters y Verma, 1990), en la diferenciación celular 

(Rolfe y Gresshoff, 1988), los cambios metabólicos asociados 

(Dilworth y Glenn, 1984; Layzell, et al., 1990; Appleby, 1984; 

Evans, et al., 1987) y en los aspectos biotecnológicos (Phillips 

y Teuber, 1985; Paau, 1989¡ Ronson, et al., 1990; Bryant, 1991). 



TAXONOMlA DE Rhizobium 

Woese (1987) incluye en la división alfa de las bacterias 

púrpuras a la familia Rhizobiaceae y dentro de esta familia 

Jordan (1984) las agrupa en cinco géneros que se caracterizan por 

la capacidad de inter~ccionar con plantas superiores. Agrobac­

~ forma hipertrofias de raíz o tumores. Phyllobacterium 

produce hipertrofias de hoja, Rhizobium, Bradyrhizobium y Azor­

hizobium establecen simbiosis con las raíces de las 

leguminosas. Sin embargo, recientemente Young (1991) al estudiar 

las filogenias de las secuencias del gen rRNA 165 ha puesto 

duda la organlzación actual de la familia Rhizobiaceae al 

demostrar que estos genes son muy diferentes entre sí, agrupando 

a las cepas de Rhizobium, Agrobacterium, Rhochalimaea y Brucella 

(estas dos últimas son patógenas de animales) y en otro grupo se 

incluyeren cepa~ de Eradyrh!=cb!u:, 

seudomonas. 

La división en especies ha sido establecida base 

características fenotípicas y principalmente dependiendo del 

hospedero de cada bacteria, donde la mayoría de los genes que 

controlan esta respuesta están localizo.dos plásmidos 

simbióticos (pSim) de alto peso molecular. Al respecto Broughton, 

et al (1987) señalan que la transferencia de éstos plásmidos por 

conjugación parece ser fenómeno común en Rhizobium, con-

firiendo la capacidad de establecer simbiosis efectiva,. 

aunque la frecuencia parece ser más alta en laboratorio que en el 

suelo. El evento natural ha sido apoyado por las incosistencias 



en el agrupamiento de cepas al comparar genotipos plasm!dicos o 

cromosomales (Kaijalainen, 1989). 

Considerando lo anterior, está el caso de la soya que puede 

establecer simbiosis con dos especies diferentes; !• fredii y 

!• xingiangensis, las ~uales posiblemente hayan intercambiado 

sus plásmidos simbióticos o parte de ello, de manera que pueden 

nodular al mismo hospedero. En contraste con los otros 

hospederos de Rhizobium la relación ha sido específica; Eardly, 

et al (1990) reportan que las variedades de alfalfa perene y 

cultivada son reconocidas distintivamente por !· meliloti 

pudiendo ser divididas claramente dos tipos. En 

leguminosarum la simbiosis ocurre en hospederos como el trébol, 

frijol y chícharo dependiendo del biovar al que pertenecen 

(trifoli, phaseoli o viciac respectivamente) puesto que contienen 

diferentes pSim que codifican distintas especificidades para 

nodulación. Para el caso de !· ~ éste dos 

especies distintas del mismo género Galegae oficinialis y 

~· orientalis. Por último, está el caso de las cepas que no han 

sido clasificadas taxonómicamente, como la MPIK-3030 y la 

NGR-234. De esta última Young (1991) reporta que tiene la 

capacidad de establecer simbiosia con 19 especies d~stintas de 

plantas pertenecientes a cinco familias. 

En !!t~ han sido definidos diferentes grupos de 

bacterias basados caracteres cromosomales y de acuerdo a las 

similaridades del rRNA 23S 

(Martfnez. et al •• 1990): 

reconociendose tres grupos 



GRUPO l GRUPO 2 GRUPO 3 

!· 

!· 

!· 

melil.oti 

lesuminosarum 

bv. trifolii 

bv. phaseoli 

bv. viceae 

fredii 

.!:. galegae 

Bradyrhizobium (SUS 

ESPECIES) 

!· Japonicum 

Sin embargo, se ha_.establecido la existencia de una enorme 

diversidad entre las bacterias del biovar phaseoli por 

diferentes criterios como el patrón de proteínas, resistencia 

antibióticos 1 tipo serológico, electroferotipo de enzimas, 

hibridización DNA-DNA, perfil de plásmidos estructura de 

exopollsacáridos, caracterizándolo como un grupo genéticamente 

heterogéneo. 

Así, a partir de los estudios de una gran colección de ais­

lados nativos de nódulos de Phaseolus vul.garis (frijol) Martínez 1 

et al (1985) han distinguido dos especies de Rhizobium con las 

siguientes caracter!sticas: 

1) !•!• bv. phaseoli constituido por las cepas más abundantes, 

con reiteración de 1os genes !!.!!!!. y un estrecho espectro 

de hospedero, estableciendo simbiosis con ~ vulgaris 

principalmente y f. coccineus, Cabe señalar que el patron 

de restricción con la enzima ~ permite separar éstas 

cepas en cinco Tipos de acuerdo al tamaño de las 



reiteraciones~· Vázquez. et al (1991) han establecido 

que esta especie posee un arreglo particular de los genes 

comunes de nodulación, donde el gen ~ se encuentra 

separado de los genes ~ formando dos unidades transcrip-

cionales distintas con una regulación coordinada. Además, 

este grupo posee el gen E.!..!_, el cual interviene en 1a 

regulación de la síntesis de exopolisacáridos (Borthakur, et 

a1., 1985). 

2) Rhizobium tropici la cual tiene dos subgrupos que correspon­

den a las cepas tipo IIA y lIB (Martínez, et al., 1991) que 

se caracterizan por carecer de reiteraciones nifH y 

presentar un amplio espectro de hospederos formando nódulos 

con f. vulgaris, Leucaena leucocephala, Pachvrhizus ~y 

varias leguminosas tropicales; los genes nodABC están 

arreglados un operón al igual que en otras bacterias de 

Rhizobium y Bradyrhizobium (Vargas, et al., 1990), y no 

hibridizan con el gen ~· 

~ ~ ~ Rh~zobium 

Las bacterias de este género tienen la información genética 

necesaria para dirigir, 

formación de un nódulo fijador 

algunos genes involucrados 

coordinación con 

de nitrógeno. 

este proceso 

la 

De 

han 

planta, la 

esta manera, 

sido carac-

te rizados como son los genes de: nodula.ción (~); fijación de 

nitrógeno (!!..!f y fix) ¡ exopolisacárid,os (e>éo, E.!!.!•P..!.!. y_ E.!!..!.); 



s!ntesis de B-glucano (.!!.!!.!); lipopolisacáridos 

10 

(!.!?.!.); 

especificidad de huésped (!!.!..!!); y síntesis del grupo hemo 

(hem). Una característica relevante del genoma de Rhizobium es 

el alto contenido de información genética presente en plásmidos 

(25 81 35%) los cuales varían en número de uno ocho depen-

diendo de la cepa. Además en el pSim se localizan los genes ~· 

!!.!.!. y [!.!. (que varían desde 120kb hasta l600kb) a excepción de 

~· japonicum y ~· cculinodans donde estos genes se 

en el cromosoma. 

encuentran 

Así, el p8pel del cromosoma consiste en proveer el ambiente 

genético y fisiológico necesario para que los pSim funcionen 

como una poza genética accesoria para el crecimiento 

prototrófico pero indispensable para la simbiosis. Sin embargo 

el hallazgo de otros plásmidos diferentes al pSim que pueden 

alterar aspectos importantes del proceso simbiótico, plantea la 

pnsibilidnd de cocvclucl~,1 de diferentes pl&smidos. Al respecto, 

Charles y Finan (1991) han encontrado plásmidos funciones 

consideradas como esenciales, involucradas transporte de 

dicarboxilatos, síntesis de exopolisacáridos, lipopolisacáridos 

y de tiamina. Brom, et al (1992) reportan en~·!• bv. phaseoli 

la participación de un plásmido diferente al pSim en la síntesis 

de lipopolisacáridos y señala además la importancia de otros 

plásmidos para el crecimiento 

competitividad en nodulación. 

vida libre y también para 

Una segunda característica del genoma de Rhizobium es la 

abundancia de secuencias reiteradas, estimada en 700 elementos 

reiterados pertenecientes a 200 familias discintas. (Flores, et 
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al., 1987)· co~o scin:las -~~cuencias·d~ inserci5n y ieguladores, la 

región fix, los gene~ nod y nif, etc. 

es po~o frecuente en proca~iotes, 

Este nivel de reiteración 

únicamente en Halobacterium 

(S_a"pie"nza·,'-et al., 1982) y Streptomyces (Hasegawa, et al., 1985) 

han sido demostrados niveles tan altos de reiteraciones. 

En ~·!· bv. phaseoli las familias reiteradas están presentes 

tanto en el cromosoma como en plásmidos específicos, otras se 

distribuyen entre diferentes plásmidos o entre plásmidos y el 

cromosoma. Independientemente de su papel funcional, los elemen­

tos repetidos pueden participar en la plasticidad interna del 

genoma, al permitir recombinación homóloga produciendo 

rearreglos genómicos con alta frecuencia (Flores, et al., 1987, 

1988). 

La tercera característica del genoma de Rhizobium es la gran 

cantidad de rearreglos genómicos, como son la alta frecuencia de 

variantes afectadas en sus capacidades simbióticas (Labandera y 

Vincent, 1975; Mathj.s, et al., 1986; Weaver y Wright, 1987), el 

incremento de la frecuencia de obtención de variantes y curación 

de plllsmidos por el incremento de la temperatura (Zurkowski, 

1932), la transposición de secuecias de inserción hacia regiones 

involucradas en el proceso simbi6tico (Ruvkun, et al., 1982) y la 

generación de la inestabilidad simbiótica por las secuencias 

reiteradas (Kaluza, et al., 1985). 

Flores, et al (1988) han detectado en!!•.!• bv. phaseoli 

frecuentes rearreglos genómicos bajo condiciones de laboratorio, 

ocurriendo deleciones de algunos de los elementos a una frecuen-

Para ~· japonicum USDAllO, las deleciones 
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tienen sus sitios de entrecruzamiénto entre s~"C}l:enc:.~as :;.r~~ter'ad.as-"­

_el cromosoma loca11zadas alrede.dór de 1.a r~Siéin n.1t', (Kaluza, 

et. .a.l., -1985) y .en !· meliloti 1021 la-;ISRml transpon~ "p'referen­

c.iallnente- a· la región_ nif a'_ una frec.uenc~a_ de _lo-3 (!t~Vk~J.'ñ, et 

al.., 1982). 

Soberón-Chávez 1 et al (1986) reportarán en!• !· bv phaseoli 

la- presencia de cepas incapaces de nodular al perder las tres 

régiones !!.!!J! existentes a una frecuencia del 1%. Estas cepas no 

presentan alteración aparente en el patrón plasmídico, pero 

tienen una pérdida de al menos 80 kb adicionales localizadas 

el pSim (Soberón-Chávez, et al., 199la). El modelo propuesto es 

una deleción acompañada de una amplificación de la parte restante 

del pSim, por recombinación entre secuencias reiteradas. Sin 

embargo la evidencia presentada en sus trabajos resulta 

insuficiente para sustentar su modelo (Soberón-Chávez, et al., 

1989; 1991 bj. 

Mientras la dinámica interna ha jugado un papel importante 

la estructura del genoma de Rhizobium la introducción de 

elementos genéticoa externos permite reconocer también esta 

dinámica. Brewin, et al (1982) y Christensen y Schubert (1983) 

al introducir un pSim en una cepa ~· leguminosarum, obtuvieron 

plismido hibrido por recombinación entre el pSim entranfe y el 

residente. En otros ejemplos dos pSim's pueden coexistir, pero 

rearreglados o con alteraciones fenotípicas despu~s de pasar por 

planta {Djordjcvic, et al., 1982; Sadowsky y Bohlool, 1985). 
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PLANTEAMIENTO ! OBJETIVO DEL ~ 

Por_1o anteriormente descrito se deduce que el genoma de 

Rhizobium posee alto grado de plasticidad. Cabe señalar que los 

elementos de la familia reiterada nif se caracterizan por 

mantener una gran identidad entre ellos y debido a su importancia 

en la fijación simbiótica del nitr5geno, resulta de inter€s el 

estudio de los mecanismos moleculares involucrados la 

dinimic~ de esta familia. 

El plásmido simbiótícO de las especies de Rhizobium es la 

estructura que lleva los genes de la nitrogenasa (!!.!.!_) así como 

los genes que determinan varios pasos en el proceso de nodulación 

(nod). Estos genes están estrechamente ligados con separaciones 

de 10 a 20 Kb, lo cual contrasta con~· japonicum donde los genes· 

correspondientes estan localizados en el cromosoma. 

En particular, el pSim de la cepa de .!!·!• bv. phaseoli 

CFN-42 es una estructura circular de 390 kb, que coritiene cerca 

de 85 fragmentos de restricción ~' en el cual hay cerca de 10 

familias de elementos reiterados, una de cll~s esta compuesta de 

las tres regiones diferentes (a,b y e) que poseen los genes !!.!!.!!. 

(Quinto, et al., 1982; Dávila, et al., 1988), los cuales presen­

tan homología total entre las tres regioneS (Quinto, et al., 

1985). 

Las regiones a y b tienen homología por 5 kb y mantienen or-

ganizado como un operón los gen~s estructurales de la nitrogenaaa 

con la dirección de transcripción .!!.!!J:!-nifD-nifK (Qu
0

into, et al., 
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198.5;. segovia, 1988) como ocurr~ en Klebsiella pneumoniae, 

~· meliloti, !· !.!.!.!.e.!! y ~- lesuminosarum. Cabe señalar que 

!• ·¡aponicum el gene nifH se encuentra separado' de los genes 

nifDK. (Scott, et al., 1983). Particularmente, en !:•!• bv. 

phaseoli la región e contiene solamente a nifH y mantiene una 

homología de 1.3 Kb con las 

Valderrama (1989) y Valderrama, 

regiones a y b recientemente 

et al(l992) reportaron en la 

región e hibridización positiva con un detector .!!.!!J2. de ~·!· bv. 

phaseoli, que corresponde a la región amino terminal de ~· 

Al analizarse en!:·!• bv. phaseoli el comportamiento en cada 

uno de los tres genes ill.!! (Morett. et al., 1988) demostraron 

que la actividad de estos genes esta regula~a en las regiones a 

y b mientras que en la región c la expresión no fue claramente 

demostrada porque las cepas presentaron rearreglos muy alta 

frecuencia. Romero, et al (1988) reportaron en ~·1· bv. 

phaseoli que las regiones a y b que ilevan los operonea nl!llDIC, 

son necesarias para la fijación óptima de nitrógeno en Phaseolus 

vulgar is, indicando un efecto de dósis génica para éstas 

reiteraciones y en cambio la región e por sí sola fue incapaz de 

realizar la fijación de nitrógeno. 

Martínez 1 et al (1985; 1991) han demostrado que la 

reiteración de los genes estructurales de la nitrogenasa 

compartida por todos los aislados como ~·!· bv. phaseoli y no es 

una característica compartida con los recientemente clasificados 

como una especie nueva. denominada Rhizobium tropici. 

La reiteración de los genes !!.!!l! no es una característica 

exclusiva de !•1• bv. phaseoli, debido a que se han encontrado 
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este tipo de secuencias reiteradas Anabaena, Azotobacter, 

Calotrix, Clostridium, Frankia, Rhodopseudomonas y varias cepas 

de Rhizobium (Long, 1989b). 

Estas secuencias reiteradas tienen consecuencias importantes 

para la plasticidad interna del genoma de Rhizobium, puesto que 

en Escherichia ~ y Salmonella tvphimurium se ha reportado que 

la recombinación entre pares de elementos idénticos, ·cualquiera 

de ellos, sean secuencias de inserción o no, pueden producir in-

versiones, adiciones, deleciones y amplificaciones de grandes 

segmentos, dependiendo de su tamaño y orientación de las secuen­

cias. 

Al respecto Romero, et al 

amplificaciones y deleciones de una 

(1991) 

región 

han 

del 

detectado 

plásmido 

simbiótico de !·1• bv. phaseoli CFN-42,generadas éstas por 

recombinación entre los genes !!.!.!.!! de las regiones a y b. Esto 

se ob~crva al integrar en el gene .!!..!!.!! de la región c, el 

cassett~ GDYNl que confiere sensibilidaJ a sacarosa y resistencia 

a kanamicina, que depende de la dósis génica. Los rearreglos 

más frecuentes fueron los eventos de amplificación obteniéndose 

duplicaciones y triplicaciones una frecuencia de 

Independientemente del grado de amplificación la reversión al 

pSim original fue de io-2. En el caso de las deleciones, éstas 

se seleccionaron por resistencia a sacarosa present~ndose a una 

frecuencia de io-4 (Fig. 1). 

Romero, (1991) reporta que estos rearreglos son generados 

principalmente por recombinación entre las reiteraciones !!.!.!.!!!lli 

localizadas en orientación directa pero además pueden usarse 
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otros elementos repetidos a menor frecuencia como sitios de 

recombinación en el pSim. A su vez Martínez-Salazar (199L) 

demostró que-los eventos de amplificación y deleción son depen­

dientes de ~· ya que en un fondo carente de ~ la frecuencia 

de los eventos disminuyen al menos cien veces. 

Hasta el momento Romero, et al (1991) han propuesto que los 

mecanismos que pueden operar en el pSim de ~-!· bv phaseoli CFN-

42 para la generación de plasticidad son: por entrecruzamiento 

desigual por la de excisión de molécula circular por 

recombinación entre secuencias repct~das y su posterior 

reinserción en un pSim íntegro (Fig. 2). Al respP.cto, Durán 

(1991) sugiere que para los fenómenos de amplificación 

!·!•bv. phaseoli CFN-42, el mecanismo que esta operando en la 

generación de rearreglos es el de excisión 

moléculas circulares. 

reinserción de 

Cabria pregun~arse si los rearreglos analizados ~1 

plásmido simbiótico de !·l· bv. phaseoli CFN-42 pueden ocurrir en 

el pSim de otras cepas. La evidencia originada del estudio de 

genética de poblaciones sugiere que la esp~cie de !·!· bv. 

phaseoli este constituida por cinco linajes cromosomales (Piñero, 

et al •• 1988). De tal manera, resulta de interés estudiar los 

mecanismos de nmplif icación y deleción por recombinación entre 

los genes nifH de algunas de las cepas de ~·!· bv. phaseoli rep­

resentantes de cada linaje (Fig. 3) para establecer si estos 

rearreglos son una estretegia generalizada entre los plásmidos 

simbióticos. 
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Por lo tantri los objetivos._de es.ta -inve.-st\g~_c:~ón son: 
' - ·~ -.- _: - < ' 

l. Genernr deriv~~~s ::d·'.''¡;~~istfo.i.i_s;,y~~~}:-~• !·~· .bv. 
- -phO'a~o_f~ -","';c0i1J in:;erc_io-n1fs:,:dÍ?l';-·C'áSSet.té;--~-D·y'~-i~--~-~~ cada 

una.-_de_~~_laS ~-r-~~{f:~:r~~~r~,~~,S~!~f~~s~~~i~hi~~~~~~~ ~~·t~-~~~5~~1-~-~--. 
- - ,· •'"' •,-:.:;--'---·--. 

2. Evaluar ·1a f~e~'Üen~ili• .·de. g~i;~'~"?_,i.ófü;,;de rearreglos, 
amplific&ciOneS ·Y -J-~--1~-~-:j_~~:~S; -en ~~-;:~~:e_~~:f;_~. 'C1·é·j· ~i~~~ ulta de 

estas cepas. _ 

3. Determinar el los mecanismos·: il\Volucrados en la 

generación de estos rearregios en el pSim. 

4. Estimar, en base a la resolución de los objetivos 

anteriores, que tan generales son los mecanismos 

encontrados en el pSim de ~·l· bv. phaseoli CFN-42. 

ESTRATEGIA ESPERIMENTAL. 

Con el fin de generar en las cepas seleccionadas de 

!·!·bv.phaseoli inserciones del cassette GDYNl en cada una de 

las reiteraciones !!..!.!.!!.; se procedió a realizar las cruzas entre 

las cepas de Rhizobium y ~· coli 517-1 que contiene clonado 

el cassette GDYNl en el plásmido suicida pDR20 (Fig. 4). 

Después se seleccionaron las cr11zas en el medio selectivo y 

(Fig. 5) • los marcadores de las células transconjugantes se 

verificaron por la técnica de picado en réplica. Primeramente 

para asegurarnos de la pérdida del vehículo de clonación, la 

selección de las cepas resistentes se hizo tetracJclinu y 
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p~ra garantizar la presencia del>cassette_ GD.YÑl __ ~n ·alguna de las 

reiteraciones nifH se pic~ro;n-_, en 

marcadores elegidos c&da _,ce·~-f _,_i.'::~~-e~R-eé·tinomic ina 

se sel:e e:~:,~-'~~#-º~ ~:~.~úi~,~~t·r~nsconj ugan tes 

para 

gentamicina). A su vez 1 

. ,- . -.- ., 

estreptomicina, para excluir mucac-iOn'é'~ que_ confieran alta 

resistencia al marcador elegido éFig •. 5):._ 

Una vez identificadas las cepas por los marcadores, se 

procedió a realizar el análisis de perfil de plásmidos y el ais-

!amiento de DNA total; para caracterizarlas mediante la 

hibridización con los detectores de nifH ,del cassette GDYNl y 

del vehículo de clonación (Fig. 6). 

Con las cepas ya construidas (nifH::GDYNl), procedió 

seleccionar cepas con amplificación por resistencia al aumento en 

antibiótico (dósis génica) y las cepas con eventos de deleción 

se determinaron por resistencia a sacarosa (Fig. 5). 
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MATERIA.LES .Y METODOS 

Las- cepas utili-za-dás de Rhizobium leguminosarum bv phaseoli 

se localízan en el dendograma de la Fig. 3, indicando la 

distancia. genEtica entre ellas y en la tabla ... presentan 

algunas de las caracteristicas distintivas de cada Tipo de cepa. 

La cepa de Escherichia E.E..!.! 517-1 se caracteriza por ser~- y 

tener integrado cromosomalmente los genes~ del plásmido RP4. 

por lo cual es usada como hospedero del plismido suicida pDR20 

(Fig. 4), para la transformación conjugativa a las cepas de 

Rhizobium. El plásmido pDR20 contiene clonada la región nifHa de 

~-1· bv. phaseoli CFN-42 y en el codón 147 de la secuencia 

nucleot!dica se encuentra insertado el cassette de 5.7 kb 

denominado GDYNl (Romero, et al. 1991). El cassette posee los 

genes de ~ subtilis; .!!E! que codifica para la enzima 

levansucrasa involucrada en la síntesis de levan y la hidrólisis 

de la sacarosa (Gay, et al., 1983) y ~ que es locus 

regulador que funciona como un atenuador (Steinmetz, et al., 

1985). Además el cassette posee los genes que confieren resisten­

cia a estreptomicina (Sm), espectinomicina (Sp), kanamicina (Km), 

gentamicina (Gm) y tobramicina (Tm). 
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Para·-e~·-.cu~t:f.Vo~---d.e--.·las :c0pas de .!·!· bv phaseoli se empleó 

el mt{~io~. ~Y· /Úioij-.·,= .;_~~~~:~ ~'~-=i-~_-0,~~-- _l .98-4) consistente en O. 5% de peptona 
.-.;_. - -._ 

de caseí~a Y 0.3% de extracto de levadura disueltos en agua 

bideStilá.d_a .· y a'U:toclaveados durante 20 ·minutos. Posteriormente 

se ~e:a5adió cloruro de calcio a una concentración final de 7 mM. 

Eñ c8so de requerir el medio sólido se agregó agar bacteriológico 

al 1.5%. Las cepas en este medio se incubaron en períodos de 16 

horas para cultivos l{quidos o en intervalos de 2 a 4 días según 

las condiciones de selección a 30QC medios sólidos. 

La cepa de ~· coli se cultivó en el medio de Luria (Miller, 

1972) que contiene 1% de peptona de caseína, 0.5% de extracto de 

levadura, 1% de cloruro de sodio disueltos en agua bidestilada y 

esterilizados. Se adicionó 1.5% de agar bacteriológico para 

preparar 1os medios sólidos. La cepa en este medio se incubó de 

18 a 24 horas a 37ºC. 

Cuando fue necesario, los medios ya esterilizados 

adicionaron los antibióticos (SIGMA) las siguientes 

concentraciones: kanamicina 10 ~g.ml-1, estreptomicina 

100 JJ.g.m1-l, espectinomicina 50, 100, 800 y 1000 JJg.ml-1, 

ácido nalidíxico 20 ~g.ml-l y 100 ~g.ml-1, gentamicina 5, 40, 50, 

80 y 90 Jlg.m1-l, tetraciclina 2 y 10 ..,ug.ml-1 y cloramfenicol 25 

~g .mi- 1 • 

La producción de melanina en -ª.·h. ___ bv.:._~-~a_!"~?li fue hecha de 

acuerdo a Lamb, et al. (1982) con las s~g~ient~s modificaciones; 

las colonias fueron crecidas en. med~_o -~-~>~ sup_!e~e~_tadas con Cuso 4 
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20 .11g.m1-l y L-til-osina iOo .ug.mi:--1. Despu.és de 4 días de 

crecimienco, iS.s co10·n.-1as "fueron .lisada-s ;al colocarles encima un 

filtro de pape1·::W.ha.tmacl" 3MM embebido en SOS 41 10%., 

CONJUGACION 

Se cultivaron toda la noche Sml de las cepas donadora y 

receptora hasta su fase estacionaria, se tomó una alícuota de Jml 

para su centrifugación (Centr{fuga Beckman Modelo TJ-G) por 10 

minutos a 7000 rpm 1 el sobrenadante se decantó y la pastilla 

celular fue resuspendida (Vortex Genie 2, Fisher Brand) en 3ml de 

una solución de MgS04lOmM. 

Se tomaron 25~1 de cada una de las cepas y se platearon 

separadamente los controles en cajas de Petri con medio PY. Para 

las cruzas se colocaron 100.111 de la cepa receptorn (Rhizobium) ~l 

centro de la caja y encima se adicionaron 50~1 de la cepa 

donadora (~. coli) procediendo al plateo de la mezcla, las cajas 

plateadas se incubaron a JOºC por 24 horas. 

Para cosechar las células se adicionó a las cajas de Petri 

una solución de MgS04lOmM + Tween0.01%, con un ml para los con-

troles y 3ml para las cruzas. Posteriormente se tomó el con-

centrado celular realizando las series de dilución (100 a io-8) y 

se colocaron en el medio selectivo a fin de evaluar sus cuentas 

viables. Loa marcadores de las células transconjugantes se 

verificaron por la técnica de picado en réplica. 



DETECCION ~ PLASMIDOS 

La técnica empleada para la visua1ización de los plásmidos 

fue la de ECKHARDT (1978). Se crecieron las células hasta la 

fase exponencial temprana (aproximadamente entre una densidad 

óptica de 150 a 200 kletts) se tomó una alícuota de lml y se 

centrifugó (centrífuga Eppendorf Modelo 5412). El medio se 

decantó y la pastilla celular se resuspendió en lml de Sarcosyl 

0.1% (Lauryl-sarcosinato) en TES0/20 (Tris HC! 50mM y EDTA 20mM a 

pH8), centrifugándose de nuevo. El sobrenadante se decantO y se 

lavó la pastilla en Q.Sml de TE 50/20 volviendo a centrifugar, 

se eliminó todo el líquido y la pastilla celular se congeló por 

10 minutos a -20°C. 

Posteriormente la ·pastilla se resuspendió sucesivamente en 

40ul de la solución A (lizosima 7500u/ml, RNasa 0.3u/ml, azul de 

bromofenol 0.05%, r.ilene cyanol 0.05% y ficoll 400000 al 20% dis-

ueltos unA ~ol11ci5n de TBlX (Tri~ 89~f, ¡cldu bGrico 89mM y 

EDTA 2.0mM a pHS) dejándose incubar 10 minutos a temperatura am-

biente. La suspensión generada se depositó en los pozos de un 

gel de agarosa 0.7% en TB lX (150mm X 150mm X 3mm) y se añadieron 

40ul de la solución B (dodecylsulfato de sodio-SDS 0.2% y Ficoll 

400000 al 10% en TBIX) y se mezclaron cuidadósamente las dos 

soluciones Posteriormente se añadieron IOOul de la solución C 

(SDS al 0.2% y Ficoll 400000 al 5% en TBlX) sin mezclar y por 

último se sellaron los pozos con la misma agarosa con la que 

hizo el gel dejando entre 10 a 20 minutos a 4ªC. 

Se inició la electroforesis con una corrida de una hora a 
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BmA constantes y 4 horas a 170volte:coristantes~ al final de la 

corrida loe geles se ti5eron l~ minutos con una solución de 

bromuro de etidio S .Jlg/ml,- se-;enjü.agaron con agua bidestilada 

durante 20 minutos y se __ fot.~_8r~i!a~_c;Jn_ s_obre una lámpara de luz 

ultravioleta (FOTODYNE) con pel!cula polaroid 55. 

AISLAMIENTO ~ DNA TOTAL 

Se tomó una azada de la cepa requerida y se colocó en ml 

de medio líquido incubándose toda la noche. Las células 

cosecharon en la fase estacionaria por centrifugación a 10000 rpm 

y se lavaron con un ml de una solución de TE50/20, 

resuspendiéndose la pastilla 400ul de TES0/20. Posteriormente 

se adicionaron 50ul de pronasa (PROTEASA K 2.5mg/ml predigerida 

hora a 37ºC} y se mezcló por inversión suave; se añadieron 

SOul de SDS 10~ disuelto en TES0/20 pHB mezclando suavemente y se 

incubó una hora a 37ºC. La mezcla se pasó por jeringa insulínica 

veces. 

Acto seguido se extrajo la mezcla 3 veces con una solución 

de F:C:l (fenol-cloroformo-alcohol isoamílico, 24:24:1) y dos 

veces con cloroformo. Se precipitó el DNA agregando 1/25 del 

volumen total de NaClSM y 1/2 volúmenes de etanol absoluto 

frío, agitando suavemente. Se precipitó el DNA por una hora a 

-20ºC y luego se centrifugó obteniéndose una pastilla de DNA, la 

cual se lavó tres veces etanol al 70% y se secó en 



microfuga equipada con. vacio (Savant)-: El DNA se resuspendió en 

40ul de TElO/l (Tris HCl lOmM y EDTA lmM a pHB) y se añadieron 

lOul de una solución de RNasa (lOmg/ml 

cinco minutos) incubándose una hora a 37°C. 

TElO/l hervida por 

Se tomaron 4pl de la muestra y se checó la concentración del 

DNA en un gel de agarosa 1% en TA IX (TA lOX es Tris 0.4M, 

ll4.2ml de ácido acético glacial y EDTA O.SM a pH8) y se realizó 

la electroforesis durante una hora a 90 volts constante. Se ob-

tienen aproximadamente 60pg de DNA. 

CONDICIONES ~ DIGESTION f.!lli ENDONUCLEASAS ~ RESTRICCION 

El DNA fue digerido con la endonucleasa BamHl. Las con-

diciones para la digestión fueron 5pg de DNA, unidades de 

zima por ~g de DNA, solución amortiguadora de reacción E61X 

(E610X es Tris-HCl lOmM. NaCllOOmM. MgC1 2 7mM y~ mercapto etanol 

7mM disueltos en agua HPLC a pHB) y agua HPLC para aforar. 

La reacción se mezcló vortex 5 segundos y se dió pulso 

de 15 segundos en centrífuga. La digestión se realizó en horno de· 

microondas al máximo nivel dando 5 pulsos de 10 segundos a in-

tervalos de 3 minutos. Para checar la digestión se tomaron 4pl 

de la reacción y se colocaron en un gel de agarosa al 14 en TAIX 

y se realizó la electroforesis a 70volts constante durante una 

hora. 
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ELECTROFORESIS ~ DNA ~ (Maniatis, et al. 1982) 

. . . 
al 1% en TAIX. La cantidad :i~licada .. a.cada ca~riL.fue de 1 µg.de 

DNA mezcl.ado con e1- coj~·ra.~t'~~·MJ:~, c·i¡'d:ó·ii~_-·4'ci·C>'ocio~:~:i:~·:·~1S-%~­
bromofono1- al. _0.25% y~:~_1ren~1-=-_~~-~"¡c::. ai---- ri~:-~-~--i:~: -d~~-"u~1-~-o~-

azul de _ 

en agua. 

HPLC) agua HPLC. La corÍ:-idll.- se en C:.:ímara.s de . .. 
electroforesis- (Hoefer· ~s6.i'entftiC· .I.ns\rum·~ri·t-~-,~ SE 600) con TAIX a 

JOV, _&e_·l_es se tiñeron 
. e,·.-.. -·-,, ,, :-º-~--ce-··>::-,-;,:· ·e.o '.;.= ~-· "-,,·-.. • 

durante 1-5 minutos cOn ia sOl-ucióli~ c:Íe-.b-romuro de etidio (5pg/ml) 

enjuagándose con agua -b id_es t-~:i~~d·~·;;_:z·ó:::i~¡~·0_t~os· y se fo tog raf iaron 

sobre una 

Polar oid 55. 

técnica 

soluciones a 4ºC. se r~alizarcin dos veces los lavados en cada 

solución. Primeramente se trató en una soluci6n de HCl 0.25M en 

agitaci6n durante 10 minutos, cada vez, se decant6; se virti6 en-

seguida unn soluci5n de NaOH 0.5M NaCl l.5M en agitaci6n durante 

20 minutas, cada vez, se decantó y por último añadió la 

solución de TrisHCl O.SM, NaCl l.5M a pH7.4 en agitación durante 

30 minutos, cada vez. 

Las membranas de nitrocelulosa (HYBOND-C EXTRA, Amcrsham) se 

h~ervieron por 10 minutos en agua destilada y se enjuagan en una 



solución de SSC6X (SSC20X es citrato de sodio l.SM y NaC13M ). 

Para realizar la transferencia del DNA bidireccionalmente 

(sandwich), se colocó un paquete de 

vente, encima se pusieron filtros de 

toallas de papel absor­

papel Whatma11 3MM en-

juagados en SSC6X a la vez colocó la membrana de 

nitrocelulosa y arriba de esta se puso el gel tratado, se realizó 

el mismo procedimiento en orden invertido y al final se colocó un 

peso de 500gr. Durante 12 horas se dejó que el DNA trans­

firiera por capilaridad a las membranas. 

Al sacar la transferencia se enjuagaron las membranas en 

SSC6X, se dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente 

el DNA se fijó a las membranas por incubación durante dos horas a 

80ªC en un horno equipado con vacío (Labline DuoVac Oven). 

HIBRIDIZACION 

a) Detectores. 

Los plásmidos usados como detectores se presentan en la Fig. 

fueron el pSUP202 (Simon, et al. 1983) el pGUS3 

(Romero, et al. 1991) y el pl5b (Valderrama,1989). Además 

se seleccionaron 11 cósmidos (Fig. 7) que dan una cobertura 

completa del pSym de la cepa CFN42 (Girard, et al. 1991). 



b) Marcaje Radioactivo. 

Los detectores se marcaron radioactivamente por el método de 

Rigby, et al (1977). Se tomarbn 200 ng del DNA a marcar, 

incubándose con una mezcla de deoxiribonucleótidos fr!os, 

32p- -deoxiCTP y la enzima DNA polimerasa I y Agua HPL~ para 

aforar. La reacción se incubó por dos horas 14ºC 

(Hotpack-baño circulador refrigerado). 

La marca incorporada se separó de la marca libre mediante 

una columna de sephadex G75 (7cm X 0.Scm) adicionando la 

solución amortiaguadora de columna (Tris lOmM, NaCl lOOmM, 

EDTA lmM y SDS 0.1%) 

Se ~ecuperaron 6QOpl radioactivos, de los cuales se tomó una 

alicuota de 5~1 y en un detector de radiaciones beta (Probe 

count, Oncor) se cuantificó la marca incorporada. 

e) Hibridización.· 

Las hibridizaciones fueron hechas en Hornos Hybaid Oven en 

condiciones de alta severidad, las cuales permiten un 90-

100% de homología (bajas concentraciones de sales y alta 

temperatura). 

La solución empleada para las mezclas de prehibridización e 

hibridización fue la siguiente: Denhardt lOX (Denhardt lOOX 

ce 2% Ficoll, 2% BSA (seroalbumina bovina). 2% PVP 

(polivinil pirrolidina) en agua HPLC, amortiguador de fos-

fatos O.lM Fosfatos lM es Na 2H2P04 0.5M-Na 2 HP04 O.SM a 
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pH6.7) SSC5XJ DNA desnaturalizado· de. esperma ·de ·salmón 100 

µg/ml y agua UPLC. 

Las membranas se prehibridizaron d~rante· 12··hora~ a.65ºC. Al 
' - -- -

finalizar, se decant5 la mezcla ~~ p~~hib~idizacLón y se 

adicionó la mezcla de hibridi.zac-_Íón, ·1a-·cua1· coñtiene el 

detector Qnrcado radioectivamente; se hibridizó durante 12 

horas a 65°C. Al cabo de éstas, se lavaron las membranas 

para eliminar el exceso de marca radiactiva, primeramente se 

desechó la mezcla de hibridización y se adicionaron lOml de 

una solución de SSC2X-SDS0.1% se agitó vigorosamente diez 

segundos y se decantó. Se añadieron SOOml de la misma 

solución y se lavaron durante 15 minutos a temperatura am-

biente. El segundo lavado realizó con la solución de 

SSCO.lX-SDS0.1% a 55°C durante 30 minutos, repitiéndose eate 

procedimiento cuatro veces y por último se lavaron dos veces 

en una solución de SSCO.lX por 15 minutos. 

Las membranas se dejaron secar a temperatura ambiente y 

luego se hornearon 10 minutos a 65°C, se colocaron en papel 

y se forraron con envoltura adherente para después montar-

las en cassettes para autorradiografía. 

d) Autorradiografía. 

En los cassettes para autorradiografía con pantallas inten-

sificantes se colocaron placas de radiografía Kodak (X Omat 

K) sobre las membranas hibridizadas y la radiografía 

llevó a cabo a -70°C en un REVCO (Kelvinator Serie 100) y 
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se expusieron durante un período de 12 horas a una semana. 

ANALISIS DE PERFILES ~ HIBRIDIZACION !'..Q.! DENSITOMETRO. 

La intensidad de las señales de hibridización detectadas en 

placa de autorradiografía se visualizan como bandas y depen-

den de la cantidad de marca hibridizada en la secuencia 

específica y estas a su vez son un reflejo del número de copias 

de la banda en el genoma. 

Así para evaluar el número de copias de banda con 

respecto otras bandas en un carril .de una autorradiografía se 

utilizó un densitómetro de barrido GS300- y el sistema de análisis 

de datos GS350 de Hoefer S~ientific Instrumente (San Francisco, 

Ca.). 

MAPEO ~ ~ DELECIONES 

La estrategia a seguir para realizar el mapeo de las deleciones 

encontradas fue mediante las hibridizaciones con los cósmidos 

del pSim de !•!· bv. phas~oli CFN42 (Fig. 7) bajo los siguientes 

criterios: 

1) Los cósmidos del pSim de la cepa CFN42 contienen 390 kb. Los 

plásmidos simbióticos de las cepas analizadas son más 

grandes (460 kb. 510 kb y 573 kb) por lo tanto es posible 

que no se haya evaluado la totalidad de la información con-
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tenida en ellos al utilizar éstos c6smidos como detectores. 

2) Localización de los cósmidos en los cuales hubo pérdidas de 

bandas. 

3) Localización de los cósmidos que no perdieron bandas. 

4) EBte primer ordenamiento nos permitió caracterizar de manera 

general a los pSim indicando que la zona deletada en las 

cepas analizadas comprendió a los cósmidos cGD7, 101,28 1 15 y 

45 (Fig. 8) ubicado entre las regiones de los operones 

!!.!f.!!Q! • 

5) Para realizar el análisis del mapeo banda por banda de las 

deleciones, se tomó como guía la deleción mayor, 

considerando: 

a) las bandas que se revelan en los cósmidos deletados se 

localizan en la par~e que no participó en la deleción. 

b) la presencia de bandas tenues ente~ dos bandas intensas 

e) 

se consideraron reiteraciones del DNA y no 

en cuenta para el anlllisis. 

tomaron 

por compn.ra.ción la cepa parental y las otras 

~eleciones se establecieron las bandas comunes del 

cósmido y su ordenamiento se realizó por eliminación. 

6) Al realizar las comparaciones. se consideró la concentración 

del DNA por carril. pues un exceso del DNA en un carril 

revelaría bandas tenues que no son observadas en las otras 

deleciones. 
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7) La presencia de una banda nueva corresponde a: 

a) sitio de recombinación (banda hibrida) 

b) bandas tenues que no se.veían antes, son el resultado 

de una replicación mayor del plásmido simbiótico en la 

cepa que ahora revela· reiteraciones. 



RESULTADOS 

¿QCURREN ~ REARREGLOS ~ FRECUENTES ~ pSim ~ !•!• bv. 

phaeeoli ~ ~ REITERACIONES nifH? 

Recientemente se ha demostrado que la mayor frecuencia de 

los rearreglos en el pSim de ~·l·bv. phaseoli CFN-42 ocurren 

entre las regiones nifH aun y cuando se pueden utilizar en menor 

medida otras secuencias reiteradas , posiblemente menos extensas 

para producirlos. Para investigar la posibilidad de que la plas­

ticidad del pSim generada por las reiteraciones nifH sean una 

característica común en las cepas de ~-1.hv.phaseoli se selec-

cionaron cinco cepas perteneciendo 

descritos por Piñero 1 et al (1988). 

cinco de los linajes 

Considerando que el pSim de la cepa CFN-42 1 los operones 

~ en las regiones a y b comparten homología por 5 kb ofrecen 

un sustrato adecuado para recombinar cuando el cassette GDYNl 

está insertado en la región~· Sin embargo. en la medida que 

el cassette GDNYl esta insertado en la región ~ la región ac­

cesible para recombinar es disminuida a 3.8 kb y en el caso que 

el cassette GDYNl se encuentre en la región ~ la porción de 

DNA susceptible para recombinar queda reducida a 1 kb, de tal 

forma que al ir restringiendo parcialmente las regiones para 

recombinar entre los genes de la nitrogenasa en el plásmido se 

favorece a que otras secuencias internamente reiteradas puedan 

ser usadas como sitios para recombinar amplificando o deletando 
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distintas regiones del pSim. 

CONSTRUCC'ION DE lli ~ !•.!• bv. 

GDYN! !!! ~ ~ nifH 

phaseoli f.Q.!i !!,_ CASSETTE 

La construcción de las cepas de !·l· bv. ph~seoli con el 

cassette GDYNl en las region~s de- los genes de la nitrogenasa fue 

variable ya que depende de la·homología entre las secuencias nifH 

del pSim de la cepa elegida y de ~::GDYNl del pDR20, además 

de que algunas de las cepas pertenecen a distintos tipos de 

reiteración nifH. 

Las cepas del Tipo I presentaron una mayor aceptación del 

cassette GDYNl. Para la cepa TAL-182 se obtuvieron 4374 

transconjugantes de las cuales 13 fueron dobles recombinantes 

(0.32%) obteniéndose un total de 10 inserciones en ~· 1 en 

nifHb. 1 en nifHc y una deleción E.!.!-nif. En la cepa NITRAGIN-

8251 se aislaron 11137 transconjugantcs, 10 fueron dobles recom-

binantes (0.12%) el cassette insertado sólo en las regiones 

nifHa(7) y nifHb(2) 1 además se detecto deleción .!!.!f-nif. 

En la cepa CIAT-894 del Tipo II se obtuvieron 37 transcon­

jugantes y se aisló una doble recombinante (2.751) con el cas­

sette en nifHa. 

Para el caso de las cepas BRASIL-5 Tipo III y F-14 Tipo IV 

se obtuvieron 1824 y 2411 transconjugantes respectivamente¡ 5 

cepas de la BRASIL-5 y 8 cepas de la F-14 seleccionaron por 

marcadores como dobles recombinantes. Sin embargo. al hibridizar 
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con el detector pSUP202 se observó una señal positiva la 

región !!..!!.!!.! al igual que con los detectores pGUS3 y pl5b (Fig. 

6). Da'do que para las cepas BRASIL-5 y F-14 sólo se obtuvieron 

recombinantes sencillasJ a partir de éstas se procedió a buscar 

los fenómenos de deleción, puesto que para las amplificaciones 

ocurriría el aumento en número de copias arreglado en tandem 

de .!!..!.f!!!!-vector-~::GDYNl de manera similar a lo reportado 

para~·!· bv. phaseoli CFN-42 (Durán, 1991). 

CEPAS DEL TIPO I: TAL-182 Y NITRAGIN-8251 

AMPLIFICACIONES 

En la cepa TAL-182 se obtuvieron los eventos de 

amplificación al seleccionar con gentamicina a 90 ug/ml. Se 

analizaron 4 derivadas en el casa de la inserción del cassette 

GDYNl en la región nifHc y 5 derivadas de cada una de las inser-

cianea del cassette en las regiones .!!..!f.!!!! y nifHb. En todos 

los casos los sitios de recombinación utilizados para producir 

amplificaciones fueron las regiones nifH (Fig. 9). Sin embargo la 

frecuencia a la cual ocurrió este evento fue variable dependiendo 

en donde se insertó el cassette GDYNl. 

En la Tabla II observamos que para la cepa TAL-182 la 

inserción en ~ presentó la mayor frecuencia de amplificacion, 

siendo veces mayor que los eventos con el cassette en la 

región nifHc y estos últimos su vez fueron 46 veces más 

frecuentes que las amplificaciones con el cassette en la región 
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nifHa. Cabe señalar que estas diferencias son muy grandes para 

atribuirlas solamente a la reducción de la zona de recombinación, 

por lo que es probable que otros factores eeten participando. 

Para la cepa NITRAGIN-8251 loe eventos de amplificación se 

obtuvieron al seleccionar con gentamicina a 50ug/ml o en espec-

tinomicina a BOOug/ml. Así, para realizar el análisis de las 

cepas con el cassette GDYNl insertado en la región nifHn y nifHb 

se escogieron 7 cepas derivadas para cada i.nserción. En ambos 

casos el fenómeno de la amplificación sucedió por recombinación 

entre las regiones !!.!i.!!!. y ~ifHb (Fig. 9). Pero como se observa 

en la Tabla II para la cepa NITRAGIN-8251 la frecuencia a la cual 

ocurren estos eventos fue 47 veces menor al encontrarse el 

cassette en nifHa, esta diferencia es mucho mayor a lo esperado 

por la reducción en la zona accesible para recombinar de manera 

que posiblemente otros factores estén actuando para producir esta 

d1sm1nuci5n d~ la frdcu~1lCLa d~ lod r~arreglos. 

La única inserción del cassette GDYNl en la región nifHc se 

obtuvo la cepa TAL-182 (Fig.9; carril 4) se analizaron las 

cepas seleccionadas para amplificaciones por el perfil de 

plásmidos, hibridización contra los detectores pl5b. pGUSJ (Fig. 

6) y los cósmidos que cubren el pSim de la cepa CFN-42 (Fig. 7) 

El análisis con el detector específico de !!.!.!.!! nos indica el 

patrón característico de bandas para una cepa amplificada cuando 

el cassette esta en la región nifHc (Fig. 9. carril 10) donde se 

esperan cuatro bandas: nifHc: :GDYNl (9.5 kb) • .!!....!!.!!!! (9.0. kb), 

nifHb (5.6 kb) y una banda híbrida nifH 5'~/3'~ (5.2 kb). Debido 

a la baja resolución del gel entre las bandas de nifHb y nifH 

'. 

1 

.1 
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5 1 ~/3'~• no permite una buena separación en esta zoria. Asi, al 

realizar la densitometr!a para ca1cular el número relativo de 

copias oe encontro la proporción característica de tres bandas 

que corresponde a la relación 2:1:2 Tomando en cuenta la an-

terior para la cepa analizada TAL-182 ~::GDYNl se obtuvo una 

proporción de bandas de 7:1:7 mostrando claramente que se trató 

de una septuplicación de la región entre ~ y .!!.!!!!J!. (Fig. 9¡ 

carril 10). 

En lus cepas TAL-182 nifHb: :GDYNl y NITRAGIN-8251 

.!!.!!!!J!.::GDYNl (Fig. 9; carriles 3 y 13) los perfiles de plásmidos 

obtenidos por Eckhardt ae hibridizaron con los distintos detec­

tores mencionados anteriormente para determinar s! los rear­

reglos son aún causados por recombinación entre las reiteraciones 

nifHDK. Las amplificaciones derivadas para ambas cepas muestran 

que efectivamente las secuencias que contienen los genes de la 

nitrogena&u ucilizados en la recombinación ya que al carac-

terizarlos mediante la hibridización con el detector plSb (Fig. 

9; carriles 9 y 17) se observan cuatro bandas: .!!.!!.!!!?.::GDYNI 

(ll.3kb), 

(9.0 kb) 

una recombinante !!.!!.!!5'.~/3'!.: :GDYNl (10.9 kb), !!.!!!!.!. 

y nifHc (4.0 kb). Por la baja resolución del gel 

entre las bandas .!!.!!.!!!?.::GDYNl y!!.!.!.!! S'k/3'!.::GDYNl, en esta 

zona las bandas migran aparentemente como una sola. Al realizar 

el analisis densitométrico para las cepas amplificadas se observó 

el patrón caracterísitico de tres bandas la proporcion 

2:1:2. Los resultados de la densitometría para la cepa TAL-182 

.!!.!!!!J!.::GDYNl(Fig. 9; carril 9) presentaron la relación de bandas 

6:1:6 indicando que una amplificación de seis veces y 



37 

para la cepa NITRAGIN-8251 ~::GDYNl la Proporci6n encontrada 

f~e 3: l: 3 correspondiente a una tripl.ic·ación (Fig. 9; carril 

17).En las dos cepas analizadas la amplificación ocurrió entre 

la _región ~ y ~· 

El caso más extremo donde la región para recombinar quedó 

reducida a 1 kb entre los operones nifHDK a y b se analizó en las 

cepas derivadas de la TAL-182 nifHa::GDYNl NITRAGIN-8251 

nifHa: :GDYNl (Fig. 9; carriles y 12) mediante el perfil de 

plásmidos, la hibridización con el detector nifH y los cósmidos 

del pSim de la cepa CFN-42. Encontrándose que en ambas cepas las 

amplificaciones fueron generadas por recombinación entre las 

reiteraciones ~ a y b. En la figura 9 los carriles 8 y 16 

muestran el patrón caracterísitico de hibrización con el detec-

tor de nifH donde se observan cuatro bandas: !!.!!..!!.!: :GDYNl (l4.7 

kb). una recombinante nifH 5'!?_/3'.!!_: :GDYNl (10.9 kb). ~ (5.6 

kb) y la última ~ (4.0 kb). El análisis densitométrico in-

die a que en una duplicación todas las bandas son de intensidad 

similar, salvo la región nifHc que es doble. as! la cepa 

derivada de la TAL-182 ~::GDYNL (Fig. 9; carril 8) se en­

contro la proporción 1:2:1:3 correspondiendo a una triplicación 

y en la cepa derivada de la NITRAGIH-8251 nifHa: :GDYNl (Fig. 9; 

carril 16) la relación obtenida fue 1:4:1:5 mostrando claramente 

la presencia de una amplificación de cinco veces entre la región 

El perfil de plásmidos para la cepa TAL-182, representativa 

de las amplificaciones (Fig. 10 carriles 13 y 14), corresponde 

a una amplificación (!l.!.!!!!.::GDYNl) de la región entre los nifHDK 
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de tres veces,la cual generó un pSim de ~prox~madamente: 800 kb 

que hibridizó con el detector de El.!J!. 

Las hibridizaciones con los cósmidos del pSim de la cepa de 

!•!• bv.phaseoli CFN-42 (Fig. 7) nos Permitieron caracterizar a 

las amplificaciones derivadas de las cepas TAL-182 ~::GDYNl 

(Fig. 11), TAL-182 nifHb::GDYNl (Fig. 12) y TAL~l82 nifHc::GDYNl 

(Fig. 13); delimitando que las zona entre los cósmidos 7 y 45 

fué donde se detectó DNA amplificado y la hibridización con los 

cósmidos restantes reveló bandas amplif ~cadas (datos no 

mostrados). Se encontró que el orden de los cósmidos establecido 

para la cepa CFN-42 (Fig. 8) coincidió con el observado para 

la TAL-182, lo cual se corroboró por la caracterización de las 

dele e iones obtenidas (ver resultados mis adelante). 

En el caso de las cepas amplificadas derivadas de la 

NlTRAGIN-8251 analizadas mediante la técnica de Eckhardt (Fig.15; 

carriles 11 y 12). Se observa al hibridizar con ~. que ~1 

pSim incrementa su tamaño en aproximadamente 250 kb utilizando 

como sitios de recombinación para la amplificaci5n los operones 

~ • Las hibridizaciones con los césmidrJs de la cepa CFN-42 

se presentan en 1ae figuras 15 y 16 respectivamente, para la 

cepas NITRAGIN-8251 nifHa::GDYNl y NITRAGIN-825! nifHb::GDYNl , 

indicando que unicamente la región entre los cósmidos 7 y 45 

presento bandas amplificadas , no así , con los cósmidos res-

tantea (datos no mostrados). Asimismo nos indicé que el or-

denamiento de los cósmidos caracterizado para el pSim de la cepa 

CFN-42 (Fig. 8) fue mantenido en la cepa NlTRAGlN-8251, lo cual 

se confirmo posteriormente por el mapeo de las deleciones ob-
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ten-idas- en estas C'epás C".'er 'resultados más adelante). 

DELECIONES 

Las deleciones en la cepa TAL-182 se seleccionaron en el 

medio con sacarosa al 17.5%, analizándose 8 cepas derivadas de la 

TAL-182 !!.!!1!.!!.: :GDYNl, 12 cepas derivadas de la TAL-182 

nifHb::GDYNl y 25 cepas derivadas de la TAL-182 !!..!!J!.s::GDYNl. En 

todos los casos se detectaron en mayor medida la producción de 

deleciones (Tipo I) entre los operones nifHOK a y b .En menor 

proporción se detectaron otros tipos de deleción (Tipo III y V) 

que utilizan para recombinar secuencias distintas a los de los 

genes nifH. Estas solamente se obtuvieron con las inserciones en 

nifHa y nifHc (Tabla III). La frecuencia a la cual ocurren estos 

rearreglos fue nuevamente variable, aunque la frecuencia de 

aparición de los fenómenos de deleción mantiene la predicción de 

restricción de loe sitios para recombinar. así con la inserción 

en ~ es 2.3 veces mayor que la inserción en nifHb y esta a 

su vez es más grande por 16 veces que en .!l.!.!..!!.! (Tabla II). 

En la cepa NITRAGIN-6251 los eventos de deleción se aislaron 

seleccionando con sacarosa en concentraciones que variaron del 

2.5 al 10%, analizándose 18 cepas derivadas de la inserción 

nifHa: :GDYNl y 17 cepas derivadas de l.a inserción· en 

nifHb: :GDYNl. También esta cepa las deleciones entre las 

reiteraciones nifHDK a y (Tipo I) fueron las más frecuentes y 

solamente con la inserción ~ se encontró la curación del 
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pSim (Tabla III). La frecuencia a la cual se presentaron estos 

eventos fue 3.4 veces menor con la inserción en ll!!!!.!, con 

respecto a la inserción en nifHb, lo cual es consistente con la 

reducción de la zona para recombinar entre los nifH siendo 

proporcional al área restringida (Tabla II). 

La caracterización de las cepas deletadae de la TAL-182 y 

NITRAGIN-8251 se realizó mediante el análisis de los perfiles de 

plásmidos (Fig. 10 y 15) hibridizados con el detector de !!.!.!.!! 

(Fig. 9) y cósmidos del pSim de la cepa CFN-42 (Fig. 14 y 18). 

Para ambas cepas al realizar la hibridización con el detector de 

los genes de la nitrogenasa (Fig. 9; carriles 5 y 14) se observa 

la presencia de una sóla banda con la migración caracter{sitica 

de una banda híbrida !!.!!!:!5'~/3'~ generada por recombinación entre 

1os operones ~a y b, correspondiendo a la deleción Tipo I. 

El tamaño de la deleción fue de aproximadamente 180kb para la 

cepa TAL-182 y de 131 kb para la cepa NITRAGIN-8251 (Fig. 10 y 

15). 

Particularmente en la cepa TAL-182 con las inserciones en 

.!!..!!.!!..!!. y nifHc 

dele e iones (Tipo 

(Tabla III) 

IIIyV), 

generaron dos tipos más de 

observandose mediante la técnica de 

Eckhardt y caracterizandolas al hibridizar con el detector de los 

.!!!f!! (Fig. 9). Una cepa posee solamente la banda característica 

de nifHb, correspondiendo a la deleción Tipo III (Fig.9; carril 

6) y el perfil de plásmidos nos muestra que es una deleción de 

aproximadamente 128 kb (Fig. 10; carriles y 10). La deleción 

Tipo V no da señal de hibridización con el detector de nifH 

(Fig. 9; carril 7) y corresponde deleción de 
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aproximadamente 323 kb (Fig. 10; car~iles:ll· y 12). 
. . . 

El análisis con los cósmidos:--dei. psi~ ~~--· !•1• "bi.i. -:·phaseoli 

CFN-42 nos permitió mapear la~-- de'lec~'o_nes :·(Mapa::--;) ·Y éonctui~ que 

el orden establecido para -~~l_··pS_~-~-:.:-d·~:-__ i~'-·~;~P~ _CFÑ~;_42. ~C-fl.-g~-. - B) 

corresponde 

las deleciones Tipo I y V los c~smi~os que perdieron -bandas 

fueron el cGD 7,101, 28, 15 45 (Fig. B) y la deleción Tipo III 

sólo perdía bandas en los cósmidos 7,101 y 28; cabe señalar q~e 

el cósmido 101 fue el único que se deletó completo en las tres 

deleciones (Mapa I). En cambio, con los otros cósmidoe se per-

dieron solamente algunas de sus bandas. Con respecto a los 

cósmidos del 47 al 103 (Fig. 7) no se detectaron pérdidas de han-

das en ninguno de ellos (datos no mostrados). 

La suma del tamaño de las bandas perdidas para la deleción 

Tipo I fue de 155 kb y 107 kb para la deleción Tipo III (Mapa I), 

presentando pequeña diferencia de 25 kb y 21 kb de menos 

para las deleciones Tipo I y III respectivamente, en relación al 

tamaño de las deleciones caracterizadas por la técnica de Eck-

hardt (Fig. 10). Posiblemente esta diferencia se deba la 

resolución del gel esta zona. 

En la deleción Tipo V la suma del tamaño de las de bandas 

perdidas fue de 188 kb (Mapa l),· estableciéndose una diferencia 

no explicada con respecto al tamaño calculado del perfil de 

plásmidos (Fig. 10). Esta diferencia de aproximadamente 135 kb, 

sólo es explicable con el argumento de DNA no detectado, ya que 

el pSim de la cepa TAL-182 (573 kb) es mayor que el pSim de la 

cepa CFN-42 (390 kb) y por lo tanto no podemos detectar las 180 
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kb de DNA extra que posee. en 

el pSim es variable, sin embargo de acuerdo al Mapa I podriamos 

sugerir que una buena parte (135 kb) se localizara en el cósmido 

45 entre las bandas 45.7 CJ!.!f.!!.E.) y 45.4. Hasta_este momento no 

sabemos de donde provienen estas secuencias para poder carac­

terizar región. 

En el Mapa II, que esquematiza los resultados obtenidos para 

ln cepa NITRAGIN-8251 se observa claramente que el orden de los 

cÓAmidos mantiene igual al que se presento en la cepa CFN-42 

(cCG7, 101, 28, 15 y 45 ; Fig. 8). La suma de las batidas 

deletadas fue de 121 kb, presentando una pequeña diferencia de 10 

kb con respecto a la deleción caracterizada por el análisis de 

plásmidos (Fig. 15 carriles 7 y 8). La cepa derivada de la 

NITRAGIN-825lnifHa::GDYNl la cual presentó curación de su pSim 

(Fig. 15 carriles 9 y 10) no dió señal de hibridización con el 

detector ~ y con los cósmidos del pSim de ln cepa CFN-42 

(Fig. 7). 

CEPA DEL TIPO II: CIAT-894 

AMPLIFICACIONES 

Para la cepa CIAT-894 sólo se aisló una amplificación 

procedente de la inserción del cassette GDYNl en la región nifHa 

(Fig. 19¡ carril 2) obteniéndose en el medio selectivo con gen­

tamicina a 40ug/ml. Sin embargo al determinar la condición para 

obtener duplicaciones. nos encontramos con que la cepa se 
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amplificó, durante el período de los subcultivos. De manera que 

la frecuencia obtenida fue de 1.12 como se observa en la Tabla II 

haciendo dificil por tanto la estimación real del evento de 

amplificación. La cepa se analizó con el detector nifH y 

localizamos la presencia característica de las cuatro bandas 

resultantes de un evento de amplificación entre !!.!!!!.a y b: 

nifHa::GDYNl (19 kb), !!..!!!!5'~/J'a::GDYNl (16 kb), nifHb (5.6 kb) 

y .!!.!.f!!E. (4 kb) (Fig. 19; carril 6). Al realizar el análisis por 

deneitometr!a se encontró la proporción de bandas 1:2:1:3 in-

dicando claramente que la cepa posee una triplicación generada 

por recombinación entre los operones ~a y b. 

El perfil de plásmidos (Fig. 20; carriles 21 y 22) muestra 

que el pSim de la cepa CIAT-894 ha aumentado de tamaño 

aproximadamente 200 kb debido lA triplicncién de la r~giún 

entre los .!!.!!!! a y b. Al realizar la hibridización los cósmidos 

del pSim de la CFN-42 (Fig. 21) se observó el incremento en in­

tensidad de algunas bandas indicando que la región entre los 

cósmidos y 45 (Fig.8) fue amplificada así en los cósmidos 

restantes del pSim (datos no mostrados), lo cual es confirmado 

por el análisis de las deleciones obtenidas para esta cepa(ver 

los resultados más adelante). 

DELECIONES 

Las deleciones en la cepa CIAT-894 se aislaron con sacarosa 

al 10%, analizándose 24 cepas derivadas de la inserción en nifHa 
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(Fig. 19; carril 2) ocurriendo los eventos de deleción a una 

frecuencia de io-5 (Tabla II). AÍ caracterizar las delecioncs 

obtenidas con e1--deteCtor d-e nifH (Fig. 19; carriles 3, 4 y 5) se 

observo que ninguna de ellas agrupadas en tres tipos distintos, 

(Tipo III.IV y V) se produjeran por recombinación entre las 

uecuencias de los operones nifHDKa 

caso de las amplificaciones 

b. como se demostr5 para el 

esta cepa, por lo tanto los 

fenómenos de deleción ocurren preferentemente usando otro tipo de 

elementos reit~rados en el plásmido, 

La caracterización de las cepas por la presencia de ·tos 

nifH, nos permitió separar a las deleciones en los Tipos III, IV 

y V (Fig. 19; carriles 3 ,4 y 5). El análisis mediante el perfil 

de plásmidos (Fig. 20) nos permitió distinguir cinco patrones 

diferentes de deleción en el pSim de la cepa CIAT-894 cabe 

sefialar, que. el tama5o de los pSim deletados fue diferente en 

cada caso, aunque pertenezcan al mismo tipo de deleción 

La caracterización de las deleciones del pSim de la cepa 

CIAT-894 mediante las hibridizaciones con los cósmidos de la cepa 

CFN-42 (Fig. 7); nuevamente indican que la región deletada quedó 

comprendidda entre los cósmidos 7 y 45 (Fig, 8 y 21), puesto que 

la hibridización con los cósmidos del 47 al 103 estan conservados 

todas las cepas deletadas (datos no mostrados), 

Al realizar el análisis con los cósmidos del pSim de la CFN-

42 correspondientes a la deleción en el pSim de la cepa CIAT-894 

se construyó el Mapa III, donde se observan siete patrones de 

deleción estableciéndose para cada tipo de deleción el uso de 

distintas secuencias reiteradas para recombinar, razón por lo 
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cual. subdividimos a i~'s tipos'; d.e deleció--0. (IIÍ, IV y V) en loe 

subtip~s 1, 2 y J. 

Los camaños de los pSim con las distintas deleciones fueron 

caracterizados p~r la ticnica de Eckhardt, donde se observa que 

la deleción menor fue de 99 kb aproximadamente y de 271 kb para 

la deleción mayor (Fig. 20), lo cual contrasta con el análisis de 

la suma de bandas deletadas, ya que la deleción más pequeña 

perdió 22 kb aproximadamente y 136 kb la deleción mayor (Mapa 

Ill). Por lo cual, incluimos la presencia de DNA no detectado, 

en el cósmido 7 entre las bandas 7.3 (!!..!.!.!!.!.) y 7.4 para equi-

librar el peso de las deleciones detectadas por el análisis del 

perfil de plásmidos. Dado que los cósmidos de la cepa CFN-42 

cubren al menos 390 kb y puesto' que el pSim de la CIAT-894 es 

aproximadamente 120 kb mayor, hasta este momento conocemos 

que tipo de secuencias esten contenidas en el DNA no detectado, 

para poder caracterizarlo. 

CEPA DEL TIPO III: BRASIL-5. 

DELECIONES 

Las deleciones en la cepa BRASIL-5 se obtuvieron a partir de 

la recombinante sencilla con la inserción en nifHa (Fig. 19 ¡ car­

ril 8) en el medio selectivo con sacarosa al lOX. En la tabla II 

se observa que la frecuencia a la cual se presentaron las 

deleciones fue la mayor de todas las inserciones 

distintas cepas y correspondió a 10-4 • 

~en las 
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El análisis de las cepas mediante el perfil de p~áamidoa in­

dica que el pSim deletó al menos 180 kb (Fig. 23, carril 7) y al 

caracterizar los nifH de estas cepas se observó que todas las 

defeci,ones mantenian las reiteraciones nifHb y ~ (Fig. 19 

carril 9) correspondiendo al Tipo IV de deleción (Tabla III) que 

también es presentado por la cepa CIAT-894. Nuevamente en la 

cepa BRASIL-5 se presenta el uso de otras secuencias reiteradas 

para la recombinación en lugar de los operones nifHDK. 

·Al realizar las hibridizaciones con los cósmidos del pSim de 

11t cepa CFN-42 (Fig. 7) fue sorprendente el hecho de que las 

cepas deletadas de la BRASIL-5 conservaran en su totalidad las 

bandas de los cósmidos de las regiones entre~ y nifHb, ob-

viamente ~xcepción de la banda 7. l (!!..!..!..!!.!!) localizada en el 

cósmido 7 de su pSim (Fig. 23) y además en los cósmidos restantes 

no se perdió ninguna banda (datos no mostrados). Debido a que 

el pSim de la cepa BRASIL-5 es de aproximadamente ~10 kb , 

nuevamente requerimos el argumento de DNA no detectado para ex-

plicar e las deleciones de 180 kb puesto que los cósmidos usados 

como detectores cubren al menos 390 kb y se encuentran presentes 

en las cepas deletadas par lo tanto la posición del DNA no 

detectado se localizó entre el cósmido 7 y 47. Actualmente no 

sabemos que tipo de material genético contiene esta región 

sugerida. 



CEPA TIPO IV: · F-14 

DELECIONES 

47 

Las deleciones. en a cep• F-14 se obtuvieron a_partir de la 

inserción del cassette GDYNl la región-- n-ifHa uiediante un 

evento de recombinción sencilla (Fig. 19, carril 11) aislado 

el me¿io selectivo con espectinomicina lOOug/ml. Estas cepas 

caracterizaron por hibridización con los detectores p15b, pGUS3 y 

pSUP202 (Fig. · 6) dando seaal positiva los tres probadores en la 

región de ~ y en su pSim. Dada la alta frecuencia de curación 

del pSim de la F-14 y por ende la baja tasa de obtención de 

transconjugantes con el cassette GDYNl inserto en cualquiera de 

las regiones nifH. Se decidió checar otra vez las cepas antes 

mencionadas, las cuales se mantuvieron aproximadamente durante un 

año en el medio de selección, siendo resembradas cada 45 días. 

Primeramente mediante la técnica de Eckhardt se encontró sorpren­

dentemente una cepa con una deleción en su pSim no seleccionado 

sacarosa (Tabla II) 

aproximadamente 220 kb 

que produjo dos p lásmidos de 

390 kb (Fig. 23, carril 11 y 12). 

Nuevamente se hibridizó con los detectores plSb, pGUS3 y pSUP202 

(Fig. 6) dando señal positiva en ambos plásmidos. Ante la 

posibilidad de tener cepas mezcladas se obtuvieron colonias ais­

ladas a partir de la cepa parental que poseían solamente el 

plásmido de 390 kb (Fig. 23 1 carril 14) y posteriormente se ais­

laron cepas derivadas con el plásmido de 220 kb (datos no 

mostrados}. 
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Una vez " pur_~fica.da, la cepa F-14 con 'su pSim deletado 

caracterizó con el. detector de nifH (Fig. 19; carril 12) 

encontrándose que esta c:-~pa· presenta la d-eleción Tipo II con la 

presencia de la banda-_ recombinan te nifHa: :GDYNl y nifHb (Tabla 

III) ad~más de tener señales de hibridización positiva con los 

probadores pGUS3 

mostrados). 

y pSUP202 esta misma zona (datos no 

El análisis realizado mediante la hibridización los 

cósmidos de la cepa CFN-42 para determinar la deleción de la 

cepa F-14 (Fig. 25), nos indica que perdieron la región de las 

bandas ubicadas entre loa cósmidos cCG 7, 101, 28, 15 y 45 

(Fig. 8) que están localizadas entre los genes ~ y nifHb. 

Las hibridizaciones realizadas los cósmidos del 47 al 103 

(datos no mostrados) señalan que perdió DNA en esta zona. 

Para la cepa F-14 ae estableció el Mapa IV, encontrando que 

conserva integramente la ubicación de los cósmidos reportado para 

la CFN42 (Fig. 8). LS suma de las bandas perdidas en la cepa 

deletada corresponden a 160 kb aproximadamente, estableciéndose 

di[erencia de 40 kb con respecto a la caracterizada mediante 

el Eckhardt 1 po~iblcmcntc esta diferencia se deba a la 

resolución propia del gel en esta zona. 



DISCUSION 

a) PLASTICIDAD ~ GENOMA ~ !·!·!?..Y.· phaseoli 

La estructura del genoma de Rhizobium resulta interesante 

por la abundancia de secuencias reiteradas, que intervierien en 

la generación de rearreglos. Las cuales incluyen a las secuen-

ciae de inserción (ISRl, ISRml, ISRm2 y RS ) 1 secuencias con 

función desconocida (~,~·~y~), los genes completos en 

los cuales las reiteraciones son funcionales (~, E..2..2!• la 

caja !!..2..!!,. fixN, nifDK y nifH) ,algunas regiones regulatorias lar­

gas y aún el extremo amino de algunos genes (secuencias repetidas 

relacionadas a .!!.!f y RtRs) que participan la plnsttcided 

genómica característica de esta especie (Romero, 1991). 

Flores, et al (1986) han caracterizado en Rhizobium 

phaseoli rearreglos genómicos donde participan tanto las secuen­

cias de 1as reiteraciones cromosomales como las plasmídicas, y a 

su vez. se han detectado entre los plásmidos de la misma cepa. 

curaciones y cointegraciones (Brom, et al •• 1991; Martínez­

Salazar, 1991); amplificaciones y deleciones (Romero, et a1., 

1991); y translocación (Martínez-Salazar, 1991). 

Particularmente, en el pSim de la CFN-42 se encontró que 

posee al menos 11 familias de secuencias reiteradas con dos o 

tres elementos cada una (Girard. et al., 1991); dentro de las 

cuales catan incluidas los genes!!..!!.!! (familia A), que fueron los 

.~ 
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responsables de generar por r~combinación los eventos do 

amplificación dcleción; además de la intervención de otros 

elementos reiterados pertenecientes a las familias C y E que 

participan menos frecuentemente en tales rearreglos (Romero, 

1991). 

Del análisis realizado con las cepas de ~·!• bv. phaseoli 

(Tabla III; Fig 9 y 19) se establece que los nifH a y se 

cuentran en orientación directa y por ende son suceptibles de 

generar tanto amplificación deleción por recombinación. 

Los reerreglos que afectan la estructura de los pSim de las cepas 

de !·l· bv. phaseoli de este estudio ocurren alta 

frecuencia (10- 3 a io-5) de manera similar a lo reportado en el 

pSim de la cepa CFN-42 (Romero, 1991). De esta manera al evaluar 

los rearreglos en las cepas TAL-182 1 NITRAGIN-8251 y CIAT-894, 

se demoecró que Las reiceraciones !!...!!.!:! tambien Las secuencias 

utilizadas para generar amplificaciones. Las deleciones se 

generaron a traves de los operones .!!..!f!!.12! en las cepas NITRAGIN-

8251 y F-14; en la cepa TAL-182 otras secuencias reiteradas tam-

bien participaron además de utilizar preferente de las 

reiteraciones nifH En las cepas CIAT-894 y BRASIL-5 las 

deleciones ocurrieron solamente con reiteraciones distintas a los 

En los rearreglos generados por recombinación entre las 

secuencian reiteradas de los genes de la nitrogenasa en las cepas 

TAL-182 (Mapa I), NITRAGIN-8251, (Mapa II), y F-14 (Mapa V) se 

observa que las deleciones cubren sector que va de 130 

180 kb aproximadamente, perdiendo la información presente en los 
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cósmidos i, 101,28, 15 y 45; i.ncluye,ndo a los de la cepa CIAT-894 

(Mapa III) 1a cual. gen'er6 sus di:l·eciones c'on·· otras reiteraciones. 

Esto _in~ica que la región ubicada -entri:! l.os operones ~ a y b 

de las cepas analizadas es c-on&i:"s·~~~~~ ··con. e-1--·arreglo encontrado 
-< '_-.""~ 

en la cepa CFN:..42 para el sectoi de·~)-20~ kb':(Fig. 8), lo cual 

sugiere que estn zona sea una régi6n al.tamente conservada 

·entre las cepas de!·!• bv. phaseoli. 

Al respecto, Rodríguez (1992) ha determinado mediante la 

construcción de un árbol simbiótico por el. método de máxima par-

simonia que la información contenida en los cósmidos 7, 101, 28 y 

15 (Fig. 7); son secuencias altamente conservadas en ~·.!• bv. 

phaseoli y por tanto al excluirse del análisis filogenético no 

generan distorsiones, lo cual corrobora fuertemente los mapas es-

tablecidos para las cepas de este estudio. 

Con 1as deleciones caracterizadas, para la cepa BRASIL-5 

(Fig. 19 y 23) no fue posible establecer el ordenamiento de los 

cósmidos, ya que la región deletada no tiene homología con los 

detectores usados (Fig. 7) indicando l.a presencia de DNA no 

caracterizado en el pSim. La presencia del. DNA deletado aunada a 

la homol.og{a de s5lo un 72X de los c6smidos del pSim de la cepa 

CFN-42, apoyan la diferencia encontrada mediante el análisis 

simbiótico cromosomal (Rodríguez, 1992) pára establecer 1a 

separación de la cepa BRASlL-5 en un grupo distinto al de l.a 

cepa CFN-42 y estos a su vez separados del grupo de las cepas 

TAL-182 y NlTRAGIN-8251. 

Mart!nez-Salazar, et al (1991), Michiels, et al (1991) y 

Selbitschka, et al (1991) han demostrado la existencia del sis-
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tema ~ para recombinación homóloga en !•l bv. phaseoli; bv. 

viciae y ~· meliloti, lo cual apoya consistentemente a el 

mecanismo de recombinación que opera para generar los rearreglos 

genómicos característicos de Rhizobium sea por vía de ~· 

La participación de recA en los rearreglos generados por 

recombinación entre ~ fue demostrada por Martínez-Salazar 

(1991) al construir derivadas ~=en las cepas CFN-42 y F-14, 

las cuales disminuyeron su frecuencia de recombinación 100 y 300 

veces respectivamente. Así, independientemente del origen de las 

cepas analizadas y el tipo de reiteración de los !!.!f!!, los even­

tos de amplificación y deleción son dependientes del mecanismo de 

recombinación mediado por recA. 

La importancia biológica de los genes de la nitrogenasa es 

sumamente conocida y por otra parte. hemos demostrado que los 

genes nifH tienen un papel dinimico ~1l la gcncr~c~ón de rear­

reglos dentro del pSim de !•1 bv. phaseoli. Aunado a estas 

características ha recibido gran interés el hecho de que las 

reiteraciones nifH tengan un efecto de dósis génica para la 

fijación de nitrógeno. Sin embargo, la presencia de los nifH 

reiterados no son una condición indispensable para establecer la 

relación simbiótica. 

Esta claramente comprobado que el frijol (Phaseolus 

vulgaris) es nodulado por dos especies del mismo género ~· 

phaseoli y !· tropicii (sin reiteraciones nifH). De manera 

similar la soya es nodulada por dos especies de géneros 

distintos ~- ~ (con reiteración de nifH) y !· ·\apónicum. 

Un caso que resulta interesante reportado por Eardly, et al 



(1992) al realizar aislados de cepas en campos de alfalfa es el 

de Rhizobium Or 191. Esta cepa tiene tres características 

sobresalientes: a) capacidad de nodular frijol y alfalfa; b), el· 

análisis del rRNA 165 la ubica como una cepa perteneciente a ª•!.• 

bv. phaseoli y c) posee una región nifH, la cual es sustancial­

mente diferente de todas l~s secuencias de genes de nitrogenasa 

de las cepas de Rhizobium y de otras no rhizobiaceas. 

Las observaciones realizadas por Eardly, et al (1992) al 

comparar las filogenias de los genes de nifH y los rRNA 165, son 

consistentes con los resultados de un análisis más extenso 

realizado por Rodríguez (1992). Al comparar el árbol filogenético 

consenso obtenido con secuencias cromosomales versus el árbol 

filogenético consenso obtenido con secuencias del plásmido 

simbiótico para cepas de ~·! bv phaseoli. De estas inves­

tigaciones se concluye que las filogenias basadas en los genes de 

los plásmidos simbióticos no corresponden 

basadas en los genes cromosomales, debido a que tienen historias 

evolutivas diferentes. 

Con lo anteriormente descrito, resulta de interés conocer 

el orígen del gen de la nitrogenasa en las cepas de Rhizobium. 

Ya que se ha visto que su participación en la fijación de 

nitrógeno se ve favorecida al estar reiterado, además de propor-

cionar usualmente un sitio de recombinación en el p5im para la 

generación de rearreglos. Con la evidencia sustentada para am-

bas funciones me pregunto lo siguiente: ¿El gene de la 

nitrogenasa se localizó primeramente en plásmido o en cromosoma? 

¿El gen de nifH se localizó simultáneamente en plásmido y 



cromosoma? ¿ Es la reiteración de los nifH la estrategia a 

seguir en Rhizobium o sólo es caso particular ? 

La posición de los genes nifH reiterados, se localiza tanto 

en cromosoma (Azorhizobium) como en plásmido 

(Rhizobium),lo cual sugiere que no hay un sitio preferencial para 

ubicar a las reiteraciones nifH. Considerando lo anterior, 

valdría cuestionar si: ¿Las reiteraciones son el resultado de la 

duplicación del gene existente en el cromosoma y/o plásmido? ¿La 

reiteración es el resultado de la transferencia del gene 

proveniente del cromosoma y/o plásmido? 

La idea de la duplicación de los genes de la 

nitrogenasa es una alternativa plausible para generar reiteración 

o la variación de una proteina alternativa con eficiencia 

mayor en la fijación de nitrógeno. Esta propuesta esta apoyada 

por los reportes de Davis y Johnston (1990) con respecto a las 

r~lt~ruc~ona& da los genes ncdD, que propcrcion~n un cjc:plo de 

duplicación seguido de divergencia. Debido que las 

reiteraciones presentan diferencias en sus patrones de regulación 

y en la capacidad de activar a otros genes. 

b) CONSECUENCIAS FENOTIPICAS !lJ! LOS REARREGLOS 

Loe rearreglos producidos por recombinación entre las 

regiones nifH y entre otras secuencias pueden conducir a la 

p~rdida o mejoría de características deseabiee • Es conocido que 

las amplificaciones ~n tandem son el resultado de una rápida 

adaptación a condiciones ambientales que demandan la alta 



expresión de un producto génico. 

La amplificación de secuencias de DNA de !·~· 

en un vehículo independiente en multicopia ha 

identificación de la secuencia E..!! involucrada en 

bv. phaseoli 

permitido la 

la inhibición 

de la síntesis de polisacáridos (Borthakur, et al., 1985), 

!• leguminosarum la capacidad de nodulación es in11ib1da al portar 

en multicopia los genes nodABC (Knight, et ai., 1986). En el 

pSim de la cepa de ~·1· bv phaseoli CFN-42 se ha demostrado la 

amplificación de la región nifHa de 9 Kb (Durán, 1991) y de la 

región de 120 Kb comprendida entre los ~ y .!!.!.!..!!.!!. (Romero, 

et al.,1991), para ambos casos la amplificación es inestable ya 

que desaparece al no existir ninguna presión selectiva. Esta 

última característica es particularmente atractiva, al per­

mitir la generación d~ adaptaciones Gtiles sin comprometer irre­

versiblemente la estructura del genoma. 

Una de las características de algunas de las cepas de 

!·!·bv. phaseoli es la producci5u de melanina. 

genético, Borthakur, et al (1987) demostraron la 

En un estudio 

existencia de 

dos loci mcl ! y ~ .!.!. necesarios para la biosínteais de 

melanina, los cuales al ser mutados abolen su función, pero 

~ !.!. {que corresponde a nifA) además se elimina la capacidad de 

fijar nitrógeno. En el pSim de la cepa de ~·1· bv~ phaseoli CFN-

42 (Girard, et al., 1991) ubica un probable nifA en la banda 21 

del cósmido 15 y mel ! esta localizado en el cósmido 51 en la 

banda 55-56 (Fig. 7). Así, la ubicación de los genes de la 

síntesis de melanina en pSim nos permiten observar los cambios 

fenotípicos producidos por. los rearreglos. 
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Para el caso de las amplificaciones obtenidas por 

recombinación entre los ~ y b en las cepas TAL-182 y 

NITRAGIN-8251 se detectó claramente incremento en la 

producción de melanina, producida por una mayor expresión de los 

~ ! y !!· Estos resultados apoyan c1aramente el evento de 

amplificación, pero falta por investigar el -efecto en funciones 

con mayor relevancia biológica como son la nodulación la 

fijación de nitrógeno. 

Hasta ahora. la evidencia con las cepas derivadas 

amplificadas por recombinación entre nifH la cepa CFN-42 

(Romero, 1991) indican que poseen una cinética de nodulación in-

distinguible de las cepas progenitoras. En contraste, la 

misma cepa al amplificarse otras secuencias reiteradas 

(elementos C y E) encuentran severamente inhibida en su 

ca.pa.clda.d de uodulación; debido a la sobrcprotluccién de ~ 

(Romero, 1991). 

Sin duda alguna, las deleciones son los eventos que aportan 

mayor información con respecto a la estructura y funciones del 

pSim de las cepas analizadas. 

La cepa TAL-182 reviste un interés particular debido que 

una cepa más competitiva cuando se realizan inóculos 

múltiples, independientemente del tipo de suelo y contenido de 

nitrógeno (Somasegaran y Bohlool, 1990). Debido al interés 

agronómico que reviste esta cepa los estudios referentes su 

funcionalidad son necesarios, razón por la cual fue elegida la 

cepa TAL-182 en este estudio. 

Particularmente, en la cepa TAL-182 se detectaron tres 



tipos de deleción (Fig. 9 y 10).En las deleciones Tipo I y Tipo 

III al checar la producción de melanina, fue evidente que 

tuvieron una baja sensible en la producción de este pigmento, en 

contraste para la deleción Tipo II (Tabla III, Fig 9) la 

producción de melanina fue igual a la cepa silvestre. De acuerdo 

al mapa del pSim de la cepa CFN-42 (Girard, et al.,1991), se 

perdería el locue de mel !! (nif A) en las deleciones Tipo y 

III; y por lo tanto mel I estaría activo, produciendo pequeñas 

cantidades de melanina. Para la deleción Tipo II es evidente que 

mel !.!. esta presente, lo cual es corroborado por el Mapa en 

donde podemos observar que el cósmido 15 no se pierde y por lo 

tanto es eu esta región donde esta ubicado mel !.!.• de manera que 

la producción de melanina se encuentra a su nivel normal. 

George, et al (1992) reportó en la cepa Tal-182 la presencia 

de dos deleciones obtenidas mediante la inserción del Tn-5, las 

cueles cor~c~pondcn = l~~ ~clccicnc~ Tipc I J II de c~tc trabajo. 

El análisis de estas deleciones para las funciones de nodulación 

y fijación de nitrógeno fueron realizadas por George y Robert 

(1991) indicando que las deleciones caracterizadas han perdido 

los genes para estas funciones, lo cual es corroborado por el 

mapeo realizado para esta cepa (Mapa I). Además de ser consie­

tenete con el análisis de complementación con los genes nodDABCIJ 

de ~·!· bv viceae realizado por George, et al (1992) los cuales 

reestablecieron la capacidad de nodular en las deleciones Tipo 

y II; unicamente para la deleción Tipo II se mantuvo la capacidad 

de fijar nitrógeno, lo cual es consistente con la presencia del 

gene de nif A presente esta cepa. 



La cepa NITRAGIN-8251 (Tabla III) _fue la única que presentó 

el fenómeno de curación del pSim además de tener la deleción Tipo 

I (Fig. 9 y 15). Soberón-Chavez (1983) reportó para la misma cepa 

en condiciones de curación (incubación durante un periodo de 5 a 

7 días a 37 C) lo que la frecuencia de curación fue del 10%. Sin 

embargo, esta pérdida de un plásmido distinto al pSim; pues 

los analisis de hibridización indican que la cepa curada presenta 

las tres reiteraciones de los genes .!!.!f!!• lo cual confirma que 

el pSim esta presente Además, la evidencia de que esta cepa sea 

incapaz de nodular, se puede explicar por que el plásmido 

curado estaría involucrado en la producción de ~· Lo cual 

sería posible, ya que Brom, et al (1992) han demostrada que en 

la cepa de ~·!· bv. phaseoli CFN-42 el plásmida b esta in-

volucrado 

nodulación. 

la síntesis de ~ y que es indispensable parn la 

La producción de melanina es otra evidencia que apoya al 

evento de la delecion Tipo 1 de la cepa NITRAGIN-8251 (Fig. 15), 

debido a que las cepas deletadas disminuyen marcadamente la 

síntesis de melanina con respecto a la cepa silvestre, indicando 

que han perdido el locus de ~ !.! (~) ubicado entre las 

regiones de nifHa y~ (Mapa II y Fig. 18). Esto es consis­

tente con el hecho de quP. la curación reportada por Soberón­

Chávez (1983) produzca melanina al igual que la cepa silvestre de 

la NITRAGIN-825!. De tal manera que la deleción Tipo I carac-

terizada por la recombinación entre .!!.!!l!.!!. y ~ es consis-

tente con otras funciones del pSim. Faltaría por analizar si la 

cepa deletada puede nodular al tener el plásmido que se curó en 
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los experimentos antes mencionados. 

Para la cepa CIAT-894, ~l mapeo realizado (Mapa III) apoya 

fuertemente el hecho de que se hayan perdido algunas funciones 

importantes, pues las hibridizaciones con los césmidos de la cepa 

CFN-42 participantes en la deleción (cGC 7, 101, 28, 15 y 45 ; 

Fig. 8) llevan los genes nodABCD, ~ box, nifA y ~ in-

volucrados en las funciones de nodulación y fijación de 

nitrógeno. Debido que en esta cepa se obtuvieron el mayor 

número de deleciones, un punto interesante sería establecer par­

ticularmente que funciones se pierden en cada tipo de deleción 

para deteminar la posición de algunos genes y ubicar su coreapon­

dencia con lo establecido para la cepa de ~·l· bv phascoli CFN-42 

(Fig. 8). 

En la cepa BRASIL-5 se presentó un caso interesante, pues al 

'tener una deleción de 180 kb (Fig. 19 y 23) y perder unicamente 

la reiterac:!.on del gene ~. con::::c=~:.'.!ndo todo:; lo.:; c5.:;¡:¡¡1dos 

usados como detectores (Fig.7) plantea la posibilidad de es­

tablecer si el pSim deletado es igualmente funcional que el pSim 

completo, lo cual abre sin duda alguna un sin número de pregun­

tas con respecto al DNA necesario del pSim para establecer sim­

biosis. 

La deleción encontrada en la cepa F-14 corresponde al Tipo 

11 (Fig. 19 y 23) 1 que es similar la caracterizada por 

Martínez-Salazar (1991) correspondiendo a dcleción de 

aproximadamente 120 kb, producida por recombinación entre los 

nifHa y nifHb (Mapa V), lo cual indica que hay pérdida de las 

funciones para nodulación y fijación de nitrógeno. En este caso 



la pcoducción de melanina no esta localizada en el pSim. pues 

cepas .curadas del pSim producen el pigmento de melanina en los 

niveles similares a la cepa silvestre, lo cual indica que los 

genes nifA y/o mel ! esten localizados otros replicones. 

Además. cabe señalar que en esta cepa el fenómeno de curación 

ocurre con alca frecuencia. 

Los resultados obtenidos hasta este momento, nos per-

miten plantear distintas líneas de investigación referentes a: la 

identificación y caracterización de las secuencias que estan par-

ticipando los rearreglos; funcionalidad de los eventos de 

amplificación; caracterización de las deleciones en cuanto a los 

fenotípos que confieren; competencia¡ etc. 
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CONCLUSIONES 

1. La integr~.~ión,:.d~~-~·~,~~~-ª.~~'..~·~<~-~~.~-i~~-:·_po;f ~o.bles· recombinan tes 

en Cilda ·~·e1~-~-~li~Í~1'~L~'fé~-~~~-~!_"t:~~J-~--~4-~~:~·1_~-~-_-c_ep_as de -ª·l· bv 

phaseoli es· v~~'iª~l~~-~l~:::~:~,~~~~~~~·e·~:~~o·, ~~~:,_:~:~:~:.~e~'·ª· y del tipo de 

re ¡·e e,;:~'~ tir ~-i1~:~'.,~ q·~~ e·:t'í>'r íi S'~en ·t ·~:~. ~--~:- _, ,~~';·--
<_.-- .. -.i __ ·::_~'_:_ -,·,;,··-·· :~~:;,.":':¿f.·.-·;:·, ·->· ·,·-ff'-

- ':-:.oc,-: ·\~l ·;-~·-t':-=:-o :-~I. ->~-it · _;'.:::_:: _-·- _<' 

DebidO- :a-; ~~:i~f~-. -~H;:·~~~~~~-~~~:~~~·'\í'~~~(:'~~-~-ii.~-~-e 
',··"- ._.·,. 

éste se in.te~'~-~-: ~~·~:.--~-~~-º?:'.fr~~~e\1·c·i~ en la región nifHa del 

clonado a nifHa, 2. 

3. Se establecio' que las regiones de los operones .!!..!!.!:!Qf a y b 

en los pSim de las cepas analizadas, se encuentran 

orientacion directa y por lo tanto son susceptibles de par-

ticipar en los eventos de amplificación y deleción. 

~. Independientemente de la región nifH del pSim de las cepas 

de ~·!• bv. phaseoli en donde se encuentre integrado el 

cassette GDYNl, los eventos de recombinación ocurren 

frecuentemete entre los operones nifHDK a y b. 

5. La alta frecuencia de recombinación entre y io-5 

sugiere que el mecanismo de RecA esta operando en los rear-

reglas del pSim de las cepas estudiadas. 
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6. El arreglo d~. lo~ .. cósul.idos· estáble.cido: para l'a cepa de 

!• !. . bv ." . phas eol.i./.-C~N,::.:·4 2~: -e·~t.i.~. ias· ~·~i t_e.r~Ci.on~~ ni f HDK es ta 

altamen t~~ c~·n_'s_~_rV_<:':d-~ ~-e~, S~_,_~/~i <\_~ .. ~-p-as _ .á.n81T'z-~das'. 
- -~,- ,, ~-:-: 

' < '~ > e .:2~· -;..,~C~,· :~> •, -

La .:r_egión · --~'~-~¡¡Sél_f,~;~~~~~:1ti~~/f~~,1~~ñ~"s-~~- de ___ las cep-as 

estud.iadSS comprende u~\~~'~-i-~~}f~ iJo a. 180 kb 1 la cual es 

7. 

consi~~-~~te ~-o~ _-el __ ·:~~¡:r}~--~-~~'.:~~~ --:_~-~-s 1-20 kb deletadas en la 

ce?a de !·!.•bv.phaseoii riFN42. 

B. Todos los eventos de amplificación del pSim caracterizados 

este estudio ocurrieron entre las reiteraciones de los 

operones nifHDK. 

9. Los eventos de deleci5~ del pSim se produjeron tambien 

entre las reiteraciones nifitÍlK, pero el uso de· otras 

secuencias reiteradas fue.mis·.frecuente entre las.cepas es-

tudiadas. 

10. En los pSim de las cePas analizadas TAL-182, CIAT-894 y 

BRASIL-5 se ubicó la presencia de DNA (136kb a 180kb) que 

no esta contenido en los cósmidos del pSim de la cepa CFN-

42. 
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TABLA I. CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE LAS CEPAS ANALIZADAS DE ~ 74 

les;uminosarum bv. phaseoli. 

C E P A S TAL-182 NITRAGIN-8251 CIAT-894 BRASlL-5 r-14 

Ori¡cn He.wa 11, USA USA Colombia BraliÍ Hlxico 

Tipo de 
r•it•raci6n 11 IIl lV 
illl! 

22.0 kb 

14.0 kb 

9.0 kb 

S.6 kb 

4.8 kb 

4.0 kb 

Diatancia 
1•n,tica con 
reepacto a D.55 o. 75 o.75 0.65 0,6' 
la cepa 
CFK42 

Pli1aido• 4 

Taaaiio dal 
pSya ( b) 

573 460 510 510 510 

980 kb 

6JO kb ---
510 kb 
390 kb 

270 kb 

170 kb 

IDO kb 

Producci6n 
d• + ·+ Melanina 



TABLA 11 · Frecuencia de re3rreglos en el pSim de las cepas 
analizadas de Rhi%obium leguminosarum bv. phaseoli. 

CEPA 

TAL-182 
(1) 

INSERClON DEL GDnl 
EN LA REGION nifH: 

a 
b 

F R E c u E N c I A D E: 
AMPLIFICACIONES DELECIONES 

l.29xl0-5 
l. l 7xl0-3 
5. 90x10-4 

4.62x10-6 
7 .14x10-5 
l .67xl0-4 

NITRAGIN-8251 
(1) 

l .60x10-4 
7. 60x10-3 

7 .3ox10-5 
2 .45xl0-4 

CIAT-894 
(1) 

BRASIL-5 
(2) 

F-14 
(2) 

l. 

a 

Inserción del GDYNI 
recombinantes .. 

1.12• l.59xl0-5 

l .59xl0-4 

,1 .. 0X10-6•, 

las regiones .!!.!.!.!! por dobles 

2. · Inserción del GDYNl en las regiones nifH por recombinantes 
sencillas. --
La cepa tuvo una deleción espont.iínea 1 

reportada por Martínez, et aL • 1991. 
La cepa se amplificó en los subcultivos, 
fue posible evaluar la frecuencia real de 
No se añalizaron. 

similar a l·a 

por lo tanto no 
amplificación. 

N 

"' 



TABLA Ill 

CEPA 

Diferentes tipos de rcarreglos (A • Aoplificaci6n y D • Deleci6n) 
pSim de las cepas analizadas de Rhizobium leguminosarum bv. 
Caracterizados por la presencia de las regiones nifH en el pSim. 

NUMERO DE REARREGLOS OBSERVADOS 

en los 
phaseoli. 

INSERCION DEL GDYNl 
EN ·tA REGION !!.!f.!! TIPO l TIPO II TIPO III TIPO IV TIPO V CURACION pSim 

TAL-162 

A D 

5 6 
5 12 
4 23 

lllTRAGIN-6251 a 7 9 
b 7 17 

CIAT-964 a 

BRASIL-5 a 

F-14 

TIPO I - nifHa x nifHb 
TIPO 11 - ñifña: :GiiYÑ!x nifHb 

TIPO llI -~ --

D D D D 

15 .J 

16 

TIPO IV - nifHb y nifHc 
TIPO V - sin nifH--

se decect"O' rearreglo 

_, 
"' 
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ORDEN MAYOR DE 

AMPLIFICAClON 

FIG. tu:PRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS REARREGLOS OBSERVADOS EN EL PLASMlDO 

SIMBIOTICO DE~ leguminosarum bv. phaseoli CFN-42. LA LOCALIZA­

CION 'Y EXTENSlON RELATIVA DE LAS REGIONES!!..!!!!!~' !!.!!!!&01 .!!!!!is:B 
Y LA BANDA RECOMBINANTE !!.!.!!!á'!?./3'!.CUJ'; ESTAN INDICADAS POR LAS CAJAS "L 

LAS FLECHAS QUE TIENEN ARklaA INDICAN L.A DIRECCl~N DE TRAHSCRIPCION DE 

CADA REGION. LAS FLECHAS MAYORES ALREDEDOR DE LOS ClRCULOS, INDICAN LA 

EXTENSION DE L.A UNIDAD AMPLIFICADA. LOS NUMEROS ARRIBA DE LAS FLECHAS 

SON LAS FRECUENCIAS A LAS CUALES OCURREN LOS REARREGLOS RESPECTIVOS 

(TOMADO DE ROMERO, et.al.,199'1.d·~·•fil(!): 2435 - 2441) 
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PIG. MODELOS PARA LA GEHERACION DE HOLECULAS DE PLASHIDOS CON UNA DELECION O CON 

UNA DUPLICA.CION Df LA REGION DE 120 kb, EN LA PAJI.TE DERECHA DE LA FIGURA , 

UN EVENTO DE RECOHBINACIOH lNTRAMOL!CULAR ENTRE LAS REGIONES E!!!!! y !!!!fil!. 
ORIGINAN UNA HOLECULA DE PLASHIDO DELETADO DE 270 k.b Y UN PEQUE~O CIRCULO DE 

120 kb. PARA LA PARTE IZQUIERDA DE LA FIGURA UN EVENTO DE ENTRECRUZAMIENTO 

DESIGUAL ENTRE SECUENCIAS ~ EN UN PLASHIDO REPLICANDOSE PARClAUiENTE ORI­

GINA DOS HOLECULAS DE PLASHIDOS DESPUES DE DE LA REPLICACION COMPLETA Y R.E­

SOLUCION, UNO CON UNA DELECION Y EL OTRO CON UNA DUPLICACION (TOMADO DE RO­

MERO, et.al. 1991. J. Bacteriol., 173 (8) : 2435 - 2441). 
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FIG. DENDOGRAMA DE LAS RELACIONES GENETICAS DE ~ lcguminosarum bv. 

phaseoli BASADOS EN LA VARIACION ALELICA ELECTROFORETICAMENTE DETECTABLE 

PARA 15 LOCI DE ENZIMAS 1 DE LAS CEPAS ANALIZADAS EN ESTE ESTUDIO• LAS 

CUALES SE ENCUENTRAN DISTANCIADAS GENETICAMENTE ENTRE 0.55 y 0.75 (TOMADO 

DE Piñero, et.al. 1988. Appl. Enviran. Microbio!., ~ : 2825 - 2832). 
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mob 

llG. MAPA PlSICO DE LA CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pDR20. a) EL 
CASSETTE GDYNl DE 5. 7Kll FUE LIGADO AL UNICO SITIO Bg DEL 
pEH15. b) pEHlS¡ ES UN PLASHIDO DERIVADO DEL p5UP205 EL CUAL 
CONTIENE CLONADA LA REGION nifHa DE R.1.bv, phaaeoli CFN42. 
c.) pDR2.0; TIENE CLONADO EL C'i\sS'ETTE Go'YNl EN EL CODON 147 DE 
LA SECUENCIA DE nifH11 DEL pEM15. LOS 51M30LOS ~acRB SON EL 
LOCl ESTRUCTURAL YR'EGULADOR PARA LA ENZIMA LEVAtfS'üC"itASA DE 
B. subtilis; LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 
SON~ Km, Gm y Te; mob ES EL ORIGEN DE TRANSFERENCIA 
DEL PLASHIDO RP4; nifH fS EL GEN ESTRUCTURAL PARA LA 
NITROGENASA REDUCTASA:--i:AS FLECHAS INDICAN LA DlRECCION ·oE 
LA TRANSCRIPCION. LOS SITIOS DE CORTE DE LAS ENZIMAS DE 
RESTRICCION ESTAN SE~ALADOS: 8 0 ·~, Bg, Bglll y P, !.il.!.• 
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•) GDYNI 

l 
b) 

l 
e) DOBLES RECOK!INANT!S 

/ \ 
IENSUI LIDAD A SACAROSA RtSIST!NCIA A GEllTAKICINA, 

billecUSn. Ampllflcacl6n. 

r'IG. ESTRATEGIA EXPERIM!NTAL PARA DETECTAR AMPLIFICACIONES Y DELECIONES ENTRE 

!!.!!!! EN ~ luuminosarum bv phaaeoli. (a) CASSETTE GDYNl QUE CON­

FIERE SENSIBILIDAD A SACAROSA (aacRB) Y RESISTENCIA A ANTIDIOTICOS (Sm, 

sp. Km y Cm). (b) SELECCION ItUCIAL CON LA INSERCION DEL CASSETTE GDYN1 

EN LA REGION !!!!!!. MEDIANTE LA RESISTENCIA A GENTAMICINA. le) CARACTERIZA­

CION DE LAS DOBLES RECOMBINANTES Y (d) OBTENCION DE RE.ARREGLOS POR SENSI­

BILIDAD A SACAROSA Y RESISTENCIA A GENTAHICINA. 



A) 

•l pGUS3 

C) H 
1 

rtG, 6 

~ !mlSpKll'l/Gm 

1-~~ ...... ._,____~~~1--~~~~~~~~~~~~~---·~ 

me 21 i::¡ i l 
,, 

11 

l'-4 f pCQlS 
plSb 

HAPAS FISlCOS DE LOS PLASHIDOS UTILIZADOS COHO DETEC­
TORES. (A) ESQUEHA DEL PLASHIDO pSUP202 ori: ORIGEN DE 
REPLICACION; mob1 SECUENCIA PARA HOV1LIZ./.Cl0fl; Y LOS 
CENES DETERMINANTES DE RESISTENCIA A TETRACICLlNA (Te), 
CLORAMFEIHCOL (Cfll) Y AHPICILINA (Ap) (tomado de Sim6n, 

al., 1983). (B) pCVSl POSEE EL LOCl ~PARA 
LOS GENES ESTRUCTURALES DE LA LEVANSUCRASA DE 
!,.~ Y LOS CENES DETERHIHANTES DE RESISTENCIA A 
STREPTOHICINA (Sm), ESPECtINOHICINA (Sp), KANAHICINA 
(Km) Y GENTAHICINA {Gm) (tomado de Romero, et al., 
199 l), (C) REPRESENTA EL FRAGMENTO DE nifHa SUBCLONADO 
EN EL plSb, DONDE LAS LINEAS PUNTEADA5DENOTAN EL 
OPERON ntfHOK LA CAJA c:J ES LA REGION DE OPERAClOH Y 
PROHOClON, LA CAJA f::2!3 ES EL GENE ill!!.! (tomado de 
Quinto, et al., 198!1). 
LOS SITIOS DE CORTE DE LAS ENZlHAS DE RESTRICCION ESTAH 
SE9ALAD05: »..!..m.li1 (B), ~(E), WJ. (P), l!1.I!.!U.il 
(H), .1.J.U (S) y JUW (X), 
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Fxc. MAPA CIRCULAR y COSHIDOS DEL PLASMIDO SIHBIOTICO (pSIH) DE LA CEPA DE 

~ lesuminosarum bv. phaeeoli CFN-42. LAS LINEAS RADIANDO DESDE 

EL CIRCULO REPRESENTAN SITIOS DE RESTRICCION BamHI 1 NUMERADAS SUCESIVA­

MENTE EN DIRECCION DE LAS MANECILLAS DEL RELOJ• INICIANDO CON UNA BANDA 

QUE CONTIENE EL GENE .!!.!:!!!!. , LOS ARCOS FUERA DEL PLASHIDO REPRESENTAN EL 

DMA DEL pSIM CLONADO EN UN SET DE 16 COSHIDOS (cGD) CUBRIENDO EL PLASMI-

00 COMPLETO. EL pSIM Y LOS COSHIDOS ESTAN DIBUJADOS EN ESCALA DE lkb • 

0.93° (TOMADO DE Girnrd. et. al. 1991. J, Bactcriol., 173 (B) : 2411 -

2419). 
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1 ' •• , 1 

pSymCFN42 

(1~~~~~3) 

~. 

FIG. MAPA FISICO DEL pSIM DE!·!.· bv. phoseoli CFN-42. EL MAPA ESTA SUBDIVID.IDO 

EN LOS FRAGMENTOS ~ QUE LO COMPONEN. LAS FL'ECRAS IHTEIDL\S IIBI'P.ESENTAH 

LAS FAMILIAS REITERADAS DENTRO DEL pSIM. CADA FAMILIA SE IDENTIFICA CON LE­

TRAS MAYUSCULAS (A a K); LA FAMILIA A CORRESPONDE A nifH. LAS FLECHAS EX­

TERNAS INDICAN BANDAS CON REITERACIONES COMUNES AL PLASMIDO INDICADO (a A f) 

DE LA CFN-42, EN LA ZONA EXTENDIDA SE MUESTRA LA LOCALIZACION DE ALGUNOS 

GENES RELEVANTES PARA LA SIMBIOSIS 1 ASI COMO LA EXTENSION DE LOS COSMIDOS 

EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO PARA DETECTAR LOS DISTINTOS REARREGLOS. 
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F!G. Q ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERH DEL DNA GENOHICO DIGERIDO CON BamHl 
HIBRIDIZA!lO CON EL DE'CECTOR DE nifH, DE LAS CEPAS TAL-1112 y NITRAG!N-8251 Do 
R.phaacoli SUBTIPO I. PORTANDO DELECIONES O AHPLIFICAC!ONES. 

LOS CARRILES DEL l AL 10 COllllESPONJJEN A LA CEPA TAL-182; EL l ES LA CEPA SILVESTRE, . DEL 2 
AL 4 SON CEPAS CON EL CASSETTE GDYNl EN CADA iEGION nifH (a,b y e) RESPECTIVAMENTE, EL 5 
ES UNA DELECION TIPO I, EL 6 ES UNA DELECION TIPO IV, °EL7 ES UNA DELECION TIPO V, EL 8 ES 
UNA TRIPLICACION (nifHa::GDYNl), !lL 9 ES UNA AHnIFICAC!ON DE SEIS VECES (nifHb::GDYNl) y 
EL 10 ES UNA Aii'iLIFICACION DE SIETE VECES (nifHc: :GDYNI). LOS CARRILES DEL 11 AL 17 
CORRESPONDEN A LA CEPA NITIAGU-8251; EL 11 ES Li'Ci'PA SILVESTRE, EL 12 Y 13 SON CEPAS CON 
EL CASSETTE GDYNI Ell LAS IEGIOUS aifHa y b REBPECTIVAHEITE. EL 14 ES UNA DELECION TIPO I. 
EL 15 ES UNA CUllACION DEL pUa, EL'l6iS UiA A"PUFICACION DE CINCO VECES (nifHa::GDYNl) Y 
EL 17 ES UNA TIIPLICACION (wHHb: :GDYll!). LAS UTIAS DE LA IZQUIERDA SEÜA¡;¡¡¡-¡:AS BANDAS 
DE LAS Ul?ElACIONES .!!!fl! M LAS Ci!PAS SILVSSTlll. 
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FIG. 10 PERFILES DE PLASMIDOS Y LOCALIZACION DE LOS pSim DE LAS CEPAS DERIVADAS DE LA 
TAL-182 DE j!.phaaeoli SUBTIPO L LOS HUMEROS NONES SON LOS PERFILES DE 
PLASMIDOS TE9IDOS CON BROMURO DE ETIDIO Y LOS HUMEROS PARf:S SON LOS SOUTHERN 
CORRESPOllDIENTES DE LOS ECKHARDT HIBRIDIZADOS CON EL DETECTOR DE nifH. LAS 
LETRAS A LA IZQUIZRDA IJEL PRIMER CARRIL MARCAN LA POSICIOll DE LOS PLASMIDOS DE 
LA CEPA CFN42 Y LOS T.\KA~OS APROXU:ADOS SON 150. Kb (a,b), 270 Kb (e), 390 Kb 
(pSim·; d), 510 Kb (e) y 630 Kb (f). LOS CARRILES, 3 ES LA CEPA SILVESTRE, EL 5 
ES LA CEPA CON EL CASSEUE GDYNl INSERTO EN CUALQUIERA DE LAS REGIONES nifH, EL 
7 ES UNA DELECION TIPO l, EL 9 ES UNA DELECION TIPO III, EL 11 ES UNA!iELECIDN 
TIPO V Y EL 13 ES UNA A>!PLlFICAC!ON DE nifHa:: GDYN l (VER FIG, 9), 

"' "' 



FIG. 11 
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ANALISIS POI\ HIBilDIZACION TIPO SOUTHEllN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI 
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 28, 15 y 45 (VER FIG. 5) DE LA CEPA TAL-
182 DE !·phauoli SUBTIPO l. LOS CARULES, p REPRESENTAS A LA CEPA PROGENITORA 
(nifHa: :GDYNl) y EL NUMERO I CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACION DE TRES VECES ~ 
(nifH5 'b/3' a:: GDYNI). 
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ANALISIS POR HIBR~DIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E 
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA TAL-
182 DE ~· phaseoli SUBTIPO I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA PROGENITORA 
(nifHb::GDYNI) Y EL NUMERO l CORRESPONDE A UNA Al!PL!FICAC!ON DE SEIS VECES 
(nifH5'b/3'a: :GDYNI). 

.. .. 



cGD 7 
p I 

cGD 101 
P I 

~- 't~,. !!I up 
... ! ~!­
·- - " ·' ·,yi ..... 

,. ,._.J 

-· - : . '• ' ... ~~~., t 
·;~= ;···.t:~. 

!f. V 
i .. : ·,,·'.¡¡;fo ".l 

~:j: 

cGD 28 
p 1 

..... 
•• -.. -••• --~ 

--

cGD 15 
p 1 

:.:·~ 

d
~_:~ 
f.:i' . 

,;¡,. 
c:·t< 
ry. 
;,,,.._ .. "'*. r:· .·.; 
~· ... 

cGD 45 
P I 

ñl 
&l.r• 

FlG. 13 ANALISIS POR Hl8RIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOHICO DIGERIDO CON BamHI E 
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COS!l!DOS cGD7, 101, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA 
TAL-182 DE _l\.phaseoli SUBTIPO I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA 
PROGENITORA (nifHc: :Gnn;1) y EL NUMERO I CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACIO~ DE 
SIETE VECES (nifHS 'b/3 'a). "' ~ 
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FIG, 14 ANALISIS POii. HIBRIDIZACIO~ TIPO SOUTl!ERll DEL DNA GENOHICO DIGERIOO CON BamHI E HIBRIDIZADO 
CONTRA LOS COSHIOOS cGD7, 101, 28, 15 Y 45 (VER FIG. 1) DE LA CEPA TAL-182 SUBTIPO I. LOS 
CAU.ILES, P R!Pll.EiEllTAN A LA CEPA Pll.OG!HITOli Y LOS NUHEROS I, 111 Y V CORRESPONDEN AL 
TIPO DE DELECIOM. 
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PERFILES DE PLASMIDOS Y LOCALIZACION DE LOS pSim DE LAS CEPAS DEklVADAS DE l.A 
NlTRi\GlN-8251 DI:'. .E,.phaseoli SUBTIPO l. LOS NUMEROS NONES SON 1.0S l'Elffll.l~S 

DE PLASMIDOS TEÑIDOS CON BROMURO DE ETID!O Y LOS NUMEROS PARES SON LOS SOUTHERN 
CORRESPONDIENTES DE LOS ECKHARDT HIBRIDIZADOS CON EL DETECTOR DE niftt. l~S 

LETRAS A LA IZQUIERDA DEL PRIMER CARRIL MARCAN LA POSICION DE LOS PLASMIUUS UE 
LA CEPA CFN42 Y LOS TAMAÑOS APROXIMADOS SON 150. Kb (a,b), 270 Kb (e), 390 Kb 
(pSim, <l), 510 Kb (e) y 630 Kb (f), LOS CARRil:ES, 3 ES LA CEPA SILVESTRE, El. 5 
ES LA CEPA CON EL CASSETTE GDYNl INSERTO EN nifH (a o b), EL 7 ES UNA DE!.ECION 
TIPO I, EL ·9 ES UNA CURACION Y EL 11 ES UNA AiiPLIFICACION DE nifHa::GDYNl (Vl'R 
FIG. 9). --
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FIG. lb ANALI~!S POR HIBRIDIZACIO!l TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI 
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101 ,28, 15 y 45 (VER FIG. S) DE LA CEPA 
NITRAGIN-8251 DE !•phaseoli SUBTIPO l. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA 
PROGENITORA (nifHs: :GDYNl) Y EL NUMERO I CORRESPONDE A UNA AKPLIFICACION DE 
CINCO VECES (nifH5 1b/3 'a:iGDYNI). "' "' 
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FIG. l I ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E 
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101 ,28, 15 y 45 '(VER FIG. S) DE LA CEPA 
NITRAGIN-8251 DE j\.phaseoli SUBTIPO l. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA 
PROGENITORA {ni!Hb: :GDYNl) Y EL NUMERO I CORRESPONDE A UNA AMPLIFICACION DE "' 
TRES VECES (nifH5 1 b/3'a;:GDYNl). 1...i 
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FIG.18 ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DIGERIDO CON BamHI E 
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSHIDOS cGD7, 101, 28, 15 y 45 (VER FIG. !) DE LA CEPA 
NITRAGIN-8251 SUBTIPO I. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA PROGENITORA Y EL 
NUMERO I COkRESPONDE AL TIPO DE DELECION, "' ~ 
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ANALISIS POR HlBRIUIUC!ON TIPO SOUTttERN DEL DNA cE~OMlCO DlGERllJO CON BamHl E 
HlBR!DIZADO CON El. DETECTOR nifH, DE LAS CEPAS CIAT-894: SUBTIPO lI, BRASIL-5: 
SUBTIPO Ill Y F-140 SUBTli'Cl IV DE R.phaseoli PORTANDO DELECIONES O 

AMP LI FICAC IONES. 

LOS CARRILES DEL l AL 6 COKRESNNllEN A LA CEPA CIAT-894; EL 1 ES LA CF.PA SILVESTRE,. EL 2 
ES LA CEPA CON EL CASSETTE GDYNl f:N nifHa, EL l ES UNA DELECION TIPO lil, EL 4 ES UNA 
UELECION HPO lV, EL 5 ES UNA DELECION TlPO V Y EL 6 ES U~A TRlPLlCAClON (nifHa::CDYNI) 
LOS CARRILES DEL 7 AL 9 CORRESPONDEN A LA CEPA BRASIL-S; EL 7 ES LA CEPA SILVESiiE. EL 8 
ES LA CEPA CON EL CASSETTE GUYNl EN n!fHa Y EL 9 ES UNA DELEClllN TIPO IV. LOS CARRILES 
llEL lD AL 12 CORRESPONDEN A LA CEPA F-!4; EL 10 ES LA CEPA SILVESTRE, EL ll ES LA CEPA CON 
EL CASSETTE GDYNl EN nifHa Y EL 12 f:S UNA UELECION TIPO l. 
LAS LETRAS A LA IZQUIERDA SEÑALAN LAS BANDAS DE L.\S REITERACIONES nifH DE LAS CEPAS 
SILVESTRES. --
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PERFILES DE PLASM!DOS y LOCAL!ZACION DE LOS pSim DE LAS c¡;PAS DERIVADAS DE LA 
CIAT-894 DE ~· phaaeoli SUBTIPO ll. LOS !ll!MEROS NO!IES SON LOS PERFILES DE 
PLASMIDOS TENIDOS CON BROMURO DE ETIDIO Y LOS NUMEROS PARES SON LOS SOUTHERN 
CORRESPONDIE~TES DE J.OS ECKHARDT HIBRIDIZADOS CON EL DETECTOR DE nifH. LAS 
LETRAS A LA IZQUIERDA DEL PRIMER CARRIL MARCAN LA POSICION DE LOS PLASMIDOS DE 
LA CEPA CFN42 Y LOS 'fAMANOS APROXIMADOS SON 150 Kb (a,b). 270 Kb (e), 390 Kb 
(pSim, d), 510 Kb (e) y 630 Kb (f), LOS CARULES, l ES LA CEPA SILVESTRE, 
EL 5 ES LA CEPA CON EL CASSETTE GDYNl INSERTADO EN nifHa, EL 7 ES UNA DELECION 
TIPO I!I-l, EL 9 ES U~A DELEClON TIPO 111-2, EL llEsUNA DELEClON TIPO 111-3, 
EL 13 ES UNA DE LEC ION rIPO IV-1, EL 15 ES UNA DELECION TIPO lV-2, EL 17 ES UNA 
DELEClON V-1, EL 19 ES UNA DELECION TIPO V-2 Y EL 21 ES UNA AMPLIFICACION DE 
.!!JfHa: :GDYNI (VEI FIG. I~), "' "' 
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ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHElll DEL DNA GENOllICO DIGEllIDO CON BamHI E 
JIIBRIDIZADO CONTRA LOS COSH!DOI cGD7, 101 ,28, 15 y 45 (VER FIG. !) DE LA CEPA 
CIAT-894 DE !i·Ph•seoli SUBTIPO II. LOS CAllILES, P REPRESENTAN A LA CEPA 
PROGENITORA (nifHba::GDYNl) Y EL llUHERO I CORRESPONDE A UNA AllPLIFICACION DE 
TRES VECES (nifHS'b/J'a::GD'lNI). "' ~ 
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FIG. 22 ANALISIS POR HIBRlDIZACtOh TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOHICO DIGERIDO CON BamHI E 
HIBilDIZADU CONTRA LOS COEHIDOS cGD71 101, 28, 15 y 45 (VER FIG. !) DE LA CEPA 
CIAT-894 DE !•phueoli SUETIPO 11. LOS CUBILES, P REPRESENTAN A LA CEPA 
PROGENITORA Y LOS NUHEROS UI 1 IV Y V CORRESPONDEN AL TIPO DE DELECION. 
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ANALl519 POI HIBRIOIZAC!ON TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICO DICblIDO CON 8amHl 
DIUIID!XAUO CONTRA LOS COSM!DOS cGD7, 101, 28, 15 y 45 (VER F!G. 6) DI LA CEPA 
t:IAT-H94 DE !:-phnBeoll SUBT!PO !l. LOS CARRILES, P REPRESl:NTAN A J.A CEl'A 
l'IUUKNLTO~A Y, LOS NUMEROS 111, IV Y V CORRESPONDEN AL T!fO DK DELECION. 
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PERFILES DE PLASM!DOS Y LOGALIZACION DE LOS pSic DE LAS CEPAS DERIVADAS DE LA 
BRASIL-5 SllBTIPO III Y l>E LA F-14 SUBTIPO IV DE ]\.phaseoli. LOS NUMEROS 
NONES SON LOS PERFILES DE PLASMIDOS TEÑIDOS CON BROMURO DE ETIDIO y LOS NUMEROS 
PARES SON LOS SOUTHERN CORRESPONDIENTES DE LOS ECKHARDT llIBRIDIZADOS CON EL 
DETECTOR DE nifH. LAS LE:'RAS A LA IZQUIERDA DEL PRIMER CARRIL MARCAN LA 
POSICION DE!:OS PLASHIDOS DE LA CEPA CFN42 Y LOS TAHANOS APROXIMADOS SON 150 Kh 
(a,b), 270 Kb (e), 390 Kb (pSim, d), 510 Kb (e) l' 630 Kb (f). LOS CARRILES 
DEL 3 AL 8 CORRESPONDEN A LA BRASIL-5, EL 3 ~S LA CEPA SILVESTRE, EL 5 ES LA 
CEPA CON EL CASSETTE INSER1'0 EN nifHa Y EL 7 ES UNA DELECION TIPO IV. LOS 
CARRILES DEL 9 AL 14 CORRESPONDENALA F-14, EL 9 ES LA CEPA SILVESTRE, EL 11 ES 
LA CEPA CON EL CASSETTE INS!KTO EN nifBa Y EL 13 ES UNA DELECION TIPO I (VER 
FIG, 19), --
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ANALISIS POR HIBRIOIZACIUN TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOMICD DIGERIDO CON BamHl E 
HIBR!D!ZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101, 28, 15 y 45 (VER FIG, 8) DE LA CEPA 
Bl<AS!L-5 DE ~.phaseoli SUBTIPO III. LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA 
PKOGENITOkA Y EL NUMERO IV CORRESPONDE AL TIPO DE DELECIOII. 
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FIG. 25 ANALISIS POR HIBRIDIZACION TIPO SOUTHERN DEL DNA GENOHICO DIGERIDO CON BamHI E 
HIBRIDIZADO CONTRA LOS COSMIDOS cGD7, 101, 28, 15 y 45 (VER FIG. 8) DE LA CEPA 
F-14 DE !':· phaseoli SUBTIPO IV, LOS CARRILES, P REPRESENTAN A LA CEPA 
PROGENITORA Y EL NUME!O 1 COaRESPONDE AL TIPO DE DELECION, ·. , -
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MAPA 1 
D DNA NO DETECTADO 

135 kb 

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA TAL-182. LAS LINEAS 
CONTINUAS REPRESENTAH LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAN EN LOS REARUGLOS. 
LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAN LA EXTENSION DE CADA DELECION; a) 
DELECION TIPO 1 (nifHa x nifllb) 136 KB DELETADAS; b) DELECION TIPO 111 (nifHb) 
94 KB DELETADAS; -- "ClDELECION TIPO V (SIN nifH) 170 Kb DELETADAS:--Lli"s 
HUMEROS ENTRE LOS PARENTESIS REPRESENTAN A LOS COSHIDOS DELETADOS Y LOS NUMEROS 
SOBRE LA LINEA REPRESENTAN LAS BANDAS PERDIDAS EN CADA COSHIDO~ 
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MAPA 1I 

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA NITRAG!N-8251. LAS 
LINEAS CONTINUAS REPRESENTAN LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAN EN LOS 
REARREGLOS. LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAll LA EXTENSION DE CADA DELECION; 
a) DELECION TIPO I (nifHa ~ nifHb) l31KB DELETADAS. LOS HUMEROS ENTRE LOS 
PARENTESIS REPRESENTAN A LOSCOSl!IiiOSDELETADOS Y LOS HUMEROS SOBRE LA LINEA 
REPRESENTAN LAS BANDAS PERDIDAS EN CADA COSMIDO. 
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l!AP.l lll 

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DJ:L pSi11. AISLADAS PAllA LA CEPA. CIAT-894. LAS 
LINEAS COH'rIHUAS REPRESEHT/1H LAS REGIONES DEL pSia QUE HO PARTICIPAN EH LOS 
REARREGLOS. LAS LINEAS IllTERRUHPIDAS REPRESENTAN LA EXTENSIOH DE CADA 
DELECIOH; a) DELC:C!OH TIPO IlI (nifHb); SUBTIPO l 591B DELETADAS. SUBTIPO 2 
95KB DELETADAS • SUBTIPO 3 104lU DELETADAS b) DELECION T!PO IV (nifHb y nifHc); 
SUBTIPO l 111.B DELETADAS, SUB'.:IPO 2 47KB DELETADAS e) DELECIOH-Wo 'V""("i1n 
nifH); SUBTIPO 1 105lB DEL!TADAS, SUBTIPO 2 1351B DELETADAS. LOS HUMEROS ENTRE 
i:OSPAREHTESIS REPRESENTAR A LO:l COSKIDOS DELETADOS l LOS HUMEROS SOBRE LA LINEA 
REPB.ESEHTAH LAS BANDAS PEl.DIDAS EH CADA COSKIDO. 
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llAPA IV 

MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA BRASIL-5. LAS 
LINEAS CONTINUAS REPRESENTAN L/•S REGIONES DEL pSim QUE NO PART!C:IPAN EN LOS 
REARREGLOS. LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAN LA EXTENSION DE CAllA DELECION; 
a) DELECION TIPO IlI (nifHb) 18UKB DELETADAS. LOS NUMEROS ENTRE LOS PARENTESIS 
REPRESENTAN A LOS cosiiliiOs DELJ\TADOS y LOS HUMEROS SOBRE LA LINEA REPRESENTAN 
LAS BANDAS PERDIDAS EN CADA COSl!IDO. 
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llAPA V 

.o 
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MAPA FISICO DE LAS DELECIONES DEL pSim AISLADAS PARA LA CEPA P-14. LAS LINEAS 
CONTINUAS REPRESENTAN LAS REGIONES DEL pSim QUE NO PARTICIPAN EN LOS REARREGLOS. 
LAS LINEAS INTERRUMPIDAS REPRESENTAN LA EXTENSION DE CADA DELECION; a) 
DELECION TIPO 11 (nifHa::GDYNl '- nifHb) 182KB DELETADAS. LOS HUMEROS ENTRE LOS 
PARENTESIS REPRESENTAN A LOS CciSiilDOS DELETADOS y LOS HUMEROS SOBRE LA LINEA 
REPRESENTAN LAS BANDAS PERDID/,S EN CADA COSMIDO. 
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