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Algunos organismos procariontes del suelo son cap de fijar nitrég férico debido a la

pressncia del complejo enzimético de la ni Las ias Gram 0 I del género

Rhizoblum Interactuan con las raices de plantas leguminosas induciéndo una relacién simblética.
Durante Ia simbiésls, un nuevo drgano especializado es formado, sl nédulo, que es el producto de la

diterenciacién bacteriana y de las células vegetales. En ol nddulo-se Beva a cabo la fijacién bioldgica del

itrég { ién del nlirég {érico a ). Muchos d gendlicos de los
simblontes son responsables para esta proceso de diferencincién.

El genoma de Rhizobium estd organizado on dos diferantes lipos de replicones, el cromosoma y

grand ldsmid L tos genes dos en el p de ién y lijacién de
nltrégsnc estdn focalizados en un solo pldsmido (pSym, 390 kb).
Una caracteristica general del de f os la ia de un gran numero de

sacuencias reiteradas, Rhizobium et cepa CFN42, es unc bacteria, simbionte general de! frijol
{Phaseolus vulgaris L.), con sels plésmidos que tienen un tamafo que estd entre al rango da 150 a 650
kb. El pSym contiens, aproximadamente, 10 familias de secuencias reiterades de DNA de dos a tres

olementos cada una. Una de ostas famlilas incluye dos ias di des de 120 kb,

correspondiente al ope:tn de la V] Se ha d que la f én ontre astos dos

olementos repetidos puede guiar a la formacién de diferenles tipos de rearraglos gendmicos,

| ampiifk Yy i El andlisis de la del pSym con cada
uno de ks demés plismidos, reveld que el pSym tlene 4 P p en fos pid
1, by a. El pa mosiré la mayor idad de 4 con el pSym (19 fregmentos BamH!

con sefisles positivas de hibridizacién).

Los Jug yon al i enire poblaci b ianas. Se
varios pid i en f olll.  El pSym se autotransfiere a una baja
fi ia (10-9). Ovo de esla cepa (pa) es autotransferible, pero & una lrecuencia muy aita

(10-2, 103). La frecuencia de transferencia de 1os otros plismidos (b, ¢, e y 1) es menor a 108 (no

detectable). Se sabe qus Ia de iranst del pSym i

Fl en



presencia del pa (100 veces). El an este puede sor el de donacién o ef

cointegracién.
En este trabajo se doterming el eleclo ayudador del pa sobre la transferencia del pSym de cepas

con dilerentes tipos de los en este pl do (ampliticaci y delaci idiendo 1a

fracuencia de transferencia de! pSym en presencia y ausencis de! pa. La metodologla utiizada para
fograr los objelivos planteados en este irabajo fué por medio de oxpe;irnnnlos in vitro  ast como de

experimenios in piants. Los primeros se realizaron 8 través de cruzas bactorianas de cepas con

" hiapid

p [ con 1a ob de gantes .y
con la d inackén de las de del pSym Los o
pert fueron izados con otro tipo de cepas donadoras {con y sin pa), utillzando como medio

de ssleccion la formacién de nddulos radicales en plantss de fnjol (Phaseocius vuligars), lo anterior con

ol fin do semejar las condiclonas que se dan en la | tos r d de los
experimentos in vitro (i ias do ! del pSym do las dilerantes cepas usadas en
presencia y ausencis del pa), lueron usados para la cont i6n de tablas lvas de f

de translerencia del pSym de las diferentes cepas ulilizedas, incluyendo los datos obsarvados

directamente do los Qeles de ag para la Wi i6n de { dos coma

tos cuales sugieren on conjunto que: 1) el efecto syudador dei pa {aumento en la frecusncia de

transferencia del pSym silvestre on presencia del ps) es ejercido pars |8 ! la del pSym

slivestrs, 2) que dicho efecto se ve afoctado directaments en funcién al rden de amplificacion o

deiecidn presente en el pSym de la cepa donadora {mayor en lat de ia del
pSym amplificado y disminucién de esta con el pSym deletado), y 3) que Ia transferencia del pSym por

medic del efecto ayudador del pa permite la seleccidn de glos (deleci )
d plifi ' graci fecl de aito érden). Por otra parte, los resultados

de los il in planta y verilicados por medio de ia visuallzacién en geles de
Qe de los tenldos por estas cepas { ¥y 9 ) on

general, un mayor nimerc ds plantas con nédulos cuando [as cepas uilizadas contenfan pa que cuando
no b cortenian, 10 que indica claramente que ) efecto syudador del pa para la lransferencia del pSym
s Sova & cabo in planta.
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Todos los seres vivos requieren de nitrégeno para su crecimiento y desarrolio;
aunque el nitrégeno molecular es relativamente abundante y constituye
aproximadamente el 70% de la atmdsfera, la molécula de nitrégeno es casi Inerte
quimicamente (Romero,1991). Ello se debe a que la molécula de nitrégeno
atmosférico estd unida por un triple enlace (N = N} (Conn, 1978).

Sin embargo, algunos organismos son capaces de convertir esta vasta reserva
de nitrégeno gaseoso a formas de nitrégenc combinado, como amonio. Se estima que
para restaurar la fertilidad del suelo (pérdida anual de 25X108 toneladas de
nitrégeno por cultivos y filtraciones en los suelos), se regresan 3X108 toneladas de
fertilizantes y otro tanto se lleva a cabo cuando la lluvia hidrata a los éxidos de
nitrégeno que se producen'en Ia.atmésfera durante las tormentas eléctricas vy
posteriormente se precipitan en el suelo como nitratos y nitritos, asl como por

efectos de ia luz ullravioleta, procesos Industriales, etc. (aproximadamente el
N2+ 0z - 2NO - 2NO3z

5% de la conversién de nitr6geno atmosférico a formas combinadas de este). Para
el caso de los procesos industriales, se ve claramente un indice de dificultad, la cual
puede representarse en el proceso Haber, que Incluye la reaccién de! Nz y del Hz a

temperaturas y presiones elevadas para formar NH;.

AH = <24 Keal
donde AH es el cambio en e! contenida caldrico que se produce en ta reaccidn (a =: b} a presién constante.



Pero la cantidad mas importante (10X108 toneladas, 95%) es recuperada por
madio de la fijaclén del nitrégeno, efectuada por organismos biolégicos procariontes,
tanto de vida fibre como en asociaclén con otros organismos (simblosis) (Conn,
1978; Romero 1991).

La fijacién del nitrégeno es, junto con la fotosintesis y la respiracion, un
proceso fundamental. En realidad, forma parte de una serie de reacciones que se
conocen con 6l nombre de ciclo del nitrégeno. El tdrmino fijacién se define como la A
conversién del nitrégeno atmosférico en alguna forma combinada de este (Fig. 1)
{Conn, 1978).

Muchos seres vivos requiersn de una fuente de nitrégeno combinado, ya sea
como amonio, nitrato © compuestos orgénicos. Muchos constituyentes de la célula
viva contlenen nitrégeno; proteinas, amincdcidos, dcidos nuclelcos, purinas,
pirimidinas, porfirinas, alcaloldes y vitaminas. Los &tomos de nitrégeno de dichos
compuestos pasan a las reservas de este elemento que se encuentra en la almdstera,
completando asi, finalments, los procesos da fijacién y desnitrificacién (Conn,
1978).

Algunos compuestos inorgénicos y orgénicos pueden considerarse como
componentes del ciclo del nitrégeno; entre 1os primeros estén: nitrégeno gaseoso,

amonlaco, I6n nitrato (NOs-), 60 nitrito (NO2) e hidroxilamina (NH20H). Asi, el
nitrégeno puede existir en forma totalmente oxidada {(NC'} o reducida (NH3) (Conn,

1978).

A pesar de que el NH3 es el primer producto de 1a fijaclén biolégica del

nitrégeno, no se acumula en los organismos que la llevan a cabo, pues se emplea en la



elaboracién de componentes nitrogenados de sus tejidos (protefnas, pigmentos,
dcidos nuclelcos). El exceso de nitrdgeno fijado se puede excretar al suelo o en ol
medio en el que se desarrolla este organismo como amoniaco, aminodcidos y

péptidos. Asl, el NH; se somete al proceso de nitrificacién o para el uso de otras

formas vivientes (bacterias o plantas) incapaces de fijar nitrégeno (Conn, 1978).
La fijacién biolégica contrasta marcadamente con la fijacién qufmica {proceso .

Haber):

a»C
Nz +3Hz -eeeee-- 2NH3

Tanto los microorganismos no simbidticos de vida independiente, como ciertas
bacterias que viven en simbidsls con plantas supetiores, pueden llevar a cabo la
fijacién biolégica del nitrdgeno. Las primeras lo hacen exclusivamente para su proplo
uso (dlazéirofos) y entre ellas se encuentran los organismos diazéirofos aerobios
. del suelo (Azotobactedhs anaeroblos (Clostridiumy las bacterias fotosintéticas
(Rhodospirillum). Los sistemas simbidticos constan de bacterias(Rhizoblum,
Bradyrhizobium, etc.) que pueden establecer relaciones mulualistas con las raices
de plantas, principalmente con miembros de la familia Leguminoseae del tipo de la
alfalfa, trebol, chicharo, frijol, y fijar nitrdgeno durante esta asociacién (fijadores
simbidticos de nitrégenc). Dentro de los fijadores simbisticos de nitrégeno pueden
citarse especies pertenecientes a los géneros Rhizobium, Bradyrhizoblum,
Azorhizobium y Sinorhizobium. Sin embargo, las leguminosas no son las tnicas
piantas en las que pueden fijar simbisticamente el nitrégeno, pues también lo hacen



on numarosas espacies do drboles, arbustos, herbAceas, etc. (Conn, 1978; Romero,
1991; Sprent, 1990).

Los representantes de estos géneros baclerianos, son capaces de interactuar
con la planta (leguminosa), y de hecho introducirse en sus raices, induciendo ia

formacién de una estructura, formada por tejidos vegetaies llamada nédulo. Los



'NITROGENO ATMOSFERICO

IFLIACION BIOLOGICA DE NHg. on
ELECTRICAS

PROCESO HABER
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'HIDRATACION
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e [me e[ | = [(rw o[ w0z | [ wor
W nirobactedas
niroromas
NITRIFICACION
DESAMNAGION QXDATIVA POR
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‘ORGANISMOS

ACIDO GLUTAMICO

Fig. 1. Ciclo de! nitrégeno (Conn, 1978).



nddulos que se constituyen en las raices de las plantas son un aspecto esencial en la
fijactén simbliética. Los nédulos se forman por accién conjunta de la planta huésped
y la bacteria (siempre una especie particular de bacteria). Dentro de estos
nédulos pueden encontrarse formas bacterianas en un nuevo estadio de
diferenciacién llamados bacteroides (Fig. 2). Durante este estadio, es cuando la
bacterla es capaz de fijar nitrdgeno y donarlo, al menos en parie, para satisfacer
las necesidades de la planta. La planta, por su parte, coopera donando una serie de

metabolitos necesarios para el funcionamiento del bacteroide (Romero, 1991).

C = cortex
| = tefido intectado
Flechas = tejido vascular

Fig 2. Algunas 1as] de nédi de | i A. Un conte transversal de un nédulo
da Phaseolus vulgans wsto £on un microscépio de luz, conesla de JM. Sutheriand. B. Transmisién de un
microscdplo electrénico da una célula infeclada de un nddulo de soya: note los bacteroides contenidos

an ib y g an ol hosped: Los son
mas o menos de forma alargada, como varilla, contienen g g de poll-B ato- la
ocurrencia de este polimaero varia grand: con (a ie. C. Fotografla con mi épl
elactrénico de una célula infectada de Vicia faba, b i asta forma es

tipica de los nédulos de leguminosas da la Famlilla Viciae y Trifolicae. La membrana peribacteroidal se
ha perdido durante la preparacién del especimen (Sprent, et al., 1990),



Para la formacion de un nddulo efectivo, donde se lleve a cabo la fijacién de
nitrégeno, ocurren los sigulentes eventos: ’

Iniclalmente las bacterias se adhieren a los pelos radicales (se ha sugerido que
algunos polisacaridos de la superficle celular de la bacl?ﬂa lr;teMenen en este
proceso de adhesién). Los rizobla inducen el enroscamiento de los pelos radiculares.

Posteriormente se forma una estructura tubular de origen vegetal llamada hilo
de infeccién, que lleva a las - bacterlas a través de diversas capas celulares, hast‘a
llegar a las células corlicales, cuya proliferacién ha sido inducida previamente; ahf,
el hilo de infeccién se ramifica y las bacterias  son  verlidas al citoplasma vy
rodeadas de una membrana de origen vegetal. Finalmente, las baclerias se
diferencian a bacteroides que fijan nitrégeno atmosférico a través ds la nitrogenasa,
interactuando metabdlicamente con la planta (Fig. 3) (Robertson,1985; Martinez,
1988; Brom, 1988).

La formacién de nédulos en plantas leguminosas es un procesc altamente
especifico. Generaiments, la formacién de nédulos en una leguminosa dada y la
consecuente fijacién del nitrégeno, solamente puede darse por interaccién con el
simblonte especifico. Por ejemplo, Phaseolus vulgaris (irijol} es nodulado por

Rhizoblum elli, e) chichagPisum sativupdr Rhizoblum leguminosatanyoya

(Glyxine maxyor Bradyrhizoblum japonicymSinorhizobi fredii, etc. Esta
distincién no es, sin embargo, absoluta, ya que se han descrito ejemplos de
especificidades cruzadas (Martfnez, 1990; Romero, 1991; Roth, 1991).

Es obvio que el proceso de fijacién simbiotica de nitrdgeno es muy compiejo,

por lo que podemos puntualizar lo siguiente:



1. Se requiere la expresién de una serie de genes (tanto de la plamta como de la
bacteria) para que se lleven a cabo los eventos iniciales en el proceso de nodulacién.
2. Estos genes se regulan coordinadaments, y los comparten las diferentes bacterias
que tlenen el mismo mecanismo de infeccitn.

3. Uno de estos genes establece la comunicacién entre los simbiontes ya que recibe
la sefial de la planta y la transmite a la bacteria, la cual responde induciendo a la
expresién de los genes antes mencionados (punto 1).

4, Lé capagldad de una bacterla “x" de responder a la sefial de una planta "y*
determina la especificidad de la relacién simbliética.

5. La relacién simbiética pone en contacto diferentes superticies celulares, algunas
de las moléculas que ooﬁllluyen esta superficle determinan, de alguna manera, que
siga adelante dicha reladbﬁ simblética.

6. En ol nddulo fas baclerias se diferenclan a bacteroides, que son capaces de fijar
nitrégeno atmostérico.

7. La actividad de nitrogenasa y la expresién de los genes que codifican para ella
oslan altamente regulados, principalmente por nitrégeno, oxigeno y carbono, a
fravés de los productos de una serie de genes, descritos en diferentes organismos
filadores de nitrégeno (Brom, 1888).

E! proceso de fijacién simbidtica de nitrégeno ha atraido gran interés en los
ultimos aflos debido a miiltiples caracteristicas. Primero, se ha estimado que este
proceso simbidtico ‘es una de las principales entradas del ciclo del nitrégeno,
haciéndolo interesante desde el punto de vista ecoldgico; motivando estudios de

acologia global de! ciclo del nitrégeno, supervivencia del simbionte en diferentes



ambientes , asi como de prevalencia y competencia entre diferentes cepas de
Rhizobium (Romero, 1991; Souza, 1991).

Segundo, este proceso es interesante por la especificidad biologica de esta
interaccién y el intercambio de sefiales que ella implica, sobre todo por la emisién y
descodificacion de sefales emitidas por organismos pertenecientes a dos reinos

biclégicos diferentes, por lo que es un drea fértil en investigacion.

Endodermis

'/\Regién Contex  peristemo del
necente=——— 1\ _Nnddulo

Region activa
para fijar
nitrégeno

Punto de emergencia

del nédulo de la raiz
Meristemo del nodulo —
Regién nueva

Regidn de desarroilo Sistema vascular  infectada

de bacteroides
Hilo -de infeccion .
Formacion del meristemo dei ™
nédulo a partir de células
corticales .
Células del primordio del nodulo
ahora infectadas y diferenciadas
Hilo de infeccion — "

"~ Regidn de desarrollo de bacteroldes

. — Hilo de infeccion

Primordio del nédulo

.
\Pelo radical enroscado,

Células conticales )
el cual pueds infectarse

internas estimuladas
para dividirse

Fig. 3. Una secuencia tipica de eventos que guian a ia formacidén de un nédulo indeterminado, como el
encontrado en leguminosas como los chit y lrébaoles. No esta dibujadi a ta escala exacta. La

emergencia de los nddulos varia {con la especle) de 1-3 mm de . y son
encontradas en algunos nddulos determinados (Sprent, et al.,1990).

Tercero, fa fijacién biologica de nitrégeno entrafia la realizacién de dos procesos

de diferenciacién: el de la planta (de células radiculares en respuesta a seiiales



bacterianas) para producir un nédulo y ef de la bacterla (forma estructural y

funcionalmente diferenta: bacteroids).

Cuarto, para el astableciml de un nddulo funcionaimenta activo, es necesaria
la realizacidn de importantes cambios matabdlicos, tanto en la planta como en la
bacteria; siando un ejemplio de tna verdadera cooperacién malabdlica. Algunos de

oslos bios son: 1a detancién de las vias b ianas de asimilacién de §

(exportacién hacia la planta), donacién de fuentes de carbono por parte de la planta
(demandas del bacteroide), creacién de una barrera que permite e} acceso regulado

del oxigeno (evita la inactivacién de la nitrog ). sintesis de legh globina

(protelna que provee el oxigeno de forma regulada), siendo fa globina sintetizada por
fa planta y ef grupo hemo por ambos simbiontes.

Quinto, tamblon ofrece interés particular para la enzimofogfa, dadas las
caracteristicas de la nitrogenasa. Su complejidad estructural, ensamble con otras
prateinas para su funcionamiento, uso de cofactores de hierro-molibdeno y su

mecanismo de reacclén, asf como el hallazgo de fi lternatl de nitrog

on organismos diazétrofos .

Por dltimo, existe el interés biotecnolégico, por ser ia fijacién biolégica del
nitrégeno una forma natural y no contaminante de satistacer los requerimientos
nitrogenados de algunos cultivos para consumo humano, aunque existe el problema de
que aigunas relaciones Rhizobium Ieguminm pueden ser poco efectivas para la
fijacién. Lo anterior se ha usado para emprender modificaciones genéticas de ambos
organismos. A farge plazo, se espera que la investigacion bdsica de este proceso

pueda conducir a estralegias que permitan a Rhizobiumnodular y filar nitrégenc en



otros huéspedes de importancia comercial, como malz, trigo y aroz, que no son
nodulados naturalmente, Y alternativamente, fa posibliidad de introducir los genes
- necesarios para la fijacién del nitrégeno en estas plantas. Este es, sin duda, el

objetivo mas ambicloso y méas dificil de realizar (Romero, 1991).
CONJUGACION BACTERIANA.

Existen tres procesos generales por los cuales, dilerentes microcorganismos
(bacterias, virus, fagos, etc.) son capaces de intarcambiar su material genético.

Dichos procesos son: transformacién, transduccidn y conjugacién. La
transformacién o toma de Acido desoxirfibonucleico (DNA) por bacterias vivas fué
descrito por primera vez para Streptococcus pneumoniper Gritfith (1928). En el
proceso de transformacién, el DNA de ciertos organismos (Neisser/a), sigue una
secuencia de pasos, en los cuales sucede lo siguiente: DNA transformante + célula
competente - unién de DNA a dicha célula - resistencia del DNA al efecto de las
" DNAasas - toma del DNA - Integracién del material genético enddégeno y expresion
del mismo dentro de la célula hudsped (Streips, 1991).

Por otra parte, el proceso de transduccién es caracteristico de los llamados
bacteridfagos, los cuales inyectan su material genético en otras células (bacterias)
y ahf {con circularizacién o integracién directa en o! genoma bactersiano) se replica,
utilizando la maquinaria de la célula en donde puede mantenerse (fase lisogénica) o
bien formar nuevos fagos lisando a la célula (fase litica), y de estos algunos pueden

ser fagos transductantes, los cuales llevan DNA de la bacteria infectada y con este



reinfectar a nuevas células. Asf, este DNA reinyectado puede recombinar con el

material genético de otras células que sean infectadas por dichos fagos.
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Transferencia de DNA \ Establhzacwn /Hetracc.on del pili
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Apareamiento estable Apareamiento inestable

Fig. 4. Pasos en Ia 4 ia del pldsmi Jugativo F.

Finalmente, el proceso de conjugacién, que se define como un modo de
transfarencia génica, especificamente de DNA, entre dos células bacterianas vivas
que estén en contacto directo. Generalmente en bacterias Gram negativas la

conjugacién as un fenémeno en el que se Iinvolucra la transferencia de plasmidos de

DNA de una célula donadora a una ptora (Fig. 4). El sistema de conjugacién
mediado por el factor F de Escherichia coli, es el prototipo descrito para las
baclerias Gram negativas, en donde inicialmente deben existir dos tipos diferentes
de bacterias: una donadora (F+} y una receptora o recipiente (F:). Las F+son
flamadas asi porque contiene plasmidos (moléculas circulares de DNA) que en su

material genético portan la informacién necesaria para aulorreplicarse y



transferirse {genes oriT y tra), utilizando para ello una estructura llamada pili,
que sirve para provocar el contacto directo entre las dos bacterias (F+y F-). El
sliguiente paso en este proceso es la ruptura o mella de una de las cadenas del DNA
del pldsmido de la F+ en el sitio denominado oriT y a su véz, la replicacién de este
(en circulo rodante) para su posterior transferencia a la F-. El pldsmido puede
transferirse solo (autotransferencla) o con otros plasmidos, con el cromosoma o con
fragmentos de algunos de estos (cotransferencia). ta bacteria receptora (F-) al
adquirir esta Informacion génica adicional se le llama transconjugante, debido a que
le confiere las propiedades originales de la F+,

convirtiéndose la F en F+(Watson, 1985; Ippen-lhter, 1990, Porter, 1991).

TAXONOMIA DE Rhizobium.

El panorama para una taxonom(a comprensiva de Rhizobium es muy complicado,

dada la enorme diversidad genética en algunas especies. Clertamente, la enorme

diversidad intraespecifica puede ser explicada por el conocimlento del ir bl
gendtico y las frecuencias de recombinacion de bacterias de! suelo, como Rhizobium,
o cual habrd de dar fuertes implicaciones en la validez y uso de la taxonomfa
(Martinez, 1990).

La familia bacterial Rhizobiaceae comprende diferentes géneros: Rhizobium,

Bradyrhizobium, Azorhizobil Agrob jum y Phyllob fum. En esta familia
8o incluyen bacterias capaces de inleracclonar con plantas, ya sea por simbiosis

(Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium), produciendo tumores radicales



(Agrobacterlum) o hipertréfins foliares (Phyllobacterium). Esta familia estd
clasificada dentro de la divisién alfa de las bacterias purpireas, son gram negativas
(toman_ una tonalidad ro]a, del colorante zafranina, al someterse a una prueba de
- .colorante de contraste) debido a que en su capa exterlor estd formada por
abundantes lipidos; carecen de endosporas y tienen forma de varilla. Originaimente
las bacterias del género Rhizoblumestaban clasificadas en base a los huéspedes que
podian infectar. Actualmente su taxonomfa ha sido cambiada por varias lineas de
avidencia, basadas en caracteres cromosomales, resultado de una taxonomia
numérica, hibridizacién de DNA-DNA, obtencién de secuencias del gen 165 rRNA,
patrones de proteinas oblenidos por electroforesis en dos dimensiones en geles de
poliacrilamida, perfiles de resistencia a antibiéticos, tipos serolégicos, perfiles de
plémidos y estructuras de exopolisacdridos (Castro, 1991; Segovia, 1993).

Las ospecies actualmente reconocidas estan divididas en cuatro grupos:
GRUPO 1
Rhizoblum maelilot]
Rhizoblum leguminosarum

biovariedad trifolii

biovariedad viciae

blovariedad phaseoli
Rhizobium fredii
GRUPO 2
Rhizobium foti
GRUPO 3



Rhizobium galegae
Bradyrhizoblum especles
B. japonicum

GRUPO4
Phyllobacterium

Las bacterias han sldo clasificadas en base a las similaridades con su RNA
ribosomal 16S. El término biovariedad es utilizado de dos formas cqnceplualmeme
diferentes en la familia Rhizobiaceae. En el género Agrobacterium , la biovariedad
se reflere & una agrupaclén de bacterlas genéticamente relacionadas, miantras que
en Rhizoblumse refiere al comportamiento simbidtico diferente que un grupo
particular puede presentar (Martinez, 1990).

Segovia, et al, (1993) propusieron la reclasificacién taxonémica para una serle
de cepas que estaban incliudas dentro de la especie R. legurninosarum plaseoli
como perteneciente a otra especie: R. ellibv. phaseol/basados en la secuencia
nucleotidica de ia ragién del gene 16S rRNA (Fig. 5). Con el nombre propuesto en

osta reclasificacion, es con la que me referiré en adelante.

GENERALIDADES SOBRE Rhizoblum.

Rhizoblum es un género de bacterias gram negativas, no esporiformes

fiageladas con forma de varilla, que miden aproximadamente de 1.5 a 3 ym de
largo y 0.5 a 1.0 ym de ancho. Tales bacteria son quimioorganétrofas, ya que logran

la transformacién quimica de los compuestos orgdnicos. Son aeroblos facultativos.
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Generalmente forma colonlas circulares, convexas, opacas y, usuaimente, de 2 a 4
mm de didmetro despues de 2 a 4 dfas cuando han sido crecidas en medio s6iido de
PY. Forman colonias de aspecto himedo y transiicldo cuando se crecen en medio
YM. Son incapaces de crecer en medio Luria, en medio PY sin calcio o en presencia
de carbeniciling, espectinomicina, cloranfenicol o rifampicina. Son capaces de crecer
en medio minimo con malato como fuente de carbono, pero no con arginina,
hipoxantina o sorbitol como fuente de carbono. La temperatura Optima de
crecimionto do estas bacterias 8s de 25 a 300C, con una temperatura maxima para
su cracimiento de 350C, Todas las cepas son resistentes al Acido nalidixico {Segovia,
1993).

Algunas ledades ‘de Rhizobl pueden producir metabolitos como:

rhizobiotoxinas (enconiradas en Bradyrhizoblunfftohormonas y bacteriocinas
{protainas antibiéticas activas contra células cercanas distintas). Por otra parte,
Rhizobiumtiene enzimas como las peclinasas, celulasas y hemicelulasas. En el
nédulo se sintelizan enzimas espacilicas de esta estructura, tales como la
nitlrogenasa (transformadora de nitrégeno atmostérico a amonio) y el grupo proteico
hemo de la leghemoglobina. La planta también sintetiza enzimas especificas de esla
estructura llamadas nodulinas. Se conocen mas de 20 nodulinas (Castro, 1991).

En ol caso de las bacterias, se define como cepa a todas las bacterias
carscterizadas por la homogeneidad en su constitucidén genética, tanto cromosomal
como en el nimsro y tamafio de sus pldsmidos (Casiro, 1991). Las cepas de
Rhizobium etli son simbiontes que nodulan y filan nitrégeno, exclusivaments, en fas

raices de Phaseoius vuigaks En el nddulo, ia bacieria se diferencia a bacteroide,



como resullado de un proceso de diferenclacién de céiulas de la bacteria y de la
planta, y al hacerlo, su tamafio puede incrementar hasta 40 veces (esto, en el caso
conocido de Rhizoblum etljara posteriormente iniciar el complejo proceso de
{ijar nitrégeno. La enzima responsable de esta fijaclon de nitrégeno es la
nitrogenasa (Fiores, 1987; Evans, 1991).

Rhizoblum puede producir dos tipos de nddulos dependisndo de ta planta con la

que se encuentre en simbiosis: a) fos redondos, de imiento determinado

caracteristicos de las raices del frijo} y de la soya, no son perennes, ya que mueren
cuando el cullivo estd aproximadamente al 50% de su floracién y b) los alargados, de
crecimiento Indeterminado, perennes, caracter(sticos en la alfalfa y e! chicharo
{conocidos vulgarmente como "manitas”), se mantienen aclivos y en crecimiento

ain en la floracldn, por un tiempo iiimitado (Castro, 1891).

EL GENOMA DE Rhizobium efil.

El ganoma de Rhizoblumesta organizado en dos diferentes tipos de replicones:
o) cromosoma y los plésmidos. Usualmente el nimero de plasmidos dentro de una
cepa varia entre uno y diez {(DNA extracromosomal), io que puede llegar a
representar hasta mas del 40% del DNA total para algunas cepas bacterianas. Se han
reportado megaplasmidos en H. melilotti, (dos de peso molecular alrededor de 1000
MDa), al igual que en algunas cepas de B. japonicum, mienlras que otras cepas
paracen carecer de ellos. Asl, los pesos moleculares pueden variar en un rango que

va desdo los 50 hasta los 1500 MDa para diferantes cepas de Rhizobium.



Rhizobium etkepa CFN42 contiene seis plasmidos: a, b (150 kb), ¢ (270 kb), d
(390 kb), o (500 kb) y { (600 kb). Se ha determinado que el plasmido d es e!
plasmido simbiético (pSym) ya que contiene, dentro de su informacién genética,
numerosos factores simblbticos, incluyendo los genes estruclurales para la
nitrogenasa y genes para la nodulacién temprana (Flores, 1987). Sin embargo, los
otros pladsmidos tambien tienen su paricipacién dentro de la simbiosis,

En estudios realizados para conocer la participacién de los otros cinco plasmidos

de A. elli por pérdida de funciéy \do cepas carentes de cada uno de los

pldsmido = cepas curadas), Brom, et al. (1991) observaron que para que se lisve un
proceso simbldtico exitoso, ademds del pSym es necesaria la presencia del pb,

ya que contiene algunos genes involucrados en la sintesis de lipopolisacéridos {LPS),

por lo que se le ha dencminado alternati We pLPS. Ademds, las cepas curadas de

los pldsmidos b,c,f y una cepa con ol pldsmido e deletado (pea), mostraron ser

menos competitivos con respecto a la cepa 6. Otro dato interesante fué que
no se pudieron obtener cepas curadas del pe, sino solamente deletadas, lo que
sugeria que los genes contenidos en este plasmido contienen informacidn genética
esancial para la sobrevivencia de la bacteria. E) pf, tamblen contiene genes con una
funcién fundamental, ya que su ausencia provocd una complata incapacidad para
crecer en medio minimo (funcién metabélica), al igual que el resto de los plasmidos,
aunque no tan significativamente como para el pf (Fig. 6).

Hasta este momento, ninguno de los exparimentos realizados por Brom, et al.

(1991), revelaba la paricipacién del pa. Sin embargo, en experimento previos,

Martinez, et al. (1987), al leccionar tr jug de Agrobacterium




contenlendo el pSym de una cepa de R. tropici por planta, observé que algunas de
elln.s contenlan ademds del pSym, un pldsmido diferente de éste, lo cual fué explicado
como herencia ligada de algunos plésmidos. Posteriormente, Brom (1988), al
realizar el alslamiento y caracterizacién de transconjugantes de Agrobacterium

con diferentes pldsmidos simbiélicos de Rhizobium capaces de nodular Phaseolus
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vulgaris L., y utiizando plantas como medio de seleccién (induccién de nédulos)
encontré que algunas cepas transconjugantes de Agrobacteriumon pldsmidos de

las cepas CIATB99 y CFN209, contenlan, al Igual que Martinez (1987) lo habia
sefialado, un pldsmido extra ademds del pSym. Finalmente, en experimentos
realizados por Castro (1991) y Brom et al. (1993), demostraron la existencia de un
plasmido diferente al pSym (el pSym tiene una frecuencia de transferencia de 10-8),
con capacidad de autotransferirse pero a una alta fracuencla (10-2, 10-3), éste es
el pa. Al comparar las frecuenclas de transferencla del pldsmido simbidtico de la
cepa CFN42, marcados con un elemento genélico reclentemente desarrollado (GDYN)
(Fig. 7), que permite seloccionar células de Rhizoblum por la resistencia que este
les confiere a algunos antibiéticos (espectinomicina/estreptomicina,
kanamicina/gentamicina) (Romero, 1991), en presencla y ausencia de diferentes
pldsmidos autotransferibles, se encontré que estos plasmidos funcionan como
*ayudadores® para la trans{erencia del plasmido simblético de la cepa CFN42,
aumentdndole su frecuencla entre 10 (cuando el pa pertenece a una cepa diferente y
transfiere ol pSymCFN42) y 100 veces (cuando el pa y el pSym pertenecen a la
misma cepa CFN42). Como experimento evidencial en el que se pretendia conocer la

complejidad estructural del pSym de Rhizobium etébleniendo el mapa fisico de

este, Glrard et al. (1991) encontraron la existencla de el t iterados de los
pldsmidos a, b y f, homélogos a secuénclas presentes en el pSym, observando que el
pa tiene una gran cantidad de secuenclas conservadas con el pSym (11 fragmentos
secuencias reiteradas del pSym con el pa) (Fig 8).

Se sabe que el genoma de Rhizobium contiene una gran cantidad de secuencias



reiteradas del DNA (Flores, 1987). Se determind asf la localizacién plasmidica y/o
cromosomal de algunas secuencias reiteradas del genoma de una cepa de Rhizobium,

haciendo experimentos de hibridizacién de DNA de transconjugantes que contenian

cada uno de los diferentes pldsmidos de esta cepa con detect de las 1

reiteradas. Dentro de éstas, se han encontrado operbnes completos, genes
especificos, regiones regulatorias y secuencias de insercién. Para el genoma de R.
etli se ha estimado la presencia de alrededor de 700 elementos reiterados,
pertenecientes a 200 famillas diferentes (Flores, 1987). En el pSym se han
localizado 11 familias diferentes (Girard, 1991); una de estas familias corresponde
a los genas de (a nitrogenasa (Quinto, 1982; Quinto 1985), se ha propuesto que las
secuencias repetidas del DNA pueden funcionar como puntos de recombinacién para

la produccién de rearreglos genémicos (Flores, 1987; Romaro, 1991).
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Estudios del Departamento de Genética Molecular del C.I.F.N., han demostrado

que el genoma de Rhizobium etli presenta rearreglos gendmicos con alta frecuencia.
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Dentro de éstos se han observado amplificaciones, delecfones, cointegracionss y
pérdida de pldsmidos (Flores, 1988; Brom, 1991; Romero, 1991). Eslos rearreglos
pueden ocurrir tanto en cromosoma como en diferentes plasmidos (Eparvier, 1894).
- De los diferentes ream;g!os, hay evidencla de que'algunos de ellos son
“raversibles® (se resuelven o regresan a la estructura original del tipo silvestre)
(Stepkowki, 1993), como es el caso, por ejemplo, de los  cointegrados, en donde
la unién de dos pldsmidos debida, inicialmente a la presencia de secuencias
homélogas (como lo son las secuencias reiteradas del operén nifHDK del pSym o las
secuencias homdélogas del pa con el pSym, etlc.) puede llegar a resolverse,
regenerando a los dos plismidos iniciales.

Asi, la proposiclén de los posibles mecanismos para explicar el efecto ayudador
del plasmido autotransferible {pa) sobre ia transferencia del pSym, fueron: 1) por
colntegracién, en donde las secuenclas homélogas entre los dos pladsmidos permiten
la formacién de un cointegrado, el cual se transfiere a alta frecuencia y se resuelve
on la receptora, o 2) por donacién, en donde la Informacién necesaria para Ia
transferencia y movtizacién de! pSym (genes tra-mob) tengan un efecto a distancia
{en “trans”) con la transferencia del pSym o bien del pa con el pSym (Castro,
1981; Brom, 1993).

Recientemente y con la ayuda del elemento genético GDYN, se han podido
seleccionar células do Rhizobiurmue presentan diferentes tipos de rearreglos
(Romaero, 1891). Utilizando este elemento, se ha demostrado que los genes repetidos
de Ia nitrogenasa presentes en el pSym, pueden participar como puntos de

recombinacién generando amplificaciones y deleciones de material genético con alta



frecuencia (Fiores, 1987; Romero, 1991) (Fig. 9).

Con lodo lo anterior, las caracteristicas del genoma de Rhlzobium etii que son
particularmente relevantes para esle proyecto son: 1) la presencia de un plésmido
*ayudador® (pa) en la transferencla del pSym, 2) la presencia de secuencias
reiteradas del DNA del pSym, 3) ia presencia de secuencias homélogas enire el pa y

ol pSym y 4) la ocurrencla de rearreglos genémicos (amplificaci y delecl )

en el pSym,

Hasta el momento se desconoce si ol efecto del pa sobre el pSym puede llevarse
a cabo en la rizésfera de plqmas de P. vulgaris L., wlilizando como medio de
saleccion positiva 1a produccién de nédulos, asi como el posible efecto del pa sobre
capas con algun tipo de rearreglo gendmico en su pSym (amplificaciones, deleciones,

etc.).
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HIPOTESIS Y OBJETIVCS



HIPOTESIS.

Las hipétesis que se pretenden explorar en este proyecto son:
a) El pa produce su efecto ayudador para la transferenclia de} pSym /n plania.
b) Los rearreglos genéticos en el pSym (amplificaciones o deleciones) afectan la

frecuencia de transferencia de éste en presencia o ausencla del pa.

OBJETIVOS.

Como consecuencia de las hipétesis mencionadas, los objetivos son:
-Determinar la frecuencia de transferencla del pSym en presencla y ausencia del pa
In planta.
-Conocer ei efecto que producen los cuatro tipos de rearreglos del pSym
. (duplicaciones, triplicaclones y octuplicaciones de la reglén pertenaclente al operdn
nifHDK, asl como la delecidn en la regién nif-nit conservando e! elemento GDYN) de

la cepa CFN42 de Rhizoblum etli con respecto a su transf la en pr lay

ausencia del pa de la misma cepa.



METODOLOGIA



MATERIAL.

EXPERIMENTOS /N VITRO.

Microcentrifuga Brinkmann 5415 para tubos Eppendorf,

Incubadora de agitacién con ambiente controlado. New Brunswick Scientific. Edison,
NJ, USA.

Incubadora 30°C. Isotemp oven. Modelo 230 G. Serie 200. Fisher.

Batanza analitica. Sartorius 1212 MP,

EXPERIMENTOS N PLANTA.

Camara de cracimiento de plantas. Lab-fine Instruments, Inc.
Centrifuga. Modeto TJ-8, Beckman.

Espectrofotémetro UV/VIS Lambda 3A Perkin-Elmer,



Para lograr los objetivos previ

) A

protocolo general:
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o 16n de "

en medio
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]
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Dentro de este proyecto se manejaron las cepas bacterianas que en la tabla 1 se
muestran.
Para cumplir con los objetivos planteados en este proyecto se propusieron las

sigulentes cruzas bacterianas y medios de cracimiento selectivo para cada una:

pd(silvestre + pa) medio selectivo

1) CFNX5 X GMI9023 LBrif1008p75 (kan15)

2) CFNX5 X 2001 PYrif50sp50
PYrif5¢kan1$

3) 2001/pdCFNX5 X GMI9023 LBrificogpi00

pd{amplificado + pa)

4) CFNX26(X2) X GMI9023 LBrif100sp100 (kanso)

5) CFNX28(X3) X GMI9023  LBrif1005p100 (kanso)
6) CFNX35(X8) X GMI2023  LBrif1008p190 (kan100)

7) CFNX26 X 2001 PYrif100gp100
2001/pdCFNX26
8) CFNX28 X 2001 PYrif1005p100
2001/pdCFNX28
9) CFNX39X 2001 PYrif100gp100

2001/pdCFNX39



10) 2001/pdCFNX26 X GMIS023
11) 2001/pdCFNX28 X GMIS023
12) 2001/pdCFNX39 X GMIS023

(pda + pa)

13) CFNX2(pdAGDYN) X GMI9023

14) CFNX2(pdAGDYN) X 2001

LBrif100sp100 (kan50)
LBrit100sp100 (kan50)

LBrif100sp100 (kan100)

LBrif100sp100
PYrif100sp100

2001/pda2

15) 2001/pda2 X GMIS023 LBrif100sp100

{pda, como receptora) + pa

16) CFNX5 X CE-3 PYcm25sp75 (str+)

17) CFNX5 X 2001 PYrif75sp75 (str+)

{pda, como receptora) - pa

18) 2001/pdCFNX5 X 3-53

PYcm25sp75 (str+)

19) 2001/pdCFNXS X CE-3  PYcm25spTs (str+)

20) 2001/pdCFNX5 X 1-95-1

PYcm26sp75 (str+)
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PROTOCOLOS DE SOLUCIONES.

MEDIOS DE CULTIVO.

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO DE PY.

Poptona do caseina............ 2.5 gr

Extracto de levadura.......... 1.5 gr

Agar bacterolégico............7.5 gr

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO DE LB.

Pepiona de caselna.............. 6.0 gr

Extracto de !evadura........... 25 gr

NaCt 5.0 gr

Agar bacteriolégico............ 75 gr

Esterilizar en autoclave.

NOTA: Para medios tiquidos, tanto de LB como de PY, sdlo se prescinde del agar
bacteriolégico.

Estas cantidades son las correspondientes para la proparacién de 500 m! de medio

d8 cuitivo.



Cloruro dae calcio (0.7 M)

cacly 177 g

AQUR.veiiiinnraicsmrerrsissssssssssrincameane 100 M
Esterilizar an autoclave.

Agragar 1 mj por cada 100 mi de medio PY.

INOCULACION DE PLANTAS

STOCK FAHRAEUS (100X) EN 1 LITRO.
NazHPO4. TH20......ccnerenninnsee 15,0 g1

KH2PO4..oooviiiicrisernne e 10.0 gr

L e T S | X I
MESOL.TH20......coiveiiriiennnnines . 12.0 gr

Citrato de hiero..........cc.cceeniand 0.5 gr

STOCK TRAZAS GIBSON (100X) EN 1 LITRO.

H3BO3s 2.86 gr
MnS0O4.4H20. 2.03 gr
InS04.7H20 0.22gr
Cu804.5H20 0.80 gr

H;MOO4.H20 0.80 gr



AGAR BLANDO (0.8%)
Agar. .18 g9

Agua con soluciones nutritivas (stock Fahraeus y irazas

Gibson) 200 m
Agregar 10 mi de cada una de las solucionss de! stock Fahrrasus y 1 ml de trazas
Gibson por cada litro do agua.

Esterilizar en autociave.

ECKHARDT VERTICAL
TRIS 5X pH 8 (4 LITROS).
Tris base 216 gr
Acido BOHCO.....cocvvreruinirirenane 110 gr
EDTA 0.5 M............ orssssssasnensrane, .80 M.....186.1 grl de agua y titular con NaOH a
pH .
" TRIS 1X.
Tris 8X 400 ml




SOLUCION A (10 mi).

Lisozima 13.0 mg

RNA 3.5 pl

Azul de bromofenol..........s..5.0 g

Fleoll 20%....covenee 2.0 gr
Tris 1X.... .10 mi
SOLUCION B (100 mi).

SDS 02% en T8 1X...uieniiencdd 0.2 gr

Ficoll 400,000 10%.

Tris 1X 100 m
 SOLUCION C {100 mi).

SDS 02% en This 1X......ceererinnens 0.2 gr

Ficoll 400,000 5%.......coceeruenranss 5.0 gr

Tris 1X 100 ml

SARCOSIL 0.1% TE (50/20) pH 8

Tris 1X pH B....ccvnieininiciirenienanene 250 ml...Trizma base 30.28 gr con 200 mi de

agua, ajustar con HCI (10-15 mi) y alorar
Sarcosil (0.1%).ciiiiecicrrerseessaneees 0.25 gr



FICOLL 20% EN TRIS BORATOS 1X.

FICOluitrniniiirinnirerrssanissnsissonnerssneininee 10 gr
Tris boratos 1X.....cnn oreresraner 50 ml
ECKHARDT HORIZONTAL
TEB 5X (pH 8.2)
Tris 89 mM 54 g
N8ZEDTA 2.5 MM....ccovvcreceracnuanns 4.65 g
Acido borico 89 mM 275 g
AQUAB...coeuiiianriinieniite e e e 1000 mi

TE (200 m}, pH 8.8)

Tris 10 mM 0.24 g
" NaEDTA 0.074 ¢

N:laurll sarcosina {sarcosil) 0.3% en agua.

8arcosil. ..coiennen 03 g

agua 100 m)

Conservar a 4°C.



Ficoll (WT 400,000) 20% en TE

Ficoll 2g

Agua 10 mi

Alicuotar en 1 mt y conservar a -200C.

Solucion de lisis en TE

ANAasa A 0.4 pg
TE 1 m
Lisozima... 40 pl

Horvir durante 10 min a 950C.

Alicuotar en 230 m) y conservar a -200C,

Lisozima

Lisozima 1 ug
Agua _ 100 ‘mi
SDS 10% en agua

SDS 19
Agua. .10 ml

Agregar una pequehia cantidad de xilen clanol.



DILUCIONES

MgSO4 10 mM-Tween 0,01%

Sulfato de magnesio.

TWeBN 40.......conviniiirinrenivansessianienns

ANTIBIOTICOS (solucidn stock)
Cloranfenicol {em)..........coeeerrrons 30 mg/ml
Espectinomicina (8p)........ceeeveen 25 mg/mi

Estraptomicina (8tf).ccviuiieeenni25 mg/mi
Kanamicina (kan)...........oeeemeean 15 mg/ml

Rifampicina {rHf).......cccorveeisirernnas 25 mg/ml



PROTOCOLOS DE EXPERIMENYOS IN VITRO.

PROTOCOLO PARA OBTENER CULTIVOS EN LIQUIDO.

1. En una campana de medio estéril colocar 2.5 ml de PY ¢ LB liquido en tubos de
ensayo.

2. Con un asa de siembra previamente esteriiizada a la flama y posteriormente
enfriada, tomar una asada de la caja de petri con la cepa a crecer.

3. Tomar un tubo de ensayo {previamente llenado con PY o 1.B) y destapario frente al
mechero.

4, Introducir cuidadosamente el asa en el tubo de ensayo.

§. Agitar el asa de slembra hasta quo la asada tomada quede suspendida en el medio
de cuitivo liquido.

8. Acarcar la boca de! tubo al mechero y tapar.

7. Agltar l]a mezcia hasta que quede homogénea (sin grumos).

8. Realizar todo el protocolo anterior con cuantas cepas a crecer sean necesarias,
9. Poner un tubo sin asada (testigo = PY o LB).

10. Dejar los tubos en agitacion a 30°C por 12 horas (aproximadamente),

PROTOCOLO DE CRUZAS.

1. Cracer un cultivo en liquido de cada cepa.



2. En una campana con medio estéril, tomar una caja de petri con medio sélido (PY o
LB) y marcar con un plumén tres 4reas.

3. Tomar 20 pl de cada una de las cepas crecidas y ponerlas en una de las dreas
previamente marcada para ella (20ul, donadora; 20ul, recebtora).

4, Tomar 150 y 75 p! de las cepas problema y colocarlas juntas en la tercer érea
marcada (150 ul, receptora; 75 ul, donadora).

5. Dejar secar.

8. Hacer una caja duplicado de esta.

7. Incubar a 30°C por 24 hr.

h donadors (20A)
dONSdOrns + recepions.
muso;) v raceptons (203)

PROTOCOLO PARA OBTENER TRANSCONJUGANTES EN MEDIO DE CRECIMIENTO
SELECTIVO (POR GOTA).

1. Del crecimiento obtenido en las cajas de cruza, se hace un raspado y resuspensién
en 1 ml de MgSO,4 10 mM-tween 0.01% (solucién concentrada).

2. Despues de resuspender y agitar hasta homogenizar, se procede a hacer las



diluciones correspondientes (0.1 mi de la solucién concentrada en 0.9 mi de
MgS04-tween; de 10-1 hasla 10-8).

3. Poner de estas diluciones (dependiendo de la seleccion buscada: donadoras - 10-6,
10-7 -, receptoras - 10-7, 10-6 - o transconjugantes - 100, 10-1, 10-2 y 10-3-) 10
y 20 ul en cajas de petri con medio de crecimiento sélido selectivo (con antiblético)
con su duplicado (experimento por gota).

4. Dejar secar.

5. Poner aparte (en las mismas cajas de seleccién) una asada de cada una de_ las
cepas (receptora, donadora y transconjugante), las cuales servirdn de testigos.

5. Incubar a 300 C durante tres dfas.

PROTOCOLO PARA OBTENER FRECUENCIAS DE TRANSFERENCIA.

1. Contar las colonias crecldas en los diferentes medios de seleccién y a diferentes
diluciones utilizando un contador de colonias.

2. Escribir el nimerc de colonias de las cepas receptora, donadora y
transconjugante por separado.

3. Obtener la cantidad promedio (caja con su duplicado).

4. Calcular la cantidad de bacterias/ mV 100

5. Obtener el promedio de la cantidad mencionada en el punto anterior.

6. Con los promedios de cada una de las cepas (receptora, donadora y



tranconjugante), obtener el resultado del cociente transconjugante/donadora, que es

la frec ia de f la para esa cruza.

PROTOCOLO PARA PARCHAR COLONIAS.

1. De las colonias previamente contadas, en una campana con medio estéril realizar
parchado (para purificar y hacer Eckardts).
2. En una caja de petri con el medio selectivo de alguna de las cepas seleccionadas y
colocadas sobre una gufa con nimeros (del 1 al 100) tomar con un palilio una colenia
aislada y pasaria a la caja en el nimero uno.
3. Continuar hasta llenar toda la cala.

" 4. Incubar a 30° C, duranta lres dias.
5. Despues de este tiempo, se escogeran algunas de ellas para hacer cultivos en
tiquido.

6. Realizar el protocolo para la técnica de Eckhardt {horizontales o verticales).
PROTOCOLO DE CORRIMIENTO DE GELES VERTICALES (ECKHARDT) PARA LA
VISUALIZACION DE PLASMIDOS.

1. Hacer solucién Tris-Boratos 5X.

2. Hacer dilucién a 1X.



3. Hacer una solucién de agarosa 0.7% con tris 1X.

4, Entriar un poco y agregar culdadosamente entre los cristales para hacer ef gel.
5. Limpiar con mucho cuidado cada uno de los cariiles de! gel elaborado y enjuagar
perfectamente con tris 1X.

8. De los cultivos en liquido de las colonlas parchadas, agregar (dependiendo de el
crecimiento), hasta 1 mi en tubos de microcentrifuga (eppendorf).

7. Centrifugar durante 2 min a 14000 spm y eliminar sobrenadante con una jeringa.
8. Agregar 0.5 mi de sarcosll.

9. Resuspender cada uno de los lubos con un palillo y homogenizar.

10. Centrifugar 2 min a 14000 pm

11, Eliminar sobrenadante con jeringa y meter a -24c C 10 min.

12. Agregar 40 ui de solucién A en cada uno de los cariiles de! gel y revoiver
suavemente hasta homogenizar.

13. Sacar al botdn de los tubos y agregar a los carriles con solucién A (cuidando de
no hacer burbujas).

14. Agregaries 40 pi de solucion B y homogenizar suavemente.

15. Agregar 100 ptde solucién C.

'18. Sellar con agarosa fundida todos los carriles.

17. Colocar el gel dentro de una unidad de corrimiento de geles verticales con tris
1X como bufter.

18. Precorrer 1h a 8 mA (equivalente a 30 volts).

19. Correr 4h a 40 mA (equivalents a 170 volts).



20, Sacar gel y tefiir con bromuro de etidio por 10 min,
21. Lavar el gel y observar en una caja de luz u.v.
22, Fotografiar.

23, Interpretar bandas.

PROTOCOLO DE VISUALIZACION DE PLASMIDOS EN GEL HORIZONTAL.

1. Fundir agarosa al 0.75% en TEB 1X (0.75 % gr de agarosa en 100 m! de TEB 1X).

2. Agregar la agarosa en una camara horizontal de electroforesis equillbrada y

colocar los peines. ’

3. Preparar dos series de tubos Eppendorf.

4. Leer fa D.O. de los cultivos en liquido previamente preparados (12 horas antes) en
" o espactrototémetro a 620 nm, Para una D.O. de 0.3, tomar 1 m! del cultivo.

5. Centrifugar durante 3 min a 1300 rpm.

6. Extraer el sobrenad (con jeringa) y colocar los tubos en hielo,

7. Sacar los peines de! gel.

8. Agregar 'fEB 1X hasta que toque el gel, sin cubrir los pozos.

.9. Agregar a cada pozo 25 pl de SDS 10%-xllen clanol.

10. Precorrer el gel a 100 V durante 30 min con e! polo negativo al contrario.
11. En la segunda serie de tubos, agregar 1 ml de N-lauril sarcosina 0.3% frlo.

12. Resuspender el botdn, usando pippetman, en 500 ul de agua fria y agregario



suavemente al tubo que tiene N-laurll sarcosina 0.3%.

13
14,
15,
16,
17.
18.
19,

20.

2

-

22,

Centrifugar durante 3 min a 1300 rpm.,

Extraer sobrenadante (con jeringa).

Resuspender el botén en 40 ul de ficoll 20% en TE frfo ¢on una pippetman,
Colocar !a camara horizontal de electroforésis en el cuarto frio y equilibraria.
Agregar TEB 1X a la cdmara hasta cubrir el gel.

Agregar 40 pt de lisozima a la solucién de lisis.

Agregar 10 pl de solucién de lisis a cada muestra.

Tomar 25 ul de cada muestra y ponerla en el pozo correspondients.

. Precorrer el gel a 40 V durante 30 min.

Correr a 100 V durante 24 horas.

PROTOCOLOS DE EXPERIMENTOS IN PLANTA.

PROTOCOLO PARA ESTERILIZACION DE SEMILLAS.

1. Escoger tres veces mds semillas de las que se van a utilizar.

2. En una campana estéril, lavar las semilias durante 5 min en etanol al 80%.

3. Decantar y lavar con agua estéril 2-3 veces.

4. Agregar cloralex (hipoclorito de sodio con el 6% de cloro libre) al 20% durante 15

min.

5. Lavar abundantemente con agua estéril, hasta eliminar e! cloralex.



6. Con pinzas esterilizadas a la flama, seleccionar las mejores semilias y colocar
3-4 semillas en cajas de petri con agar al 0.8%.

7. Las cajas se envuelven en papel aluminio y se colocan en la incubadora a 300C.

8. Despues de 2 dias, pasarias a malraces Erien-Meyer con agar blando {al 0.8%) y

medio nutritivo Fahraous y trazas Glbsoﬁ.

PROTOCOLO PARA INOCULAR SEMILLAS.

1. Como experimento paralelo /n vivo de los cultivos en Iliquido de Jas cepas
anteriores, centrifugar a 3000 rpm durante 10 min.

2, Eliminar sobrenadante.

3. Agregar 1 m! de agua destilada, homogenizar, volver a centrifugar a 3000 rpm
por 8 min,

4, Eliminar sobrenadante y agregar 3 m! de agua destilada.

5. Tomar 1 ml y hacer una dilucién 101 para leer al espactrofotémetro.

8. De la lectura obtenida a una longilud de onda (A) de 600 nm, hacer las
correlaciones con &l nimero de células correspondientes y los postariores céiculos
de transformacién a células/mi, comparandolas con las da una curva de relacion
D.O.-No. céhiias, previamente oblenida.

7. Ya en medio estéril, de las semillas germinadas 3 dias en la oscuridad en agar a)

8% pasarlas a matraces Erlen-Meyer con agar blando (0.8%) y medio nulritivo,



tratando de enterrra la rafz hacia abajo en ¢l agar.

8, De la diluclén anteriormente lelda, realizar una dilucién en donde hallan 108
células/ml.

9. Tomar 0.1 ml y agregario eﬁ la regién cercana al nacimiento radical de ia semilla
transplantada, sin tocarla.

10. Tapar con frasquitos estériles.

11. Incubar 300C por 2-3 dias.

12. Incubar a 270C por 10 dlas.

13, Realizar experimento de confirmacidn in vitro con diferentes diluciones (de 10
hasta 10-6) en medio sélido PY y PYrifs0.

14. Incubar a 300C por 3 dfas.

15. Obtener el nimero de células por m! de la solucién inicial (1®)y correlacionario
con el nimero previamente obtenido para la inoculacién de las semillas con !a lectura
de densidad dplica en el espectrofotémetro (108 células/ml).

16. Prosaguir con e} protocolo para exprimir nddulos.

- PROTOCOLO PARA EXPRIMIR NODULOS.

1. En una cdmara con medio estéril, sacar las planlas del agar blando con medio
nutritivo.
2. Con unas pinzas flameadas quitar los nédulos y ponerlos en una caja de pelr con

agua estéril.



3. Pasar los nédulos con las pinzas, a otra caja de petri con una solucidn de cloralex
al 20% durante 3 min.

4, Pasar nuevamente cada uno de los nddulos a otra caja con agua estéril y
enjuagarios 3 veces.

6. En cajas con PY poner una gota de! agua con la que se anj(nagé por dltima vez.

8. Poner un nédulo sobre la caja con PY, flamear las pinzas, enfriar, exptimir el
nddulo y estriar sobre toda la caja con un asa de siembra previamente flameada.

7. Dejar que seque.

8. incubar a 300C por 2-3 dias.

9. Estriar las colonlas aisladas en medio selectivo sélido (PYrifs0).

10. Realizar protocolo para visualizacién de pldsmidos (Eckhardt).



 RESULTADOS



CRUZAS IN VITRO.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 2. En ella se sefialan: el numero
de cruza, la cruza realizada, la frecuencia de transterericia promedio de! pSym
correspondiente a esa cruza, el porcentaje de transconjugantes que heredaron
distintas combinaciones de plasmidos (visualizados en geles de agarosa tipo
Eckhardt), entre paréntesis el nimero de transconjugantes analizados por Eckhardt
(ndmero de carriles analizados) y finalmente una seccién, seilalada como datos
adiclonales, con una pequena conclusién sobre el resultado obtenido para cada una de
las cruzas realizadas. Esta tabla tiens la caracterislica de agrupar a todas las
cruzas realizadas, las cuales pueden anallzarse y compararse en conjunto o por
bloques (ver més adelante). En el caso de los porcentajes de combinaclones de
pldsmidos heredados en las cepas transconjugantes, hay que tener en cuenta que
dichos porcentajes fueron obtenldos tomando como 100% al nimero de carriles
analizados por Eckhardt y el nimero de combinaciones presentas (pldsmidos
visualizados en las transconjugantes). En general, los datos adicionales se refieren a
It_l Interpretacion de las frecuenclas de transferencia del pSym (siivestre,
amplificado o deletado) con o sin el pa, asi como la de los datos obtenidos a partir de
la visualizacién de plasmidos heredados por las transconjugantes, teniendo como
referencla a las cepas parentalas para determinar el lipo de rearreglo plasmidico
presentado por la cruza realizada (ver adelante).

Por otra parte, se incluyen graficas de cada una de las cruzas roalizadas En

cada una de las gréficas se muestran los porcentajes de plasmidos heredados por las

@



Tabla 2. Andlisis de las dilerentes y mostrando la frecuencia de promedio, j tenidos en L y

COMBINACIONES
FRECUENCIA DE PLASMIDOS
* CcRuzas PROMEDIO PORCENTAJES #CARRILES DATOS ADICIONALES
1 CFNX5 X GMI9023 1.85X10-6 pSym CFNXS: 57%. oo de ia nomnal, algunos tipos de reameglos
N paspSym CFNXS- 29%
Pa-pSym CENXS' 14% Probablemente a disminucion en la lrecubnoa de transterencia sea debida a: 1)
o fusenca 0o los Gamas plesTidos, 2) a1 mecko SHECO 0 3) 5 & presenci
del pSym deigtado. Sin umargo e pSym presente en las Iransconjugantes
2 CFNX5X2001 14106 pSym CFNXS: 62.5% (16) es. para todos los casos, el
pa+pSym: 25% e ue uus PasiS, a‘wmﬁ,nw neyrauaa sy
PSym AA 0 par 12.5%
3 CPNXSX353 1.8X10°7 pSym: 100% (8
4 CFNX5XCE3 46x108 PSYmCFNX5: 100% 8 debida a ta presencia del pSym
enlacepa mcsmom (afnm para desplazario).
§  2001pdCFNXSXGMIN02) 7»3;::; pSym CFNX5 100% (10) Frecuencia de transferencia detemminada por la ausencia del pa
<
- Baja frecuencia de transterencia debida a la dilerencia en el pool plasmidico, con ta
6  2001/pACFNXS X 1-95-1 . 9.4x108 produccién de cepas con ba|a viabilidad, dado que no fué posible oblener transconjugantes.
7 200UpdCFNXSX 353 . g9sx108 - Baja frecuencia de transfarencia. No pudieron oblenerse transconjugantes,
8  2001pdCFNXSXCE3 . 36x108 - No pudieron obtenerse transconjugantes.
9 CFNX26 X GMIS023 2.1X106 pSym desamplificado: 87.5% (8) Aumento en ta frecuencia de i debida por la
PSYmA:12.5% amplificadas
(19)
10 CFNX28 X GMIZ023 2400106 pSym desampificado: 73.7% Aumento en [a frecuencia de por fa
PEym 2X:15.8% amgpiificadas
pa-pSym: 105%
En s tres cruzas anteriores 5o obsarva un claro aumento en la
11 CFNX39 X GMI9023 7.5X106 PSym desampificado: 63.6% (8) trecuencia de transferencia de esios (apoyo a la hipdlesis de

$Sym- 2X-3X: 27.3% cointegracion).
PSym CFNX39:91%



¢ CRUZAS PROMEDIO PORCENTAKES DATOS ADICIONALES
12 CFNX26 X 2001 4 pa+pSym: 72.5%
1.43X108 . B e 5% (12)
13 CFNX28X 2001 2106 Mcmm @
P"PSY"! ‘2%
14 CFNX39 X 2001 PSYM-CFNX5: 77.8% © simiares a los anteriores: a mayor
ramir08 PapSym-CrNXS+pas: 11.1% frecuencia de transferencia
Pa+pSYm-CFNXS: 11.1%
La cnza a) comesponde, probablemente a un reamegio del tipo
15 2001/pdX26 X GMI%23 65104 a) psy""cm"ﬁ 666% (6b) unpsyrmyunpa o quo quizdsdetermina la alta
1.32X10°6 b} PSYm-CFNXS+ papSym-CANXS: 333%  frociencia de translerencia.
La cruza b) muestra un comportamiento “normar, pero con pa.
16 2001/pdX28 X GMIS023  s5x10-7 PpSym CFNX28: 25% (4) Labajatrecuencia de transferencia pusde deberse a la ausencia del pa.
PSYM-CFNXS: 50%
PSym-CFNX26:25%
17 2001/pdX39 X GMISO23  1.8X10-5 PSymwCFNXS: 22.2% (] EI aurnemo en la frecuencia de transferancia puede interpretamse
ym=CFNX28(pa-pSym=CFNXS)+pSym los datos oblenidos con 105 porcentajes pm«masm
~CFNX5:11.1% Eckhardls.nﬂs«vémedmm o gran nimem de eventos
PSYM=CFNX26+pa-pSym=CFNXS: 11.1% cionalas, 50 b r e odo cuando se tiene un elevado nimero de
pa-pSym=CFNX5: 22.2% copias de una secuencia reiterada.
PpSym=CFNXS+pa-pSyma: 1. 1%
PSym~CFNXS: 11.1%
PSYm=CFNX26: 11.1%
18 CFNX2 X GMIS023 1.04X106 Pa-pSyma33.3% {9) Los gvent La frecuencia de
Pa-pSyma+pSyma: 44.4% lrars!arenda es14 afectada (dnsﬂmm)
PSyma: 22.2%
19 CFNX2 X 2001 2380107 PSymA:100% (25) la la frecuencia de que la infor
genética deletada del p!ésm-doongnal s lrumanm(mummmmdo'sims
<cakentes® para la transferencia.
20 2001/pdA2 X GMISOZ3  3gx104 pSym a: 100% (10) devida a reamegios

Ga de i
previos entre los pldsmidos a y d.



transconjugantes de cada una de las cruzas realizadas y los pldsmidos presentes en
las transconjugantes de dicha cruza (sefalados en gréfica de barras y de pastel), asi
como las fotografias tomadas a los geles do agarosa tefildos con bromuro de etidio
(tipo Eckhardt), con los cuales se obtuvieron los datos mostrados en la tabla 2.
Todas las fotografias muestran un carril que corresponde, en la mayoria de los
casos, a la cepa parental CFNX5 (comrespondiente al carril A), los demés carriles (B,
C, D, etc.) pertenecen a las transconjugantes con las diferentes combinaciones de
pldsmidos heredados, Finalmente, para hacer una correlacién entre las fotografias
de los geles y la grafica de barra, se colocaron como subindices del tipo de
combinacién plasmidica o rearreglo que se observa en ellas las letras mayiisculas
(A, B, C, elc.) que comrasponden a las bandas observadas en los geles. Dado que no
pudieron obtenerse transconjugantes de las cruzas 6, 7 y 8, sélo se muestran 17
grdficas en total y no 20 como se esperaria. La numeracién de dichas gréficas es

progresivo con el de las de las figuras mostradas en la parte introductoria.

Para ol andlisis méds sencillo de los resultados obtenidos de los experimentos in
vitro, estos han sido divididos en tres bloques: el primero, que comprende las cruzas
1-8; el segundo, que Incluye de la 8-17 y el tercer bloque, con las cruzas 18-20.

En el primer bloque de-. cruzas (cruzas 1 a 8) se-analizé la frecuencia de
transfarencia del pSym siivestre (cepa CFNX5).

En las cruzas 1 y 2, la cepa donadora contenfa pa ademas de pSym, mientras que
las cepas raceploras carecfan de estos dos {pa y pSym) (Figuras 10 y 11). Los

resultados muestran una frecuencia de transferencia de aproximadamente 10-6,

»



concordante con datos previamente obtenidos (Tabla 2).

En las transconjugantes se observa la co-transferencia de los plasmidos pa y
pSym, ya sea como cointegrados o separados, en tn alto porcentaje (68%). Tambien
se observé la generaclén de un nuevo tlpvo de raarreglo, posiblamente
corraspondiente al pa deletado.

En las cruzas 3 y 4, se ulilizé la misma donadora, que contiene el pSym
slivestre y pa y las cepas receptoras que contienen secuencias del Sym, ya sea
deletado {cruza 3) o completo {cruza 4). En ambos casos se observé una disminucién
en la frocuencla de transferencia que puede ser atribuida a la presencia del pSym
(sllvestre o deletado) en la cepa receptora y una consecuente dificultad para
desplazarlo (Tabla 2). Entre las fransconjugantes obtenidas se observd siempre la
transferencla del plasmidos pSym silvestre (Fig. 12 y 13), determinado asf por el
marcador selecclonado (kanR),

En las cruzas 5-8, se determinaron las frecuenclas de transferencia del pSym
silvestre en a‘usancla del pa, teniendo raoceptoras carentes del pSym silvestre
(cruzas 5y 6), on las que presentaba una delecién (cruza 7) o bien en las que estaba

gomplelo {cruza 8). En todos los casos se observé una menor frecuencla de
";ransfemncla a la que pudiera ser detectada (Tabla 2), consecuencia debida a la
a'usencla del pa. En las cruzas 6 a 8, tas frecuencias de transferencia, fusron
inclusive menores a lag de seleccién ae derivadas de la cepa donadora, resistentes al
antibiético (cm) usado para la seleccién (Figuras no mostradas, correspondientes a

las 8, 7 y B).

rt



En el segundo blogque de cruzas (cruzas 8 a 17), se determind la frecuencia de
transferencia del pSym, con una duplicacion de una regién de 120 kb (CFNX26), con
una triplicacién {CFNX28) o una amplificacién de ocho veces (CFNX39) de esta regién
en presancia o ausencia de! pa y utilizando como receptoras a cepas carentes g!el
pSym. Podemos observar que en presencia del pa hay una tendencia gradual de
aumento en la frecuencia de transferencia del pSym, directamente correlacionada
con el grado de amplificacién del pSym (cruzas 8 a 14) (Tablas 2 y 3 y Figuras 15 a
20).

Como se observa, las frecuencias de transferencia varian un poco en funcién de
la cepa receptora {menor con la 2001 que con la GMI9023), aunque sigue slendo
notoria 1a tendencia en el incremento de la frecuencla de transferencla del pSym
debido a las amplificaciones presentes en éste. Esio esta correlacionado
directamente con un aumento en el nuimero de secuencias homdlogas entre los
plésmidos.

Qulsiera hacer notar que el grado de amplificacién no se mantiene en las
transconjugantes, ya que se observan diferentes tipos de rearreglos, como son
tas desamplificaciones, las cointegraciones y las deleciones (Tablas 2 y 4; Figuras

15 a 23).



CRUZA FRECUENCIA AUMENTO CON RES- AUMENTO CON RESPECTO
DE TRANS- PECTO A LA CFNX5 A LA CFNXS
FERENCIA {X 10¢) (NOm veces)

CFNXEXGMIS023  1.8X10-6 - -

CFNX268XGMI9023 2.11X10-0 031 117

CFNX28XGMI9023  2.44X10-8 084 135

CFNXJI9XGMI023 7.66X106 5.86 4.25

CFNX5X2001 1.4X10-8 - -

CFNX28X2001 1.43X10°¢ 003 1.02

CFNX28X2001 2.00X10¢ 0.60 142

CFNX39X2001 5.86X100 458 425

TABLA 3. Aumento en los valores de frecuencia de f ia del pldsmi imbidtico en cruzas de

cepas con diferentes tipos de amplfficaciones.

RRARREGLO
DESAMPLIFICACIONES

COMTEGRACIONES

DELECIONES DE ALTO ORDEN

Tabla 4. Tipos de g

CARACYERISTICAS CRUZAS

pSym proveniente de cepas amplificadas 9, 10, 11, 14, 18, 16, 17
2X, 3X y 8X, con tamafics mencres a los
de 1a amplificacién Iniclal (~pSymCFNXS).

Generalmente entre pa y pSym 1, 10, 13, 14,16, 17, 18
lificado, o
Genenaimante dal pSym proveniente de 9, 18, 17

las cepas con algin tipc de ampliticacién
(2%, 3Xu 8X) y de tamafo mendr al de la
CFNXS (= pSymCFNX2).

Encontradas Onicamente en las 2
transconjugantes cbtenidas de la  cruza

CFNX5 X 2001 y con tamafos menores al

del pa.

En las cruzas

15-17, se intenté determinar la frecuencia de transferencia



do los pSym con distintos grados de amplificacién en ausencla del pa (Tabla 2). Entre
las transconjugantes de las distintas cruzas se observaron algunas con pa, ademds
de una serie de distintos tipos de rearreglos (desde desamplificaciones,
cointegraciones, deleciones y mezclas de elias) (Fig. 21 a 23). Estos resultados nos
indican que las donadoras s/ tenfan pa, a pesar de que se suponfa que carecfan de él,
aunque en una proporcién muy baja, por lo que no fué visto en el momento de
analizar el patrén de plasmidos,

Finalmente en el tercer bloque (cruzas 18-20), se estudio la frecuencia de
transferencia de cepas con un pSym deletado de la regién de 120 kb, en presencia
(cruzas 18 y 19) y ausencia {cruza 20) del pa. Podemos observar que la frecuencia
de transferencia de este pSym en presencia del pa, es menor que la del pSym
slivestre (Tabla 2). Cuando se utllizé como denadora la cepa con pSym deletado sin
pa (cruza 20), se observé una frecuencia de transferencia muy elevada; aunque en el
andlisls de pldsmidos de las transconjugantes, se cbhservaba un sélo pldsmido, de

tamafio comrespondiente al del pSym deletado (Tablas 2 y 5; Fig. 24 a 26).

CRUZA FRECUENCIA DISMINUCION CON DISMINUCION CON

vy DE TRANS- RESPECTO A LA CFNX5 RESPECTO A LA CFNX5
FERENCA (X 10%) (Num. veces)

CFNXSXGMIS023 1.8X10# . -

CPNX2XGMIS023 1.04X106 0.76 043

CFNX3X2001 1.4X10-8 - .

CFNX2X2001 0.234%1-4 117 0.4

TABLA 5, Disminucién en los valoras de fi ia de trans! ia del pldsmido simbidtico deletado en

cruzas de cepas con dierentes caracter(sticas.



CRUZAS IN PLANTA,

El objetivo de eslos experimentos era el d(; determinar la influencla de la
presencia del pa sobre la capacidad de transferencia del pSym en la rizosfera,
detectando a las transconjugantes por su capacidad para producir nédulos.

Los resultados obtenidos en los experimentos in planta se resumen en ia tabla 6,
en la cual se sefalan: los experimentos realizados (1, 2, 3a y 3b) indicando con
subindices el nimero de plantas inoculadas, la proporcidn en que fueron mezcladas
las cepas donadoras (D) y receplora (R) (107 o 1086 células), para cada una de las
cruzas (10-20-8 + 2001 y 8-11 + 2001) se sefiala cual es la cepa donadora y cual
es la cepa receptora, las caracteristicas principales de plédsmidos presentes o

" ausentes (plasmidos necesarios para la nodulacién y la presencia o ausencla del pa),
el total de nédulos obtenidos (nimero de transconjugantes que heredaron el pSym)
con caracter(sticas rifR al momento de incubar el contenido de dichos nddulos, et
nimero de nédulos por matraz y una estimacién de la frecuencla de transferencia
del pSym, para la cual, se supuso que cada nddulo provenia de una \ransconjugante
{un nédulo:un;a transconjugante), por lo tanto, dicha estimacidn da el sigulente

cociente:

frecuencia = DUMArQ de nddulog
células donadoras

donde el nimero de células donadoras es el produclo de 1a proporcién (10 0 107 °



células) por el nimero de plantas Inoculadas (8-12 plantas). Se incluyen los
resultados obtenidos de las plantas inoculadas con cada una de las cepas como parle
de los controles, tanto negatives (no producen nédulos) como positives (sélo la CE-3,
produce nédulos).

Las plantas se inocularon con mezlas de células (cepas 8-11 + 2001 y 10-20-8
+ 2001) en proporcién 1:1 poniendo 100 pi de Inéculo con 107 células de cada cepa
(experimentos 1,2 y 3b) o 106 células (experimento 3a), e incubando las plantas por
" 15-21 dias. Las cepas 10-20-8, 8-11 y 2001 son Incapaces de Inducir la formacién
;ie nédulos, por la falta def pb (10-20-8 y 8-11) o pd (2001), resultado confirmado
por los controles negativos y positivos (tabla 8), por lo tanto los nédulos obtenidos
al Inocular con mezclas de estas baclerlas deben estar formados por
transconjugantes de 2001 que heredaron e} pSym de la cepa que lo portaba (fotos
no mostradas). Asl, los resultados sefialados en la tabla 6 muestran que el mayor
nimero de nédulos se presenté cuando la cepa donadora llevaba el pa ademds d.el
pSym, no as/ para la que carecla del pa, esto nos indica que el pSym se transfiere
bajo estas condiciones y que el efecto del pa sobre el pSym se observa tamblen /n
planta . Si suponemos que cada ndédulo estd formado por una transconjugante,
‘ﬁodemos hacer un cdlcufo aproximado de Ia frecuencia de transfarencia del pSym en
estas condiciones (tabla 6). Como puede observarse, las frecuencias de
transferencia en presencia del pa slerﬁpre son mayores que cuando este pldsmido no
estd, lo que confirma una vez mds el efecto ayudador del pa para la transferencla

de! pSym y ademds que este proceso puede Mevarse a cabo utilizando plantas como



medlo de seleccién de transconjugantes (capacldad para producir de nédulos).
Tenlendo presente lo anterior {un nédulo:una transconjugants) y asf como el nimero
de nddulos por matraz obtenldos del control positivo (cepa CE-3), estos tiltimos
pueden ser tomados como el 100%. Los resuitados porcentuales obtenidos de esta
forma, tanto de la cruza 10-20-8 + 2001 como de la 8-11 + 2001, se tiens lo
siguiente:

experimento 1 13% (10-20-8+2001) vs. 0% (B-11+2001)

experimento 2 ...... 16% (10-20-8+2001) vs. 12% (8-11+2001)
expetimento 3a ... 35% {(10-20-8+2001) vs. 0% (8-11+2001)
experimento 3b ...... 89% (10-20-8+20G01) vs. 18% (8-11+2001)

lo anteriormente expuesto Indica y a la vez refuerza , al igual que los resultados
obtenidos a partlr de las frecuencias de transferencia del pSym, un mayor
porcentaje, siempre, para las transconjugantes (2001 que heredaron, por lo menos,
el pSym de la cepa donadora) obtenidas a partir do la cruza de la cepa que posee el
pa y el pd mostrando diferencias que van del 2 al 71%; asf pues, vemos reflejado una
vez mds el efecto ayudador que el pa tiene para la transferencia del pSym in planta.

Por otra parte, en el andlisis de pldsmidos de las cepas transconjugantes (dalos
no moslrat-!os) de ambas cruzas, al parecer siempre pasa el pSym con (igual a la
cepa silvestre) o sin el pa, e incluso, en algunos de los geles analizados con las
transconjugantes de la cruza 10-20-8 + 2001, paracia haberse transferido el pSym
con el pa en forma de cointegrado, como se menciond en la parte de experimentos In

vitro.
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Tabila 6. Resyitados obtenidos para cada uno de los experimentos realizados in planta .

{1) Nadulos con cokonias ritR & dos por j {2) Control positivo. Néduloa con
colonias cracidas en PY. {3) Control nagativo. (4) Nodulos por matraz. (5) Estimacion da la
frecuencia da transterencia del pSym. {6) En 100 pl. (7) Para la cruza 10-20-8 + 2001 s& usaron
6 plantas y para la cruza 8-11 + 2001 se usaron 8 piantas. (8) En ambas cryzas se usaron 12
plamas. (9) B na de plantas vsadas en los dos experi 8 fué de 10.
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Los objetivos generales que motivaron la realizactén de este trabajo fueron:
primero, conocer el efecto que producfan los diferentes tipos de rearreglos
(amplificaciones o deleclones) en la frecuencia de transfaerencia del pSym de la cepa
CFN42 de R. et en presencia y ausencia del pa, para el cual se obtuvieron resultados

“que Indicaron el efecto positive (aumento en las frecuencias de transferencia)
cuando se trataba de amplificaciones en el pSym o bien el efecto negativo
(disminucién en las frecuencias de transferencla) cuando se trataba de delecionas en
este plasmido, ademds que se confiné el efecto ayudador del pa puesto que en
ausencia de éste, dicho efecto no se lleva a cabo (frecuencias muy bajas). Para el
segundo objellvo general, que fué el de saber si el efecto ayudador del pa para la
transforencia del pSym se llevaba a cabo /n planta fué confirmado con los

experimentos realizados para ello.

CRUZAS IN VITRO.

Algo que se ha venido viendo durante la realizacién de todas y cada una de las
cruzas, es la gran variedad de rearreglos, no solo del pSym, sino ademéds del pa asl
como del pa con el pSym (labla 4), y sobre todo con una amplia gama, en cuanto a
nimero de rearreglos, generalmente en funcidn al nimero de coplas presentes en la
region nifHDK (120 kb) en el pSym de la cepa donadora, siendo la de mayor nimero
de rearreglos la cepa CFNX39 (octuplicada), lo que indica la gran versatilidad que

algunos pldsmidos tienen, poniendo en evidencia toda una gama de fenémenos

o



recomblnacionales producidos, en este caso, entre el pa y el pSym. Cabe referir la
generacién de un nuevo tipo de rearraglo: deleclén de alto érden (cruza 2), que
posiblemente corresponde a una delecién no del pSym sino del pa. Todo lo anterior
nos habla de las posibles formas con las que se logra !a diversidad, no solo
plasmidica sino gendmica, en general, la cual debe generarse de forma natural entre
las cepas que comparten una vida saprofltica {en el suelo) al transferirse diferente
informacién genética proveniente de pldsmidos de ofras cepas bacterlanas, No hay
que perder de vista que las frecuencias de transferencia mostradas en los
resuftados obtenidos para cada cruza, en realidad pertenscen a los eventos
recombinacionales que se producen de forma mds frecuente , en este caso, seflalados
con porcentajes (tabla 2). -

Del primer bloque (cruzas 1 a 8), para las cruzas Iniclales (cruzas 1 y 2) los
resultados obtenidos fueron los que se esperaban: con al efécto ayudador del pa
sobre la transferencia del pSym (10-6). De estos, aunque los mayores porcentajes
pertenacieron a la transferencia del pSymCFNXS5 (57% para la cruza 1y 62.5% para
la 2), tamblen hubo otros tipos de rearreglos (cointegrados pa-pSym y dslaciones),
lo que suglere un mecanismo de recombinacidn producido, entre otras cosas, por la
presencla de las abundantes secuencias homélogas referidas por Girard, et al.
(1991) que el pSym tiene con el pa. Ahora blen, falta determinar la naturaleza reat
de dichos rearreglos, como son: conocer si la cointegracién del pa es del plésmido
completo o solo de una parte de él, determinar si la cotransferencia del pSym con el
pa (formando cointegrados o por separado) produce algiin rearreglo previo del cua!

no se tiene evidencia a simple vista, saber cual es el mecanismo exacto con el que se

ot



producen todos esios tipos de rearreglos (colntegracién), cuales genes-proteinas
participan para ello, determinar que regién del pa se deleta para ia producelén de las
delaclones de alto 6rden, saber si esta reglén es la que con mayor frecuencia se
deleta 0 no y por consigulente, cuales son las secuencias o reglones que se
conservan, etc. Al menos para esta Ultima parte, Brom (comunicacién personal) ha
obtenido recientemente, de forma andloga, un plésmido caracterizado por la
presencia de una deleclén de alto érden, con un tamafio aproximado a 90 kb al que ha
denominado pA, otra caracteristica es que posee secuenclas homdélogas no solo del pa
sino ademds del pf, pertenaciente a una derivada de la cepa CFN42. Incluso, la
generacién de un tipo de rearreglo nuevo mientras se reallzaba este trabajo
(delecién de alto érden), no descarta la posibilidad de que tenga, ademéds de una
delecién del pa, una cointegracién-delecién con o1 pf, puesto que éste no se observa
on las fotos para el andlisis del pérfil de pldsmidos.

En las cruzas 3-4, en donde se querla saber la frecuencia de transferencia del
pSym a una cepa donadora con el pSym completo {4) o sélo con parte de él (3); la
disminucién en la frecuencia de transferencia para ambos casos se atribuye
directamente a la presencia del pSym (completo © no) en la cepa receptora, con una
consecuente dificultad para el desplazamiento de éste.

De las cruzas 5-8, cuyo objetivo ara conocer las frecuencias de transferencia
del pSym de una cepa carente del pa, en donadoras con una poza plasmidica y
caracteristicas del pSym diferentes (cqmplato, cruza 8; deletado, cruza 7 o ausente,

cruzas 5-6), silempre se obtuvo una frecuencia de transferencia menor a la que
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pudiera ser vista {< 10-8) o blen, muy baja {(cruza 5), debldo, en primer lugar a que
la cepa donadora al no poseer pa, carece del efecto ayudador de este pldsmido; en
sagundo lugar, al conjunto plasmidico que las cepas receptoras contienen y que elio
les proporciona no solo un genotipo diferente, sino tamblen un fenotipo distinto al de
la cepa sllvesire y que se ve reflejado con ta disminucién en la frecuencia de
transferencia. Por ejemplo, la cepa 3-53 (usada como receptora) que caraece del pb
y por eollo estd afectada en la produccién de LPS (lipopolisacéridos) y
subsecuentemente en la composicién de su pared celular, esto pudiera ser una
caracteristica importante en la bacteria para que no se fleve a cabo un evenlo
conjugacional normal. En el caso de la 1-95-1, tal vez no sélo la posesién dei pb y pe
deletado, sino de la falta de los otros pldsmidos sea un determinante negativo para la
transferencia de materlal genético por medio de la conjugacién. En la cepa CE-3,
como se sefialé en la cruza 4, el efeclo que genera la posesion de un pSym en la cepa
receptora , se reflisja, aun con el pa, en una baja frecuencia de transferencia, mas
aln sin éste, sobre todo por la dificultad que implica desplazar al antiguo pSym.
Finalmente, y de forma aparentemente contradictorla con las anteriores, la cepa
GMI9023 de la especie Agrobacterium tumefacienmndo es usada como receptora,
slendo una cepa tolaimente carente de plasmidos y que por ello deblera producir un
comportamiento similar al de los anteriores (baja frecuencia de transferencia del
pSym), no lo dd, quizds porque se trata de una especie diferente a Ah/zobiumaunque
taxonémicamente son especies cercanas y ademds comparten el mismo
microamblente (rhizosfera); quizas tamblen, la informacién gendtica contenida en el

cromosoma de esta cepa provoca un efecto positivo en el pSym a través del efecto
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que of pa tlene sobre este para su transferencia por medio de la conjugacitn y que
por ello ésta cepa funciona perfectamente como receptora y posterior
transconjugante. No hay que descartar como un tercer lugar, al posible efecto que
provocd en ia bacteria la utllizacién del antiblético cioranfenicol como medio de
seleccién de mutanltes resistentes {sin las resistenclas que confiere el GDYN, usado
en olras cepas), para posteriormente obtener iransconjugantes; sin embargo, dicho
efacto no puede ser cuantificado porque no se obtuvieron mutantes resistentes a
otros antibidlicos para poder hacer fa comparacidn con éste.

Para el segundo bloque de cruzas (9-17), la determinaclén de ias trecuencias de
transferencia de cepas con e pSym amplificado (dupiicado, triplicado u
octuplicado) hacia cepas carentes de pSym, se observé una tendencia gradual en el

aumento de las fr tas do transf ia con respecto a la cepa silvestre

{CFNX5), que aunque con pequefas variaclones enlre las cruzas 9-11 y 12-15, todas
estuvieron en el érden de 106, el aumento en las {recuencias de lransferencia
silempre fué muy evidente {tabla 3) y generalmente correlacionado con el grado de
amplificacién de! pSym en la cepa donadora. Asf eslo puede correlacionarse,
directamente, con el aumento en el nimero de secuencias homélogas entre los
plasmidos a y d, fo que resulla como uh apoyo mds al mecanismo de cointegracion,
auque no del todo en rechazo al de donacién, propuaestos para Ia transferancla del
pSym con las funciones ayudadoras del pa, ya que ia cotransferencia de! pa y pSym
por separado tambien fué observada, sin embargo no podemos saber si los piasmidos
transferidos halian pasado formando u;n cointegrado y resolviéndose despues en Ja

cepa recepiora.
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Algo que surglé de manera notorla, como ya se menclond, fué que el grade de
amplificaclén no se mantuvo en las transconjugantes, observdndose los numerosos
rearraglos obtenidos para las transconjugantes de cada una de las cruzas con las
cepas amplificadas, los cuales, segin el tipo de amplificacién presente en el pSym
tendfan a ir en aumento: menor nimero de reameglos para las duplicadas (2 tipos) y
mayor nimero de rearreglos para las octuplicadas (3-8 tipos). De entre los
diferentes rearreglos observados (cointegrados, desamplificaciones y deleciones),
es claro que en muchos de ellos, si no en su mayoria, se presenté una tendencia a la
desamplificacién por delecién de fragmentos de diferentes tamafios, produciendo
bacterias con pldsmidos de diferentes tamafios (desde la amplificacién original hasta
deleciones de tamaiios aproximados a la de la cepa CFNX2), pero lo més sorprendente
fué observar que a pesar de ello segufan manteniendo la capacidad de soportar altas
concentraclones de antiblético (l_(anSO o kan100) con respecto a la CFNX5 (kan15), lo
que suglere como una posibllidad la delecién de grandes reglones del pSym, pero no
del cassette GDYN, probablemente producido por una dobte recombinacién, tal vez
sitio especifica, con la deleclén de un fragmento. Una segunda posibilidad es que en
e momento en e} que se produce la delecién se incluya dentro de este fragmento al
GDYN, pero que de alguna forma esta nuevo tipo de rearreglo halla “creado® un nueve
marco de lectura para llevar a cabo y de forma conveniente, una “nueva® via de
degradacién de antibléticos lo suficientemente eficiente como pare permitirle a la
bactarla sobrevivir a dichas condiciones. Una tercera posibilidad, combinada con ta
segunda, es que la formacién del cointegrado pa-pSym per se proporcione algun tipo

de informacién (.?) para asi proporcionarle la resistencia necesaria para la
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concentracién especifica del antlblético usado, especiaimente de kanamicina. Y upa
cuarta posibilidad es que las caracteristicas de la cepa receptora junto con las
adquindas (informacién del pSym y/o pa) sean suficientes como para soportar en
forma de transconjugante estas concentraciones de antibiélico.

Por otra parte, como pudo cbservarse en los diferentes periiles de plasmidos, of
hacho de conservar plasmidos (resueltos) de diferentes tamaiios pudo implicar, desde
ol principio, un posible impedimento para flevar a cabo el efecto ayudador del pa de
{a bacteria donadora en la transferencia de un pSym amplificado de forma eficaz
(por su gran lamaﬁg). ya que claramente se ve Ja tendencia a la desamplificacién
hasta 6rdenes similares a los de fa cepa silvestre (CFNX5), todo elfo sugerido en
base a los porcentajas obtenidos en los resultados, al menos para las cmias g-11,
ya que en las mismas cruzas pero con la 2001 como receptora o donadora (12-17),
con excepcién de la 14-15, no tuvieron esa tendencia “orientada” a Ia
desamplificacién observada en altos porcentajes hacla tamafios simllares a los de la
cepa silvesire, 8ino a una vardadera mezcta de rearreglos, como fueron la
{formacién de colntegrados (previamente dosamplificados) con la colransferencla del
pSym tambien desamplificado hasta drdenes aproximados a los de ta CFNX5 (fabla 2
y gréficas).

Especiticamente para las cruzas 15-17, fas frecuencias de transferencia
obtenidas no fueron las esperadas, puesto que los resuitados sugieren que las
donadoras s{ contenlan, si no todo el pa, al menos una pequefia fraccion de é!, ya que
cuando sa hizo eif andtisis de! pérfll de plésmidos para escoger a fas posibles

donadoras de estas cruzas, no se vela ninguna diferencia con respecto a las
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caracterfsticas buscadas; sin embargo, los resultados no mostraron la presencia del

pa; por lo que, incluso, es una forma de explicar el gran numero de rearreglos entre

estos plasmidos. Otra posibilidad que surge es que la ampliticacién per se produzca
un aumento en la frecuencia de transferencia del pSym y de rearreglos de éste

pldsmido que den tamafios similares al cointegrado pa-pSym, ya que pa (sélo) no se
encotré (cruza 16), a diferencla de las cruzas 15 y 17 {con ampiificacién y pa); lo

cual implica, al menos para el caso de la cruza 16, la necesidad de la presencia del

pa (efecto ayudador) para dar lugar al aumento en la frecuencia de transferencia del

pSym.

Finaimente, para el tercer bloque do cruzas (cruzas 18 a 20), la obtencién de las
frecuenclas de transferencla Indicaron, como era esperado, una disminuclén con
respeclo a la cepa silvestre (tabla 5), que aunque para la cruza 18 ia disminucién fué
minima (aproximadamente 0.4 veces), para la cruza 19 ésta fué un poco mds
evidente (0.8 veces menos), lo que puede ser explicado como la pérdida de una zona
importante Incluida en la regién deletada {120 kb) de la cepa CFNX2 dando como
resultado una disminucién en el ndmero de secuencias homélogas con el pa para
llevar a cabo la colntegracién con el pSym (regidn de mayor homologia con el pa) y
por lo tanto su posterior transferencia. Por otra parte, la frecuencia de
transforencia obtenida en la ¢ruza 20 indica que posiblemente la cepa donadora
habla tenido algin tipo de reafreglo y llevaba parte del pa {(aunque no era evidente a
simple vista) y por ello se obtuvieron frecuencias en la transferencia muy altas
para este pSym deletado ‘rearreglado” (muy similares a las fracuencias de

transterencia del pa).



CRUZAS IN PLANTA

El objetivo de estos experimentos era el de conocer si la transferencia del pSym
podia llevarse a cabo bajo la influencia del pa o bien sin esta, a partir de fa obtencién
de transconjugantes seleccionados por la propla planta (formacién de nédulos), lo que
fué confirmado, ya que las plantas inoculadas con cepas carentes del pa presentaron
un menor numero de nédulos (obtenldo en porcentajes) con respecto a las plantas
inoculadas con cepas que posefan el pa, lo que sugiers que la planta es un modelo
favorecedor para que se lleven a cabo fendmenos conjugacionales. Lo anterior
traducido a frecuenclas de transferancia del pSym en presencia y ausencla del pa
indica que el pSym se transfiere en la rizoslera a frecuencias mayores cuando estd
presente el pa (2.4 X 10-8, en promedio), que cuando no lo estd (0.26 X 108, en
promedio); esto nos habla de la distribucién del pSym en una poblacién dada. Con lo
anteriormente sefialado, puede especularse que dicha distribucién y por las nuevas
caracterlsticas presentes determinadas por el intercamblo genético (a través de la
conjugacién) den lugar a la evelucldn, primero de poblaciones enteras y luego de

especies:

DISTRIBUCION DE UN p?ym EN UNA POBLACION
RECAMBIO GENETICO - CONJUGACION
MEJOR ADAFTACION AL ngDIO EN EL QUE VIVEN
EVOLUCION ! ESPECIFICA
EVOLUCION f!OBLACIONAL



Por otra parte, algunos datos {no mostrades) indicaban en la visualizacién de
pldsmidos a algunos pSym’s de tamaiios mayores al de la cepa silvestre, lo que
suglere que la transferencia /n planta tambien es un sistema que es capaz de dar lugar
a la formacién de rearregios (cointegraciones) y comblinacionss de pldsmidos
transferidos (pSym solo o con el pa).

Asl, estos experimentos dan la pauta a conciuir que la transferencia y rearreglos
de material genético plasmidico, en esle caso del pSym y del pa, pueden llevarse a

cabo en la naturaleza.
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CONCLUSIONES



1. El pa ejerce un efecto ayudador para la transferencia del pSym de |la cepa CFN42

DE Rhizobium etil.

2. El efacto ayudador del pa se ve atectado por el grado de amplificacién o delecién

de! pSym.

3. Cuando el pSym contiehe secuencias amplificadas, las frecuencias de
transferencla aumentan proporclonalmente al Incremento de éstas en presencia del

pa.

4. Cuando el pSym contiene secuenclas deletadas, las frecuencias de transferencia
disminuyen an relacién a la cepa slivestre ain en presencia del pa (regién de aita
homologfa entre el pa y el pSym), lo que sugiere !a existencia de sitios de

reconocimiento preferenciales para la accién del pa.

5. La busqueda de transconjugantes con pSym’s amplificados (resistentes a altas
concentraciones de antibliéticos) permiten la seleccién de otros eventos que

confieren las caracteristicas seleccionadas (rearreglos entre pa y pSym).

6. Este trabajo apoya la hipdtesis del mecanismo de transferencia por cointegracién,
aunque no descarta totaimente al del mecanismo de donacion para la transterencia

"



del pSym.

7. La frecuencia de transferencia del pSym tamblen puede verse afectada por las

caracteristicas de la cepa receptora.
8. En plantas, la transfersncia de! pSym en presencia de! pa se lleva a cabo con

mayor Ireéuencla (efeclo ayudador) que en ausencia de éste (medio nalural), de

manera homdloga que como se observé in vitro.
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Fig. 10. Grafica de porcentajes da plasmid enlas ji de la cruza CFNXS X GMIG022 A CFNY5.

B.GMI9023/pdCFNXS. C. GMI9023Ipa+pdCFNX5 {separados). D, GMIS02pa-pdCFNX5 (farmando cointegrado). Los
bindit ponden a las bandas obtenidas en el gel para la visualizacién de plismidos.




PORCENTAJE (%) )
A
10C — " o=
s =
62.5%
80—
A B € D 1253
60—

N

20

DA, rususss
> PRESENTES

pSym + pa deletado D

pSym CFNXs B paypSym CFNX5 ©

Fig. 11. Gréfica de porcentajes de plasmidos presentes en las transconjugantes de la cruza CFNX5X2001. A. CFNX5. B.y C.
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Fig. 13. Grifica de plésmidos presentes en las transconjugantes de la cruza CFNXSXCE-3. A. CFNXS. B.GE-3/pdCFNX5. EI
subindice cormesponde al gei con las bandas obtenidas para !a visualizacién de plasmidos.
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FIG. 18, Grifica de porcentajes de plismidos presentes para las transconjugantes de la cruza CFNX26X2001. A. 2001/puCFNXZ
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Fig. 19, Gréfica de porcentajes de plismidos presentes pata las transconjugantes de la ¢ruza CFNX28X2001. A. CPNX28.
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i (~CFNX26) . D. 2001/pdCFNX28.  Los subindices corresponden al gel con las bandas obtenidas para la
visualizacién de plésmidos.
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FIG. 21, Gréfica de porcentajes de plasmidos praserttes en las transconjugantes de la cruza 2001/pdX26XGMI9023 A. CFNX26. B
C.GMIg023/pdCFNX26 desamplificado (~CFNX5).  Los subindices corresponden al gel con las bandas obtenidas para Ia
visuafizacién de plasmidos.



PORGENTAJE (%)

25%

®
o
0

PRESENTES

— PLASMIDOS

HARTS

Smehtiat e
S A
B A e
e R A e N

pa-pSymCFNX28 desamplificado D

‘pSymGFNx28 E

do €

'y

100 <

80 -

604

40-1

pSym

19023/pdCFNX28 desamplificad
visualizacién de pldsmidos.

Fig. 22. Grifica de porcentajes de plismidos presentes en las transconjugantes de la cruza 2001/pdX28XGMIS023 A. y B.CFNX28. C.

GMIS02VpdCFNX28 desamplificado (~CFNXS) sin pa. D. GMI9023/pa-pdCFNX28 + pdCFNX26. E. GM
{~CFNX26) o CFNX28. Los subindices corresponden al gel con las bandas obtenidas para la
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Fig. 23. Gréfica de porcentajes de plismidos presentes en las transconjugantes de la cruza 2001/pdX39XGMIS023. A. CFNX39.
B. 2001. C. GMI9023/pdCFNX39 desamplificado{=CFNX5). D. GMIS023/pa-pdCFNX39 desamplificado (=CFNX5) o pdCFNX39
desamplificado (~CFNX26). E. Donacién de pd desamplificado (=CFNX2) y pd desamplificado (=CFNX5) + pa o =CFNX26 o
CFNX28, F. GMI9023/pdCFNX39 desamplificado (=CFNX26) + pa-pdCFNX39 desamplificado (=CFNX5). G, GMIS023/pdCFNX39
desamiplificado (~CFNXS) + pd=CFNX26 + pa pdCFNX39A. H. GMig023/pdCFNX39 desamplificado (=CFNX5) + pa-pdCFNX39
desamplificado. ). GMIS023/pdCFNX39 desamplificado (~=CFNX26). Los subindices corresponden al gel con las bandas
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Fig. 24. Grafica de porcentajes de plasmidos presentes en las transconjugantes de las cruzas CFNX2XGMI9023 A, CFNX2,

B.GMI9023/pa + pdCFNX2. C. GMI9023/pa-pdCFNX2 (formando cointegrado). D. GMIS023/pdACFNX2  Los subfndices
comresponden al gal con las bandas cbtenidas para la visualizacidn de pldsmidos.
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Fig. 25. Grdfica de porcentajes da pldsmidos presentes en las transconjugantes da fa cruza CFNX2X2001 A. 2001.
B.2001/pdCFNX2.  Los subindices correspondan al gel con las bandas obfenidas para la visualizacién de pldsmidos.
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Fig. 26. Grafica de pr jes do plasmid tes en las trar

de {a cruza 2001/pdAX2XGMI9023.
A. 2001. B. GMIQOZS/pdCFNXZ. El subindice can'esponde al gel con la banda obtenida para la visualizacién de
plasmidos,
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