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Algunos organismos procariontes del suelo son capacea da fijar nitrógeno atmosférico debido a la 

praaenc:la del complejo enzlméllco da la nllroganasa. Las bacterias Gram ~egallvaa del género 

Rhlzoblum lnteractuan con las raleas de plantas leguminosas lnduclén.do una relación simbiótica. 

Durante la slmblósls, un nuevo órgano aapeclalizado ea formado, al nódulo, que es el producto de la 

dHerenclaclón bacteriana y da las células vegetales. En ol nódulo·se lleva a cabo la fijación biológica ~el 

nitrógeno (reducción del nitrógeno atmosférico a amonio). Muchos determinantes gen6llcos de los 

1lmblont11 son responsables para esta proceso de diferenciación. 

El genoma da Rhlzoblum esté organizado on dos difarenles tipos de replicones, el cromosoma y 

grand11 plismldos. Usualmente los ganas Involucrados en el proceso de nodulaclón y fijación de 

nllrdj¡ono ""n localizados en un solo pl61mldo (pSyrn, 390 kb). 

Una ceracterl1tle11 general del genoma de Rhlzoblum es la prenncla de un gran mlmero da 

MCU1ncla1 rellaradaa. Rhlzoblum •rll capa CFN42, es una bacteria, simbionte general del frijol 

(PhaMO/ut vulgaris L), con seis pl61mldo1 que tienen un tamano que está entre el rango de 150 a 650 

kb. El pSym contiene, aproximadamente, 10 familias da secuencias rellerad11 de DNA de dos a tres 

... mentoa cada una. Una de estas famlllH Incluye dos 1ecu1nclas directamente orfent1d11 de 120 kb. 

corrnpondllnte 11 oper6n de la nllrogenaaa. Se hl demo11rado que la recombinación entre estos dos 

elementos repetkloa puede guiar a la formación da diferentes tipos de raarrogtos gen6mlco1, 

Incluyendo ampllficlclonH y deleclones. El an4\lsls obtenido di la hlbrldlzaclonas del pSym con cada 

uno de loa demU pWsmidoe, NVtló que al pSym lleno MCUencl11 repelidas presentas en 101 p"&mldos 

t, by a. El pa mostró la mayor e11ntldad da secuencias conaerv1dl1 con el pSym (19 fragmentos BamHI 

con -· potitlVll do hlbridlucl6n). 

Loe pfliamidot conjugatlvo1 contribuyen 11 Intercambio gen•Uco entre poblaclonH bacterianas. Se 

conocen varioa p&6amldo1 autotra1l1rtbl11 en Rhlzoblum •fil. El pSym 11 autotran1flare a una baja 

frecuendl (10-1). Otro plUmkto de e1ta e11p1 (pa) es autotran1l1rible, pero a u1111 trecuenci8 muy atta 

(10·2, 10-1), Le frecuencl1 de transf1r1ncl1 de 101 ottOI pll.1mldo1 (b, e, e y 1) es menor a 10·1 (no 

det1ctabl1). Se sabe que la frecutncla de tr1n1terencl1 dll pSym Incrementa 1ignlflcatlvam1nte en 



preuncla dol pa (100 v.c.1), El mecanllmO Involucrado en esle fenómeno pueda ser el de donación o el 

colnt•gr1clón. 

En 11t1 trablJo H dettrmlnd 11 electo ayudador del pa sobre 11 translarenda del pSym de cepas 

con dll111nt11 tlpoa de reuregloa en 11te phl1mldo (ampllllcaclones y dtleclones), midiendo la 

trecuend1 de tran1terencla del pSym en pre11ncla y auHncla del pa. La metodologla utllluda para 

logr•r 101 objellvoa planteado• en este tr1b1Jo tu6 por medio dfl exp,ertmentos In vltro 111 como de 

1xp1rlm1nto1 In pl•nta. Los primeros H realluron a travb de cruzas bacterianas de cepas con 

caract1rl1tlcaa previamente eatablocidas, posteriormente con 11 obtención de tran1conjug11nt11 . y 

llnatmentt con la detenmnadón de ID lrecuenclas de transferencia del pSyrn tn1n1f1rtdo. Loa Hgundos 

1xpartmento1 fueron r111lzedos con otro tipo da cepas donadoras (con y sin pa), utilizando como medio 

de "'9cd6n la formación de nódulos radicales en p1anlu de lriJ<>I {Phaseolu1 vutgarl1), lo anterior con 

el fin do semejar tas condiciones que se dan en la natural11a. los resultados obtenido• de los 

experimentos In vilro ttrecu1nclas da trantlerencla del pSym do las dlterante1 cepas usadaa en 

pr1itenda y auaencla del p1), lueron usados para la conformación de tablaa compar111lv11 de lr.cutncias 

d• tr11n1terancla dtl pSym de 111 dller1nta1 cepH ullllzadas, Incluyendo loa datos obaerv1dos 

dlrectamerrt1 de 101 geles de agarou para la vt1uall1ad6n de pl61m1do1 (marcados como porcentajts), 

loa cualea augleren en conjunto que: ·1) e\ electo •~dador del pa (aumento en la lrecuencla de 

tranaterancia del pSym Mlv11tra on presencia dol pa) ea ef•rcldo para la translerencla del pSym 

11tv11tre, 2) que dicho tfecto ae ve afectado directamente en tunct6n al órden de ampllflcaclón o 

dlltddn prtMnta en ti pSym de la cepa donadora (mayor aumento en la trecuencla de tran1tarancla del 

p8)1111 •l!l>llflcado y dl1mlnuclón do ella con al pSym dalelado), y 3) que la lranslaroncla del pSym por 

medio del electo ayudador del pa permite la 1e\1ccl6n de numero101 rHrregloa {delaclon11. 

d11ampllflc1clonH, colnttgraclonea, delectonea dt alto órdtn). Por otra parte, los resultados 

obtenido• de los 1111p1rtmento1 In planta y vertllcado1 por medio de la vleuall11cl6n en geles dt 

ag1ro11 de la. plibmldo1 conl1nldo1 por estas cepas (donadores y transconjugantes) mostraron, en 

OIM'fll, un mayor número de planto con n6duk>s cuando lal ~s utilizadas cont1nlan pa que cuando 

no ao contenlan, \o que indica daramtnta que el etecto a)'Udldor dtl pa para la tranaterencla del pSym 

M - a callo In p/lnfll, 



INTRODUCCION 



Todos los seres vivos requieren de nitrógeno para su crecimiento y desarrollo; 

aunque el nitrógeno molecular es relativamente abundante y constituye 

aproximadamente el 70% de la atmósfera, la molécula de nitrógeno es casi Inerte 

químicamente (Romero,1991). Ello se debe a que la molécula de nitrógeno 

atmosférico está unida por un triple enlace (N,. N) (Conn, 1978). 

Sin embargo, algunos organismos son capaces de convertir esta vasta reserva 

de nitrógeno gaseoso a formas de nitrógeno combinado, como amonio. Se estima que 

para restaurar la fertilidad del suelo (pérdida anual de 25XHJ6 toneladas de 

nitrógeno por cultivos y filtraciones en los suelos), se regresan 3XHJ6 toneladas de 

fertilizantes y otro tanto se lleva a cabo cuando Ja lluvra hidrata a ros óxidos de 

nitrógeno que se producen en la atmósfera durante las tormentas eléctricas y 

posteriormente se precípltan en el suelo como nitratos y nitritos, así como por 

efectos de ia luz ultravíoleta, procesos Industriales, etc. (aproximadamente el 

02 
N2 + 02 ·-- 2NO ••••• 2N02 

5% de la conversión de nitrógeno atmosférico a formas combinadas de este). Para 

el caso de los procesos índustrtales, se ve claramente un Indice de dificultad, la cual 

puede representarse en el proceso Haber, que rncluye la reacción del N2 y del H2 a 

temperaturas y presiones elevadas para formar NH3• 

QOoC 

N2 + 3H2 ••••••••• 2NHa --
donde AH H el cambio en el con1nnldo Cl.ldrico qljf N pmduct en ta reacdbn (a ::; b} • prelión c:onaianee. 



Pero la cantidad más Importante (10X10l toneladas, 95%) es recuperada por 

medio de la fl)aclón del nitrógeno, efectuada por organismos biológicos procariontes, 

tanto de vida libre como en asociación con otros organismos (simbiosis) (Conn, 

1978; Romero 1991). 

La fijación del nitrógeno es, Junto con la lotosfntesls y la respiración, un 

proceso fundamental. En realidad, forma parte de una serle de reacciones que se 

conocen con el nombre de ciclo del nitrógeno. El término llJaclón se define como la 

conversión del nitrógeno atmosférico en alguna forma combinada de este (Flg. 1) 

(Conn, 1978). 

Muchos seres vivos requieran de una fuente de nitrógeno combinado, ya sea 

como amonio, nitrato o compuestos orgánicos. Muchos constituyentes de la célula 

viva contienen nitrógeno: protefnas, aminoácidos, ácidos nucleicos, purlnas, 

plrlmldlnas, porflrlnas, alcaloides y vitaminas. Los átomos de nitrógeno de dichos 

compuestos· pasan e las reservas· de este elemento que so encuentra en la atmósfera, 

completando asl, finalmente, los procesos de llJaclón y desnllrificaclón (Conn, 

1978). 

Algunos compuestos Inorgánicos y orgánicos pueden considerarse como 

componentes del ciclo del nitrógeno; entre los primeros están: nitrógeno gaseoso, 

amoniaco, Ión nitrato (NDJ-), Ión nitrito (NO,¡·) e hldroxllamlna (NH20H). Asl, el 

nitrógeno puede existir en forma totalmente oxidada (NO) o reducida (NH3) (Conn, 

1978). 

A pesar de que el NH3 es el primer producto de la fi)aclón biológica del 

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



elaboraclón de componentes nllrogenados de sus tejidos (proteínas, pigmentos, 

ácidos nucJelcos). El exceso de nllrógeno fijado se puede excretar al suelo o en el 

medio en el que se desarrolla este organismo como amoniaco; aminoácidos y 

péptkloa. Así, el Nl-IJ se somete el proceso de nltrlflcaclón o ,para el uso de otras 

formas vivientes (bacterias o plantas) Incapaces de fijar nitrógeno (Conn, 1978). 

La fijación biológica contrasta marcadamente con la fijación química (proceso . 

Haber): 

29'C 

N2 +3H2 -······· 2NH3 ,_ 
Tanto los microorganismos no simbióticos de vida Independiente, como ciertas 

bacterias que viven en slmblósls con plantas supel'fores, pueden llevar a cabo la 

fijación biológica del nllrógeno. Las primeras lo hacen exclusivamente para su propio 

uso (dlazótrofos) y entre ellas s·e encuentran los organismos dlazótrofos aerobios 

del suelo (Azotobactei'lls anaerobios (Closlrld/umj las bacterias fotoslntétlcas 

(Rhodosplrll/um). Los sistemas simbióticos constan de bacterlas(Rh/zob/um, 

Braclyrhlzoblum, etc.) que pueden establecer relaciones mutualistas con las ralees 

de planta, prlnclpalmente con miembros de la familia Legumlnoseae del tipo de la 

alfalfa, trebol, chícharo, frijol, y fijar nitrógeno durante esta asociación (fijadores 

llmblótlcoa de nitrógeno). Dentro de los fijadores simbióticos de nitrógeno pueden 

cllaraa aapeclas pertenecientes a los géneros Rh/zoblum, Bradyrhlzoblum, 

AzomlzÓblum y S/nolfl/zob/um. Sin embargo, las leguminosas no son las únicas 

plantas en las que pueden fijar slmblóUcamente el nitrógeno, pues tambldn lo hacen 



en numerosas aspadas· da ~ •• arbustos, herb6ceaa, ato. (Conn, 1978; Romero, 

1991 : Sprant, 1990). 

Loa repra1&nt1ntas da aato1 ll*!•roa bactarl1noa, son capaces de Interactuar 

con la pl11nt11 (leguminosa), y de hecho lntroduclrH en 1u1 raleas, lnduclando la 

formación da una ellructure, formada por tejidos vegalales llamada nódulo. Los 
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nódulos que se constituyen en las raíces de las plantas son un aspecto esencial en la 

fijación simbiótica. Los nódulos se forman por acción conjunta de la planta huésped 

y la bacteria (siempre una especie particular de bacteria). Dentro de estos 

nódulos pueden encontrarse formas bacterianas en un nuevo estadio de 

diferenciación llamados bacteroldes (Flg. 2). Durante este estadio, es cuando la 

bacteria es capaz de fijar nitrógeno y donarlo, al menos en parte, 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). 

e 1:1 cortex 
1 a tejido Infectado 
Flechas = tefido vascular 

Flg 2. Algunas caracterfstlcas cláslcas de nódulos de leguminosas. A. Un cona transversal de un nódulo 
de Phaseolus vulgaris visto con un mlcroscóplo de luz, cortesla de J.M. Sutherfand. B. Transmisión de un 
mlcroscóplo electrónico de una célula infec1ada de un nódulo de soya: note los bacteroldes contenidos 
en membranas peribacterlales y numerosos organelos en el citoplasma hospedero. Los bacteroldes son 
mas o menos de forma alargada, como varilla, contienen grandes gránulos de poll-B·hldroxlbutlrato· la 
ocurrencia de este polfmero varia grandemente con la especie. C. Fotografía con microscóplo 
electrónico de una célula infectada de Vicia faba, mostrando bacteroldes ramificados: esta forma es 
tlplca de los nódulos de leguminosas de la FamJUa Vlciae y Trifolieae. La membrana perlbacteroidal se 
ha perdido durante la preparación del especimen (Sprent, et al .. 1990). 



Para la formación de un nódulo afectivo, donda se lleve a cabo la fijación de 

nitrógeno, ocurren los siguientes eventos: 

lnlclalmente las bacterias se adhieren a los pelos radicales (se ha sugerido que 

algunos polisacáridos de la superficie celular de la bacteria Intervienen en este 

proceso de adhesión). Los rlzobla Inducen el enroscamiento de los pelos radiculares. 

Posteriormente se forma una estructura tubular de origen vegetal llamada hllo 

de Infección, que lleva a las bacterias a través de diversas capas celulares, hasta 

llegar a las células corticales, cuya proliferación ha sido Inducida previamente; ahí, 

el hilo de Infección se ramifica y las bacterias son vertidas al citoplasma y 

rodeadas de una membrana de origen vegetal. Finalmente, las bacterias se 

diferencian a bactaroldea que fijan nitrógeno atmosférico a través de la nltrogenasa, 

Interactuando metabólicamente con la planta (Flg. 3) (Robertson, 1985; Martlnez, 

1988; Brom, 1988). 

La formación de nódulos en plantas leguminosas es un proceso altamente 

espaclflco. Generalmente, la formación de nódulos en una leguminosa dada y Ja 

conaacuente fijación del nitrógeno, solamente puede darse por Interacción con el 

simbionte especifico. Por ejemplo, Phaseolus vulgarfs (frijol) es nodulado por 

Rhlzoblum etll, el chlchal(ff'/sum satlvu .. r Rhlzoblum legum/nosalar7'0ya 

(Glyxlne maxllir Bradyrhlzoblum japonlcymS/norhlzoblum fredll, etc. Esta 

dlatlnclón no ea, sin embargo, absoluta, ya que se han descrito ejemplos de 

especlflcldadea cruzadas (Martlnez, 1990; Romero, 1991; Roth, 1991). 

Ea obvio que el proceso de fijación slmblotlca de nitrógeno es muy complejo, 

por lo que podemos puntualizar lo siguiente: 



1. Se requiere la expresión de una serle de genes (tanto de la plamta como de la 

bacteria) para que se lleven a cabo los eventos Iniciales en el proceso de nodulaclón. 

2. Estos genes se regulan coordinadamente, y los comparten las diferentes bacterias 

que llenen el mismo mecanismo de Infección. 

3. Uno de estos genes establece la comunicación entre los simbiontes ya que recibe 

la señal de la planta y la transmite a la bacteria, la cual responde Induciendo a la 

expresión de los genes antes mencionados (punto 1 ). 

4. La capacidad de una bacteria •x• de responder a la señal de una planta •y• 

determina la especlflcldad de la relación simbiótica. 

5. La relaclón slmblótlca pone en contacto diferentes superficies celulares, algunas 

de las moléculas que conUtuyen esta superficie determinan, de alguna manera, que 

alga adelante dicha relactón simbiótica. 

6. En el nódulo las bacterias se diferencian a bacteroides, que son capaces de fijar 

nitrógeno atmosférico. 

7. La actividad da nltrogenasa y la expresión de los genes que codifican para ella 

estén altamente regulados, principalmente por nitrógeno, oxigeno y carbono, a 

través de los productos de una serle de genes, descrllos en diferentes organismos 

fijadores de nitrógeno (Brom, 1988). 

El proceso de fijación simbiótica de nllrógeno ha atraído gran Interés en tos 

lllUmoa años debido a mllltlples características. Primero, se ha estimado que este 

proceso simbiótico ·as una de las principales entradas del ciclo del nitrógeno, 

haciéndolo Interesante desde el punto de vista ecológico; motivando ealudlos de 

ecología global del ciclo del nllrógeno, supervivencia del simbionte en diferentes 



ambientes , así como de prevalencia y competencia entre diferentes cepas de 

Rhizobium (Romero, 1991; Souza, 1991). 

Segundo, este proceso es Interesante por la especificidad biológica de esta 

Interacción y el intercambio de señales que ella Implica, sobre todo por la emisión y 

descodiflcaclón de señales emitidas por organismos pertenecientes a dos reinos 

biológicos diferentes, por lo que es un área fértil en investigación. 

EmltKfl·rm1~ 

Punto de emergencia~ 1 
del nódulo de la raíz·, ....... )i 

Meristemo del nódulo , 

Región de desarroÍÍo f"' 
de bacteroides 

corticales / 
Células del primordio del nódulo 

, _ Meristemo del nódulo ¡- -Región de desarrollo de bacteroldes 

- Hilo de infección 

Hilo ·de infección _ 
Formación del meristemo dei'.::_, 
nódulo a partir de células ...,,....- \ 

ahora infectadas y d1ferenc1adas , p d' d 1 • dul 
Hilo de 1nfecc1ón - -ÍI , ' nmor 

10 
e no 

0 

Células corticales . ! ' e o ra 1ca enrosca o, /,. '·p¡ d' 1 d 
internas estimuladas ,. el cual puede infectarse 
para dividirse 

Flg. 3. Una secuencia tfplca de eventos que gulan a la formación de un nódulo Indeterminado, como el 
encontrado en leguminosas como los chfcharos y tréboles. No está dibujado a ta escala exacta. La 
emergencia de los nódulos varia {con la especie) de 1·3 mm de diámetro. Diferencias mayores son 
enconlradas en algunos nódulos delenninados {Sprenl, et al.,1990). 

Tercero, la fijación biológica de nitrógeno entraña la realización de dos procesos 

de diferenciación: el de la planta (de células radiculares en respuesta a señales 



bacterianas) para producir un nódulo y el de la bacteria (forma estructural y 

funclonalmente diferente: bacterolde). 

Cuallo, para el establecimiento de un nódulo funcionalmente activo, es necesaña 

la realización de Importantes cambios metabólicos, tanto en la planta como en la 

bacteria; siendo un ejemplo da una verdadera cooperación melabóllca. Algunos de 

estos cambios son: la detención de las v!as bacterianas de eslmlleclón de amonio 

(exportación hacia le planta), donación de fuentes de carbono por parte de la planta 

(demandas del bacterolde), creación de una barrera que permlle el acceso regulado 

del oxigeno (evita la lnactlvaclón de la nltrogenasa). slntesls de leghemogloblna 

(protelna que provee el oxigeno de forma regulada), siendo la globlna sintetizada por 

la planta y el grupo hamo por ambos simbiontes. 

Quinto, tamblon ofrece Interés partlcular para la enzlmologla, dadas las 

caracterlstlcas de la nltrogenas~. Su complejidad eslructural, ensamble con otras 

protelnas para su funcionamiento, uso de colectores de hierro-molibdeno y su 

mecanismo de reacción, asl como el hallazgo de formas altematlvas de nltrogenasa 

1n organismos dlazótrofos . 

Por lllllmo, existe el Interés blotecnológlco, por ser la fijación biológica del 

nitrógeno una forma natural y no contaminante de satisfacer los requerimientos 

nltrogenedoa de algunos cultivos para consumo humano, aunque existe el problema de 

que algunas relaclonea Rhlzoblum leguminosa pueden ser poco efectivas para la 

ftjac:ldn. Lo anterior se ha usado para emprender modlllcaclones genéticas de amboa 

organismos. A largo plazo, se espera que la lnvesUgaclón básica de este proceso 

pueda conducir a estrategias que permitan a Rhlzoblumnodular 'J fijar nitrógeno en 



otros huéspedes de Importancia comercial, como maíz, trigo y arroz, que no son 

nodulados naturalmente. Y allematlvamente, la posibllldad de Introducir los genes 

necesarios para la fijación del nitrógeno en estas plantas. Este es, sin duda, el 

objetivo más ambicioso y más dltrcll de realizar (Romero, 1991). 

CONJUGACION BACTERIANA. 

Existen tres procesos generales por los cuales, diferentes microorganismos 

(bacterias, virus, fagos, etc.) son capaces de Intercambiar su material genético. 

Dichos procesos ·son: transformación, transducción y conjugación. La 

transformación o toma de ácido desoxlrrlbonuclelco (DNA) por bacterias vivas fué 

descrito por primera vez para Streplococcus pnsumon/per Grlffilh {1928). En el 

proceso de transformación, el DNA de ciertos organismos (Nelsserla), sigue una 

sec'Jencla de pasos, en los cuales sucede lo siguiente: DNA transformante + célula 

competente • unión de DNA a dicha célula • resistencia del DNA al efacto de las 

DNAa1as • torna del DNA • Integración del material genético endógeno y expresión 

del mismo dentro de la célula huésped (Strelps, 199t). 

Por otra parte, el proceso de transducción es característico de los llamados 

bacteriófagos, los cuales Inyectan su material genético en otras células (bacterias) 

y ahl (con clrcularlzaclón o Integración directa en el genoma bacteriano) se replica, 

utlllzando la maquinaria de la célula en donde puede mantenerae (fase tlsogénlca} o 

bien formar nuevos fagos llsando a la célula (fase lltlca}, y de eatos algunos pueden 

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



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

material genético de otras células que sean Infectadas por dichos fagos. 

,~.,. (C)) 

f ~ ( Receptora 

/'
,,, ~· .... 

. . donadora""\ . 
Segregacron \Unión por medio del pili 

ir=~ , 
o-~=.¿,I « (~J 

~ o 

Transferencia de DNA \ Estabilización J Retracción del pili 
\ r··'~. I= 

(< ·>} .-d ~;;;;;;; 
Apareamiento estable - Apareamiento inestable 

Ag. 4. Pasos en la tranlferenci• del plásmido conJugallvo F. 

Finalmente, el proceso de conjugación, que se define como un modo de 

transferencia génica, especfflcamente de DNA, entre dos células bacterianas vivas 

que estén en contacto directo. Generalmente en bacterias Gram negativas la 

conjugación es un fenómeno en el que se Involucra la transferencia de plásmldos de 

DNA de una célula donador~ a una receptora (Flg. 4). El sistema de conjugación 

mediado por el factor F de Eschsrichla col/, es el prototipo descrito para las 

bacterias Gram negativas, en donde Inicialmente deben existir dos tipos diferentes 

de bacterias: una donadora (F+) y una receptora o recipiente (F"). Las F+ son 

llamadas aaf porque contiene phlsmldos (moléculas circulares de DNA) que en su 

material genético portan la Información necesaria para autorrepllcarse y 



transferirse (genes orlT y Ira), utilizando pera ello una estructura llamada plll, 

que sirva para provocar el contacto directo entre las dos bacterias (F+ y F·). El 

siguiente paso en este proceso es la ruptura o mella de una de las cadenas del DNA 

del plllsmldo de la F+ en el sitio denominado orlT y a su véz, la replicación de este 

(en circulo rodante) para su posterior transferencia a la F-. El pldsmldo puede 

transferirse solo (autotransferencla) o con olros plasmldos, con el cromosoma o con 

fragmentos de algunos de estos (cotransferencia). La bacteria receptora (F·) a 1 

adquirir esta Información génica adicional se le llama transconjugante, debido a que 

le confiere las propiedades originales de la F•, 

convirtiéndose la F- en F• (Watson, 1985; lppen·lhler, 1990, Portar, 1991)· 

TAXONOMIA DE Rhlzoblum. 

El panorama para una taxonomla comprensiva de Rhlzoblum es muy complicado, 

dllda la enorme diversidad genética en algunas especies. Ciertamente, la enorme 

dlveraldlld lntraespecrtlca puede ser explicada por el conocimiento del Intercambio 

genfllco y las frecuencias da recombinación de bacterias del suelo, como Rhlzoblum, 

lo cual habrá da dar fuertes lmpllcaclonas en la validez y uso da la taxonomla 

(M11rtlnez, 1990 ). 

La ternilla bactarlal Rhlzoblacaaa comprenda dlfaren1ea géneros: Rhlzoblum, 

Bradyrfllzoblum, Azorhlzoblum, Agrobacterium y Phyl/obacterlum. En asta famllla 

ae Incluyen bacterias capaces de Interaccionar con plantas, ya sea por simbiosis 

(Rhlzoblum, Bradyrhlzoblum, Azorhlzoblum), produciendo tumores radicales 



(Agrobacter/um) o hlpertróflas follares (Phyllobactarlum). Eala familia esté 

clulllcada denlro da la división alfa de las bacterias purpúreas, son gram negallvas 

(loman_ una tonalidad roja, del coloranle zafranlna, al someterse a una prueba de 

.coloranle da contraste) debido a que en su capa exterior esté formada por 

abundantes Upldoa; carecen de endosporas y llenen forma de varilla. Originalmente 

las bacterias del género Rh/zob/u1111staban clasificadas en base a loa huéspedes que 

podlan infectar. Actualmente su taxonomía ha sido cambiada por varias líneas de 

evidencia, basadas en caracteres cromosomales, resultado de una iaxonomia 

numérica, hlbrldlzaclón de DNA·DNA, obtención de secuencias del gen 165 rANA, 

patrones de proteínas obtenidos por electroforesis en dos dimensiones en geles de 

pollacrllamlda, perfiles de reslslencla a anllblótlcos, llpos sarológlcos, perfilas de 

pl6mldos y eslructuras de exopollsacárldos (Castro, 1991; Segovla, 1993). 

Las espacies actualmente reconocidas astan divididas en cuatro grupos: 

GAUP01 

Rhlzoblum me/l/ol/ 

Rhlzoblum hlgum/nosarum 

blovarledad trlfo/11 

blovarledad tlfc/aa 

blovarledad phaseo// 

Rhlzoblum fradll 

GAUP02 

Rhlzoblum /otl 

GRUP03 



Rh/zoblum galegae 

Bradyrhlzoblum especies 

B. japonlcum 

GRUP04 

Phyllobacterlum 

las bacterias han sido clasificadas en base a las slmllarfdades con su ANA 

ribosomal 16S. El término blovarledad es ullllzado de dos formas conceptualmente 

diferentes en la familia Rhlzoblaceae. En el género Agrobacterium , la blovarledad 

se reilare a una agrupación de bacterias genéticamente relacionadas, mientras que 

en Rhlzob/um. se refiere al comportamiento simbiótico diferente que un grupo 

particular puede presentar (Martlnez, 1990). 

Segovla, et al. (1993) propusieron la reclasificación taxonómica para una serle 

de cepas que estaban lnclludas dentro de la especie R. legumlnosarum ptiaseoll 

como perteneciente a otra especie: R. eU/bv. phaseo//J>asados en Ja secuencia 

nucleoUdlca de la reglón del gene 16S rRNA (Flg. 5). Con el nombre propuesto en 

e1ta reclaalflcaclón, es con la que me referirá en adelante. 

GENERALIDADES SOBRE Rh/zoblum. 

Rhlzob/um es un género de bacterias gram negativas, no esporiformes 

flageladas con forma de varilla, que miden aproximadamente de 1.5 a 3 µm de 

largo y 0.5 a 1.0 µm de ancho. Tales bacteria son qulmloorganótrofas, ya que logran 

la transformación química de los compuestos orgánicos. Son aerobios facultativos. 



------,Rhodomlcroblum vane//11 
Rhodobacter capsula rus 
Rhodobacter sphaeroldes 

~-----Bruce/111 abotlus 
-----Rochalimea quintana 
-----,Agrobacterium tumefaclens 

Rhlzoblum sp Or 191 
Rhlzoblum 
1i/{izobium sp FL27 
Rhlzobium troplci 
Rhlzobium legumlnosarum 
Rhlzobium fredil 
Rhlzobium melilotl A 
Rhlzobium melilotl 8 

.-----Bradyrhlzoblvm /aponicum 131 
Bradyrhizobium /aponicum 59 

-L---Rhodopseudomonas pa/uslris 
Bradyrhlzobium /aponlcum 110 
Bradyrh/zobium sp. BTAH 

'----,Bradyrh/zobium sp. NZP2257 
'-----,Azorhizobium caulinodans 

Flg. 5. Agru¡:i1clón UPGMA derivada di la matriz d1 dist1ncias Juk11·C1n1or por la 11in11clón d• 
ncuend11 de f'8gmen101 de DNA ribosoamel 16S de Rhizobium tpp. y bacterias relack>nada& (S1govla, 
"' 11.,19113). 

.·1 



Generalmente forma colonias clrcularas, convexas, opacas y, usualmente, de 2 a 4 

mm de diámetro deapues de 2 a 4 dlaa cuando han sido crecidas en medio sólido de 

PY. Forman colonlas de aspecto húmedo y translúcido cuando se crecen en medio 

YM. Son Incapaces de crecer en medio Lurte, en medio PY sin calcio o en presencia 

de carbanlcfflna, especllnomlclna, cloranlenlcol o rtfamplclna. Son capaces de crecer 

en medio mlnlmo con malato como fuente de carbono, pero no con arglnlna, 

hlpoxantlna o sorbl!ol como fuente de carbono. La temperatura óptima de 

crecimiento da astas bacterias es de 25 a 30oC, con una temperatura máxima para 

su crecimiento de 35•C. Todas las cepas son resistentes al &leido nalldlxlco (Segovla, 

1993). 

Algunas variedades ·da Rhlzob/um pueden producir metabolltos como: 

rhlzoblotoxlnas (encontradas en Bradyrhlzoblu111Jlohormonas y bactarloclnas 

(protelnas antibióticas activas contra células cercanas distintas). Por otra parte, 

Rhlzoblumtlena enzimas como las pecllnaaaa, celulasas y hemlceluluaa. En el 

nódulo se elntellzan enzimas especificas da esta estructura, tales como la 

nllroganasa (transformadora de nitrógeno atmoalt!rtco a amonio) y el grupo proteico 

hamo de la legllemogloblna. La planta también sintetiza enzimas especlllcu da esta 

estructura llamada& nodullna1. Se conocen m61 de 20 nodullnu (Cestro, 1991). 

En el caao de las bacterias, se defina como cepa a todas las bacteria• 

caractertzedaa por la homogeneidad en su constlluclón genética, tanto cromosoma! 

como en el mlmero y tamallo de sus plásmldos (Castro, 1991). Las cepas de 

Rhlzoblum etll son simbiontes que nodulan y fijan nitrógeno, excluslvamente, en las 

ralees de Phaseolu• vu/gaMll En el nódulo, la baclerla se diferencia a bacterolde, 



como resultado de un proceso de diferenciación de ct!lulas de la bacteria y de la 

planta, y al hacerlo, su lamallo puede Incrementar hasla 40 veces (esto, en el caso 

conocido de Rhlzoblum e/IO-ra poslerlormente Iniciar el complejo proceso de 

fijar nitrógeno. La enzima responsable de esta fijación de nitrógeno ea la 

nllrogenasa (Flores, 1987; Evans, 1991). 

Rh/zoblum pueda producir dos tipos de nódulos dependiendo de la planla con la 

que se encuentre en simbiosis: a) los redondos, de creclmlenlo delermlnado, 

caracterlsllcos de las ralees del frijol y de la soya, no son perennes, ya que mueren 

cuando el culilvo eslá aproxlmadamenle el 50% de su floración y b) los alargados, de 

crecimiento Indeterminado, perennes, caracterlsllcos en la aHalla y el chícharo 

(conocidos vulgarmente como "manitas'), se mantienen ectlvos y en crecfmlenlo 

alln en la floración, por un tiempo lllmllado (Caslro, 1991). 

EL GENOMA DE Rhlzoblum el//. 

El genoma de Rh/zob/umesté organizado en dos dlferenres tipos de replicones: 

el cromosoma y los plásmldos. u.suafmenle el mlmero de plésmlclos denlro de una 

cepa varia enlre uno y diez (DNA extracromosomal), lo que puede llegar a 

representar hasta más del 40% del DNA total para algunas cepas bacterianas. Se han 

reportado megaplásmldos en R. melllottl, (dos de peso molecular alrededor de 1000 

MOa), al Igual que en algunas cepas de B. japonlcum, mlenlras que otras cepas 

parecen carecer de ellos. As(, los pesos moleculares pueden variar en un rango qua 

va d81do los 90 hasta los 1500 Moa para diferentes cepas de Rhlzobium. 



Rhlzoblum etl!epa CFN42 contiene seis plásmldos: a, b (150 kb), c (270 kb), d 

(390 kb), e (500 kb) y 1 (600 kb). Se ha determinado que el plásmldo d es el 

plásmldo simbiótico (pSym) ya que contiene, dentro de su Información genética, 

numerosos factores simbióticos, Incluyendo los genes· estructurales para la 

nltrogenasa y genes para la nodulaclón temprana (Flores, 1987) .. Sin embargo, los 

otros plásmldos !amblen tienen su participación dentro de la simbiosis. 

En estudios realizados para conocer la participación de los otros cinco plásmldos 

de R. et// por pérdida de lunclO~usando cepas carentes de cada uno de los 

plásmldo = cepas curadas), Brom, et al. (1991) observaron que para que se lleve un 

proceso simbiótico exitoso, además del pSym es necesaria la presencia del pb, 

ya que contiene algunos genes Involucrados en la síntesis de llpopollsecérldos (LPS), 

por lo que se le ha denominado alternativamente pLPS. Además, las cepas curadas de 

los plásmldos b,c,I y una cepa .con el plásmldo e delatado (pe!.), mostraron ser 

menos competitivos con respecto a la cepa silvestre. Otro dato Interesante lué que 

no 98 pudieron obtener cepas curadas del pe, sino solamente delatadas, lo que 

sugería que los genes contenidos en este plásmldo contienen Información genética 

esencial para la sobrevlvencla de la bacteria. El pi, tamblen contiene genes con una 

función fundamental, ya que su ausencia provocó una completa Incapacidad para 

crecer en medio mínimo (función metabólica), al Igual que el resto de los plásmldos, 

aunque no tan slgnlftcallvamente como para el pi (Flg. 6). 

Huta eete momento, ninguno de los experimentos realizados por Brom, el al. 

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

Martlnez, el al. (1987), al seleccionar transconjugantes de Agrobacterlum 



conteniendo el pSym de una cepa de R. troplcl por planta, observó que algunas de 

ellas contenlan además del pSym, un plásmldo diferente de éste, lo cual lu6 e)CJlllcado 

como herencia ligada de algunos pl6smldos. Posteriormente, Brom (1988), al 

realizar el aislamiento y caracterización de transconjugantes de Agrobacter/um 

con diferentes plésmldos slmblóllcos de Rhlzoblum capaces de nodular Phaseolus 

l l l l l l 
pa pb pe ~ pe pi 

(pSym) 
150 kb 270 kb 390 kb 500 kb 600 kb competitividad (1) 

/ \. "'-... funcldn metabólica 

g~rr~~rerible // \ ~\. ~=::,ro:is,::edlo g~:g:r co~tillvidad (~fnlmo) 
Intercambio geMtlco genaa esenciales (?) 
a alta frecueilcla (pe deletado) 

sin!~ de LPS competitividad función metabólica 
(Indispensable IUiicl6n 
en el proceso •-""''" de nodulaclón) meuwudCB 

función 
metabólica 
competttlvidad (1 l 

genes estructurales para la 
~'3.\1:~/:' y proceso de 

función metabólica 

Ag. e. E1quem1 de Rhlzoblum stll capa CFN42 con sus dos replicones (ctomotOml y pta1mldo1) y 
algunas da las caracte1lstlcas rn4s relevantes de Clda uno de 1us pt•1mtdos. 01 ocupación baderoldal de 

' nóduloa con rnpecto o la CFN42 y ceP9• curadas de cada uno de k>I plismldol. 



vu/garls L, y utilizando plantas como medio de selección (Inducción de nódulos) 

encontró que algunas cepas tmnsconjugantes de Agrobacter/u111on plésmldos de 

las cepas CIATB99 y CFN299, contentan, al Igual que Martrnez (1987) lo había 

señalado, un plésmldo extra además del pSym. Finalmente, en experimentos 

realizados por Castro (1991) y Brom et al. (1993), demostraron la existencia de un 

plésmldo diferente et pSym (el pSym tiene una frecuencia de transferencia de 10-B), 

con capacidad de autotransferlrse pero a una ella frecuencia (10·2, 10·3), éste es 

el pa. Al comparar las frecuencias de transferencia del plásmldo simbiótico de la 

cepa CFN42, marcados con un elemento genético recientemente desarrollado (GDYN) 

(Flg. 7), que permite seleccionar células de Rh/zoblum por la resistencia que este 

les confiere a algunos antibióticos (espectlnomlclna/estreptomlclna, 

kanamlclna/gentamlclna) (Romero, 1991 ), en presencia y ausencia de diferentes 

plésmldos autotransferlbles, se. encontró que estos plésmldos funcionan como 

•ayudadores• para la transferencia del plésmldo simbiótico de la cepa CFN42, 

aumentándole su frecuencia entre 1 O (cuando el pa pertenece a una cepa diferente y 

transfiere el pSymCFN42) y 100 veces (cuando el pa y el pSym pertenecen a la 

misma cepa CFN42). Como experimento evidencia! en el que se pretendía conocer la 

complejidad estructural del pSym de Rhlzob/um ell6blenlendo el mapa físico de 

este, Glrard et al. (1991) encontraron la existencia de elementos reiterados de los 

plésmldos a, b y f, homólogos a secuencias presentes en el pSym, observando que el 

pa tiene una gran cantrdad de secuencias conservadas con el pSym (11 fragmentos 

secuencias reiteradas del pSym con el pa) (Flg B). 

Se sabe que el genoma de Rhlzob/um contiene una gran cantidad de secuencias 



reiteradas del DNA (Flores, 1987). Se determinó asl la localización plasmldlca y/o 

cromosoma! de algunas secuencias reiteradas del genoma de una cepa de Rhlzoblum, 

haciendo experlmenlos de hlbrldlzaclón de DNA de transconjugantes que contenlan 

cada uno de los dllerentes plásmldos de esta cepa con deleclores de las secuencias 

reiteradas. Dentro de !Islas, se han enconlrado operbnes complelos, genes 

especlflcos, reglones regulatorlas y secuencias de Inserción. Para el genoma de R. 

el// se ha estimado la presencia de alrededor de 700 elementos reiterados, 

perteneclenles a 200 familias diferentes (Flores, 1987). En el pSym se han 

locallzado 11 familias dllerenles (Glrard, 1991 ); una de estas familias corresponde 

a los genes de la nilrogenasa (Qulnlo, 1982; Quinto 1985), se ha propuesto que las 

secuencias repelidas del DNA pueden funcionar como puntos de recombinación para 

la producción de rearreglos genómlcos (Flores, 1987; Romero, 1991). 

'""" ..... 
8 p e 

Flg. 7. Cliract1rf11lca1 11l1vant11 del cau1tte GOYN de 5.7 kb. la locallzacl6n aproximada de los g1nos 
par• la resl1t1nda a kan1mlclna/g1ntamlclna y ospectlnomlcinalestreptomlclna asl como las secuencias 
11cR·aac8, son Indicadas por cajas. Los determlnantu de kanamlcina/guntamlclna 1amblen 
conflerenrealstend1 a tobramlcln1 (Tm), los 111101 de restricción: B, BamHI; P, Pstt. 

Estudios del Departamento de Genética Molecular del C.l.F.N., han demostrado 

que el genoma de Rhlzob/um et// presenla rearreglos genómlcos con alto frecuencia. 



pSymCFN42 

Flg. 8. Esqu~ma lnt1grativo del pSym. las ncu1ncias reiteradas en 11 pSym ton mostradas con nechaa 
Intimas. L11 lttrH maY\1aculaa rtpresentan IH 11 lammaa rtheradas. LH necnas 1xtern111 Indican so. 
lragm1n101 que contienen aecu1ncl11 que Nbricban con 101 algulW\tes rtpllcone1: p42a (a), Po'2b lb), 
p421 (Q. La Unoa llObre ol pliomklo reprooonlll una reglón do 135 kll, moalrondo 11 locallUdcln rtllliva 
do lot lragmontoa quo hibrldlZaron con 111 algullnles aondla: ol fragmenlo lnflmo -- do nlfH (1), 
la 11cuencll Intima nllA da 1(. pneumonla• (U), tragmentos lntragénlcos de nodA, nodB y nodD da R 
melilorl (111 al VI, r11pectlvamente), y un ollgonucleótldo slnt~Uco para la caja nod (VII). Las fltchas 
bajo 181 bandas t y 25 representan los repetidos directos dol operan nilHDK y 111 1Jecha1 bajo la banda 
13 muestran el gen Invertido nlfH.regione1 regulatortaa y Hcuonclaa de lnMrci6n. Para el genom1 de R 
•111 se ha esllmado la presencie di alrededor de 700 1l1m1nto1 flite11do1 p1n1nedent11 a 200 
famttial diferenlH (Flores, 1987), En el pSym .ltl hlin localizado 11 lamllias dHer•nlll (Glrard, 1991); 
'1M de Hlll tamlll11 coneaponde a k>1 genes d• 11 nilrogen11a (Quinto, 1982; Quinto -1985). Se ha 
siropuesto que '81 Hcutndaa repelidH del DNA pueden funcionar como puntos di rccombinadón para a. 
producción de rearrogloa genómlcoa (Fk>rea, 1917. Romero, 1991). 



Dentro de éstos se han observado ampllflcaclones, deleclones, colntegraclones y 

pérdida de pldsmldos (Flores, 1988; Brom, 1991; Romero, 1991). Eslos rearreglos 

pueden ocurñr tanlo en cromosoma como en diferentes plásmldos (Eparvler, 1994). 

De los diferentes rearreglos, hay evidencia de que · algunos de ellos son 

•reverslbles• (se resuelven o regresan a la estructura origina! del llpo sllveslre) 

(Stepkowkl, 1993), como es el caso, por ejemplo, de los colntegrados, en donde 

la unión de dos plásmldos debida, lnlclalmente a la presencia de secuencias 

homólogas (como lo son las secuencias relleradas del operón nifHDK del pSym o las 

secuencias homólogas del pa con ef pSym, etc.) puede llegar a resolverse, 

regenerando a tos dos plásmldos fnlclales. 

Asf, fa proposición de los poslbles mecanismos para explicar el efeclo ayudador 

del pfdsmldo autotransferlble (pa) sobre la transferencia del pSym, fueron: 1) por 

colntegraclón, en donde las secuencias homólogas enlre los dos plásmldos permllen 

la formación de un colntegrado, el cual se transfiere a alfa frecuencia y se resuelve 

en la receptora, o 2) por donación, en donde la Información necesaria para la 

transferencia y movlllzaclón del pSym (genes tra-mob) tengan un efecto a distancia 

(en "lrans") con la transferencia del pSym o bien del pa con el pSym (Castro, 

1991; Brom, 1993). 

Recientemente y con la ayuda del elemenlo genético GDYN, se han podido 

nlacclonar c"ulas de Rhlzoblurrque presentan dllerentes tipos de rearreglos 

(Romero, 1991). Utlllzando este elemento, se ha demoslrado que los genes repetidos 

da la nl!rogenasa presentes en el pSym, pueden participar como puntos de 

reoomblnaclón generando ampllflcaclones y deleclones de maleñal genético con alfa 



frecuencia (Floras, 1987; Romero, 1991) (Flg. 9). 

Con lodo lo anterior, laa caracterfatlcas del. genoma de Rhlzoblum el// que son 

partlcularmente relevantes para esla proyecto son: 1) la presencia da un pl6smldo 

•ayudador" (pa) en la transferencia del pSym, 2) la presencia de secuencias 

reiteradas del DNA del pSym, 3) la presancla de secuencias homólogas entre al pa y 

el pSym y 4) la ocurrencia de rearreglos genómlcos (ampllllcaclones y deleclones) 

enal pSym. 

Hasta el momento se desconoce si el efecto del pa sobre el pSym puede llevarse 

a cabo en la rlzóslera de plantas de P. vu/gar/s L., utlllzando como medio de 

salecclón positiva la producción de nódulos, asl como el posible efecto del pa sobre 

cepas con algún tipo de rearreglo genómlco en su pSym (ampllflcaclones, delaciones, 

ele.). 



Amµhlicm:1011 
de alto órden 

Flg. l. Alpr111tnt1c16n 11qu1m6Uc• de los rearreglos obnrvadoa en ti p1'smido simbiótico d1 R 
phluol CFN•2. lu lltch11 l1rgaa alrededor dt los cfrculas Indican 11 extensión de la unidad 
•mplihcada. Los númaroa sobre las fl1cha1 son las lrecuenclas de 101 respecllvo1 rHneglos, ..-c1o1 a la polanc:ia ""'cercana. (Romen>, 1991). 





HIPOTESIS. 

Las hipótesis que se pretenden explorar en este proyecto son: 

a) El pa produce su electo ayudador para Ja transferencia del pSym In planta. 

b) los rearreglos gent!tlcos en el pSym (ampllllcaclones o deleclones) afectan Ja 

frecuencia de transferencia de tiste en presencia o ausencia del pa. 

OBJETIVOS. 

Como consecuencia de las hipótesis mencionadas, Jos objetivos son: 

-Determinar Ja frecuencia de transferencia del pSym en presencia y ausencia del pa 

In planta. 

-Conocer el electo que producen Jos cuatro tipos de rearreglos del pSym 

(dupllcaclones, trlpllcaclones y octupllcaclones de la reglón perteneciente al operón 

nlfHDK, asr como la deleclón en Ja reglón nlf-nll conservando el elemento GDVN) de 

la cepa CFN42 de Rhlzoblum el// con respecto a su translerencla en presencia y 

ausencia del pa de Ja misma cepa. 



METODOtOGIA 



MATERIAL 

EXPERIMENTOS IN VlmO. 

Mlcrocentrlluga Brlnkmann 5415 para tubos Eppendorf. 

Incubadora de agitación con ambiente controlado. New Brunswlck Sclentlllc. Edlson, 

NJ., U.S.A. 

Incubadora 300C. lsotemp oven. Modelo 230 G. Serle 200. Flsher. 

Balanza anallllca. Sanorlus 1212 MP. 

EXPERIMENTOS IN PI.ANTA. 

Cámara de creclmlenlo de plantas. Lab-llne lnstruments, lnc. 

Centrifuga. Modelo T J-8. Beckman. 

Espectrolotómetro UVNIS Lambda 3A Perkln·Elmer. 



t.ETOOO. 

Para lograr los objellvos previamente mencionados, se esquematiza el siguiente 

protocolo general: 

INVtmo 

Cep11 con pSym~ silvestre, dttetado (120 kb), 

dupllcodo (120 kb), triplicado (240 kb) 

y octuplleado; marcados gen411camenlo con GDYN 

CruzH bacterillnu 

Obt1ncldn de trantconJug1nt11 en medio 

a1lecllvo 

Delotmlnocl6ndolu 

lrwcuondu de lronoloronda • lnl1rp11tocl6n 

IN PLANTA 

E11arillzacfón de aemlllas de Phassolus 

vulg11rls 

Germln.clón y crecimiento en matr1ces 

con medio de credmlffnfo libre de 

nitrógeno como fuente nutrlllv•. 

lnoculldón de tas plantas con solución 

bacteriana 

Observar nodulaclón 

An411olo por pfrtll de Jll'smldo• --'--- Contor nódulos 

(Eckhord1) 

Exprimir nódulos 

'---·--------~--- 1 



Dentro de este proyecto se manejaron las cepas bacterianas que en la tabla 1 sa 

muestran. 

Para cumplir con los objetivos planteados en este proyecto se propusieron las 

siguientes cruzas bacterianas y medios de crecimiento selectivo para cada una: 

pd(affvestre + pa) 

1) CFNXS X GMt9023 

2) CFNXS X 2001 

medio selectivo 

LBrfltOOap75 (kants) 

PYrJfSDspso 

PYrlfSOkan15 

3) 2001/pdCFNXS X GMl0023 LBrfllODsptoo 

pd(ampllflcado + pa) 

4) CFNX26(X2) X GMl9023 

5) CFNX28(X3) X GMl9023 

6) CFNX39(X8) X GMl9023 

7) CFNX26 X 2001 

8) CFNX28 X 2001 

9) CFNX39 X 2001 

LBrfltOOsp100 (kanSO) 

LBrfltDosp100 (kanSO) 

LBrfflOOap100 (kantoo¡ 

PYrtflOOaplOO 

2001/pdCFNX26 

PYrfllOOsplOO 

2~1/pdCFNX28 

PYrt11oosp100 

2001/pdCFNX39 



10) 2001/pdCFNX26 X GMl9023 LBrlf100sp100 (kan50) 

11) 2001/pdCFNX28 X GMl9023 LBrlf100sp100 (kanSO) 

12) 2001/pdCFNX39 X GMl9023 LBrlf100sp100 (kan100) 

(pdA+pa) 

13) CFNX2(pd6GDYN) X GMl9023 LBrlf100sp100 

14) CFNX2(pdAGDYN) X 2001 PYrlf100sp100 

2001/pdA2 

15) 2001/pdA2 X GMl9023 LBr1t1oosp100 

(pdA, como receptora) + pa 

16) CFNX5 X CE-3 

17) CFNX5 X 2001 

{pdA, como receptora) - pa 

PYcm2ssp75 (sir•) 

PYrlf75sp75 (sir+) 

18) 2001/pdCFNXS X 3-53 PYcm25sp75 (sir+) 

111) 2001/pdCFNXS X CE-3 PYcm25sp75 (sir+) 

20) 2001/pdCFNXS X 1-95-1 PYcm25sp75 (sir+) 
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La metodologla para la realización de este proyecto se seftala con una secuencia 

de protoc:olos, los cuales aparecen • conttnuaclón. 



PROTOCOLOS DE SOLUCIONES. 

MEDIOS DE CUL TlVO. 

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO DE PV. 

Peptona de caselna ••.......•••.. 2.5 gr 

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

Agar bacteriológico ............ 7 .5 gr 

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO DE LB. 

Peptona de caselna ••........•.•. 5.0 gr 

Extracto de levadura ..•......• 2.5 gr 

NaCl .................................................. 5.0 gr 

Agar bacteriológico ............ 7 .5 gr 

Esterilizar en autoclave. 

NOTA: Para medios llquldos, tanto de LB como de PY, sólo ae prosclnde del agar 

bacteriológico. 

Estas canlld•dea son las correspondientes para la preparación de 500 mi de medio 

da cultivo. 



Cloruro de calclo (O. 7 M) 

CaCl2 •••••.••.•••..•.•••...••.•......•..•.••••••..... 7.77 g 

Agua ••••.•••••••..••••••..•......••••••..••••••••••.. 1 oo mi 

Estermzar en autoclave. 

Agregar 1 mi por cada 100 mi de medio PY. 

INOCULACION DE PLANTAS 

STOCK FAHRAEUS (100)() EN 1 LITRO. 

Na2HP04.7H20 ....•.......•....•..•••••. 15.0 gr 

KH2P04 ......................................... 10.0 gr 

CaCl2.2H20 •••.•••..••.•.••.•..•••.•.•..•..•.• 10.o gr 

MgS04.7H20 •••.••.....•.•.......••..•••• : .. 12.o gr 

Citrato de hlerro •.••.........•..•.•••• 0.5 gr 

STOCI< TRAZAS GIBSON (100)() EN 1 LITRO. 

H1803 ................................................ 2.86 gr 

MnS04.4H¡0 ••..••••.•.•.••••••...••••.•••••.. 2.03 gr 

znso ... 7H20 •••.••.•.•...•...•••.•...•..•••.•.. o.22gr 

CuS04.SHa0 •••••••••••.•.•••.•..••.•••••••.•.• 0.80 gr 

H1Mo04.HaQ •••••••••..•••...•.•.••...•.•...••. 0.80 gr 



AGAR el.ANDO (0.11%) 

Ag8r .................................................. 1.6 g 

Agua con aoluclonaa nutrlllvH (1tock Fahraau1 y trazaa 

Glbaon) ........................................... 200 inl 

Agregar 1 O mi de Clda una da 1 .. aotuclonea del stock Fahrrae111 y 1 mi de trazas 

Glblon por cada lllro da egua. 

E1t1rlllzar en autoclave. 

TRIS SX pH 8 (4 LITROS). 

Trie baH ....................................... 2111 gr 

Acklo b6rlco ............................... 110 gr 

EDTA 0.5 M ................................... 80 ml ..... 186.1 gr/Ida agua y tltuler con NaOH a 

pHll. 

TRIS 1X. 

Tri• sx ............................................. 400 mi 

Agua daltllada .......................... 1800 mi 



SOLUCIONA (10 mi). 

Llsozlma .......................................... 13.0 mg 

RNAasa ............................................. 3.5 µI 

Azul de bromolenol. ............... 5.0 mg 

Fieoll 20% ....................................... 2.0 gr 

Tris 1x ............................................... 10 mi 

SOlUCION B (100 mi). 

SOS 02% en Tris 1X ................... 0.2 gr 

Flcoll 400,000 10% ........... : •.••... 1.0 gr 

Tria tX ............................................... 100 mi 

SOLUCION e (100 mi). 

SOS 02% en Tris 1X.; ................. 0.2 gr 

Flcoll 400,00D 5% ...................... 5.0 gr 

Tria tX ............................................... 100 mi 

SARCOSIL 0.1% 1E (50/20) pH 8 

Tria 1X pH 8 ................................. 250 ml...Trizma base 30.28 gr con 200 mi de 

agua, ajustar con HCI (10-15 mi) y 1fo111r 

Sarco1U (0.1%) ............................. 0.25 gr 



FICOll20%ENTRIS BORATOS 1X. 

Flcoll ................................................... 10 gr 

Tris boratos 1X ........................... 50 mi 

ECKHAROT HORIZONTAL 

TEB 5X (pH 8.2) 

Tris 89 mM ...................................... 54 g 

Na2EDTA 2.5 mM .......................... 4.65 g 

Acldo bórico 89 mM ................. 27.5 g 

Agua ..................................................... 1000 mi 

TE (200 mi, pH 8.6) 

Tria 10 mM ....................................... 0.24 g 

. NazEDTA ............................................ 0.074 g 

N'laurll aarcoalna (sarcoail) 0.3% en agua. 

aarcoall ............................................ 0.3 g 

agua ...................................................... 100 mi 

Conaervar a 40C. 



Flcoll (WT 400,000) 20% en TE 

Flcoll ................................................... 2 g 

Agua .•••........••.........•...••...•.••.....•...••..•.. 10 mi 

Allcuotar en 1 mi y conservar a ·200C. 

Solución de lisis en TE 

RNAaaa A .•••••....••.••••...••••••.••..•...•.•.•.• 0.4 µg 

TE ..••..•.•..•...•.....•••..•..........•..••••....•...•.••.••. 1 mi 

Llaozlma .•.......•.••••.•••.......•...•..••.....•••. 40 µI 

Hervir durante 10 mln a 95oC. 

Allcuotar en 230 mi y conservar a ·200C. 

Llaozlma 

Llaozlme •..•.••••••.••••.••.•.•..••••.••...•••...••. 1 µg 

Agua ...................................................... 100 mi 

SOS 10% en 1g11o1 

sos ......................................................... 1 o 

Agua ...................................................... 10 mi 

Agregar una peque~a cantidad de xllen clanol. 



DILUCIONES 

MgS04 10 mM·Tween 0.01% 

Sulfato de magneslo ................. 0.2465 g 

Tween 40 ........................................... 10 µI 

ANTIBIOTICOS (solución stock) 

Cloranfenlcol (cm) ...................... 30 mg/ml 

Eepecllnomlclna (sp) ................ 25 mg/ml 

Estreptomicina (str) ................. 25 mg/ml 

Kanamlclna (kan) .......................... 15 mg/ml 

Rlfamplclna (rlf) ........................... 25 mg/ml 



PROTOCOLOS DE EXPERIMENTOS IN VITRO. 

PROrOCOl.O PARA OBTENER CULTIVOS EN UQUOO. 

1. En una campana de medio estllrll colocar 2.s mi de PY 6 LB llquldo en tubos de 

ensayo. 

2. Con un asa de siembra previamente esterilizada a la flama y posteriormente 

enfriada, tomar una asada de la caja de pelrl con la cepa a crecer. 

3. Tomar un tubo de ensayo (previamente llenado con PY o LB) y destaparlo frente al 

machero. 

4. Introducir culdadoaamente el asa en el tubo de ensayo. 

5. Agitar el asa de siembra hasta quo la asada tomada quede suspendida en el medio 

de cultivo llquklo. 

8. Acercar la boca del tubo al mechero y tapar. 

1. Agitar la mezcla hasta que quede homogénea (sin grumos). 

8. Realizar todo el protocolo anterior con cuentas cepas 11 crecer sean necesarias. 

9. Poner un tubo aln aNda (ttatlgo = PY o LB). 

10. Dejar loa tubo• en agltacl6n a 30l>C por 12 horu (aproximadamente). 

PROTOCOU> DE CRUZAS. 

1. Crecer un cultivo en líquido de cada cepa. 



2. En una campana con medio estéril, tomar una caja de petrl con medio sólido (PY o 

LB) y marcar con un plumón tres áreas. 

3. Tomar 20 µI de cada una de las cepas crecidas y ponerlas en una de las áreas 

previamente marcada para ella (20µ1, donadora; 20µ1, receptora). 

4. Tomar 150 y 75 µI de las cepas problema y colocarlas juntas en la tercer área 

marcada (150 µI, receptora; 75 µI, donadora). 

5. Dejar secar. 

8. Hacer 11na caja duplicado de esta. 

7. Incubar a 30<>C por 24 hr. 

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 reauspenslón 

en 1 mi de MgS04 10 mM·tween 0.01% (soluclón concentrada). 

2. Deapues de resuspender y agitar hasta homogenlzar, se procede a hacer las 



diluciones correspondientes (0.1 mi de la solución concentrada en 0.9 mi de 

MgS04·tween; de 10·1 hasla 10·B). 

3. Poner de estas diluciones (dependiendo de la selecclón buscada: donadoras· 1e>e, 

10·7 ·, receptoras • 10·7, 10.e. o transconjugantes • 10C, 10·1, 10·2 y 10·3 ·) 10 

y 20 µI en cajas de petrt con medio de crecimiento sólido selectivo (con antibiótico) 

con su dupllcedo (experimento por gota). 

4. Dejar secar. 

5. Poner aparte (en las mismas cajas de selecclón) una asada de cada una de las 

cepas (receptora, donadora y transconjugante), las cuales servirán de testigos. 

5. Incubar a 30• C durante tres dlas. 

PAOTOCOLO PARA OBTENER FRECUENCIAS DE TRANSFERENCIA. 

1. Contar las colonias crecidas en los diferentes medios de selección y a diferentes 

diluciones utlllzando un contador de colonias. 

2. Escribir el mlmero de colonias de las cepas receptora, donadora y 

transconjugente por separado. 

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

4. Calcular la cantidad de bacterias/ mV 1 oo 

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 frecuencia de transferencia 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 gula con números (del 1 al 100) tomar con un palillo una colonia 

alalada y pasarla a la caja en el número uno. 

3. Continuar hasta llenar toda la caja. 

4. Incubar a 300 C, durante tres .dlas. 

5. Despues de este tiempo, se escogeran algunas de ellas para hacer cultivos en 

llquldo. 

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 solución Tris-Boratos 5X. 

2. Hacer dilución a 1 X. 



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

4. Enfriar un poco y agregar cuidadosamente entre los cristales para hacer el gel. 

5. Umplar con mucho cuidado cada uno de los carriles del gel elaborado y enjuagar 

perfectamente con Iris 1X. 

6. De los cultivos en líquido de las colonias parchadas, agregar (dependiendo de el 

crecimiento), hasta 1 mi en tubos de mlcrocentrlfuga (eppendorf). 

7. Centrifugar durante 2 mln a 14000 rpm y eliminar sobrenadante con una jeringa. 

e. Agregar 0.5 mi de sarcosll. 

9. Resuspender cada uno de los tubos con un pallllo y homogenlzar. 

10. Centrifugar 2 mln a 14000 rpm 

11. Eliminar sobranadante con Jeringa y meter a ·24o C 1 o mln. 

12. Agregar 40 µI de solución A en cada uno de los carrlies del gel y revolver 

suavemente hasta homogenlzar. 

13. Secar el botón de los tubos y agregar a los carriles con solución A (cuidando de 

no hacer burbujas). 

14. Agregarles 40 µI de solución B y homoganlzar suavemente. 

15. Agregar 100 µI de solución c. 

· 1a. Sellar con agaroH fundida todos los carriles. 

17. Colocar al gel dentro da una unidad de corrimiento de geles verticales con tris 

1 X como buffer. 

18. PNcorrtr 1h a 8 mA (aqulvalante a 30 volts). 

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



20. Sacar gel y tenlr con bromuro de etldlo por 10 mln. 

21. Lavar el gel y observar en una caja de luz u.v. 

22. Fotografiar. 

23. Interpretar bandas. 

PROTOCOLO DE VISUAUZACION DE Pl.ASMIOOS EN GEL HORIZONTAL 

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

2. Agregar la agarosa en una cámara horizontal da electroforesis equlllbrada y 

colocar los peines. 

3. Preparar dos serles de tubos Eppendorf. 

4. Leer la O.O. de los cultivos en líquido prevlamenle preparados (12 horas antes) en 

el espectrofolómetro a 620 nm. Para una O.O. da 0.3, tomar 1 mi del cuhlvo. 

5. Centrifugar duranle 3 mln a 1300 rpm. 

6. Extraer al sobrenadante (con jeringa) y colocar los tubos en hielo. 

7. Sacar los peines del gal. 

e. Agregar TEB 1X hasta que toque el gel, sin cubrir los pozos. 

9. Agregar a cada pozo 25 µI de SOS 10%-xllen clanol. 

10. Precorrer el gel e 100 V durante 30 mln con el polo negativo al contrario. 

1 t. En la segunda serie de tubos, agregar 1 mi da N-laurll sarcoalna 0.3% frie. 

12. Resuspender el botón, usando plppolman, en 500 µI de agua fria y agregarlo 



suavemente al tubo que Uene N·laurtl sercoslna 0.3%. 

13. Centrifugar durante 3 mln a 1300 rpm. 

14. Extraer sobrenadante (con jeringa). 

15. Resuspender el botón en 40 µI de flcoll 20% en TE frío eón una plppetman. 

16. Colocar la cámara horizontal de electrolorésls en el cuarto lrlo y equlllbrarla. 

17. Agregar TEB 1 X a la cámara hasta cubrir el gel. 

18. Agregar 40 µI de llsozlma a la solución de lisis. 

19. Agregar 10 µI de solución de lisis a cada muestra. 

20. Tomar 25 µI de cada muestra y ponerla en el pozo correspondiente. 

21. Precorrer el gel a 40 V durante 30 mln. 

22. Correr a 100 V durante 24 horas. 

PROTOCOLOS DE EXPERIMENTOS IN PLANTA. 

PROTOCOLO PARA ESTERILIZACION DE SEMIUAS. 

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

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

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

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

mln. 

5. Lavar llbundanlemente con agua estéril, hasta eliminar el cloralex. 



6. Con pinzas asterlllzadas a la llama, seleccionar las me¡ores semlllas y colocar 

3-4 semlffas an cajas da petrl con agar al 0.8%. 

7. Las cajas sa envuelvan an papel aluminio y sa colocan en Ja Incubadora a 30oC. 

8. Daspues da 2 días, pasarlas a matraces Erlen·Meyer con agar blando (al 0.8%) y 

medio nutritivo Fahraeus y trazas Glbson. 

PROTOCOLO PARA INOCULAR SEMILLAS. 

1. Como experimento paralelo In 11/11t;1 de Jos cuftlvos en liquido de las cepas 

anteriores, centrifugar a 3000 rpm durante 10 mln. 

2. Ellmlnar sobranadante. 

3. Agregar 1 mi de agua destilada, homogenlzar, volver a centrifugar a 3000 rpm 

por e mln. 

4. Eliminar sobranadante y agregar 3 mi de agua destilada. 

5. Tomar 1 mi y hacer una dilución 10-1 para leer al espectrolotómetro. 

e. Da la lecture obtenida a una longllud do onda (A) de 600 nm, hacer las 

correlaciones con el número de cdlufu correspondientes y los postarloras cálculo• 

de transformación a células/mi, comparandolas con fas da una curva de relación 

0.0.·No. ~lulas, pravfamenta obtenida. 

7. Ya en medio est•rlt, da las aamllfas .QBrmlnadas 3 días en fa oscuridad an agar al 

8% pasarlas a matraces Erlen·Mayer con agar blando (0.8%) y medio nutritivo, 



tratando de enterrra la raíz hacia abajo en el agar. 

O. De la dilución anteriormente leída, realizar una dilución en donde hallan 1 !JI 

células/mi. 

9. Tomar 0.1 mi y agregarlo en la rt1glón cercana al naclml&nto radical de la semilla 

transplantada, sin tocarla. 

10. Tapar con frasquitos estériles. 

11. Incubar 30oC por 2-3 días. 

12. Incubar a 27oC por 10 días. 

13. Realizar experimento de confirmación In vltro con diferentes diluciones (de 1<J 

hasta 10·6) en medio sólido PY y PYrllSO. 

14. Incubar a 3QoC por 3 días. 

15. Obtener el número de células por mt de la solución Inicial (1CJl)y correlacionarlo 

c:on al número previamente obte~ldo para la Inoculación de las semillas con la lectura 

de densidad óptica en el espectrofotómetro (10! células/mi). 

16. Proseguir con el protocolo para exprimir nódulos. 

PAOT<X:Ol..O PARA EXPRIMIR NOOULOS. 

1. En una c6mara con medio estéril, sacar las plantas del agar l>lando con medio 

nutritivo. 

2. Con unu pinzas llameadas quitar los nódulos y ponerlos en una caja de petrl con 

egue ""rll. 



3. Pasar los nódulos con las pinzas, a otra caja de petrl con una solución de cloralex 

al 20% durante 3 mln. 

4. Pasar nuevamente cada uno de los nódulos a otra caja con agua estéril y 

enjuagarlos 3 veces. 

5. En cajas con PY poner una gota del agua con la que se enjuagó por úlllma vez. 

6. Poner un nódulo sobre la caja con PY, flamear las pinzas, enfriar, exprimir el 

nódulo y estriar sobre toda la caja con un asa de siembra previamente flameada. 

7. Dejar que seque. 

B. Incubar a 3000 por 2·3 dlas. 

9. Estriar las colonias aisladas en medio selectivo sólido (PYrfJSO). 

10. Realizar protocolo para visualización de plásmldos (Eckhardl). 



RESULTADOS 



CRUZAS IN V/TRO. 

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 2. En ella se señalan: el número 

de cruza, la cruza realizada, la frecuencia de transferencia promedio del pSym 

correspondiente a esa cruza, el porcentaje de transconjugantes que heredaron 

distintas combinaciones de plásmldos (visualizados en geles de agarosa tipo 

Eckhardt), entre paréntesis el número de transconjugantes analizados por Eckhardt 

(número de carrlles analizados) y finalmente una sección, señalada como datos 

adicionales, con una pequeña conclusión sobre el resultado obtenido para cada una de 

las cruzas realizadas. Esta tabla tiene la característica de agrupar a todas las 

cruzas realizadas, las cuales pueden analizarse y compararse en conjunto o por 

bloques (ver más adelante). En el caso de los porcentajes de combinaciones de 

ph!smldos heredados en las ceP,ss transconjugantes, hay que tener en cuenta que 

dichos porcentajes fueron obtenidos tomando como 100% al número de carriles 

analizados por Eckhardt y el número de combinaciones presentes (plásmldos 

vlsuallzadoa en las transconjugantes). En general, los datos adicionales se refieren a 

ta Interpretación de las frecuencias de transferencia del pSym (silvestre, 

ampllflcado o delelado) con o sin el pa, as! como la de los datos obtenidos a partir de 

la visualización de plésmldos heredados por las transconjugantes, teniendo como 

referencia a las cepaa parentales para determinar el tipo de rearreglo plasmldlco 

pr-.ilado por la cruza realizada (ver adelante). 

Por otra parte, se Incluyen gréllcas de cada una de las cruzas realizadas En 

cada una da las gráficas se muestran los porcentajes de plésmldos heredados por las 



Tabla 2. Anáfosis de las diferentes cruzas reaUzadas. todas numeradas y mostrando la lreaiencia de transferencia promedio, porcentajes de plásmidos contenidos en las transconjugantes y datos adicionales para cada una 

FRECUENCIA 
CRUZAS PROMEDIO 

CFNXS X GMl9023 1.85X1cr6 

CFNX5X2001 1.4X1cr6 

3 CFNX5X3-53 1.8x1cr1 

4 CFNXSXCE·3 4.6X1cr8 

5 2001/pdCFNX5XGMl9023 7.8X10·7 

< 1x1cr8 

6 2001/pdCFNXS X 1·95-1 < 9.4X1cr8 

2001/pdCFNXS X 3.53 <9.SX1cr8 

8 2001/pdCFNX5 X CE-3 < 3.6X10-8 

9 CFNX26 X GMl9023 2.1x1cr6 

10 CFNX28 X GMl9023 2.4XX1cr6 

11 CFNX39 X GMl9023 7.5X1cr6 

COMBINACIONES 
DE Pl..ASMJOOS 

PORCENTAJES 

pSym CFNX5: 5.,... 
pa<pSym CFNXS· 29'll. 
pe.pSym CFNX!> 1494 

pSym CFNXS: 62.5% 
pa+pSym: 25% 
pSymMopa\· 12.5% 

pSym.100% 

pSymCFNXS: 100% 

pSym CFNX5 100% 

pSym desa""lifteado: 87.5% 
pSyrM:12.5% 

pSym desamplificaOO: 73.7% 
p6ym 2X:15.8% 
pa-pSym: 10.5% 

pSym desamplificado: 63.6% 
pSym.. 2X·3X: 27.3% 
pSym CFNX39: 9.1% 

1 CARRILES DATOS ADICIONALES 

(IO) Frecuenc1" de transferencia normal, presentando algunos tipos de reaneglos 

Probablemenle la disminución en la lrecuénoa de transferencia sea debida a: 1) 
la ausencia de los demlls pMsmidos. 2) al medio selectivo o 3) a la presenoa 
del pSym detetado. Sin erroargci. et pSym presente en las transcoojugantes 

(16) es. para todos los casos, el silvestre. 
\J.ICl:::.U Ut: UU::. IJ'd~·~.~~Jt::::t,1..Utlllt:ylClt;IUltt::~/ 

(8) 

(8) Frecuencia de transferencia baja. posillemente debida a la presencia del pSym 
en la cepa receptora (dlficuftad para desplazarlo) 

(10) Frecuencia de transferencia determinada por la ausencia del pa 

Baja frecuencia de transferencia debida a la diferencia en el pool p&asmidico. con la 
producción de cepas con ba¡a viabilidad. dado que no tué posible obtener transconjugantes. 

Baja frecuencia de transferencia. No pudieron obtenerse transconjugantes. 

No pudieron obtenerse transconjugantes. 

(8) Aumento en la frecuencia de transferencia probablemenle debida por la secuencias 
amplificadas 

(19) 

(8) 

· Aumento en la frecuencia de transferencia probablemente debida por la secuencias 
amplificada 

En las ll8S cruzas anteriores se ob&erva un claro aumento en la 
frecuencia de lransf811111Cia de eslOs (apoyo a la hipótesis de 
cointegración). 



CRUZAS 
FRECUENCIA 
PROMEDIO 

12 CFNX26 X 2001 1.43X1ctl' 
~ 

13 CfNX28 X 2001 2X1o-8 

14 CFNX39 X 2001 7.47Xlo-8 

15 2001/pdX26 X GMl9023 6.sX1~ a) 

1.32X1o-6 b) 

1& 20011pdX28 x GMl9023 sx10-7 

17 2001/pdX39 X GMl9023 1.8X10.5 

18 CFNX2 X GMl9023 1.04X10"6 

111 CFNX2 X 2001 2.34Xt0·7 

20 20Q1/pd42 X GMl9023 3.8X1~ 

PORCENTAJES 

pa+pSym: 72.5% 
pSym CFNX26: 27.S"lo 

pSym CFNX28: 50% 
paij>Sym: 38% 
pa-pSym: 12"/o 

DATOS ADICKlNAL.ES 

(12) 

(8) 

pSym-CFNX5: 77.8% 
pa-pSym-<:FNXS<ila: 11.1 % 
pa+pSym-cFNXs: 11.13 

(9) Resullados similares a los anteriores: a mayor a""8ficación mayor 
freaiencia de transferencia 

pSym-CFNX5: 66.6"/o (6,b) la cruza. a) corresponde, probablemente a un ...agio del ~ 
pSym-CFNX5+ pa-pSym-O'NXS: 33.3% ~: ::::=..k'.'" pa, fo ~ cpzás determina 1 a a 1 ta 

la cruza b) muestra un ~rtamienlo "normal', pero con pa. 

pSym CFNX28: 25% 
pSym-CFNX5: 50% 
pSym-CFNX26:25% 

(4) la baja frecuencia d e transferencia puede deberse a la ausencia del pa. 

pSym.CFNX5: 22.2% (9) 
pSym-cFNX28(pa-pSym.CFNX5)+pSym 
.CFNX5:11.1% 
pSyrn-CFNX26.¡¡a-pSym-cFNX5: 11. l \l. 
pa-p5ym-cFNX5: 22.2% 
pSym.CFNX5+pa-pSym& 11.1% 
pSym.cFNX5+pSym.CFNX26+pa
pSym-cFNX5: 11.1% 
pSym-cFNX26: 11.1% 

pa-p5yrnA:33.3% 
pa-p5yiM+pSym4: 44.4% 
p$ym4:22.2'% 

pSym&:100% 

pSym4: 100% 

(9) 

(25) 

(10) 

E 1 aumento e n 1 a frealencia de transferencia puede inleipralar9e 
enbase a los datos cbleridos con fospon::enlljes _,ientesde 
E e k h a r d 1 s, ob&elvándose cfaramenla el I""' rünero de ....nos 
recombinacionalas, s o b r e todo cuando se tiene un elevaOO número de 
coplas de una secuencia retterada. 

Los eventos recombinacionales se siguen presentaooo. la frecuencia de 
• transferencia eotá afectada (cfisminuida). 

la Clsn*1ución en la freaiencia de transferencia sugiere ~ la lnlormación 
genética -lada del plásmido original es imporlanle (menor número de "sitios 
calientes" para la transferencia. 

Fracuencia de transferencia aumentada posiJlemente debida a reaneglos 
prewios enlrl los plésmidos • y d. 



trensconjugentes de cada una de las cruzas realizadas y los plásmldos presentes en 

las transconjugantes de dicha cruza (señalados en gráfica de barras y de pastel), asl 

como las fotografías tomadas a los geles de agarosa teñidos con bromuro de e!ldlo 

(tipo Eckhardt), con los cuales se obtuvieron los datos mostrados en le tabla 2. 

Todas las fotograflas muestran un carril que corresponde, en la mayoría de los 

casos, a la cepa parental CFNX5 (correspondiente al carril A), los demás carriles (B, 

e, O, etc.) pertenecen a las transconjugantes con las diferentes combinaciones de 

plásmldos heredados. Finalmente, pera hacer una correlación entre las fotografías 

de los geles y la gráfica de barra, se colocaron como subíndices del tipo de 

combinación plasmldlca o rearreglo que se observa en ellas las letras mayúsculas 

(A, e, e, etc.) que corresponden a las bandas observadas en los geles. Dado que no 

pudieron obtenerse transconjugantos de las cruzas 6, 7 y e. sólo so muestran 17 

gráficas en total y no 20 como se esperarla. La numeración de dichas gráficas es 

progresivo con el de les de las figures mostradas en le parte Introductoria. 

Para el análisis más sencillo de los resultados obtenidos de los experimentos In 

vltro, estos han sido divididos en tres bloques: el primero, que comprende las cruzas 

1-8; el segundo, que Incluye de la 9-17 y el tercer bloque, con les cruzas 111-20. 

En el primer bloque de. cruzas (cruzas 1 a 8) se analizó la frecuencia de 

trensfarancla del pSym silvestre (cepa CFNX5). 

En las cruzas 1 y 2, le cepa donadora contenía pa además da pSym, mientras que 

les capas receptoras carecían de estos dos (pa y pSym) (Figuras 1 O y 11 ). Los 

resultados muestran una frecuencia da transferencia da aproximadamente 10·8, 



concordante con datos previamente obtenidos (Tabla 2). 

En las transconjugantes se observa la co-transferencla de los plásmldos pa y 

pSym, ya sea como colntegrados o separados, en un alto porcentaje (66%). Tamblen 

se observó la generación de un nuevo tipo de rearreglo, posiblemente 

correspondiente al pa delatado. 

En las cruzas 3 y 4, se utlllzó la misma donadora, que contiene el pSym 

sllvestre y pa y las cepas receptoras que contienen secuencias del Sym, ya sea 

delatado (cruza 3) o completo (cruza 4). En ambos casos se observó una disminución 

en la frecuencia de transferencia que puede ser atribuida a la presencia del pSym 

(sllvestre o delatado) en la cepa receptora y una consecuente dlllcultad para 

desplazarlo (Tabla 2). Entre las transconjugantes obtenidas se observó siempre la 

transferencia del plásmldos pSym silvestre (Flg. 12 y 13), determinado asl por el 

marcador selecclonado (kanR). 

En las cruzas 5.a; se determinaron las frecuencias de transferencia del pSym 

silvestre en ausencia del pa, teniendo receptoras carentes del pSym silvestre 

(cruzas 5 y 6), en las que presentaba una deleclón (cruza 7) o bien en las que estaba 

,~ompleto (cruza B). En todos los casos se observó una menor frecuencia de 

"transferencia a la que pudiera ser detectada (Tabla 2), consecuencia debida a la 

ausencia del pa. En las cruzas 6 a 8, las frecuencias de transferencia, fueron 

Inclusive menores a las de selecclón de derivadas de la cepa donadora, resistentes al 

antibiótico (cm) usado para la aelecclón (Figuras no mostradas, correspondientes a 

las 6, 7 y 8). 



En el segundo bloque de cruzas (cruzas 9 a 17). se determinó la frecuencia de 

transferencia del pSym, con una duplicación de una reglón de 120 kb (CFNX26), con 

una triplicación (CFNX2B) o una amplificación de ocho veces (CFNX39) de esta reglón 

en presencia o ausencia del pa y utilizando como receptoras a cepas carentes del 

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 amplificación del pSym (cruzas 9 a 14) (Tablas 2 y 3 y Figuras 15 a 

20). 

Como se observa, las frecuencias de transferencia varlan un poco en función de 

la cepa receptora (menor con la 2001 que con la GMl9023), aunque sigue siendo 

notoria la tendencia en el Incremento de la frecuencia de transferencia del pSym 

debido a las amplificaciones presentes en éste. Esto esta correlaclonado 

directamente con un aumento ~n el número de secuencias homólogas entre los 

plum Idos. 

Qulalera hacer notar que el grado de ampllflcaclón no se mantiene en las 

tranaconjugantes, ya que se observan diferentes tipos de rearreglos, como son 

las c1a .. mpllflcaclones, las colnlegraclones y las deÍeciones (Tablas 2 y 4; Figuras 

15 a 23). 



CRUZA FRECl.elCIA Al.MENTO CON RES- AIMNTOCON RESPECTO 
DETRANS· PECTO A LA CFNXS ALACFNXS 
FERENCIA (X 10-0) (NWnveces) 

CFNXSXGM19023 1.BX10·6 

CFNX26XGM19023 2.11x1o-e 0.31 1.17 

CFNX26XGM19023 2.44X10-• 0.64 1.35 

CFNX39XGMl9023 7.66XtO-• 5.66 4.25 

CFNX5X2001 1.4X10·6 

CFNX26X2001 1.43X10-• 0.03 1.02 

CFNX28X2001 2.oox10-• 0.60 1.42 

CFNX3SIX2001 5.96X10-• 4.56 4.25 

TABLA 3. Aumento en los valores de frecuencia da transferencia del plásmldo almblóllco en cruzas de 
cepas con diferentes tipos de ampllflcaclones. 

RIARREGLO 

OESAMPUACACKJNES 

CARACTEAllTICAI 

pSym proveniente de cepas 1mpUHcada1 
2X, 3X y ex. con tlrMftol nwnor11 a toa 
de la amplfflcacldn lnlclal (•pSymCFNX5). 

Generalmente a n t r e pa y pSym 
deumpllRcado. delatado o 1llvestre. 

Ganeralmante del pSym proven'ente de 
las copa• con alglln tipo de ampllllcaddn 
(2X, 3X u IX) y do 1ama11o rnonor al de la 
CfNX5(·~). 

DELECICIE DEALlOCllJEH E n e o n t r a d a 1 llnc:arnenll 1 n 1 a 1 
tronaconjugant .. obllnldal de la cnwl 

CFNX5 X 2001 y con lamal\ol '""""'"al 
dal pa. 

Tabla 4. Tlpos de raanegloa en pl41mldo1 obtenldoa de trante0njugant11. 

CRUZAS 

9. 10, 11, 14, 15, 16, 17 

1, 10, 13, 14, 18, 17, 18 

9, 16.17 

En las cruzas 15·17, se Intentó determinar la frecuencia da transferencia 



< 

de los pSym con distintos grados de amplificación en ausencia del pa (Tabla 2). Entre 

las transcon)ugantes de las distintas cruzas se observaron algunas con pa, además 

de una serle de distintos tipos de rearreglos (desde desampllflcaclones, 

colntegraclones, delaciones y mezclas de ellas) (Flg. 21 a 23). Estos resultados nos 

Indican que las donadoras si tenían pe, a pesar de que se suponla que careclan de él, 

aunque en una proporción muy baja, por lo que no fué visto en el momento de 

analizar el patrón de plásmldos. 

Finalmente en el tercer bloque (cruzas 18·20), se estudio la frecuencia de 

transferencia de cepas con un pSym delatado de la reglón 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 pe, es menor que la del pSym 

sllveetre (Tabla 2). Cuando se utilizó como donadora la cepa con pSym delatado sin 

pa (cruza 20), se observó una fre.cuencla de transferencia muy elevada; aunque en el 

análisis de plásmldos de las transcon)uganles, se observaba un sólo plásmldo, de 

lamafto correspondiente al del pSym delatado (Tablas 2 y 5; Flg. 24 a 26). 

CRUZA FRECUENCIA DISMINUCION CON DISMINUCION CON 
OETRANS- RESPECTO A LA CfNX5 RESPECTO A LA CFNX5 
FERENCIA (XID-') (Núm. veces) 

CFNXSXGMl9023 1.BXID-' 

CFNX2XGMl9023 Ul4X1D-' 0.78 0.43 

CFNX5X2001 UX10-6 

CFNX2X2001 0.234X1-I 1.17 0.114 

TABLA 5. Diamlnudón en k>I valores de frecuencia de tranalerencla del plásmldo simbiótico delelado en 
cruza di cepaa con dlf9nmtt1 car11cterl1tlcu. 



CRUZAS IN PLANTA. 

El obJetlvo de estos experimentos era el de determinar la Influencia de la 

presencia del pa sobre la capacidad de transferencia del pSym en la rlzosfera, 

detectando a las transconJugantes por su capacidad para producir nódulos. 

Los resullados obtenidos en los experimentos In planta se resumen en la tabla 6, 

en la cual se señalan: los experimentos realizados (1, 2, 3a y 3b) Indicando con 

subfndlces el número de plantas Inoculadas, la proporción en que fueron mezcladas 

las cepas donadoras (D) y receptora (R) (107 o 106 células), para cada una de las 

cruzas (10·20-B + 2001 y 8·11 + 2001) se sel\ala cual es la cepa donadora y cual 

es la cepa receptora, las caracterlstlcas principales de plásmldos presentes o 

· ausentes (plásmldos necesarios para la noduloclón y la presencia o ausencia del pa), 

al total de nódulos obtenidos (número de transconJugantes que heredaron el pSym) 

con caracterlstlcas rllR al momento de Incubar el contenido de dichos nódulos, el 

número de nódulos por matraz y una estimación de la frecuencia de transferencia 

del pSym, para la cual, se supuso que cada nódulo provenla de una transconJugante 

(un nódulo:una transconJugante), por lo tanto, dicha estimación dá el siguiente 

cociente: 

frecuenc:ia • mlmero de oódu los 
células donadoras 

donde el número de células donadoras es el producto de la proporción (1CJ o 107 



células) por el número de plantas Inoculadas (6·12 plantas). Se Incluyen los 

resultados obtenidos de las plantas Inoculadas con cada una de las cepas como parte 

de los controles, tanto negativos (no producen nódulos) como posllivos (sólo la CE·3, 

produce nódulos). 

Las plantas se Inocularon con mezlas de células (cepas 8·11 + 2001 y 10·20·8 

+ 2001) en proporción 1:1 poniendo 100 µI de lnóculo con 101 células de cada cepa 

(experimentos 1,2 y 3b) o 106 células (experimento 3a), e Incubando las plantas por 

15·21 días. Las cepas 10·20·8, 8·11 y 2001 son Incapaces de Inducir la formación 

de nódulos, por la falta del pb (10·20·8 y 8·11) o pd (2001), resultado confirmado 

por los controles negativos y positivos (tabla 6), por lo tanto los nódulos obtenidos 

al Inocular con mezclas de estas bacterias deben estar formados por 

transconjugantes de 2001 que heredaron el pSym de la cepa que lo portaba (fotos 

no mostradas). Así, los resultad.os seftalados en la tabla 6 muestran que el mayor 

mlmero de nódulos se presentó cuando la cepa donadora llevaba el pa además del 

pSym, no así para la que carecía del pa, esto nos Indica que el pSym se transfiere 

bajo estas condiciones y que el efecto del pa sobre el pSym se observa !amblen In 

planta • SI suponemos que cada nódulo está lonmado por una transconjugante, 

Í>odemos hacer un cálculo aproximado de la frecuencia de transferencia del pSym en 

eataa condiciones (tabla 6). Como puede observarse, las frecuencias de 

transferencia en presencia del pa siempre son mayores que cuando este plásmldo no 

está, lo que confirma una vez más el electo ayudador del pa para la transferencia 

del pSym y además que este proceso puede llevarse a cabo utilizando plantas como 



medio de selección de transconjugantes (capacidad para producir de nódulos). 

Teniendo presente lo anterior (un nódulo:una transconjugante) y así como el número 

de nódulos por matraz obtenidos del control positivo (cepa CE·3), estos últimos 

pueden ser tomados como el 100%. Los resullados porcentuales obtenidos de esta 

forma, tanto de la cruza 10-20-8 + 2001 como de la 8-11 + 2001, se tiene lo 

siguiente: 

experimento 13% (10·20·8+2001) vs. 0% (8·11+2001) 

experimento 2 16% (10·20·8+2001) vs. 12% (8·11+2001) 

experimento 3e ...... 35% (10~20·8+2001) vs. 0% (8·11+2001) 

experimento 3b •..•.. 89% (10-20·8+2001) vs. 18% (8·11+2001) 

lo anteriormente expuesto Indica y a la vez refuerza , al Igual que los resultados 

obtenidos a partir de las frecuencias de transferencia del pSym, un mayor 

porcentaje, siempre, pam las tmnsconjugantes (2001 que heredaron, por lo menos, 

el pSym de la cepa donadora) obtenidas a partir de la cruza de la cepa que posee el 

pa y el pd mostrando diferencias que van del 2 al 71 %; así pues, vemos reflejado una 

vez más el efecto ayudador que el pa tiene para la transferencia del pSym In planta. 

Por otra parte, en el análisis de plásmldos de las cepas transconjugantes (datos 

no mostrados) 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, parecía haberse transferido el pSym 

con el pa en forma de colntegrado, como se mencionó en la parte de experimentos In 

vltro. 
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Tabla 6. Res¡sltadcs obtenidos para cada uno de los experimentos reafizadOs in planta . 

( 1) ~con c:otonlas ntR lormados por transcon¡ugantes. (2) Control positivo. Nódulos con 
coloNas ctacldu en PY. (3) controt ._ttvo. (4) Nódulos por matraz. (51 Estimación da la 
- do transfefenda del pSym. (6) En 100 µl. (7) Para la cruza 10.20-8 + 2001 sa usaron 
6 pi.-. y para la cruza 11-11 + 2001 se uasron 8 plantas. (8) En ambas cruzas se usaron 12 
pis-. (9) El nüm9f0 de plantas usadas en los dos experimentos lué da 10. 



DISCUSIOJNT 



Los objetivos generales que motivaron la realización de este trabajo fueron: 

primero, conocer el efecto que produclan los diferentes tipos de rearreglos 

(ampllflcaclones o delaciones) en la frecuencia de transferencia del pSym de la cepa 

CFN42 de R. eUI en presencia y ausencia del pa, para el cual se obtuvieron resultados 

que Indicaron el efecto positivo (aumento en las frecuencias de transferencia) 

cuando se trataba de amplificaciones en el pSym o bien el efecto negativo 

(disminución en las frecuencias de transferencia) cuando se trataba de delaciones en 

este plásmldo, además que se confirmó el efecto ayudador del pa puesto que en 

ausencia de tiste, dicho efecto no se lleva a cabo (frecuencias muy bajas). Para el 

segundo objeUvo general, que ful! el de saber si el efecto ayudador del pa para la 

transferencia del pSym se llevaba e cabo In planta ful! confirmado con los 

experimentos realizados para ello. 

CRUZAS IN VITRO. 

Algo que se ha venido viendo durante la realización de todas y cada una de las 

cruzas, es la gran variedad de rearreglos, no solo del pSym, sino además del pa asr 

como del pa con el pSym (tabla 4), y sobre lodo con una amplia gama, en cuanto a 

mlmero de rearreglos, generalmente en función al número de coplas presentes en la 

reglón nlfHDK (t20 kb) en el pSym de la cepa donadora, siendo la de mayor número 

de rearreglos la cepa CFNX39 (octupllcada), lo que Indica la gran versatllldad que 

algunos plalsmldoa tienen, poniendo en evidencia toda una gama de fenómenos 



recomblnecloneles producidos, en este caso, entra el pe y el pSym. Cebo referir le 

generación de un nuevo tipo de reerreglo: deleclón de elfo órden (cruza 2), que 

posiblemente corresponde e une deleclón no del pSym sino. del pe. Todo lo anterior 

nos habla de les posibles formes con les que se logre la diversidad, no solo 

plesmídlca sino genómlca, en general, le cual debe generarse de forme natural entre 

les cepas que comparten una vide saprofítlca (en el suelo) al transferirse diferente 

Información genética proveniente de plásmldos de otras cepas bacterianas. No hay 

que perder de vista que les frecuencias de transferencia mostradas en los 

resultados obtenidos pera ceda cruza, en realidad pertenecen a los eventos 

recomblnaclonales que sa producen de forma más frecuente , en este caso, sellalados 

con porcenteJes (tabla 2). 

Del primer bloque (cruzas 1 a 8), pera las cruzas Iniciales (cruzas 1. y 2) los 

resultados obtenidos fueron los que se esperaban: con el efecto ayudador del pa 

sobre la transferencia del pSym (1 D-8). De estos, aunque los mayores porcentaJes 

pertenecieron a la transferencia del pSymCFNX5 (57% para la cruza 1 y 62.5% para 

la 2), !amblen hubo otros tipos de rearreglos (colnlegredos pa·pSym y deleclones), 

lo que sugiere un mecanismo de recombinación producido, entre otras cosas, por la 

presencia de las abundantes secuencias homólogas referidas por Glrard, et al. 

(1991) que el pSym llene con el pe. Ahora bien, falta determinar la naturaleza real 

de dichos rearreglos, como son: conocer si la colntegraclón del pe es del plásmldo 

completo o solo de una parte de tll, determinar si la cotransferencla del pSym con el 

pa (formando colntegrados o por separado) produce algún rearreglo previo del cual 

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

.. 



producen todos estos tipos de reerreglos (colntegraclón), cuales genes-protelnas 

participan para ello, determinar que reglón del pa se delata ¡>ara la producción de las 

delaciones de alto órden, saber si esta reglón es la que con mayor frecuencia se 

delata o no y por consiguiente, cuales son las secuencias o reglones que se 

conservan, etc. Al menos para esta última parte, Brom (comunicación personal) ha 

obtenido recientemente, de forma análoga, un plásmldo caracterizado por la 

presencia de una delación de alto órden, con un tamaño aproximado a 90 kb al que ha 

denominado pA, otra caracterlstlca es que posee secuencias homólogas no solo del pa 

sino además del pi, perteneciente a una derivada de la cepa CFN42. Incluso, la 

generación de un tipo de rearreglo nuevo mientras se realizaba este trabaJo 

(deleclón de alto órden), no descarta la posibilidad de que tenga, además de una 

delación del pa, una colntegraclón·deleclón ccn el pi, puesto que éste no se observa 

en las fotos para el análisis del pérfll de plásmldos. 

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 sólo con parte de él (3); la 

disminución en la frecuencia de transferencia para ambos casos se atribuye 

directamente a la presencia del pSym (completo o no) en la cepa receptora, con una 

consecuente dlflcultad para el desplazamiento de éste. 

Da las cruzas 5·8, cuyo obJellvo era conocer las frecuencias de transferencia 

del pSym de una cepa carente del pa, en donadoras con una poza plasmldlca y 

caracterlsllcas del pSym diferentes (co_mpleto, cruza e; delatado, cruza 7 o ausente, 

cruzas 5·6), siempre se obtuvo una frecuencia de tranaferencla menor a la que 



pudiere ser viste (< 10.8) o bien, muy baje (cruza 5), debido, en primer lugar e que 

le cepa donadora el no poseer pe, carece del efecto ayudador de este plásmldo; en 

segundo lugar, al conjunto plasmldlco que las cepas receptoras contienen y que ello 

les proporcione no solo un genotipo diferente, sino !amblen tm fenotipo distinto al de 

la cepa silvestre y que se ve reflejado con la disminución en la frecuencia de 

transferencia. Por ejemplo, Ja cepa 3-53 (usada como receptora) que carece del pb 

y por ello está afectada en la producción de LPS (llpopollsacárldos) y 

subsecuentemente en la composición de su pared celular, esto pudiera ser una 

caracterlstlca Importante en la bacteria para que no se lleve a cabo un evento 

conjugaclonal normal. En el caso de la 1·95-1, tal vez no sólo la posesión del pb y pe 

delatado, sino de la falta de los otros plásmldos sea un determinante negativo para la 

transferencia de material genético por medio de la conjugación. En la cepa CE·3, 

como se seftaló en la cruza 4, el ~facto que genera la posesión de un pSym en la cepa 

rel:!'plora , se refleja, alln con el pa, en una baja frecuencia de transferencia, más 

alln sin éste, sobre todo por la dlflcultad que Implica desplazar al antiguo pSym. 

Finalmente, y de forma aparentemente contradictoria con las anteriores, la cepa 

GMl9023 de le especie Agrobacterlum tumefacl-ndo es usada como receptora, 

siendo una cepa totalmente carente de plásmldos y que por ello debiera producir un 

comportamiento similar al de los anteriores (baja frecuencia de transferencia del 

pSym), no lo dá, quizás porque se trata de una especie diferente a Rhlzoblurreurq¡a 

taxonómlcamente son especies cercanas y además comparten el mismo 

mlcroamblente (rhlzosfera); qulzas tamblen, la Información genética contenida en el 

cromosoma de esta cepa provoca un efecto positivo en el pSym a través del efecto .. 



que el pa tiene sobre este para su transferencia por medio de la conjugación 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 

provocó en la baclarla la utilización del anllblóllco cloranfenlcol como medio de 

selscclón de mutantes resistentes (sin las resistencias que confiere el GDYN, usado 

en otras cepas), para posleriormente obtener transconjugantes; sin embargo, dicho 

efecto no puede ser cuantlflcado porque no se obtuvieron mutantes resistentes a 

otros antlblóllcos para poder hacer la compar~clón con ésle. 

Para el segundo bloque de cruzas (9-17), la determinación de las frecuencias de 

transferencia da capas con el pSym amplificado (duplicado, lrlpllcado u 

oclupllcado) hacia cepas carentes de pSym, se observó una tendencia gradual en el 

aumento de las frecuencias de transferencia con respecto a la cepa silvestre 

(CFNX5), que aunque con pequenas variaciones entre las cruzas 9·11 y 12·15, todas 

estuvieron en el órden de 10-s, el aumento en las frecuencias de transferencia 

siempre fué muy evidente (tabla 3) y generalmente correlacionado con el grado de 

amplificación del pSym en la cepa donadora. Asr esto puede correlacionarse, 

directamente, con el aumento en el nllmero de secuencias homólogas entre los 

plásmldos a y d, lo qua resulta como un apoyo más al mecanismo de colntegraclón, 

auque no del todo en rechazo al de donación, propueslos para la transferencia del 

pSym con las funciones ayudadoras del pa, ya que la cotransferencia del pa y pSym 

por separado tamblen lué observada, sin embargo no podemos saber si los plásmldos 

transferidos hallan pasado formando un colnlegrado y resolviéndose despues en la 

cepa receptora. .. 



Algo que surgió de manera notoria, como ya se mencionó, fué que el grado de 

amplificación no se manluvo en las transconjugantes, observándose los numerosos 

rearreglos oblenldos para las transconjuganles de cada una de las cruzas con las 

cepas amplificadas, los cuales, según el tipo de ampllflcaclón presente en el pSym 

tendían a Ir en aumenlo: menor número de rearreglos para las duplicadas (2 tipos) y 

mayor número de rearreglos para las oclupllcadas (3-B tipos). De entre los 

diferentes rearreglos observados (colntegrados, desampllflcaclones y deleclones), 

es claro que en muchos de ellos, si no en su mayoría, se presentó una lendencla a la 

desampllllcaclón por delación de fragmentos de diferentes lamaños, produciendo 

bacterias con plásmldos de dlferenles tamaños (desde la ampllflcaclón origina! hasla 

deleclones de tamaños aproximados a la de la cepa CFNX2), pero lo más sorprendenle 

fué observar que a pesar de ello seguían manteniendo la capacidad de soportar altas 

concentraciones de antibiótico (kanso o kan100) con respecto a la CFNXS (kan15), lo 

que sugiere como una poslbllldad Ja delación de grandes reglones del pSym, pero no 

del casselte GDYN, probablemente producido por una doble recombinación, tal vez 

sitio especifica, con la delación de un fragmento. Una segunda posibilidad es que en 

el momenlo en el que se produce la delación se Incluya dentro de este fragmento al 

GDYN, pero que de alguna forma esta nuevo tipo de rearreglo halla "creado" un nuevo 

marco de lectura para llevar a cabo y de forma conveniente, una "nueva• vía de 

degradación da antibióticos lo suficientemente eficiente como para permitirle a la 

bacteria IObrevJvlr a dichas condiciones. Una tercera poslbllldad, combinada con la 

segunda, as qua Ja formación del colntagrado pa-pSym per se proporcione algún tipo 

de Información (¿ ?) para así proporcionarle la resistencia necesaria para la 



concentración especifica del antibiótico usado, especialmente de kanamlclna. V una 

cuarta posibilidad es que las caracterlstlcas de la cepa receptora Junto con las 

adquiridas (Información del pSym y/o pa) sean suficientes como para soportar en 

forma de transconjugante estas concentraciones da antlblóHco. 

Por otra parte, como pudo observarse en los diferentes perfiles de plásmldos, el 

hecho de conservar plásmldos (resueltos) de diferentes tamaños pudo Implicar, desde 

el principio, un posible Impedimento para llevar a cabo al afecto ayudador del pa de 

la bacteria donadora en la transferencia de un pSym amplificado de forma eficaz 

(por su gran tamaño), ya que claramente se ve la tendencia a la desampllflcaclón 
/ 

hasta órdenes similares a los de la cepa silvestre (CFNX5). todo ello sugerido en 

base a los porcentajes obtenidos en los resultados, al menos para las cruzas 9-11, 

ya que en las mismas cruzas pero con la 2001 como receptora o donadora (12-17), 

con excepción de la 14·151 no tuvieron esa tendencia •orientada" a la 

desampllflcsclón observada en altos porcentajes hacia tamaños similares a los de la 

cepa silvestre,· sino a una verdadera mezcla de rearreglos, como fueron la 

formac:lón de colntegrados (previamente desampllflcedos) con la cotransferencla del 

pSym tamblen desampllflcedo hasta órdenes aproximados a los de la CFNX5 (tabla 2 

y gráficas). 

Espaclllcamente para las cruzas 15-17, las frecuencias de transferencia 

obtenidas no fueron las esperadas, puesto que los resultados sugieren que las 

donadoras si contenlan, si no tO<lo el pa, al manos una paqualla fracción de él, ya que 

cuando sa hizo el an•llsls del pérlll de pl6smldo11 para escoger a las posibles 

donadoras de estas cruzas, no se vela ninguna diferencia con respecto a las .. 



características buscadas; sin embargo, los resultados no mostraron la presencia del 

pa; por lo que, Incluso, es una forma de expllcer el gran número de rearreglos entre 

estos plásmldos. Otra posibilidad que surge es que la ampllllceclón per so produzca 

un aumento en la frecuencia de transferencia del pSym y de rearreglos de éste 

plásmldo que den temarios similares al colntegrado pa-pSym, ya que pa (sólo) no se 

encotró (cruza 16), a diferencia de las cruzas 15 y 17 (con amplificación y pa); lo 

cual lmpllca, al menos para el ceso 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. 

Finalmente, para el tercer bloque de cruzas (cruzas 18 a 20), la obtención de las 

frecuencias de transferencia Indicaron, como era esperado, una disminución con 

respecto a la cepa silvestre (tabla 5), que aunque para la cruza 18 la disminución fué 

mínima (aproximadamente 0.4 veces), para la cruza 19 ésta fué un poco más 

evidente (0.8 veces menos), lo que puede ser expllcado como la pérdida de una zona 

Importante Incluida en la reglón delatada (120 kb) de la cepa CFNX2 dando como 

resultado una disminución en el número de secuencias homólogas con el pa para 

llevar a cabo la colntegraclón con el pSym (reglón de mayor homología con el pe) y 

por lo tanto su posterior transferencia. Por otra parte, la frecuencia de 

transferencia obtenida en la cruza 20 Indica que posiblemente la cepa donadora 

había tenido algún tipo de rearreglo 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 delatado •rearreglado" (muy similares a las frecuencias de 

tranaferencla del pa). 

" 



CRUZAS IN PLANTA 

El objetivo de estos experimentos era el de conocer si la transferencia del pSym 

podla llevarse a cabo bajo la Influencia del pa o bien sin esta, a partir de la obtención 

de transconjugantes seleccionados por la propia planta (formación de nódulos), lo que 

fuá confirmado, ya que las plantas Inoculadas con cepas carentes del pa presentaron 

un menor número de nódulos (obtenido en porcentajes) con respecto a las plantas 

Inoculadas con cepas que poselan el pa, lo que sugiere que la planta es un modelo 

favorecedor para que se lleven a cabo fenómenos conjugaclonales. Lo anterior 

traducido a frecuencias de transferencia del pSym en presencia y ausencia del pa 

Indica que el pSym se transfiere en la rlzosfera a frecuencias mayores cuando está 

presente el pa (2.4 X 10·8, en promedio), que cuando no lo está (0.26 X 10-e, en 

promedio); esto nos habla de la distribución del pSym en una población dada. Con lo 

anteriormente sellalado, puede especularse que dicha distribución y por las nuevas 

caracterfsllcas presentes determinadas por el Intercambio genético (a través de la 

conjugación) den lugar a Ja evolución, primero de poblaciones enteras y luego de 

especies: 

DISTRIBUCION DE UN pSym EN UNA POBl.ACION 
1 

RECAMBIO GENE'IlCO - CONJUGACION 
1 

MEJOR ADAPrACION AL MEDIO EN EL QUE VIVEN 
1 

EVOLUCION ESPECIFICA 
1 

EVOLUCION POBLACIONAL 

.. 



Por otra parte, algunos datos (no mostrados) Indicaban en la visualización de 

plásmldos a algunos pSym's de tamaños mayores al de la cepa silvestre, lo que 

sugiere que la transferencia In planta tamblen es un sistema que es capaz de dar lugar 

a la formación de rearreglos (colntegraclones) y combinaciones de plásmldos 

transferidos (pSym solo o con el pa). 

Asl, estos experimentos dan la paula a concluir que la transferencia y rearreglos 

de material genélico plasmídlco, en este caso del pSym y del pa, pueden llevarse a 

cabo en la naturaleza. 



CONCLUSIONES 



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

DE Rhlzoblum 111/I. 

2. El electo ayudador del pa se ve afectado por el grado de ampllflcaclón o delación 

del pSym. 

3. Cuando el pSym contiene secuenclaa amplificadas, tas frecuencias de 

transferencia aumentan proporcionalmente al Incremento de éstas en presencia del 

pa. 

4. Cuando el pSym contiene secuencias delatadas, las frecuencias de transferencia 

disminuyen en relación a la cepa silvestre alln en presencia del pa (reglón de alta 

homología entre et pe y el pSym), lo que sugiere la existencia de sitios de 

reconocimiento prelerenclales para la acción del pa. 

5. La bllaqueda de tranaconjugantes con pSym's amplificados (resistentes a altas 

concentraciones de antibióticos) permiten la selección de otros eventos que 

confieren las caracterfsttcas selecclonadas (reerreglos entre pa y pSym). 

6. Este trabajo apoya la hipótesis del mecanismo de transferencia por colntegraclón, 

aunque no descarta totalmente el del mecanismo de donación para la transferencia 



del pSym. 

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

caracterlstlcas de la cepa receptora. 

B. En plantas, la transferencia del pSym en presencia del pa se lleva a cabo con 

mayor frecuencia (efecto ayudador) que en ausencia de éste (medio natural), de 

manera homóloga que como se observó In vitro. 
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Fig. 10. Gráfica de porcenlajes de plá..<midos presentes en las transconjugantes de la cruza CFNXS X GMl9023 A CFN:<S. 
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subíndices corresponden a las bandas obtenidas en el gel para la visualización de plásmidos. 
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Fig. 13. Grifica de plúmidos prmentea en las llansconjugantes de la cruza CFNXSXCE-3. A. CFNXS. B.CE-3/pdCFNXS. El 
subíndice corresponde .i gel con las bandas obtenidas para la visualización de plásmidos. 
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Fig. 14. Gráfica de pon:entajes de plásmidos presentes en las transconjugantes de la cruza 2001/pdCFNXS X GMl9023. 
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Flg. 15. Gráfica de porcenlajes de plásmidos p18sentes para las transcon!ugaantes de la cruza CFNX26XGMl9023. A. CFNX26 
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para la visualización de plásmidos. 
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FIG. 17. Gráfica de pon:enlajes de plá&midos presentes para las transconjugantes de la cruza CFNX39XGMl9023. A. 
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las bandas oblanldas para la visualización de plásmidos 
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FIG. 18. Gráfica de porcentajes de plásmidos presentes para las Jransconjuganles de la cruza CFNX26X2001. A. 2001/pr1CFNX:: 
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Fig. 19. Gnifica de porcentajes de plásmidos presentes para las transconjugantes de la cruza CFNX2llX2001. A. CFNX28. 
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~ (-CFNX26J • O. 2001/pdCFNX28. Los subincfices corresponden al gel con las bandas oblllnldas para la 
visualización de plúmidos. 



PORCENTAJE(%) 

100.t 

80...J 

60 

40 

20 

-· -·11 .. .. ·- -.... - -

~lf 
A B C O 

PLASMIDOS 
PRESENTES 

pSym CFNX39 desampliftcado B . pa y pSym CFNX39 desamplificado D pa-pSym CFNX39desamplificado y pa o pSym 
CFNX39 desamplificado y pa C 

Flg. 20. Gráfica de porcentajes de plásmidos presentes en las transconjugan!es de la cruza CFNX39X2001. A. CFNX39. 
B.2001/pdCFNX39 desamplificado (..CFNXS). C y D. 2001/pa + pdCFNX39 desamplificado (•CFNXS). Los subíndices 
corresponden al gel con las bandas oblenidas para la visualización de plásmldos. 
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FIG. 21. Gnlroca de porcentajes de p16smldoe ~11 en las transconjugantes de la cruza 2001/pdX26XGMl9023 A. CFNX26 B 
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Fog. 22. ~de~ de plásmidos pnisentes en las transconjugantas de la cruza 2001/pdX28XGM19023 A. Y B.CFNX28. C. 
GMl902alpdCFNX28 deumplilicado (-CFNXS) sin pa. D. GMl9023Jpa-pdCFNX28 + pdCFNX26. E. GMl9023lpdCFNX28 desamplificad 
(..CFNX26) o CFNX28. Los subíndices corresponden al gel con las bandas obtenidas para la visualización de plásmldos. 
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Fig. 23. Gráfica de porcentajes de plásmidos presentes en las transconjugantes de la cruza 2001/pdX39XGMl9023. A. CFNX39. 
B. 2001. C. GM19023/pdCFNX39 desamplificado(.CFNXS). D. GMl9023/pa-pdCFNX39 desamplificado (.CFNX5) o pdCFNX39 
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desamplificado. l. GM19023/pdCFNX39 desamplifocado (.CFNX26). Los subíndices corresponden al gel con las bandas 
obtenidas para la visualización de plásmidos. 1.CFNXS. 
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Fig. 24. Gráfica de porcenlajes de plásmldos presentes en las transconjugantes de las cruzas CFNX2XGMl9023 A. CFNX2. 
B.GMl9023/pa + pdCFNX2. C. GMl9023/pa-pdCFNX2 (fonnando cointegrado). D. GMl9023/pdi\CFNX2 los subíndices 
corresponden al gel con las bandas obtenidas para la visualización de plásmidos. 
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Flg. 25. Gráfica de pon:entajes de plásmldos presentes en las transconjugantes de la cruza CFNX2X2001 A. 2001. 
B.2001/pdCFNX2. Los subíndices corresponden al gel con las bandas obtenidas para la visualización de plásmldos. 
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FJg. 26. Gráfica de porcentajes de plásmidos presentes en las transconjugasntes de la cruza 2001/p~GMl9023. 
A. 2001. B.GM19023/pdCFNX2. El subíndice corresponde al gel con la banda obtenida para la visualización de 
plásmidos. 
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