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And thc firt motio~ ali the interim is 
Likc a phantasrna or a hidcus drcam. 
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INTRODUCCIÓN 

1- NTT'll.ÓCENO EN LA TIERRA. NITRÓG•:so EN LOS S•~HF.S vrvos. 

EJ rutTógc:no a parte 1nlcgr.ú de t~ Ja..,.; .:clul.n '\H:t..•. f1>nn::t. parte de las cstl'l.lcturas de 
soponc de W células. pa.ruc1pa en Lu tran.sfomu.c1<~ 4u1n11c.a...'I de l0s K"f"C:S \·1\o!i corno p.:utc 
integral de Lu cadenas de an11no.i.c1do~ de J.:u procc1~., '!> ~ !.:t..' h.--.._'>C'i: punc.::l'i ,., p1nmid1c.a...'1 de W 
cadenas de DNA y RNA Es c.::I entumo de Jos !>Ctcs \.IH~ el ~uc k~ pro" ce de lt>Óo• l(•S clcrncntos. d 
nitrós:cno está presente en la tierra '--TI J1stmtos c.st.~os de o .... u.i.l.Cwn )'' lurtn.:L• fi<;1(.,¿'I, pero solo el que 
está en la superficie de la co:M:c?.a lcrn,...,.tn::. el 4.f~u.;¡ ) la a~fcra puede 'k:r utihL:ldo ¡:>o.""Jr los s.cn!'S 
vi""OS (46) El clcrncnto al s.c.·r utd1.ta.do por k>31 org.;1.n1o;;nk,... :.ufrc c..--ui1h10• en d cst..'ldn de o'l\1<lac11.-.n 
d.uldo Jug:u- al ciclo del n1trogcno (6) 

- Ciclo del nitró¡::tno 
El ciclo del n1trogcno Uc..."nl.: Jugar gra..:1a.s a la a.ct1nd.uJ de 1~)• organ1 .. 11101. "1vo11 en los 

procc::sos de (l. 6). 
-F1J;:acu:lin L&s rnolé.:ula.s Je n1t1ógcno J;.:lli>lnu.:o atnk.'>!!OÍ1.:ru;:o 'llUU r-o:Jund .. ;i..'> o1. an)o:.•n10 fl<"T los 
nucróOl"g.;u.LiS.ll'XM fijadores de mt.ró~-:cno 
·A.stm1b.c1ón El a1nc::'>flJ•) ~ 1..1t1hz.a..Jo paTa stnlo.."ttz.a.r proh:1n.;L.,. por un...1 _f:r311 cant1ddd de º'!-~a111~rnos 
aerobios y an.acrob1os. Ja asmulacu'ln puede ut.!u.ar Urnhl<-'n n1tr;1fP<i p.:ir.i srnkt1:...aT protcuu_o;; 
-I>=:unut.a<:1ón· Dur.u1lc la dcscompo~1c1on de l.i. m .. a1c-r1.i orga.mca Jo.,. ~;r1..1pcx anun...J se tcansfomu.z1 .:i 

amomo 
-N1tnfica.c1ón El azn..xuo se 0~1d.a en cond.1c1ooc:s a4:rob1."l...' hasta nitr:uo n1cd1antc lÍIJS prcx..'--s.<~ que 
llevan a. cabo (Í()$ srupos de ba<..""tc"na.s prcw:.ntc..~ gcncr.llrnc...-ntc c:n d nuo¡rno ccm1 .. r ... ·rn...-. en pn">p.l'1CJC'fl~ 
ba.J~. el pr1111.cT pa..so <le la o"l\1d..3.c1<.'>n del amomo es la form ... :i.c1un de.• n1tr1to por las h.:i.ctcn.:u 
fonnador.u de rutnto. esta tran:.f ... Hnl..."lc1on es rc .. al1.r.:id.J. en n1a'-Of prop.orc1on pvr el gcncn'> 
NlfrosoMOna<s" ~ d nitnto se o•ud.oa aún n1..1_.. por 1.-u ha.:1cna5 fornu.dura.'\ de nnr:uo. cJ ~ene-To que 
pn::donun;u¡tcJncntc lleva a cabo esú tran...'>fonnac1nn es J\'1tr ... '>vct•·r ( 11 
-I>csrutnfi~•on. En cond1c11.)0C$ anaerobias d nitrato es utd1~.k1 i:orno a.c:cptor de dcc1roocs por los 
nuCT00rg:U11srnos ana.cTobl09, a..I accpt.v cla.."""troocs cJ mlrato puc:dc lr.t.n!>fornursc en N;O o en N;. 
c:stOS g.a...~ pasan a fonnar parte de la atmósfera pro ... uc.a.ndo Ja j:)\:rd1da dd dt.:mt."Tlto en Jos 
ec.osi.stcrna.s ICrrcstrc:s. ya que en su fonna de g;u diatomico solo i:s uuli.7-""lhlc por In" ÍIJadon .. "'3' de 
rutróscno que dan cntrat..b al clcnw:ruo al c1do de tr.:insforn'l...""lCIOOt."'S h1olog1ca.<; 

L:i ca.ntíd.:i.d de nitrógeno n.x.luc1do (d1stiotu a ~: ) !'.C calcula en alrc.<lc..for dl: J•Jo': 
loocfadas. c...~t.":l contcnu.ia en lo"l "lUdos '.'>' el n¿:ua en f,nrn..""l d.: n1trot;,_·no orga.ruc() e 1norgan1co, en el 
a.are ".lnk> ox1dos y olros cun1put:!>IO"i vol.irilc"l '.>- en la b1orn.iu d~ los azun~h .. -s y Ja_,. plant.""l.S, llene un 
tJcrnpo de rcs1i.k.-nc1.;a n1cnor a 40 a.rlo"l, p<lr otra panc el nitTOgt.'TIO d1aton11co de la allnósfcra suma 
un.a c.intJda.d cerc;t.na a 3g• 101"' toncJad.;u c....,n un Ocrnpo de f\.--SJdcnc1.1 de 44 nullvncs de años (6) De 
CS05 "'3.lor~ es claro que la \"lda no podna '>oport..1r-.c :un la cntr;1Ja de n1tn.·~~cnu d .. .-~<lc la atn1osfcra 
que rc:a.Ju:an los fiJadorc ... ~ rutTo~t.'"nCJ 



2- LOS SEKES QUE •"UAN NITRÓGENO. 

U rnJucctóo de mtrógcno ~ La 1n0kcub N: h;ut.-1 óll'l'K>mo o .;unonQ.co es una re;u;.cJ.Ón 
Í.il\-otn:l<b ternlOdln.lnucarncntc. pero &os .&.!tos n:qucrmucnlO'li Je encrgia. de .actJv.u:1óo hacen de ~ 
un proceso ddl~1I, la CÍctlCLil encontró una M>JucK'tn aJ prnblCTna cu:llldo M:' re.quino de .unonaaco 
dtstmlo al de l.is fuentes natur.ücs. uJ suluc1ón se ~ corno proceso Jf.-.bcr·l~ y consiste en 
rcacc;ion.ar en prc..<><..-nc1a de un CiltaltLOMJor basado era c.on1puestos Je fierro a los g..u.c..-s nurógcno e 
hidrógeno a una temperatura de entre]()() y ."iOO ºC y una pr~1ór1 de 30() atnk~Í1.."Ta." (7) l~ u:w..tu~""tna 
de ~"Sle n\Odo contnbu~c con cJ 2"i~. del ni1rúgnio fija.Jo -U'lualrncn1c. k~ procc:sos fis1cac natur.úcs 
añ.:Ldcn un 1 ~ ~~. nucnua.• d ~unte t.o ... Jo ÍIJan nucroo.-ir¡.t,.3111s~ que. gr.u;1.:u a su c.J;p.:i.<.;1d.ad de 
n . ...Juc1r h.uu ~TK1'1'1a> la n10lc.:ula de Ju11Uvgcr•> i.on con.uc1~ coni.o fiJadori;:s de nitrógeno o hiera 
~no d.l.a..z.i>Cropos (7) L.>S efectos proJuc:u.k-s por ~''" organu.nlos en los cantp.._'J'!J de culln·o eran 
ya conocidos antes dcJ uue10 d..· nuc::slra era.. pues par-a mc1orou l."L'\ co'\.ocha.• se rotaban los culo v~ 
que están asocudos a la fiJaclOn ck mlrog~ (.&h}. pc'TO no fue ·uno h.'.lsta cJ fin del siglo p.:is.i.do ~· el 
pnnc1p10 del a.cru.-.J que el pr0t.:C3.0 !l.C (.'onK:TUo a "--s1ud1.;u C<"1 los n1ctt.xJ0<i; de la nucn:>tHologia ) La. 
quim1~ en estos ai\os '""t$t1ea.Jorc<; corno \l.."1m•gradsl..~. B<:1JcrLnCJ... W1lf.ut.h :'- J ldnc-gd 
dcscnh1cron Lo. fi;a.c1on de n1trclgcno rr:4fu.;ui;J. por los 8""1"1Cl"t""I /ih1:ohtul"1'I r "/ü.1tT1Jtu,,., y 
~os¡11nl/ruwr { 1. 46) 

U capa.c1d.-.d ~ rc:duc:u n1tr<>scno C$l.a ~nng..d.;a a Jo!i pn...:.anor~. c-.u" d1-l.J'""'ºJ'l'U" "'-"' un 
grupo ,,-a.nado de oTg..a..rusrno que fo1n1.111 p..:tnc de dncrsos cc°"'atern.;u ~ J><:•T k• ~to rc.-:i./i.l'.An J~ 

n:ducc16n de rutrogc:::no c:n un.o. d1,,en1J..id de c:lrc:un.sL.'Ule•.-...,, (Jt.) 

-Orzanismos que- fijan nitrócrno C'Q vida librr. 
- 0Tgomólrofos 

I~ géneros A:ot '""'- .. '· JJ.r.·r:i.i..1 y .\.unthol>a. h"' 11.on ac1oh11,, que h:ih1r.an "·ri hH; suc:lus o en 
Jugan::s hun~os cerca.nos ... J sudo coOlO 1.u ht•Ja."i y l:l" b~""c de tl'tni.;o,_ en el c;1.o;.o d..: l.L5 b.11..·tc.·na..s de 
género A~utnbacrrr existe orga.n<.-.tropi.:t h.i..:1..1. !.-... .. r.ucc.s de W p/:u1Us. lu&-l.r c::n d que ~tan pTC">Cnt"'--s 
en nlayor c.onc:cntrac:1l)n 

l...os gl"'Jleros 8..J(.'t//uJ A"/rh.111!1la. J'J111•h·u·1/Ju1 y .i:•Hr1n//u,.,.., ~>o aerobios Í.3.Cu/Utno'. y aJ 
igual que Azorohu,·tt·r d genero A:o.1¡•1nl/1um fJ(."'flC' Of'!.',.:UJ.tl(Tl•pi.l po:.•r i.l...'I raiccs de l."L..'I pl-Ult.a.s 
C/0$fr1d1uwr y d~·.1ulí.11..·1bT10 son a.ndCrntnos que se.• dc:s.anoll-Ul pnn<..:1p.1lnu:nrc en an1hu.:ntc"i C0l1 alto 
contcn11Jo de nlalcna organ1c.-. en dcscon1pcy.1c1on Lo~ oTg:a.n...rtof.~ ti1an ><.ilo uno" p•X·O' L..1'~>gra.rn<.~ 
de nitrógeno pot hcctan:.:i { t1. 4t.) 

- Foto<rofos 
Los oTgananws foto<rofos fija.dores d.: ruuogt-no ~t.l.n n·pt1..~cnl::tdo.., por l.:1 .. " c1anoba..:::tena..."'. 

W bactcna.s no sulfuros.u. la.s ba.,.."tc:n.as purpur.1$ '." l;:t5 b~Klcn.l..."l .. .::hk-s sulfurus.a..s. c::sfos 
m1croorg;uusrnos habitan ccos1stcnu.s que '\dll ~de Jo5 a.cu.-it1c:o:<i de agua Ju/ce o s.al.:u.h. lJ..ul.a Jos 
sucios que sufren c:1clus de hunlCXbd-d....~cc.ac1on 4uc algun.x gcncT~ S(lpon;ui c ... in cfic..l.c1.1 Los 
íoeóuufos pucdi.-n fijar 111tTogLT10 en c.antJd.uics ec..·rcana.• a los JO Kg p..-1r hc:>c:t.arca (h. 46} 

~ OrganJsn'K>S que~ a.'i-OC1~Ul par.a fiJ"lT n1trogr..-no 
~ ba.cccnou. que se asoc:1-U'I par.t fi;ar nJtn>gr..-no !>on de: los g.:ncto5 Rh1:ob11.,m. 

A:orh1:nb11.1m. HraJ1rhr:oh1um y el prorucsto .\"1norlu:oh114,.,.., de Ja fanulia de la Rh1:ot>1ac.-af, ést.a 
f.:uruha bactcnana agrupa adan.i..."'I a lo'S generas A>:robnctrnum y Phylloh<.1c.·1t·ni..m que son 
patogcnos de vr:gct.alcs L.a relac1on cst.ibh:c1d.-. e~ de 11po '>lnlhllltlú• .. la nuntJcncn coo pla.nt.a.s de la 
f'anulaa I.~>:umu10.r;u.·. aunque: el gcncTo /',u·a'í["'""" que no t:s de: l.:!. f.un1/1a I..c.·gurr11n.,_i.J•". "-"S c.;ipa.z 



de nodular. La rcb.c1óo 'ltmb1ót1c."l. es capa..z: de: ÍIJar h.-u:t..l l .fO Kg de mtrógcno en un.il hc<.ürca cada 
aAo con b \."Cf'llaja de ir dirocLunc::nlc n la pl~mta ( 1. S. 6. J6. 4h) 

3- LA SIMJllOSLo;; QUE. FUA NITRÓGi:NO 

C~tira..tn-a:ncntc fiJa.r mtrógcno rncd1an1.c Una 11mbl~JS plant..J.-b.1.ctcna. rcprcsc:nb un.;., 
rna)'Of" cficiencu.... pero¿ Qué hay 3dcn\a.S de ello'!', .. Por qué -u: c.stud1a''. '-Cu.á.l es su 1mporLUlc1a? 

- EcológlCUnaltc es tmpoTUntc porque debido a su i.::.o1.pa.c1daJ !.1mh1óoc.a con b.u._-tcrta!I fiJadora.s de 
nitrógeno la farn1lur; / . .-gunrrnosa.· que ;t_gnlpa a n\a.S de 1 7 000 c .. ~><......::1e1 de pl.i.nta.s tan rcquci\.a..'E 
oorno tu~ anuales o gr;a.n&.-s COl'TlO arboles. puede C(•loni..-:.ar ro.·g:1ooc11 con suclo11 pobres en 
mtrógc:no (41) 
-í.:..a de 1mportaiK1a cconónuc.a JX>í l.a cantu.1.-i.J de campo"' de eulr1vo ulJhr~ p.ara producir alfalfa.. 
garbanzos, chicha.ros. trébol forra1~ro etc (6, :w. 41, 46) 
- Para paises corno el nuestro rqncscnla un.:i foml.3 n.1lural de frrt1lazac1ún de cultivos cndc1n1cos tan 

importllntcs corno el fnJol que es úmc.a fucnlc de protcina.s de c.ahda.d para antpbos scctc•rcs de 
pobb.ción. 
-Resulta interesante a la cunos1da.d hum.a.na el hecho de que la. rcl.ac1on entre un.:i bactcn.a y una 
planu. provoque la forni.a.c1un de un órgano cspcc1aJ17.ado ( conocldo como ODJulo) dentro de la r.Uz 
paraalojara l.;u bactcnas y fiJa.rnitrógcno (l • .5. 30) 
-¿Qué es Jo que Unp1dc a la bactcn.a cruzas la linea c:ntTc la s1mb1~1s ). l.a m'l•a.s1on parasiun.a"' o. 
dicho de otro 1TlOlJo ¿por que los nzob1os son difi.:renlcs a su.s pnnios l°' A,;rob~~.;;tt·r11o11nr que s.on 
pad.sitos de las pWn.u 7 
~¿Cómo es que se c;:onlrola. el fluio de 11ustancias entre I~ dos nucrnbr011 de b s1mh10"$1s.,, "Qué 
sustanc.W paruc:1pan'? 
- I...a uttliza.c:ión de fcruhr..antc:s smtét1eo5 pro .. ·oca 1.1 s .• d1n1L3C1on de los caznpo:; de cuJtJ,.·o y de otTos 
cc.osisternas afectados por el agua que d1cru. de értos La. fi1ac100 de mln'>J,:C'l'X"> !OC ha pensado corno 
una. altcrnatt,.-a al uso Je auplc:nw..""ntos mtrogcn.ados en la agncuUura. 

- Primer• •pro:r.im•ción. 
Un.a '-cz desuca.dos aJguno11 de 1011 puntos que n::s.:t.J:un la 1n1port.1nc1a de la fiJ;:u;ion 

simb1ótic.a. del nitrógeno y de pla.ntca.r algunas de las prc-gunta.ol que gut.:lll el tT:iba;o de los grupos de 
investigación alrededor de el mundo • .e hace ncccs.oino ~cnb1r el proceso h10Jog1co 

El pro«.~ de la. fiJa.c1ón sunb1otu.:.a de n1tn.->gcno puede ser d ... ~nto de una fonna 
cxccs.1,.-:uncntc siinpl1st.a que 11m embargo puede gu1u una di..-scnpc1on 

Conücnr.a con la. qu1muXa.•u~ de las bactcnas hacia l;u r.uo ... -s de l.i lcgununo.)s.a.5 a.tr::ud:L• en 
cspc;:cia.l por c.ompucstos fla.vooou:ics, a estos compuesto~ la11 podCTnos llcnonuIUT lt !.ci\al de la pl.:inb 
porque provoca respuestas celulares de la. ha..ctcnas 

Las bac;t.cna.s liberan hacia la r.uz compucst~ c'-"~1dos COfTlO Nl-.d que c.¡u1m1ca.mcntc son 
tctr.i.nlCros o pcnt;11ncros de: gJucos.anuna. ~ust1lu1dos, ulcs c0111pucstO"> a•:tu.:ul corno ~na.les de 1.1. 
bactcna y provocan la dcfonn.:u:1ón de la r:11.z. de la pla.nt:l 

La.s bactcna..s comienzan a uwad1r la. e.dulas de la r.dz del vcgo..-UI 
Las ralees del ,.·cg~ se dcfomtan forntando estruC1ur.;u conoc1~ con'to nódulc>!.. dentro de 

los cu;i.lcs las bactcnas son englobadas por una rncmbr.ut.:l de 13 pt.:inu 
Los bactcrmdcs ÍIJan n1trogcno gr.i.caa.s a la a.ct1vac1on d.: loo;: genes que codifican para la 

nitrogcna.s..a y para los cambios rn<.tibohcos n..:c4·sarie>s para Lal actnn.d.:ui 



Se establece el intcn;arnbio de compuestos, cJ bactrro1dc fiJ;a rutrógcno y b. pl~n~ provee de 
compuestos de carbono al ba.ctcr0tidc 

4 - LOS MIF.MBROS DE l..A ASOCIACIÓN SIMBIÓTICA.. 

Oc los nóJulos de W kgumtnos.as se a1.slan bactcnas a1mhió<1ca.'1 fija.doras de n1uógcno, 
c:st.a.s bacterias de la fam.ila.a Rht:oh1ac~a son ba.colos gr.im ~11vos pkmrnórficos en cood1cioncs 
advc:t"SU, rnóvr.ks, con flagelo polar o subpola.-, ACrotua.a atncta.s l--':>S rl11::tJh1u,,., se c.aractcn.r.an por 
tener gr.indcs pl.:ismídos en los que ~ par1c de la 1nfom\d.l,:1Ón ncccs.. ... na par:ri e:stahlcccT 
1.ntcracc1oncs COCl W planta.s (JO) Se tu obscn.·OM:io que para ca.d.a. C\:pcC"IC' de planb ~1y un..~ especie 
de bactcna. sin1hiót1c.11 o solo u~ poc..-u e.spcc1es (~. 6. l'-1. 41, 4t>, ~4. ";Q, 61). con t ... t.a s1tu.aciOo 
c:n..:.ontr.unos pi.antas y b.u.-tcnas con ~lo un opo de a.sucuc1on conocida. mientras ._,....,... o<J"a..s: 
cspcci"-"11 se conocen vanas 1ntcra.ccJonc;:s (TahLa 1) 

lnt.rr-accion.r.a tntr-e Rbizobium y kEUminoaas 

B•ctrri• (rs(M"Cir) 

RJuzohrum 1n~blot1 

R trop1c1 

R. lott 

bv rnfo/11 
bv nha."'"" 

Planta (j:,l'IM'ro) 

Af~dtcuxo 

Afe'1/o1us 
TnJ?on~//a 

Phastolus 
/.-"UCO'TJO 

J.'1c:1a y l't$1"" 
Tr1foilurn 
Ph...z.u·olu..Y 

A..,.-orh1:oh1urrr cauill"JOdarts s~.Y:b~nu.1 •• 

Planta 
(nombre- comUn) 

alfalfa 

fnJOI 

fn ol 

'º''-"' 
h.aba.s )' chid1.1.ros 
tn:bol 
fn ol 

rhc:ut"o/us ,.,,,, •url.I fn ol 

• R. ~t/I fue dcfirudo COfnCI cspc:c:te en 1994, antes era R. ph..i.Jt-ob ( M)) 
•• Planta que íonn.a. nódulos en los tallos (5) 

Tabla 1. lntcracc1onc:s s1mbiot1c.as del géncru Rh1::oh1u1?1 

·.:Qué dcl~rmin• bu esprcilicidad?. 
·Antes del nódulo. 

En la tJcrr.i cncontr.unos una gr.111 cantidad de nucroorg3111sntos entre los que cst.oln los 
rizobios. la concentración de los m1croorg=imsmos esta rclólc1orudi con la conccnlr.lclÓn de 
sustancias nutnt1vas (5. 46). la m.a)or canh~d de m1croorgazusm~ se encuentra en la rh1z.ósfcra. 



(46). donde se pueden encontrar vitanunas. anunoácuJos y otras susianciu nutntJVas que 
ex.u~ por la rak:cs de la plantas (5. 46) 

La kgu.nunosa.s adc:rn.is de los compuc:sios nutnttvos ~udan aJ mcdao su51.a.ne1as dcnvadas 
de las fb.WJDJU conocidas como navononas. fl.avono.Jcs e 1soflavono1Jcs ( 14. 1 R. 26. JQ. SJ. S~. 59). 
btas ~ se han cnconlr3do en pcK Lo menos 20 farnJ .. h&S de plantas. pero la ma)·or pan.e de 
dios en Lu leguminosas (12. 13. 18). cl papel que dcscmpd\;ul en la ",da de la planta no csU 
toCAlmcn1C establecido pero hay prupuestas que apuntan en cJ K2llldo de que sirven corno protccCión 
Ante posibles pa.r.l.!Utoc (lK). pues 50l1 Stnld1zad:u • nu.s alta. vckicttiad ) C>tCtcu.d."u cu.ando se 
prcscn~ bactc~ u hongos en la superficie Je la ra.icc:s ( 12). W bacten.as del gCncm Rlu:nlnum 
son capaces de dcgr.adar a los compuc:>tos fla"·ono.Jcs (5 l ). cll.Uldo son sunbu.mt.cs. las C(.-pa.s de 
Rh1:ob1t,,,,. y Bradyrhuob1um Ulduccn b sccrcc1on de fito.:i~ma.s que son antmucrob1a.nos y algunos 
de ellas lSOflavonoKk:a (13). los fla\f0001dcs )' 105 LSOflavonoldcs 1;.1rvcn a b planta de precu~ 
para cu.rnc::stn::no y ptc:~ con potcnclAI mhJb1tono del crcc1mKnlo ~ hongos y ba.ctc:na.s 
(S 1 ) .. Los do& tJpos de fl.avona..s son dcn"'"""1os del mcta.bohsn-.o de fcn1I prop.vM:'I ~ m.:a.lonil-CoA. e.ad.a 
espccac de pbnta nene un perfil de pr-oduccwn Je fb."ono1des e 1sofl.;nonrndcs que ;u;tuan en la 
simb&01Ms cocno la. sci\al de nodulac.100 (5) Alg~ de los flai.·uno1dc:s !Mlll loa Dai.r.c1n.a. (4 •• 7-
dlhidroxyisoflon-on.a) que a.ctn·a a BruJ1'h1:ub1um ;opomcum (33, 64), y la n.ar1gcn1n.a (4".5.7-
tnJudroxyfl.oivon..:i) que andu.:.c acllvKbd 01 RJu:ohtum ~t/1 (5Q) (F1g 1) 

'""úYo' 1 1 
(.; 1 

D;:uz.cin.a 
(uofla"·ona) 

,., 

,., 

Figura l. Estructura de una fla.vonon.oi y de un isoflavomdc 

!» - LOS CENES DE LA t:!Q.ll.ULACIÓN 

nangcn1ru. 
(na i.unon:a) 

Los riz.oblos, al igual que las bact.cn.as s.aprófitou. t1cnc:n qu1m1otou.1s por- Vltanunas. a.zi.u:a.rcs. 
An\.Íno3.cidos. un:1dos c:xcn:udos por La rajccs de la plantas (S ), ademas ucnc:n quuniota..'-!S por 
compuestos fb."-0001dc:s (51 ). 

Los flavono1dcs se concentran en la membrana de las cclulas modiantc un mocaiusn\O 
independiente de c:ncTgia y dcpc:ncilcntc del pli. en el caso de b nangcn1na La concentración en la 
membrana es dcpcnd.ac:ntc de su ludrofob1c1d;id cuando no está 1on1z.ada (53) S1 el fla"-ono1dc que se 
conccntr.a c:n la membrana es especifico para la especie::. a una conccntracuXi minmu de: 2 5 n.'4. se 
cstab&ccc una internc.ción del fla\.-0001dc con una pr-OC:dna mcmbra.nal de la bacteria., La proteína NodD 
es la responsable de: la mtcra.cción. c:s una proccina c'pres.ada con5lllul1\.·amcntc:: (S. IS. 26. 63, 64) 
que cuando se une al flai.·ono1dc proi.oc.a. c1cspolanxacu...,n de la membrana (53), luego de la 
intcnM:cióo la protcin.01. nodD funciona como a.ctn·;i.dor de la lr.lllSCnpo.;1ón de los genes noJ mJuoblcs 
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aJ uninle a un. rqpón conservada de so pares de bases en el DNA de: la ba.ct.cna. conocido como la 
caja nod (.!5). Cada especie de R.h1:oh1um tiene un ni.amero de ~clos del gene nodD. en el e.aso de: 
Rh1zob11,,,,.,, m,-ll/or1 cncontr.unos tres v01.nóU\tcs Jo que le doa oportumdotd de mtcractuar c.on "·ana.s 
plantas y cstablocct" Ul\3 rcgulaaón poi' amonio (16. 23. 24). otras cspcc•C'I iwlo llenen un upo Je 
VJl.ria.ntc de noJD. rcstnng1endo bs po!'1bdHiadcs de rcspucsu .:a Lu: se1l.ale5 del hospcd.ador (5) 

l..DS genes nod se dcnonun.&n así por se< ncccsanos p.u-;a lkv;u a cabo b ne>dubcu.':w1 de la..oJ 
r.:úc:cs de (¿s pbnuir sus.cept.i.blc:s. ~ proteinas cod1fic.adas por- 101 gene« nod d1stmtos a noJD 
smtcllr.a.n } cxcrcta.n un pooli.rn.er'O dt glu~ma COd d.i\.Cn.:L• su.st1tuc1ones depcnd1cndo de b 
cspc.cac A estos COO'lpucst.os se Les dcnonunó compuestos Nod (63 ). y :ti ser p..-oducto de La ou."Í.f\. ui.:id 
de \.-anos genes noJ su ru.tu~ dcpcndc Je U. douc1on gcnct1c.a de cad.3 cepa. de Hhuohu~'" ( :!6. 
48) ~ gertof no.JA. nodB y noJC son rcspixis;ablcs de la. sinlcs1~ de la C':'l"Uuctura ha.sic.a } C3't..in 
presentes en r.od.u b$ cepas que nodulan (S. 14. IS. 23. 26. 5'~). son mtcrc.ambl.'.l.blC!'I entre Lu 
distmtas cspcc•cs y tod.u las que ca.reiccn de cllO-'I llenen fenotipo noJ (no ~ capa.CC!i de prm.ocar 
Wvisión cclubr en J.;u raíces de Lu: lq;ummos.:a..s) (5) Las sust1tuc1oncs o "'adornos"' en la cstructuni 
tcua.gc.3.nd.:11 b;isoc.;1. son grupos quinueos corno sulfato. J1puJos o gruJ'IOS .;icctrlo c:oloc."\.Jos por los 
productos de: J.:)$ genes nod hudpod-cspccifico. se han ~nro al¿.,"U0<>:1 de los gcnc:1 a:sí c.oc·no la 
sumtucaón que rcalu:an. s1 alguno de lOf' gt:nc:1 de c::stc grupo ~ c.arnbi.a de especie. la nueva ccp.3 

camba.a Ja apcc1fic1da.d de huc:spod' pudiendo nodul.a.r en d hu~pcd de 1.a a.-p.:t don..'ldora del gen en 
particular pero puede Jlt"g.u a perder l..;a c.;spacui.:id Je: nodular en el hucspcJ n.atura.I de la cepa (14. 
15) (T.Wla 2) 

FUNCION BIOLOGICA DE ALGeNOS DF: 
LOS GENES nod JfUÉSPl::.D ·ESPECÍFICOS 

GENE FUNCJON 

"""" sulforr.uufer.t..<t.'l 
nodS N~1bs.a 

noJL acct1Jtransfcr.ua 
nodE cctn.ac1ls1nlct3.s.:l 
nodPO ATP suJfonbu 
nodPO 
noJF acar=dor "" aedos 

Tabla 2. Función biológica Je algunos genes nod en el gcnc:ro Rh1:of11unr.. 

Alguna..s cspcc1~ de R111.:oh1um producen v.:inos tipos d1fi:rcn1cs de su~c1a.s nod 
(lipoquitin~Ugosacándos sus1t1uidos). esto penn1tc a b bacteria tener dtFcrcntcs huéspc:dcs "~cs. 
se cree que b di"'Cl'S1dad de facton::s nod es producto de la c:spoc:1fic1da.d y cfic1cneia de la ruta de 
biosínte:sis de cada sustancia. porque se encontró que la N.,,-w;:tdac1ón rcalu:ada. por NodS de A 
e4uhnodans y la O~acctJlac1ón hocha. por Nodl4 de R lrgununusaf"km uulizan prcfcn::ntcnu::rtlc los 
quito-ali~ dm.cctabdos en la porción no rcduct()lol. nucnua.s que la sulfotr.:uu.fcn:ncia de 



NodH en R WH"hlutt a1..·q1ta aJ quittr-0l1g~.índo sin mo...Lf1c.ac1oocs con\O sustralo. fas tres 
n:accioncs. .antcnonncntc nlCnc1on.ad.-u: son alt..:1rrtc211c eficientes y pueden C(>mpct1r entre ellas. pero 
OU'a.s con10 la tr.uufrt1."0c1a de J.u i;:.adc:n..u de ácidos gr;uos. son transfomuc1oncs p<oeo cficu:ntcs 
Jl~·a.ndo a m.;l)Uf' ,..ar\acton de J~ prnduct~ Por el lado de algun.;u pla11tAs la.'\' va.naciones en I~ 
sust1tuc1onc:s de los cotnpucstos noJ pucJcn no influir en Ja oodul.:ición. en el c.uo Jcl fn1ol 
(Phasrolus t."U!garts) la.s seis c~pcc1cs de bact.cn.:u que Jo mf'--"Ct.ul tienen cQfnpuc:slOs nod que solo 
comparten entre si al pc:nt..;L.~1do de gJuco~nu.n.a N-~•bdo por una c.~ de J K carbonos ($fl) 

(F1g2) 

El UUQo de: loa nodulacl6n es un proceso dependiente de dos foi..:torni que U boactcnoi posca 
un.a pro(.c~ nodD ..J.ocuada par.a .tnlcr.M-"tuar con d fl;i,,ono1dc que U pl.utU e:.ccrcta. y que la. 
~ set. c;iipa.z de producir un curupucsto O(>J que ptoux¡uc 1.:a.rn!llOS en el "~gcul. W11zoh1J"''" 
lutt y R. rt/t ocnc=n el m1ssno íacior nod pero 1..hstmto hu6'pcd lo que alustra cJ hccho (~9) 

Figura 2. Facton::s nod de R. rt/1 (13. 59) y de A. t:a1Jlmodans (59) (Me""' maalo. Cb"" carbamod. 
Fue • fücosa. Ac -= a.ccul. Ar.a "" a.rabinos.a) 

Una vez smtctizados. Jos productos Nod son cxcfl:tOldos por b bactcna h3.cia la r.üz de la 
planta. estos compuestos en conccntracaonc:s rl.'.lnO o p•comc>la.r~ mduccn h.ipcnrofia cortical en las 
células ""CgCblcs de raiz (!5. 14. 54). obscnrandosc b actividad m1tócica crun: la.s 12 y W 24 honu 
después de la aplicación (5. 63). La a.cuvidad b10Jógica que inducen es :unular a las hormon.u: de 
cn::cinúc:nro de los vcgL-ulcs (~)- Lou dnu1oncs ccluloa.n:s m1culc:-5 c:i;t.Ui en un plano pctpcod1cula.r al 
eje de cn:cirnicnto de la r.Liz pero dan como raultado un mcri.stcn10 org.a111z.ado con células 
di"·ufiéndosc en todos Jos pbncs (5) 

Hay dos tipos de estructuras nodulares dcpc:nd1cn<lo del sitio de fomuc1ón del mcnstcrno en 
la et:lpa de la lnducc16n por Ja susuncia.s Nod (5) 

l...os nodulos dctcmiin.ados inician el cro.:tmJcnto del nodulo en la membrana C:\.tcnor de fa 
~y contiau:an a ser colonizados por las b."lct.cn.as que cst.in c:n el smo pudu:ndo pasar aún por Jos 
espacios insto"stictalcs de la.s cdula.s vegctalcs, csu.>5 nódulos tienen w1 segundo primordio de 



cn:lCinUcnto en la. parte zntcrna de la r.alz. b rrcscnci.a de dos pWllos de c.nx:inucnto )' La colonJz.a.cJón 
lc:lnpran& de W cé.Jul.as dd pnrnonho m.is cercan..-, a la supcrliae de la núz pf'UVOoea que se proJuz.c.a 
un cngk>banUcnto de bs cCJu~ del pnrner pnrnord10 y de W del centro produciendo un;s c.structur.a 
nodular globuW (5 ). 

Los nódulos lndcterrninado5 5C: de1arrolfan a partir- de J;a funn.--u.:1ón de un rncnstcrno noduLir 
en U parte 1n1crnoa. de la ra..iz.. W céluW creicc:n pcrpcndJcub.mlO"llc a b. raíz. c._"t.as cClula~ no se-¡ 

coloniz..ad.:i.s inK:i:aln1Cnlc. SUKJ que n:qu1ercn de 1.-. fon1u.c:1ún Je c:1n.alC"I infr..:tn <,... .t tr;I\ <:.., d.: los 
cuales b.s ~04U ~VJCS.an J.;a.s c.Clults Vt.a.Jand<J JloOf el c.;uu.J. Lu h.t<:lcTlól.., llcg.a.n a '"-~•I0111.-..a.r I~ 

ccluW del pnn'tOrd.lo dd nodulo cu.iUldo C1111tc y-a. c:st.a Jes.anoll...:.dt>. quc<l..lndtl & fumu c1hndnca 
pc-rpcndicul.arnlCntc al CJC de crec1macnco de l.;r, raíz ( ~) 

6 - INFECCIÓN DE IA..<!ó; ctLUl-AS Vl::GJ.:TAL.l:s. •·ORJ\'IACJÓN 0•:1~ NÓDUl.O. 

La.s bactcn.a.s ) las oélul.u de Lt. pl.u1U estin en c:st.rcc.h.a n::lacaón durante d procC$0 de l.;¡ 
inf"occtón del nódulo (~). en cst.e pcnodo la..s b.u:tcna, smtct1.u.n pohs.a.cáridos c,.;tc~. estos 
poJ1s.:LC3..n.dos son hctcropolt~ldos. B-glucanos nc-utros y l1pop..1l1s..i.c.:ar1d._l-5 (:"i. JM) 1-il pr~ 
de estos productos c:s sum.aJTICntc unportante. ya que las nu.1tanh ... '"$ que can:-l:cn de ellos pr<iduccn 
nódulos no infcc..~ ('.'i6). entre lrui papeles que 1uega.n c:sto·s poli:...l.C.'lndos ~ J>r1tpon.c que prot,.·e~cn 
a b. b.u:tc:ria de sustanci.;u ounoucoa.s produc1d.;a.s en L. mfocc1ón o bien que pu1.....J.._-n 1111.:ractu.u con 
lccunas y ~m.:u: de la plant.a ('.'if>) 

-Fonn•ción dd h•ct.c-roide. 
Luego de atr.:a.vcsar cierto nUrncro de cClula.s vcgcta.le!i, b..• b.;u."1.cna.s son endc.....:1u.Jas por b.s 

cCJulou que fonnan pa..rtc dd nódulo y son ruoJcad.;u, Je u~ n"k::lnbrana de ~r~ .. "1.cn.:d.1c.:u ;"lllt•gcnu;:.as 
s1nularcs a la.s paredes '' MC1Tibran3.S H."'"gci.lk:s ('.'i)_ &.-ntro de ~ n\Cl"nbr;ui.."t que se dcntlnuna 
rncrnbrnna pcnbactcro1da.J L"u bót.ctcnas de-Jan de d1'l.1Jir!'i.C",. cont1cru.a 1lll.a ~ne ... k- c.a.n1l->1os do: .in1t.a.."1. 
partes de J.a sunb1os1s para que cl bactcrouJc sea apeo para ÍIJar n!fn"'g1..~ ( :"J) 

-Cambios rn d "'r¡:rCaJ 
L.a. planta sinlct.u.a un grupo de su~1a.s cono.:1d..-u corno noduhn.:is que son ncccs.an.is para 

la f"onnac1ón. &.."""s."lrrollo y rn.;r,.ntcrum1cnto del nodulo. entre Lu n\.i.., 1mport.antcs de clla.s se rncnc1ooa 
a la lcghc:n10glohm.a. es un.a hanopTUtcina capaz de c.'tpt.ar ox.igeoo con una a.Ju afinidad}" \cloc1da.d 
de c.apt.ac1ón,. pero con una vckx:1<bd n:duc1da de hbcf;jc1ón lo que pro\.<.~ que 1 ... conGCT1tr.K:1c•n de 
olligcno que rodea aJ ba.c1cro1dc cstC en el mtcnalo J • JO nM. que n.-pr~t;t url.3 cooc-c:ntr3cion 1 O"" 
6 JO' \.-CCCS nw:nor a. la conccn0ac1on pres.ente en corid1c1oncs aerob1.:u cst.nct.as (34). c:J 
lnóltltc:runticnto de cood.ic1oncs rn1croacrob1.:I.$ a; 1nd1spcnsablc para el bu1..-n func1onanucnto de la.s 
c:::n.Dn\OU fijadoras de rutrógc:no. pues en co0Gentr.1.c1oncs nu.s a.Itas de oxigeno '.';U actJ\."ldad es 
inlublda; es lmporu.ntc resaltar que el grupo hcrno de csu protcm.a es pro.Juc1do por la b.actrna La 
glut.alTUn.1 s111tct3sa es otra de las c:nz.irna..s cfavcs en t.. rcla.c1ón s1n1b1ot.Jca.. pu~to que se encarga de 
asUTUlar el nitrógeno fijado por l.:a bact.ena. (S). en alguna.JI pla.nu.., con mc.'""tJbol1sn-,o de mtrogi.:no 
ba.'lado en urc1dos se :s1ntct1r..;:a una protc1na que utiliza c:I .:unon10 fi;ado por kl"'S bactcro1dcs para 
sintcuz.ou ure1dos (S) 

~ ba.ctcna que c;t.:i dc:nt..ro de Ja nlC:Jnbr:J..n.J. pcnha.ctcro1daJ debo..! ad..'lpt:u~ a la..<;; nuC"""\.as 
circunstancias y p.;a.rn ello desarrolla a.lguno!I c.amb1os importantes. lw~ pruncros h1..-ncn que ver con su 
rc:spíra.caón.. }Ol que aJ traL"lrsc de bacterias acroh1a..s c:stncta.s son1..:t1lh.-. ·' '":onJ1c1onc.s n11croacrub1a.<;;. 
noccsitan adecuar su cadena rcsp1ratona.. para ello 5uc;t1tu:'>cn al c11<x:ro1no .:s1 por el c1tocro1no d con 
mayor afinidad por cJ oxigeno (34). el nuc .... ·o c1tocrunl0 puede O\alltcnt:r la respu-ac1on a W 
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conecntracioncs de oxigeno del bactcroidc; el cambio de citocromos es coniUn en los fipdcnca de 
nitrógeno y en Azotobact~r vrn,/andJi se ha cnconcr.ido La rcap1rac1ón nUs r;J.pub entre las bactcn.:u 
y es debida a la. presencia dc:l Cll d como ac4U'Teador de clCCUOOC5 al ox.lgcno (34, 36). el c1t d de esa 
~reduce virtualn1e:1uc todo el o"-i&c:no que auav1c.sa La n\Ctnbran:i de la ba.i;;tcna (34) 

7 ~ ESPECIALl7.ACIÓN DEL BACTEROIDE A FUADOR nt: NITRÓGENO. 

Una vez que la bactcna se crtablcc:c dcnlro dd nódulo tar •. -nc conlo papel s1nlh1ot1co fiJar 
nitrOgcno. b rcacc•ón de fiJac16n de mtrógcno es ah..uncntc dcrn..-lnd.antc de energía acg1.1n la ri:.acc16n 
baL'lnccada (7, 36, 4S) 

N: .+ 8H' -+-Se+ l6~fgATP __ _,. 2 r-.ill 1 • lf: • lh~1gADP+ 16 P1 

la ecuación csti hal~ con n::spccto a len dcoi::troocs ru.x-~no'I para. reduc:::1r un:a nX>lecul.a de 
niuógc:no. pero la cficu:ncu. de la rca.cc16n no ~ <kl 100 ~;... y los ''ªlores reales de gasto de c:ncrgia 
son cercanos a 30 moléc.ul..u. de ATP por cada una de bs molcxulu de mtrOgcno atsnosfrnco que se 
reducen (7. 36). Por ate ga.st.o de cncrgi.a y debido a que la mtrogcnasa se ll'\3.cti11.·a por U. pr~&.a 
de W conoc:n~tonCS acrób1c.ou de º'igcno La bactcn~ s1mb1ótn:.a controb tJ'anscnpc:1on.almc:ntc la 
prcscnct.a de l.& ruu-ogcn:ua <5. 26. 33 . .CJ. ~7) 

El contn>I de la prc::scncia de: la muog~ es dcpcndJcntc de.:: 1...:1. tcns.Jon o prcs1on ~cW de: 
oxígeno. e.to cs. >e necesita que la bo..ctcna. este roJc:a.d.¡¡ poi" un arnbac:ntc nuCToacrob10 ::O' en el ca.so 
de la sunb1os1s esto se da 5-0lo cuando c:iu.stc la rncrnbr.w..:i penba.ctcroubJ y la kg.hcrnngk-.t>m.:a l"odca 
al b3Clcro1dc (S) 1.-:u pruccina.s cnc3.rgad.;u de dicho control s.oo F1 ... L y F1"'1 (::!f>) 

·Sistema de rcgulacuX1 F1d-F1x.J 
Estas pl"ot.cin.as son nuanbros de la fanulu. Oc 51stcrn.:is de n~gul.:u.:1on de dos COfTlpond"llcs 

que pcnrut.cn a las bact.ena:i; responJcf" a l.a..s cood1cmncs a.mb1cntak~ (~. 26). en el e.a.so de: F1'l.L y 
Fuü el estimulo a.rnb1cnta.J C!I la cooccntrac1ón de odgcno (::!6). m1cntr.i.s que b l"espucsta es la 
transc.npción (26) (CU3lldo l:a concentra.c1ón de oxigeno es ha.Ja) de los genes que c.od.tfic.an para 1.a 
nit.rogcnoua. y otros rclac1on.;:i.dos (~. 261 

- FU<L 
Es una hcmoprotcuu. de mctnbf":lJ'\a. con lrC'5 donumos fun.:1orulcs W1..'.l región h1drofobu:a en 

el amino t.cmuna.J. una región ccntr.LI con el gn.Jpo hcrno que une :Ll o ... igcno y el c.arbo,ilo tcrTTUn.:al 

coa act.a\'1dadc:s de autofosfonlac1ón :i- de c1nasa de fiV. la. prot.ci.ru. fosfonla.da llene ai:tn'ld.a.d de 
fos:fatas.a (26) 

- Fix.J 
La. protcin.a Fix..J llene homolog1a con pn.Jlcinas que .;u.."'tJ\·;in l:a transc.npc1ón de los genes en 

las bacterias ~le unión a la reglón -35 del pnxnocor y presenta un domuuo 0 hc:l1>r;-tum-hch"'º' 
asocu.do a bs proteínas que rcconoccn secucnca.:u; de DNA (::!6) 

El control que se csublecc por b tensión de o•dgcno sucede en Jos ntvdcs a baja tensión se 
pnxnucvc la aulofosfonlación de Fl'L y se l"Cpnrnc b a...'li1.·1J.ad de fosfata...-.a de la protcm.a FixL 
f"osfonl.ada. con lo que los ru\·des ~ Fa:<l fosfonlada aurncnun (26) Con conccntr.1Cu:mcs altas de 
oxigeno se previene la presencia de F1x..J fosfonla.da utlub1cnJo la autofosfonla...::1on de FLXL y 
estimulando la a.ctJvida.d de fO'lfata.sa de la protcin.a F1"'L fosfonl<lda L:a pl"OCcin.a F1tl fosfonlad.a se 
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une a los promotores de lu sccuc:ncias de DNA de algu.POS gc::nc:s cntn: IOll que se cocucntn rufA. b 
proteína cod.ir~ por este sene Junto con las proteínas del s,stcrna ntr (control de n11rógcno) son 
rcgu~ posifl\.OS de la transcnpc16n de los genes nif y fr" que codifican para IOll mtrogcna.sa y 
otros prolcina..9 n::J.a.c:ionad..a.s. corno lude un.;ii nucvit cadena rap1r.alona (J4) 

Los gcr1C9 ncccsaru.>S p.;¡ra la fiJai:1Cin de rutrógcno se dcnonun.an fi:ii; y n.if. los mf son 
horn6Jogos de los genes de Kfrbs1d/u r"'u1no111u~ )' concsp<>odcn .;a 105 gcnc.s cst.ructurah.."11 de la 
rutrogcna.s.a y cJ ttgubdor positnu de clkJS n1fA (26). J05 genes fi:o; M>n ooc~nos par.a la fiJ3C1éJ10 
pero no son hocnólogos de Jos de K ~u'"urr1ur- (26) 

El cornplqo c:n..zun30co rcsponsabk de U fiJ."M.":lOCI de nitn'JEaM> SC" cor)()oC.C' corno mt.rugc.:-fQ.S.;I 
(7. 36, 45. ~~). b rucrogc::n.;u.;a esta. constJtuld.J por dos cn.r.un.;u:, una de cll.a.s coot1c:nc fierro y 
R10l1bdcno~ o b1c:n Va.nad.Jo y F.eTru en couJ1c•ooc:s de f.alta. de molibdeno, a csU. cnr.»TU. se dcno«úna 
oon1poocntc l. es codificado por los gcnc:s rufD y rufK y cs"lructuraln-=ntc es un tct.r.3ntcro azlll: (7. 
26. )6, S.5), m1a1tr.u1 lo. oc:ra conuax: fierro y M: C00<.1'CC c.._lfnO u-.n1P'llflL"?Hc 11, es cod1Ji.;:a.d.;a por cJ 
gene ruOf siendo cstructur.iln)Cfltc un hc:irnodimcTo (7. 26, 36, 55) 

1- rcduccu.YI dcJ sust.r.uo por la mtrogcn.:.L.~ lh"olucf'<1 tres ri;a.LC1ooe:1 de tr.u~fcn:nc1a de 
doctroncs (7) 
J- El alon'Xt de ficno de la pro<ctna 11 (pro(dn.a-Fc) C3I reducido por t'Uvodcn.m.a o fcmdo~ 
2- La procdna 11 transfiere clcctronc3 a la pfO(dru l. en un p~ Jcpcnd1cntc de la. tudróluu de 
ATP. con~ estcqu1omctna de dos mol~ul.is de ATP hidroh~ por cad.J. decuUn tran.sfcndo 
3- Los clcctrQOC31 son tr.ins.frndos a 1.it. molccula de mtrógt.-no que C$U en el ~1ho a.ctno Me>-Fc de la 
pf'Otciru l. hasta que se n:ducc a dos nK>IC'l.~1.u de arn..x1W.C...> 

a - INTERCAJ\.IDIO SIMBIÓTICO. 

Y fiJación de mtrugcno en sm1hu.'>S1s establece un mtc'fl:.an1b10 de productos entre los dos 
miembros de la relación. la pl.a.nt.a da aJ ba'-"1cro1dc carbono que uht1cnc de la focosmt=1s a cambio 
dc.J nitrógeno que cJ ba.ctcro11.Jc es ca.paz de ret.fuctr de la atJ1lU~fcr.1. En este cc..>otc'IC.to el 1ntcr-t::aJnb10 
metabólico puede ser de:sglosado en dos grandes n.ibr~ 

- Nit:rós:rno. 
El ba.ctcruidc no a .. um1la. d nitrógeno pues se c:ncootro que L1. act1Hd."u:f de la Cf1LlJTla.S 

n:spons:abJcs de a.surular anlOl'UO en csu..s bactcna.s GS J (glu1.am1na smtcta.'-a) y la GOGAT 
{glutan\31o smta.s.a) csta.n rcducJd.:u. la pl.:mt.a lo a.sinula fuera dd bacicro1Jc en donde ha'\· un.a fonna 
de glutarru.na san~ smt.ct.u:.::Ld.:l por b plant.. cspcc1fic.:. de los n<.">dulos ( 5) -

- Carbono .. 
Se encontró que Jos a.z:úcan::s no pueden .:s.tr:n1,.~ b rncn1bra.n3 pcnb.::u:tcro1d.a.J } no son 

oxid.3dos por Jos bactcrou.Jcs ;u.dados. Jos Bc1dos d1carbox..ilicos succ1n..:ito, m.abro y funur:ito son 
utilizados por los ba.ctcro1dcs y en l..:i membrana. pcnbactcroui.a.J hay rra:uport.adorcs para ellos (.5, 32. 
6S), las mutantC3 en los tran.sporta&:trcs de ac1dos d.Jca.rbox1hcos del pueden nodular pero son 
inc.apaccs de fiJar nitrógeno, se ha. propucno que en el tntcrcarnb10 pueden p.:s..rtac1p.a.r 3dctn.:Ls de estos 
ácidos, sustancias que pro'\·can carbono y n1trogcno al bactcro1dc: (4. 29. 37. 5K) 
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9 • CONTROL DEL PROCESO. 

A lo largo de todo el proocso se han c:nconuado controles. Jos controles provocan situaciones 
tales corno la. pérdida de Jos nódulos en planl.U: infcctilda.9 o a W\:l falla de infección aún en la. 
presencia de la.s bactcri.&s idóneas en las conccn1r.:u::1oncs ídónc.;as cu;a.ndo h.'.ly nitrógeno disponible en 
IA licrra (50). o. a tener plant:u con el mismo peso soco y d1nanto a.spcctc> y actwadad de sus nódulos 
luego de inocularlas en l.;u: mismas condiciona e mcub.-:u'l3 en conc.cntcaciones di.stUJtas de nJtrógcno 
en J.za aunósfcr.a (~O). La3 situaciones prc:scnud.u se contmuan cstudt.Uido. 

lnvcstJ¡µndo el por qué de b falta de nodubc16n en Lu pbnt:u lcgununos.;a.s que crr:ccn en 
tcncnot: con canridAd suficiente de rutrógcno se encontró que oúgunas de l:u bactcnas del gC:ncro 
RhlzoblMm no act.i\lan los genes de la nodulac:..ión (nod) porque la. expresión de estos genes se regula 
poc la disporubalidad de rutrógcno par.a tu. bactena.. las especies en b que se ha dcscnto t.aJ c.ontrDI son 
R. etll, R 1"elllo11 y Brat.l1rhizohtum JUpon1n1m que en prc:s.cncúa de &nl()nJO en su ainbicntc no 
indufXTJ b. nodulación de las plantas (24. 42, 47, 64), mientras que RJ11:oh1u,,., l~1:J4mmosarunr no 
prcsc::nta control a éste na\.'CJ (2). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los obJctn-os del c.tud10 de la fi1.::t.c1ón de mtrog1;no e!> 1nc.::1d1r en el proc,-!>-0 
niod1fk:.:Uxlolo con fines de 111CJOranuc:nto. en este ~lldo 5C cncootró que 1.a fu1..·n1.: de carbono 
otorpd.;i P'°' la pbnt.a al bactcro1dc es hnut.a.ntc de la fiJacion de nitrog.:no (32). r~.>n que ~ IIC'·ado 
al estudio de los cocnpucstos con pc.~1blc pa.rt.Jc1pac1on en el 1ntcr-c.amh10 s1n1b1ot1e.o. puc:¡ c-..1s1c l.i 
propuesta. de que la s1n1b1osis es controlada mctabohc~uncntc 

~y su gn..ipo de cobbor.uJores (29) propusieron que c.n el mtcrc.;unb10 nl<:t;1bóhco cntTc la 
planta y el b3Ctcro1dc pod.ria tener p.;ut1c1pac1on un con1pucsto rnt11._-.g1."t13du. de 5oer ;u1 Li mtcr.i~mn 
M:Ñ n\a.S estable e 1mpcd11i.4' que cl bact.crmdc se torne en para_ .. uo, pues la planta tcndrta l.:i 
c.apac1dad de dec1d1r a que bactcrouJc:i; a.l1nM:nt.;U" y en que Jnt.>nw:nto. porque pana smtctrz.a.T el 
compuesto ncccs1t.ari.a dd rutrogcoo que el hactcnndc re.duce de la atm&i.fcr-a Propuso adan..L'li que 
Jos anuno:ácados poJnan ser los compuestos mtcrc.amb1ad~. en c:.pcc1al el glut~un.:ato por su papel t--n 
d n>ct.abohs.nio de mt:ot;a10 Apoyando esta propuc-su se h3 cncontr.ulo que 
• El glutarn.ato y el a.s:p.;ut.:ato csttnlul.a.n b fi;ac1ÓC1 de hltri>gcno en ha...--tcro11J • .:s ~usl~du'i de la. plant.'l. 
(3) 
• Los. bactcro1dcs a.i~l.u.IO'S Je la !i.0)3 ut1hI..an prcfi:rcn1cnx.-ntc glut.un.:uo, ¡,i:lutanuru. a.'ip.lft~lo ,_ 
aspa.ragm.a para rcsp1r.u (37. ~K) 
• Ut\3 mutante de R mÉ'/ilull en 13. asp.:i~ a.nuno(rasu.fi.:r~ no...lula pcru 11.0 fi;a nnrugL·no ('.">2) 
• El glutarn.ato y el aspart.ato ullhz.a.n los tr.lnsport.a.Jor-L~ de .ic1.J...-.,~ c.fo.:a1hc:n.1h.;.."" :'> pueden atra ... c~r 
la rncrnbr.uu pcnba.ctcro1cld por difus1on s1n1ple a L. conccnt.r-ac1on en La. que ..e cncucnlran en l.:u 
oélulas de Lu ta.ices de Lu pl311ta.s(37) 

En el grupo de lraba;o se busca definir d papel de W. g.lut~mul.'.l 1,..-r1 d rnct.:J.boll;,mo de "ida 
libre y l:l n::lac16n s1mb1ouc.:a. de Rh1.::ob1um rtli. ba"-.-tcna que cst..'l.bl..:cc ~unb10~1s con l.;u plantas de 
frijol (I'hasro/us \.'U/s:an.r) La glut::unma es e! producto firkll de la a~1m1lac1on de arnnmo. ;unto con 
d 3.c1do glut.a.nuco par11c1p.a con-w:> donador de mlrOJ;C"fkl r:n l.a. s1ntL-..¡1s de gran \.--ancd...-.d de cOfnpuc;.tns 
rutrogcna.dos. es parte del control del metabolismo del mlrógcno al re-guiarse su rclac1on con rc'"'pccto 
al :Z-o~o-glutarato (J 1) y en org31Usrnos corno Nrurospora ,·r..:u:su (K, Q) y RJu::olnum '"'" (:! 1) se h3 
dcrnostl"3.do la cx.1stcnc1a de un cicla;c donde: se degrada y smtctJ.r-a glutanuna a ~pcnsa.s de ATP. d 
ctcla;e de la glutanun;a ~ sido propuesto COfTlO una ntancra rap1da de control.u la \:cloctdad de 
síntcsls )" dcgr.idac1ón de 1.-.. glutanun.a) con ello de la utihzac10n dd n1trogCT11."> en la cdula (62), u~ 
m.ancna de liberar esquc:lctos de carbono del nlCtabol1smo de n1trogcno para rna..nh."TICf un balance 
adecuado de los COITlpucstos n1trogcn.a.dc.-,s en La célula. o corno una c<;:tratcg1a para responder a los 
caJnbi~ nutnrncntalcs. adcnus la gluununa ha sido propu1,..-sta como corq-lrL-SOr t."TI el metabolismo 
de carbono pues n.fcct..;anJo su ut1hzac1on )- smte!>1s se afreta la ut1h.r..:ic11.m de glucc.'l'S-3 y A TP en S 
Cl!rrvuuc (27). En el e.aso partu.::ular de RJ11:ob1um ,,¡, se tu encontrado que la glutan11n.a part1c1pa 
en lA rclac16n s1n1b1ótJc.:a. pues 
•La activid3d de la glut.:umna.s.a. en los bactcroides de R f'fÍI s..: cncuL-rltr .. de, ad.a (:'.O) y 
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• Una mut311tc que carece de la ac-uv1t.bd de la glubm1nasa A acumula "161)'or ca.nt1d.uf de glutanuna 
en los nódulos (20) 

Pa.n¡ cstuJ1.:1.r Ja pa.n.ic1pac1ón de la. glut:un.1na en el nle'Ul>oJ1uno Je R ,,.,¡, en \.o"ld.:a libre y en 
la simbt0!t1S coa Phu...•~olus \."11/J.:urn se bu~ afect;u" l.i capac1da.d de utd1r..ar a la glut;i.nuna corno 
f'ucntc UnJca Je carbono y nitrógeno Y n1urantc Lf\t'O J de R c-1Jr 5e sdccc1onó por su mc.ap.ac11Jad de 
utilizar a la glutanuna como fuente única Jr: c.arlx>no y n11rogc:no, ad1ctOl'\"1lrncntc .no pucJc uhhr.ar al 
gluu.rnato ~"° f"ucntc um~ de carbono y rutrogcno. ni al gJutarna.to cocno furntc de n1uóy,cno y su 
cap~ de ¡uunda.r o\.1Tl•nn10 está J1,.nunu1da, en cu.2nlo ....i fcnoopo s1mb1e'>f:1c.o se encontró que fa 
mul.'.lntc noduLI solo en un JO";. n"lll JCSJ><.""<"to ~ 4 cepa s1l\.-e.trc:) ~ u1capa.z de fiJar nitrógeno (JQ). 

la muUc•on se con1planc:ntó con el banco gcm:t1co de H "''" cncontr.ind<~ un pla-.mu.Jo de 1 MKh que 
cornplc:rncnbl todo d fct"Wt1p.:> ( J lJ) El tJ<Xho d...· kncr en un.a mutante un f,._,...,,,,po que involucre l.a. 
utdi.r..a.c1ón Je dos oun1noic~ c.n J.;1. sunb1ous ~· !.a fi1.:t.•.:1i"1 de rutrt>gc:n<>, '!- un ÍT;'lt,-ncnra de DNA 
clonado que CC.'"1plancntc tl."ldo el fr:uo(lpo. h..u:cn de di.;¡ un 1ntcu:s...u11.c t>l"lJcto de C'!'Etlld•o q11c 
or;xncnzó a c:aractcnr.arsc 

La muuntc Ll\.fOI fue pn-.Jucub n1cda.a.ntc muU.C1ón con d tr:tn.o;f>O'i-(on Tn"in"'-">b (t•I). :un 
embargo cJ fragmento de: 1 H Kb d.:I gcuorn;J. de R ctll pí'CS(..Tllc en el pl:L..,n11d0 p!'.fOD.i que 
conlplc:rncnta toJo el fenotipo de La n1ut.:u1tc. no h1bnd.& con d fraf.n"'--nlo que t1<.-r>e 10...crtaJo al 
transpos.on ( J 9). uJ siruac1on puede ser mtcrpn:t.a...i..l. de "an:u rn.;in.,:r.:a_o;, de C'rHtc d!;i_o;; 
• La mutación poJria ll>Cr Jcb1d.i .::l un.;a muL-...:1..'ln purHual que pro\o..¡uc t(._i.Jo d fr:rh>tlpo en t.uito d 
I~ poJra.;a csur ui.'K'rto en un s1110 J<-...'Kk nn c:t.us..:i c.unb10 Í<.7l<Jf1p1co, 
• l.,;¡ muuc1on po<lna ser pro,:<.>Cól.da por cJ tran..s~n p.:ro ~·r de c.'.lra..:ter f'Ol.:J.r. 
• l..a. mutante Ll\.fOI poJri;J. ~runa muu.nrc mult1plc c;n l.a que un.:t p.1nc- d .. :J frn..>t1po c;c-.'1. proc!ucto de 
la uucrc1on del lr;J.11._o;;po'>ón. nu .. -ntra.s que otra parte del frt10Vpo ">C.:1 pro\·o.;."l.d.:1 por una mut.:ac1Ctn 
puntUotl o. 
• EJ fragmento que ClX1lplC01Cnta a fa, mutante poJn.i '-Cr un su;1rl!;Mlr de La n1uwcion \ por ello no 
lubnda con d fr:igmcnto del~ de la mutante que tiene 1ru.c:rto al tr.uupo!M.>n 

Una de las cstr.it.cg1as par.. definir l.;a muta.-:1on o mut.agt:.-nu...a..r aJ gen o genc:s que la 
cortlplcrncntan (el~ en cJ plisn11do p~fGD-1 '.'> su subdona pM00-1 3). aJ mut.;Jgcn1~r a estos 
genes se cspc-r.1. obtener un pl.:unt1do que ya no con1plcn1t-T1lc d fenotipo de L1. mut.1.11tc L!'\.fO 1 Je R. 
ct/J. El plá.srrudo muUgcnu.ado ;xiJria ser ut1ll~o c"·cntuallllC'nte par.i vhtener otra rnut4'1.l"'ltc que $C 
espcr.a lc:ng3 d m1s.n10 fenotipo de fa mur.ante L.'\fO 1 s1 Ja mut;u:1on t:..-.sU s1tua.<l..:t. en una r~1on dd 
gCl'10nl3 homologa a la que tJt:..-nc c:J pl.i.'>m1do p:\1GD-I o s1 la mutación es pol.i.r '!- afc.:.-u La rcg16n 
hurnologa por una dc:kc1ón o cambio de f<UC Je lectura S1 La mutanle l.MO 1 de R t>lil es un.::1 
muQntc múltJplc d pli.snudo muL"Igcnu:ado ~t:'r.I de gr.lll utd1d.:i.d para obtcn..:r un ÍCTK)tfpo que solo 
esté afccudo por una mutación. 

Otra de las cstratcgi.a..s para estudiar a la muu.ntc Ll\.fOJ de R nh. C3ó estudiar al gen o genes 
que cstan anvolucr.ldos en el fcnoopo. puesto que 1nJcpcnd1cntrm._"T1tc del car:ictcr de la mut.a.c1on. se 
tJc:rw::n clonarlos en un fr.tgrncn1o que Cl.""1pkmcnta un fi:not1po con func1on<.''i ;1ltcr.:1.d..l..s tan 
import.ant.es con10 la ut1la:r..ac1ón de arr11no.ac1do~. la nodul.::u;16n '.'> la fiJacmn de mtrógcno, par.::r. ello se 
debe: suhdonar d frag.n1cnto cloru.Jo p.'\ra. ohtcn.:r un fagn1 .. ·111., pt:.--queño de DNA que comrlcJTJCnle la 
mutac1on. de.: esta fornu cvcntuahncnt.: se puede !K'.:ucnc1..ir la p.anc util de b infonn.ac1on g:<.."flCt1ca 
clonada )" con ayuda de Jos bancos de ~-cu<..-nc1a.,; gc:n1..'11c.a.s :<>.: pueden cnt1occr Las fun..::aoncs 
involucradas. 



OB.JETIVOS 

.__.__...._......_..... ...,....___,... _ ... _..__,. ... ~ 
M-T-T-.r 

- Subclonar d plisnUdo pMGD4.3 para dctcrmina.r si es posible obtc:nc:r un f"n.gmc:nto más pcqucOO 
de DNA que complcmc:ntc d fc:notipo de b mul4U1tc LMOI de RJ11zoh11un d/I 

- Mutagc::nJ.z.u cJ /oau que coirnplctnc:nU a b. mutante LMO 1 de RJuzoblum "'' que está en los 
plásnUdos pMGD4 y pMGD4.J 



CEPAS 

Esch~nchla 
HBJOI 
E. coll 1'.{T6J4 

E co/1 C2JIO 
R.htzohlum ~tll 

LMOI 
PLASMIOOS 

n.RK2073 
-nLAFRI 
pMGD4 

... ,l\,.fGD4J 
pMGD4 3-2K 

pMG04.J-3K 

-l\.fGD4.J·:O 
pl\.fWJ57 

MATERIAL Y l\JÉTODOS 

CEPAS Y PLASMIDOS 

Ca.ra.cicristJcas unportanccs ~f"crcnc:l.3. 

"°'' R..ccA.. pro. leu 

maJE: Tn5 17 
n.>l" 17 

CE3 T1rvls1Jvcs~ sm• 

R cth CEJ.·Tn.S 19 

lr:L mob sn' lhcJ~r -;>_7 
Té 27 

banco de R. cth en 19 
pLAFRI, Te' complcrnc:nta 
~ b. muiantc L.!\fO 1 d.: 
R ~r/I 

subclona r-...coRJ de ... MG04 19 
subclon;J. BcoRJ de este tr.abaJo 

' ... MG04.J Te' 
subc.Jona Ec.oRJ de cst.c trabajo 

lnMGP4J Te' 
Te'. So'. este tr.l.bajo 

cont.u:ne el frOlgtnCflto O 5 1 
5 ... • lac atnn'. 



Medio LB. (Luria lffrtani) 

Composición: 
Peptona de cascina 
futnu:to de levadun1. 
Cloruro de soc..bo 

MEDIOS DE CUl .. TIVO 

1 ""· 05% 
10% 

Prcpar.acu!wJ de un htro de rncdao 
Peptona de CA$CÍna lOOg 

JQ_Og. 
.5.0g. 
1 01 

NaCJ 
Extracto de IC1.0ldUnt. 

H.,O cbp 

Estcriliz.ar en autoclave a 121 ·e dur.uuc 20 minutos. 
Pana prq>ar.U' modio sc:nusóhdo se agrqµ: 1.5 % de agar antes de cstcnhzar. 
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Si se requieren antJbJócicos cstois se preparan en soluciones concentradas mil \.-CCCS (1000"'-') y se 
agt"Cga un nuhhuo de b solución poi" htro de rncdJO de cult1\oO dcspu~ de estcnh.z;u-~ (ver pn::par.ación 
de antibióticos al fin.;a.J dd ~ítulo) s1 se tnata de medio liquido cu.ando está fria. )' si se tr.lta de 
modio scmisóhdo cuando esta bbK> (42 •e) antes de ~rlo en las ca.Ja.s. 

Coniposic1ón 
Pepe~ de c.ascina 
Extracto de levadura 
CaCI: 

0.5 ~· 
0.3 "!'9 
7mM 

Prcpar.1Ción de un litro de medio 
Peptona de ca.scina 5_0 g 
Extracto de la"adura 3 O g 
H:O cbp J 01 

Encrilizar en autoclave .a 121 "C dur.antc 20 minutos 
Para pl"C'p.'.lr.lr mcdJo sern..isólido se agregan 15 gil de 3g3.t' antes de esterilizar. 
Por scp.arado se p~ y cstcnhz.a un.:a soluc1on de cloruro de calc:lo 100 X y se a.gn:gan diez 
rnilihtros de la solución por- litro de medio de cultivo después de cstcnlizar cuando esté fria o tibio 
scgUn se ln\lc de rncd.10 liquido o sóhdo 

..Cloruro de caJcto pan. medio PY J OOX (O 7 M) 
C.CJ.z J0.29 g. 
agua dc:s1onizada. c. b p. J 00 mi 
Se disuelve el cloruro de caJcio }" se c::stenl~ en oautocla" e 
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En caso de requerir :lrllib1óticos ac ullhr.an la.s solucione& 1 OOOX y se .agregan como en d caso dd 
medio LB. (ver preparación de anobióucos aJ fifl.11 Jd capitulo) 

- J\.trdio mfnimo 

Con1posidóo . 
. J\.fgSO, 
K~llP04 
CACIJ 
FcCh 
Fuentes de rutrógc:no 
Fuentes de carbono 

Para prcpana.r un htro 

04mM 
l.2mM 
1.SmM 
o 0005 ~;. 

IOmM 
IOmM 

MgS0,•7ff:O O. J g. 
K:1HPO, 0.22 g 
Más bs fuentes de carbono 
y rut.rógcno cstc:nhz.abJcs. 
Se ajusu cJ pfl con acado fosfón~ o Judró,.tdo de sodio hasta pH6 8 

K~fPO, IOOX 
Se dJsuckcn 21 g de la sa.I en 11 de agua dcs1omuda, luego se An3dc 1 mi de clorofonno para 
prcvcntr b conu.m.Uuc1ón y se: guarda en rcfngcrac1ón a 4 "'C 

Por scpoarado se pn .. -par.m una soluc1on de cJururo de c:úc1u 100 X . una de dururo de fiCfTO 111 
JOOOX y soluciones COOCCf11radu: de W fuentes de carbono y nitrógeno no cs1cnh.zablcs en 
autoclave 

P..fgSO, IOOX 
Se duuch-cn 9 86 g de l:i sal hcpbh1dratada en 1 J. se almacena a 4 "C 

-Clururo de calao 100 X para t.fM 
CaCl:a •2H.:O 2 2054 g 
agua dc::smniz:ada e b p 100 mi 
Se cstcnliza en l:a aurodavc 

-Clururo de fierro para rnodw milumo 100 X 
FcCl)•6H:O 50 mg 
-SU- des.ionizada. c.b p. JO mJ 
Se Cflcrilir.a. por filr.ración y se gu.irda. en aJicuot..as de 1 mi en COfl8cJ3C1ón a -20 •e_ 

-Fuentcii de carbono y nilróecno 

•GJutamina 2.SX 
Glutamina 
ABWl dcs¡ontzada e b.p. 

J 82g 
SOmJ 



•• 
(Es la solución ma.s conccnuosda de glutanun.a que puede Prtl'ar.trsc en .;agua) Se cnrib1a d ªl.~ y 
una vez disueJta J.. glutanuna se c:stcriJ1Z.;1. por filttucJón. se a.grcg.att 4 mJ de csU: solución pana cada. 
100 rnJ de medio de cultivo ya ~nlu..oMSo y frio 

•Acido glutálntco 100 X 
..«aJ sódica dd ác1dc> glut;inuco 16 Q J g 
agwa dc11onU.ada e b p 1 00 mJ 
Se disuch-c el glutarnato y se almacc:n.a. se agrega 1 mi e.Je la solución por cada 100 mi de mcd.10 de 
culti~-o antes de cstcnhz..a.r 

•Cloruro de an10n10 1 00 X 
Nlf..CI 5 34 g 
Agua des1oru.z.a.da e b p 1 00 mi 
Se agrega 1 mJ por- Cóida 100 mi de meJ10 de cuU..1vo 

-Acado succinico 1 00 X 
ácido succJn..co 1 1 8 g 
agua dcsMXUZ.ad.oa e b p 1 1 
Se aAada1 7S. J 9 g de: NaOH y luego se &JU!!ilil. el plf a t. X con hidró,1do de sodio d1Ju1do EJ ácido 
succiruc.o se agrega aJ modio 0U1les de cstc:nhzar 

CURVAS DE CRECIMIENTO 
(para R rlll) 

1 .• Sembrar las cepas rc:qucn~ en c.aJ<u: de Pt."'tn C-Oll n)Qfm PY s.an.1sohdo n1.'.lS los antJbiót1.::os 
COf'T'CSpond..icntcs a cada cepa 
2.- Incubar a 30"C durante J dJ~ 
3.- lnocubr con las células matra.ces Erlcnrncycr con 100 mi de PY m;i.s I~ a.nt1b1óucos 
c.orn:spc.od.icntcs a cada cepa 
4.- lncubar a 30ºC c:.on aa;1t.a.c1Ón de 200 r p m durante 1 ~a IK hor-;u 
.5.-Ccntnfuga.r Jos cultwos en botellas para ccnt1fugac1on t."Stcnlcs, durante JO minutos. 10 000 
r p.m. y 4•c (rotor GSA) 
6.- Rcsuspc:ndc::r la pa.stdla. celular en 100 mJ de solución de saJcs para mcd.10 mirumo prei.~te 
enfriada a 4 "C. 
7.-Cc:ntrifup.ra JOOOOrpm.4"C. JOnunu1os 
8.- Rcsw:pcndcr la. pastJll;¡ en J mi de sales para mecho mi01mo a. .¡ve 
9.- Diluir la suspc:::nslón 1·1 O y J: J 00 part.Jcndo de 1 00 &.rl de suspensión 
JO.- Leer la absorb=incra de ku dduc10RC'S a ~40 nm contra. blanco de soluc1on de sales para rnoclio 
minimo 
J 1.- Calcular el '"ºJumen nocc:sa.no pasos tnocular co:a.da uno~ los m.atra~ de acuerdo a la siguiente 
expresión. ( utd1zar en los cálculos Ja dJluc1on cuyo ,,.aJor de tkn·uda.d opt1c.a cstC compn:nd1do entre 
(0.2 )' 0.8) 

donde' VR 
VF 

VR- (VF •O O,)/ (O 0m • d1J) 

a cl volwnc:n de la. dalución necc..~no para inocular cada matr.t.z 
es cJ volun>cn del rnc;::d10 de culll'l.o que se quiere mocular (100 m.I) 
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O.O, 
D.Om 
dtl 

rcprcsc:nta la dcnsu1ad óptica requerida al in1c10 ( ac ullhz.:a O 05 ) 
es La densidad óptica de: La d1luc•6n 
n:pn::scnt.a el mvc-no de b d.Jluc1ón 

12.- Inocular lo& matraces que oonhcncn el modm n:qucndo con L1I c.antuJ.ad c.a.Jculada 
13.-Tornar 2 muestras de lml con pipeta cstent. un.a de clla.s ~~•U en un tubo de 
ensayo de 13•100 mm. nucntras que la segunda se vierte en un tubocppcndoñde l .S mi (ag1t.:1.T bien 
d matraz antes de tomar la mucstni) 

14.- Incubar los nutraccs a JO"C y ag1~16n de 200 r p m 
15.- Ccntrirugar la muestra de eJ tubo cppcndod"' durante 4 nu.nulo!i a 14 000 r.p m 
16.- Aspma.r d sobrcnadantc dc.J tubo con ayuda de unajcnnga c.on aguja 
17.- Agttgar. 500 111 de ~tdo tncloroa.cttaco al s~. a ca.da tubo cppcndorf. 
18.- Leer la densidad ópllca a S40 wn. de la muestra que est.á en el tubo de ensaye 
19.-A Lu 4. B. 12 y 24 horas de tneubación se: rttu-an los m.a.uacc:s de La ux:ubador.i y se rqntcn los 
pasolS 13 • 1 8 
20.- lktcrnunar cJ conlcn1do de protcinou de c.;:ad;a cond1c1on "1C."JdJ.antc: el n..ctodo de "'"Lowry m1cto ... 
21.- Graficar b. densidad ópo~ y la c.:a.ntu.bd de proccm.u c.ont~ el tiempo para. cada. cepa en cada 
medio de cultivo 

-SOLUCIONES PARA CURVA DE CR.l::CIMIEN"J"O. 

-Solución salma al O IS~-
PesaJ" y d1solVCT O 85 g de Na.CI grado rcactnu en 100 nLI de a.gua dcsiontz.ada, cslcnhz.a.z por 
autoclave. 

- Acido tncloroacét1co al S ~-
Pes.ar y disolver S g de áculo tricloruacCtico en 100 m1 de agua dc:uoruzada.. guardar en frasco asnba.r. 

DETERJ\.'llNACIÓN DE PROTEINAS PARA ClJRVAS DE CRECIJ\.llENTO 
MÉTODO DE LOWRY MICRO 

1.- Centrifugar durante 4 minutos a 14 000 r.p m. los tubos que tJcnc:n las mucstnu con acido 
tricloroacético al 5~9 
2.- Aspirar cJ liquido ha.sta. c:xuacr la rn.:J.yor cantidad posible. 
3.- Rcsuspcndc:::r en 200 ul de una solución de Na.Olt 0.4 N 
4.- Preparar una dilución 1 :3 de Fohn en agua 
.5.-. Prepa.nu solución ABC ( 98A .. ID ... e) 
6. Agregar a un tubo hmpio de t J• 100 nun: 

Rcacb""9 blanco cst=da• 
"ul' 

200 100 
muestra 
estándar 100 

solución ABC 1000 1000 

mucstr.u 

160 
40 

1000 



7 .- Agitar en el voncx. 
11.- Esperar 10 m111ucos 
9.-Agttgll.t 100 ul de fol1n 1.3. 
JO.- Agitar en cJ ~ C8pC'r&r 30 nunutos 
J 1 . - Lea- absorba.no.a en cJ cspcctmfotórnctro a 625 nm. 
12 - Calcular la eanodM:I de protdn.;a en cada muestr:a. 
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-SOLUCIONES PARA DETE.R.~lNACIÓN DE CANTIDAD DE PROTEfNA POR EL METODO DE 
LO"''RV. 

-Solución A. 
NaOH O IN 
Na;rCo,•2 Hlo 2"• 
Para ptcpar.u un Utro de b soJucKln se pcs.311 y dJsucl~ 4 8 de NaOI 1 y 20 g de b1c.arbon.alo de 
sodio en JI de agua dcsu:wu.z~. se gu.a.nb en Ír.L.SCOS amhar a temperatura ambiente. 

-Soluaón B 
Tart.ra.to de soWo y poc.a.sw 2~/. 

Para pr-cpan.r JOO mJ se pesan y duucl\.'Cn 2 g de t.aTtr.llo de sodio y potasio en too mJ de: agua 
dcsKwuz:ada,. se a1maccna a 4 -C. 

-Solución C. 
cuso.•51-f:O 1% 
Se pesa y duucJvc un gnuno de sulfato de cobre 11 en 100 mJ de ~a Jcs1on1~. se guarda en 
n:Crigcra.ción. 

-Solucaón cstand.u de albúnuna ( 400 ug/mJ ) 
se pesan 20 mg de aJbú.muul sénc.a bc::tvtri3 y se disuelven en 50 mi de a.gua. dc:suxuzada., se hacal 
alícuotou de 1 mJ en tubos cppcndoñ y se alrn:lc.cn.an a -20 "'C 

SELECCION FENOTi:f"ICA DE CEPAS DE R. nU EN CAJA. 

A: Par• fenotipos de vt.iliz.ació• de luc::at.cs de carbono y nitr62eno 
1.- Se: preparan caj.;u de Pc:tri coa rnoWo nUrumo mU la.s fuentes de carbono o nitrógeno a la.s 
concentraciones lnd.I~- ( \o'Ct' medios de culti\."o). 
2.-Sc utihz.an a.donas de Jos Anteriores los mcdm!I PY. mc:dJo mirumo amonio succimco y LB 
3. - Uu pbcas de a.gar se colocan sobre un disco de papel con nU.mcros de 1 a.J 1 00 unifonncmcntc 
distribuidos. 
4.- Se toma con un pahllo de madera c:stCril cada colonia de macrcs 
.:5 .- Con el paJilJo se pican bs pbcas de mc:dJo de cultivo, cuu:bndo de: picar en todas el mismo 
mllncro; el orden de pica.do de los mc:J.ios debe ser establecido de fonn.a que pnmcro se pique el que 
cont.c:np ITlCr'K>5 nutncntes y aJ finaJ cJ modio LO 
6.- Se incuba a 30 ºC el tJcrnpo noccsa.no para d.Jfcrcnc1ar los crcc1m1cntos de: Ja colonias 
(entre 3 y 5 di.as). 

7.- Se Icen los cn:cinua1tos conlnl Jos controles 
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O: Para ícnodpos de resistenci.- a an1ibi6ticoa. 
1.- Se utilizan medio PY m.u los antibióticos. los controles son rncdm PY sin antibiótJcos y medio 
LB. 
2.- Se colocan la cajas aobrc cJ dJsco nurncr.ado. 
l.- Se lon1& cada colonia de i.ntcrb con un palillo de madera csténl 
4.- EJ orden de pic:ado es PY sin anubJÓUcos. PY mas anuh10f1cos y LB 
5.- Se incuban las cajas a JO ºe. 
6 - Se Icen las c:a.1as centra los contruk:s 

E.'XTRACCIÓN DE DNA 
QUICK CLONE ANAL YSJS (modific.ado) 

l.- Pn:para.t cultivos llquKio:s de~ de entre 12 y 18 honu de mc:uba.c1ón. 37'1ey200 r. p. 
m. de agit.aci6n (pua cl caso de cult.Jvos de E c:oll) 
2.- Uc:nar uu tubo cppcndorl" con cJ culuvo. 
3.- Ccntnfugar durancc 1 nunuto a 14 000 r p m en La m1croccntrifup. 
4.- Aspirar cJ sobren.ad.ante con una punta de nucrop1pcta conc.ct.ad.3 a un mól1ni.z k.Jta.salo conectado a 
su vez a la IJ.nca de vacio. 
5.-Jlepcitu' dos YCCCa los puntos 2. 4 
6.- Agregar a la puti.Jla 100 ul de soluc.aón A 
7 ... ltcsuspc:ndcr con cJ vortcx. 
B.- Agregar 200 111 de solucK'ln B 
9.- Agitar innrtJcndo cJ tubo rcpctJd.u veces ~ lograr homogcncuiad 
10.- Incubar S minutos en ba.l\o de hielo 
11.-Agrqar J 50 111 de soluclÓl't C. 
J 2.- Agitar en "'°"°' duta:ltk: aJgunos segundos 
13.- Reposar chuance JO nunut.os en bai\o de hielo 
I•.· Ccntnf"ugar durante 6 nunutos en microc:cntnfug.:i a 14 000 r p m 
15.- Verter el S<Jbrcna.d.;¡ntc en un tubo nuevo 
16.- Agrcga.r 1 mi de etanol absoluto frio 
17.- Reposar durante 30 minutos en el congelador de -20 •e 
18.- Centrifugar a 14 000 T.p m. dura.nt.e 5 minutos 
19.-Aspirar el &Obn::nadante con ayuda de la linea de V01Cio 
20.- Apegar 300 ul de etanol al 70 '% 
21.- Centrifugar dur.lntc J nunutos a 14 000 r p m. en la nucrocc:ntrifuga 
22.- Aspi™ el sob~tc con vado. 
23.- Secar en un horno de vado durante 30 o 40 mmutos 
24.• Disolver la muestra en amort1guadoT TE. ( 20 ul si no se "\r-a a punfic.ar y 100 ul si se quicl"c 
punfica..r) 
2.5.- ~fantc:ncr a -20° e w mu.:stras par.a su c:onscn.-ac1ón 

-SOLUCIONES: PARA LA TÉCNICA D.E EXTRACCIÓN D.E DNA. 

- Solución A 
EDTA IO<nM 
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Tris pltR 2SmM 

Se pn:panu1 solucloncs de EDTA O 5 M y Tns pllB. 2 M. se agregan 2 mi de la. M>luctón de EDTA 
y l .2S mi de la solución de Tris. se llcvol. el "'Olumcn a 100 mi. 

ºEDTA OS M pllK 
EDTA•2Na 16 Blg 
qua dcsKX'lizada c. b p l 00 mi. 
El reactivo se vierte en el agua y se agregan lcm..tjas de NaOt-1 para ayudar a la dasolucK:in. se mide el 
pH con el potenciónlCtro se cst.cnliza por autoclave 
-Tns 2.0 M pHK 
Tns base 24.2211 g 
agua dcsionuada e b p 100 mi 
El pll sc ajusta con llCI y se cstcnbza en autoclave 

-Solución e 
NaOH 02N 
sos 1.09/. 
Esta soluctón se pn:para cada W2 que se ncccsrt.a. se utilizan soluciones conccntrad&s de SOS al 20 
%y N.;iOll ION. 
NaOH 10 N 100 ul 
SOS 20 •/. 250 i.I 
agua estcnl 4 6SO mi 
Primero se agrega la solucK>n de ludrmudo de so<ho y se agita, dcspua la de SOS para cvilar 
prcc1p1tac1ón del detergente. se mezcla en un tubo de ensayo cstC:nl. 

•NaOH ION 
N .. OH lOg. 
agua cslcnl 25 mi 
Se disuelve en un vaso de pp. cstcnl Se puede guardar hasta por dos meses. 

•sos 20~. 
Octodccalsulfato de sodio 20g 
agua cstenl e b p 100 ml. 
Se agrega el delcrgcnt.c y se cahc:nta lagc:ramc:nte el agua hasta disolución. evitando que se fonnc:n 
burbujas. 

PURlnCACIÓN DE DNA MEDIANTE EXTRACCIÓN FENOL-CLOROFO~O. 

1.- Agregar a la. solución de DNA que se quien: purificar el nusmo volumen de wu. solución. de 
f'cnol c:stoabili.zado-clorofonno 1; l '\.'Ol:vol 
2.- Agitar CQQ el VOl'1cX dunantc 10 segundos. 
3.- Centrifugar en la rnicroccntrifuga a 14 000,. p m. durante S minutos. 
4.- Rdinu- el sobrcnadourtc con ayuda de u.na micropipcta cuidando de no extraer la uncrf3.SC.. 
c:olocarla en otro tubo cppcndorfnucvo y cst.Cnl. ( n:pcttr los pasos 1 a 4 hasta que no Lcngan 
inlcrúsc). 



5.- Agregar cloroformo en una rd.ac1ón 1; l. , .. 01·,;ol 
6.- Agitar en el voltC''.'llf. Jurante JO segundos. 
6.- Centrifugar a 14 000 r p rn duran1c .S minutos 
8.- R.ocupcrar el sobrc:nada.ntc y colocarlo en un tubo nuC"\-u y esténl 
9.- Agrqar solución de aocuto de sodio O 3 P.f a una rclac1<X1 1·10 vol "-ul. 
10.- A.grcsar etanol absoluto frio a una rcLac16n J · I "-ol vol 
11 .- Reposar a -20 -C dur.antc 20 minutos 
12.- Ccntrif\agar durante 5 nunutos ;a 14 000 r p m 
13.- Ra..t.rar el sob~tc con ayuda de un ma.1r.:a..z kat:l.S.aro y una linea de vado 
14. - Agn:ga.r 300 .ul de eunol frio aJ 70 ~-;. 
J .S.- Ccntrifupr dunllltc .2 nunucos a 14 000 r p m 
16.- Aspirar el sobrcnoa.d.u11c CCX1 ayucb de un.a línea de \.".:tcio 
J 7.- Secar la mucstnl en un ho1no de \.1'CÍO duranlc 20 manut~ 
18.- Disolver en amortJgu.'ldor TE J · 1 O 

-SOLUCIONES PAR.A PURJnCACION DE DNA.. 

-Fenal c:stabilU:ado - cloroformo 
Fenal cstab1hzado 50 mi 
dorofonno ~o mJ 
Lucao de ha.ccr la rncz.da se guarda en refrigcra.ctón en un fr:uc.o amhar 

•Fc:nol estabahzado 
J.- Se licua. fc:nol grado biología. mok:cula.r a 70 "C 

.2.- Se AgTC""g& Tns 1 M. pi 18 en rcl.M:.Jón 1 J vol vol en el nusmo fra.sc.o amb:u- del fcnol 
3.- Se llev.a al cuan.o frio y se nlOl.llUc:ne en a.g1t.ac.aón oonsta.ntc con et fr.uco cerrado. 
4.- Se ha.ce un counbio de amortiguador de Tns a bs 4 hor-u: de ag1Uc16n 
5.- Se mantiene en agitación en el cuarto frio 
6.- Se mide el pH de la solución de Tns y del fcool. cu.ando cJ pff de Lu dos f:u.cs sea de 7.6 
cambia d Tris 1 M po< Tris O 1 M 
7.- Se mantiene: en ag¡tac1ón en frío dur-.anlc 3 hor.u ITQ.S 

8.- Se hacc:n aUcuota.s y se guardan en congcl.'.lc1ón a -~O "C 

PURIFICACIÓN DEL DNA DE UN GEL DE AGAROSA DE PUNTO DE FUSIÓN 
NORf\.IAL 

J.- Cotn:r la c:Jcctroforcsis a U V durante toda b noche 
2.- Cortar dcJ gel de: a.g¡irosa la banda que conti.c:nc d DNA que: se qwcrc extraer 
3.- Dentro de un tubo cppcrtOOñdc l . .S mi se d."'·1dc en trozos pcquei\os la banda de #garn~. 
•-- Perforar en el fondo de: un tubo cppcndoñ nuevo y estéril de O S mi con la a.guja calicstc de una 
jeringa de insulina 
5.- CoJocar en el f"ondo dcl tubo una capa de entre 2 y 3 mm de fibra de ",dno 
6.- Cornpa.ctar la fibra de VldnO c.ori un tubo de Vldrio de 3 mm. 
7.- Introducir troz.os. de AgJU"'OU CQn DNA en el tubo pcrfor.Ldo 
1!1.- Introducir el tubo de OS rnl dentro de un tubo cppcndoñnucvo y csténl de J .5 mJ 
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9.- Centrifugar los rutJ.o. a 6 0()0 r p m durOLntc-' mi.nulos en la m1croc.cnuifuga 
10 - Observar el tubo pcqudlo en cl uan.s1lwrunador de U V. s1 la ;ag.arosa aun contu::nc DNA 
9C repite cJ pa.so 9.-
11.- Se extrae el DNA del liquldo Cl.Wllcntdo en d tuho grande m1..-dH1.11tc 1.a t.ocruca del fenal• 
dorofonno 

ELECTROFORESIS llORIZONTAI. DE D:'liA. 

Al 
l.- PaJ.ar 2. S g de agarosa. de punto nomu.J de fusión. 
2.- AAadtrlos a 250 mi de amortiguador TOE 1 X contcrudos en un m..J.tniz Erlenme,.-er de SOO mJ 
J.- C.alc:nta.r en el horno de mu:roondas ~ d1soluc1on de la aga~ 
.C.- Dejar enfriar IY.sta apro:iunia.damcntc 40 ·e 
5.- Agregar 3 ul de ww solución de bromuro de cudw de 10 mg/ml 
6.- Apbr 
7.- Ccrnu los cxtrcn\OS abiertos dcl soporte dcl gd con p.apcl adhc::u"-o de 1 c.m para fomlar un 
molde. 
&.- F1J&r d peine par.a fonnar los paz.os scp.:u2do del fondo del M"Jpürtc cJ grueso de un:. hoJa de 
papel. 
9.- Rd.irar d trozo de papel 
10 - Vencr la aprosa sobre d soporte h.'ul."I obtener un.a c.apa de entre J y 6 nun de espesor 
t 1.- Dejar enfriar 

B) 
12.- Agregar a ~muestras de DNA un dccuno de su \."t>lumcn de la mczcl• de colorantes par.a 
corrida. (Si solo se quacrc ut.ihr.:u una~ de b. fTIUcstra . se rncz .. c:Ja con la solución de colonurtes 
sobre un pc:da.zo de ~film) 
13.- Mezclar basta J.a homoacncadad. 
14 - Ccntriíugar dur.u-i'c S s a 14 000 r p m (solo u se tr.Ua de tubos) 
15.- Rct..uar las cantas que se ut1h.zaron para contener;¡ la. aga.TO!U en el '.'K>ponc 
16.- Introducir el gel en la~ para doctroforcsas 
17.- Uaur d pnmcr pozo con S uJ de marcador de peso molecular Je DNA (bddc:r) 
18 .- Llenar Jos poUM. con lu muestras 
J9.- J.bcer una rcla.c16n ~rib de los pozos y Las muestras 
20 - CorTCT cJ gel a 100 V dur.intc J hora o h..a...o;b separación de L;u ba..rnbs de los colorantes. 
2 J - Observar el gel en eJ transdummador de luz U. V 

-SOLUCIONES PAR.A t:l.ECTNOFORF-CilS DE DNA. 

-Amonigua.dor Tns-Boratos-EDT A 1 OX 

Tris base 
Acido bórico 
EDTA 

0.0K9 M 
OOX9M 
0002 M 
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parap~r.u 21. 
Tris bue JQK.O g 
Acido bórico .S.5. O g 
EDTA 0.5 m pHX 40 mJ 
Agua dcsioruz.ad.a e b p 2 1 
Para prcp::ara el amortiguador 1 X ~ ~ un.a Wlucaón J 1 O 

REACCIOSE.."i DE LIGACIÓN DE DNA DE INTERPOSON Y PLASMIDO. 

1.- }laccr diluciones de las muestras de DNA que se''""' a ligar 
2.- Uenar los pozo& de u.n gd con W 11"1UC:Str.U, sw. dduCIOOCS y con l&dder 
3. - Correr cl gel a 1 00 V. h..ut.a la s.cp.;ua.ctón de las band.u que se prctc:ndc:n observar. 
•.- Observar la intc:ns1d.Old de las ~ en cJ trn.ns1Junun.;adol" de luz: UV 
5.- Calcubr el \.'Olwnc:n ncccso:ano de las soluciones de pWnudo {u:hiculo) e tnlcrposón. par.¡ obccncr 
un ljgen> C'tCCSO de lntcrposón en una mezcla cqu1mol..v 
6 - Mezclar las cantidades calculad.u 
7.- LJcvar el volumen a JO ul 
8 - Incubar durante JO nunutos a 4.5°C en b.u"\o de~ 
9. - lntnxlucu· Jos tubos en b.ai\o de hJCJo 
to - Agregar 2 111 de amoru~ J ox poua ligau. 
11.-Agrqµr 1 uldc: DNA-l1g.;a.s.¡ideT4 
J 2 - Incubar a J 6°C durante cuatro horas: 
13.- Si el niatcnal no 5e va a uular..a.r uuncd1.:u.arncntc 5e congela a. -20 ºC 

PREPARACIÓN DE Cf.:LUl..A.."i CO!\IPETENTES DE E"- oolL 

1.- Cnxcr la cepa en G3Jas de Pctn con nMXiio LB m.:a.s los oant.1b1Óllcos n:qucndos. inocular con 
cultivos congcbd.u con glicerol o Dl'-fSO 
2.- Incubar durante la noche a 37 "C 
3.- Inocular con una. asada del.u C.Clul.ia.s un n"'1r.Lt de 100 mi con mcilio LB 
4.- Incubar a 37 •e con agitación a 200 ... p m. durante 4 o .5 hora.s 
.5.- Centrifugar el cuhf\.'O en una botella. para ccntrifoga estCnl a 4 000 r p m en roto ... GSA a 4 ºe 
durante 5 minutos 
6.- Lavar Ja.s células con una solución pl"C"\.-iarncntc cnfnada a 4 "C de N3CI aJ O 85~0 
7.- Ccntnfugar en la.s miSITl.&S cond1cionc3. 
8.- Rcsuspcndcr las células en 3 mJ de solución sahna al O K.S~·ó 
9.- Calcular el volumen para inocular un malr.l.z de 2 1 con 250 mi de mc:dao SOB con una 
absorbanc1a de 0.02 a 600 nm (vet'" técnica en curYa de cra:unu .. -nto) 

JO.- Incubar a J 8 "C con a.g1tac10n Je 200 r p m h.:lsta obtener un '"a..lor de ahsofbo:mó.'.1 de O 6 
1 J.- lncubar el cultnu con densidad 6puca de O 6 c:n baño de hielo dur.inlc 1 O minutos 
12.- Centrifugar el culta\-o durante JO minutos a 4000 r p m (rotor GSA) a 4 ºC 
JJ.-~tar. 
14.- Rcsuspendcr en amort1gu3dor TD pr~-iamcn1c enfriado en hielo 



IS.- Incubar en balk> de hielo durante JO minu~ 
16.- Centrifugar durante 1 O mmutos a 4 000 r p m (rotor GSA) a 4 ·e. 
17.- Decantar. 
JB.- Rcsuspcndct" la past.&lb celular a1 20 mi de ounon1gua.Jor TB previa.mente cnfri.ado en hielo. 
19.-Agrega..r 1 5 mLdc DMSO csténl 
20.- Incubar ni bailo de hielo durante 10 manut01 
21.- Ahcuoc..iu O.S mL o 1 O mi en tubos eppcndoñnuc"'os ,.. estCnlcs 
22.- Guardar rápidamente W cCluU...• a - 70 ºC 

-MEDIOSOU 

Compos1c1ón 
Peptona de casca.nA 

Extracto de lcvadur.l 
NaCI 
KCI 
MgCI: 
MgSO. 

Pana preparar 250 mi 

20% 

o 5 ~
JO mM 
2.SmM 
10 mM 
JO mM 

Peptona de ca.scina. S O g 
Extracto de lcvadur.11. 1 . 2S g 
N4CI 0.1461 g 
KCI O 0466 B 
MgCh O S082 g 
MgSO.. O 6162 g 
Aswt dcsionizada c.b p 250 mJ. 
Se cstcrillL:I en a.utocla~ durante 20 nunutos 

-J\IEDIO SOC. 
Se agregan 0.J6 g de glucos.;i para cada 100 ml de mcdjo son antes de cstcrilu::ar. 

- SOLUCIONES PARA PREPARAR CELULAS COMPETENTES Y TRANSFOR.1\tAR. 

Composición 
Popes 
1'.inCI: 
CaCl:i 
KCI 
pH7 6 

lOmM 
SSmM 
ISmM 

2SOmM 

26 

Se pn:pa.ran tn::s soluciones por 5epan.do pan a;tar que se fonncn precip1bdos durante b 
cstcriliz:a.c:1ón. para obtener 100 mi del :unon..iguador se mcr . .clan 80 mi solA + 10 mi de solB + 10 mJ 
solC antes de utdiz.arlo 
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-Solución A 
PIPES 12mM 
KCI 300~1 
Pan1. p~ 500 m.l se pesan J R 144 g de PIPES (Pipuaz..in.'1-N.N • -bis(:ícuJo-2-ctanosulfóruc.o) y 
11.1112.5 g de KCl se dlsudvcn en agua y se aforan a 500 mi. se ajusta el pll a 6.7 umdadcs y se 
cstcnliza en autocbvc. 

-Solución e 
MnCh O.SS m!1.t 
Para prrparar 100 m1 se pcaan 10 llK4S g de cloruro de manganeso, se disuelven en i'lgua )'se lleva 
~huncn a 100 mi. se cstcnlt.z.a en autocJ.avc 

-Soluaón e 
CaCl2 150mM 
Para preparar 100 mi se pesan y disuelven 2.20.5 g de clururo de calc:JO en agu:t dcs1oniz.a.da.. se lleva 
d volumen a 100 mi y se estcnla.z.a en autocla"-c 

TRANSFORMACIÓN DE CE.LULAS COMPETF:NTES CONGELADAS 

1.- DcscongcJar W c:cluW a tcmpcratur.a. ambiente 
2.- Alicuoc.ar 200 ul en tubos eppc:ndoñ nuevos y o.-Unles 
3 .- Coloc.u los tubos en baño de hielo 
4.- Aan:pr entre 1 y 5 &.-1 de la solución de plism1do que se dcsc:i tr.uuform.ar 
5.- Re:suspc:ndcr con la micropipcU. 
6.- Incubar durante 30 minutos en ba.Ao de tuclo 
7.- Introducir Jos tubos en un hallo de agua a 42 ·e durante 30 ~undos 
8.- Rcgn:sar los tubos aJ haik> de hielo, - no agiur-. 
9.- Agrqpr a cada tubo 800 111 de mcdjo SOC. 
10.-Transfcri..- el contenido de los tl.lbos a un tubo de v1drio de 13 • 100 mm limpio y estéril. 
lJ.- Incubar con agitación de 250 r.p.m. dun.nte l hor-a a 37 •c. 
12 - Transf"crir cJ culti,,,.'O a un tubo c:ppc:ndorf. 
13.- Centrifugar durante l minuto a 10 OCX> r p.m. en la nucrocc:ntrifuga 
14.- Decantar hasta tener un "'Olurnc:n de a.pcoxirnadamc:ntc 50 ul. 
15.- Rcsuspcndc:t" suavemente con b rniccopipcta P200 
16.- Plaqucar en caJas de LB más los antJblÓl1cos. 

CRUZA DE BACTERIAS 

A.- Cruz.a.a biparcntaJcs ~ plásmidos con genes tr.i ) 
1.- Inocular lAs cepas en mallos ricos scm1sóhdos mas ant1b1ótJcos ( R. ~1/1 en modio PY y E c:o/t en 
medio LB) 
2.- Incubar a 37 •e si es cepa de E. coll o a 28 ºC Lu cepas de R. ~111 
3,-Vcrtcr 1 mJ de solución salina al 0.8!5% csténl en un tubo cppcndoñcstécil para cada cepa. 



4.- R.csu•pc:ndcr cada cepa en la solución cont.cruda en los tubos. guardar células .sufk1cntes para las 
cajas control. 
5 .- Ccn1nruga.r dur.une J minuto " JO 000 r p m en la m1croruga 
6.- Decantar. 
7 .- Agrcpr 1 mJ de la soluc.00 W1n.-, 
8.- CcntnEugar dur.ulte 1 minuto a 10 000 r p m. en La m1cro..:cntriCug.:a 
9.- Decantar. 
JO.- R.esuspcndcr en d JnaKJf" volumen posible, buSC3tldo que las Ct.."pas C31én a l.;a mnnia 
eorlCdltnaclón 
J 1.- Agrq;ar u.na c.ant.Jt.Ud equwalcnu: de c.ad.1i cepa en un tubo csténJ 
J 2 - Mezclar con la. microp1pcta 
13 - Verter La Cnu.;t sobre una p~ ck nia.lm LB .san antJb16(i~ u se crur.a.n do$~ de H coll o, 
en un.:a pfaca de nled10 PY s1n antlh'61JC011 si se cruz.aron un:¡ c:cpa de 1:.: cull y una de R ~r/1 

J4 - Esperar que la cn.u:a p1erd:t agu.a ha.s1.a podcT U1~tr la C:IJOI. sin que W células caigan 
J5.- Incubar durante un.a noche a 37 ºC b.t cruz=u; de E coh y a 2K "Cta. cruz.a..s de RJ11:vlnu,,., con 
E. C:O/I. 

16.- Tornar una .;t.s.;id.a de la cruz.;;a y sc:rnbn.s- por agot.:un1cnto en ~-.Ja.s de medio neo m.a.s fa tnc::zcl.a 
dt ant1bu>c:1cos que se espcr.1: resista la nuC\."3 ~ Scrrihr.u c.antuJ.uks s1m1lare.s de las ccpa.s C'.Oll la..s 
que se hizo la. cruza 
- Si se requiere conocer Ja frocuc:nci.a de la CC"Jf11ugac1ón s.c rcah.r...l.n cucrit.:u por d1luc1ón de cada tipo 
de célula-

B - Cruza.s tnparc:nt:alcs 
J.- Inocular en medios sc:nusól1dos las cepas 
E. co/I lllllOJ con el plá.smu:la que se prctcndc c:on1ugar en LU n-w.s el a.n11bml1co de..• la rcs1stcnc1.a 
ddpbsnudo 
E.. co/1 HDIOI con d pl.isnudo colaborador pRK2073 c:n medio LB m..:u espccom>nucm~ 
La cepa de R rrll que '-"ª ~I'" hospedera del pla.s.nuJo 
2.- Incubar a 37 •e las cepas de E. GOIJ y a 28 "C Las c:ql.J..S de R .-1/l 
3.- Rc:suspendcr Lu b:a.ctcria.s de cada cepa en soluc1on ulill.'.l al O H5 '!.'.. cst:enl en tub<:ts cppendorf 
4.- Centrifugar duranu: 1 minuto a JO 000 r.p m en La m1cni.=~tnfuga 
j .- Decantar. 
6.- Agregar J mJ de .solucJón -.alma. 
7.- R.c:su.spcnder la pa.stdla. celular. 
1.- Centrifugar durante 1 minuto a JO 000 r p m en b m1croccntrifoga 
9.· Decantar. 
JO.- R.esuspc:ndct" en un volumen de solución s.ahn.:s. que asegure tener la rtusrna conccnlr.leión de --· 11 .- Mcz.clar en un rubo Ja ~ de R)uzob1u"' con b cepa que tiene: d plá.snudo de mterés. 
J2 .- Mcz.c.W en un tubo una cantidad símil.u de la cepa que tiene el pl.Urrudó de mterCs. la cepa con 
d pl.ásm.ido colaborador y la otpa de Rhl:obtum 
13.- Centrifugar dur.inte unos scgundos a 10 000 r p m en Ja m1croc.cntnfog;11 
14.- Decantar. 
B.- Rc:suspcndcr en d menor volumen posible 
16.- Vc::rtcr las Ct"U.Za.S por separado en e.ajas CC:.1 modJo PY san am1bmt1cos 
17.-Dejar secar la cruz.a hasta poder invenir la c.a1a 
11.- lncuba.r a 28 ªC durante una noche 
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19.- Tornar una a.sada de e.a.da Ul\3 de las cruz.as y cstnar en c.a;as de mod.10 PY ma.s Acido na.hdi.'lf.k.o 
y el antibiótico al cual el plásmido que se transfiere proporc1cm.a rca1lftenc1a 
20.- &triar en el rnisft\O medio que en 1 Q - las CC"pOl.S con la. que se hir..o la cnu.a 
21.- Incubar a 2B ºC hasu ap.ulCtón de colonias ( J a 5 dias) 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES DE ANTIBIÓTICOS 

Los antibióticos se prcp.ar.m en soluctone:S 1000 X par ... ser añadidos aJ medio de cuhwo u.n;i ~·cz que 
esta frie:> o t.ibto. 

- Espc:c:tinom..icina (Sp) 1000 X conc:cntr.ación final 200ug/m1 
Se disucJvcn 200 mg por mililitro de a.gua dc:s1oniZ.3.da y se csu:nhz.a por filtración. se ~ en 
aUcuocas de 1 mJ a -20 •c. 

- Estn:ptomicina (Sm) 1000 X concc:ntr.a.c16n final 200 ug/ml 
Se disuelven 200 mg por nuhhtro de agua dc:s1onu.3di • $C cstcnhr.3 por filtra.cWn ~' se guardan 
alkuoc.a:s de 1 mJ en tubos cppc:ndoñ a -20. e 

- Acido rul1dix1co (NaJ) 1000 X conccntra.c.1ón final 20 ug/ml 
Se disuch.cn 20 mg por rruhhtro de un.a solucu)n de Na.OH O 1 N se cstcnhr.a por filtr.acaón, se 
guarda en alícuotas de 1 mi .a -20 "C en tubos cppcndorf prntcguios de la luz 

- Tctrac1clina (Te) 1000 X conccnlraclón final 1 O ug/ml 
Se disuc:J.,,cn 10 mg en cada nulihuo de mcta.nol, se h.1ccn alicuota.s ,.. se guardan a -20 •e proc.cgidas 
de la luz. 
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RESULTADOS 

l. Fenotipo de uriliz.ci6n de alutamina y glularnato dr Ja mutante LMOJ dr R. nli 
complementada con irl plá•mido pl\ICD .. ...3. 

Con obJct:o de descartar u.na. posible reversión del fcnoupo de la mutancc LMOI de 
RJrtzoh1unr f!tll se inoculó en modJo mfrumo glut&nuna de donde f"uc selocc~d;a ( 1 O), adcm.aJi se 
inoculó en medio mirumo amon.io-sucdnalo y mocho neo pcpton.:1 kvadura (VCT ma..tcnal y métodos) 
corno control de crcctmicnto en medio mirumo y c:n medio completo que se cspcni no cstC:n aJtcr.ados, 
en las millntou condiciones se inc:Juyaon dos ccp.;u oornpld"ncn~ de b mutante ( LMOl/pMGD4 y 
~Ol/pJ\.tG04_J) obtenidas c:on antcnondad (19) poa.ra verJfic.a.r que Jos plá.smidos con los que se 
uahaj.;u-a complc:mcotan la muuc16n, la mutante LJ\.tol fue complcnlcntada con el banco genético de 
la cspcc:ac que cst.i cloriado en cl plasnudo pLAFR 1, de c:ntn:: los plá.srrudos que J.;a cocnplemcntaron 
se seleccionó al pl.ismido p1\.1GD4 porque es cJ que nlC'Jor complcmctu6 b mutación. este pLislmdo 
tiene apro,..imacbrncntc 18 Kb de material gcnét100 lllSCrto y fue sutxlonado con la cnz .. una de 
rcstncción EcoRJ obtcruC:ndosc entre W subclOl'l.3.S aJ pi.is.mido pMGD4 3 que tiene 5 Kb de m.scno ~ 
contplctncnta a fa mutante El ft..-not1po de toJ.as la..s o..-p.u fue vcnfic.ado en c.aJ.:i mediante tnoeulac1ón 
por pa.11110 en placa.s de medio de cultn.u sc:nusóhdo (ver rnatcnaJ ,. métodos) . las lecturas de 
crecuncnto de todos los nxx:!Jos se cua.nt1fic.a.n con respecto a la cepa s1h-.;:strc CE3 de R ct/1, bs 
f"ucnle:3 de carbono y mtrógcno se agregaron en un:. conccntracu"Jn de JO ml\.f ( 'l.CT nctcnaJ y 
mCtodos). ( tabla 1) 

CRECIMIENTO EN CAJA DE LAS CEPAS DE R. d/i 

cepa./ medio 
Ll\fOl 
LMOl/pMGD4 
LMOI/pl\.fGD4 3 
CE3 

MM sin MM NI!.." succ~--~P~'-· _ 

Sünholo. MM .. tnicdto ininuno. aJ.n - &)utanuna. .......: .. ~c>nalo de •>J10. 
Nit.. - c:lor'Ul'g de unuio, rv - mciho pc:-plon.. k"'-1'-'f"•,. no cree.e.-· muv bln:a 

Tabla 1. Fenotipo en c.:ija de la cepas LMO J y LMO J é:Omplcmcntad.u 

En la t.abb 1 se obscrv;;i que la mutante LP.fO J no puede ut1h.Lar a Ja gluta.m1na como ümc.:i 
fuente de carbono y nitrógeno, y que crece igual que la cepa sll\.cstrc en rncd.10 neo y medio minirno 
arnocUo SUCCUJ.lllO. 

Una \.'"CZ c.omprob3do que la mutante Ll\fOI de R ~tll no rc'l.·11110 su fenotipo gin" • se hicieron 
CUrva5 de crccinucnto en mocho liquido pan obtener d.3tos canCtlcos del crec.im1enfo de las cepas, 
pues son más ütilcs que el f'cnotipo en c:aja.s que dctcmuna uru~-ntc s1 las cepas crcc.cn o no en Ja 
c:cndición cvaJuad.'.t. Se utiltz.:Uon modios minimos suplementados con glut.a.min.3, glut.a.mina
succin3to. gJutan1ato, glut3Jn:tto-succanato y i111lonio-succin.a.to rcs~-ctwazncntc; Ja razón de 
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sc1C1::cion.;:ar csto:oc medios de culrno es conocer s1 b. n1ut.anh: pucdc uul17..ar a lo<t a.rnu1oa.c1dos 
glut:unina y glutaznalo Cl.)mo fuclltc únic-L'i de c.ubono :- nitrogcno. y curn(> fucnlcs de nitrógeno. _ya 
que estas c;apactdadcs se habi.-.n ._•m.:urllr.i.Ju ahcr;t..Lu ( 1 O). el rn.:d10 cc•n an1on10 y succall.'Jto es un 
control de crcc1nucnto en n1cd10 minirno (Figura 1) En l.a ligura J :o.e obscn.:a que la muuruc ucnc 
afectada la c;:apacniad de utilu.:lT a lo'i arn1no.lc1da"i glubmut."l _\ .!,~lut.1ni.,to C('>OJO fut·nt~ Un1C-a$ de 
carbono y n1tróg1..·110 :- .:01no fucntc:'i Je nitr~1...-no. contrann a k• q11c .'>e C'>pcrah.J y a Jo., n.-sultados 
obccn1Jos de la fcru.1t1pdicac1on en C.lJ.:l. b mut.:lntc ucnc rcduc1d.t. l.1 c:ip~1.::u.1.,J de cr1..·'-'CT en n1cd10 
min1n10 arnon10 succ1naro 

Con objcto ~ dctcrnun.a.r s1 la rC'dm:c1un en d cn.:c1n11c11to d.._• fa mut.:.u1tc L~fOJ úc R ~tlt en 
medio nlinuno succ1nah:> c:s cfcct.1 de la fu~ntc de carbono o rcducc1<)n <le Ja cJpac1d.-;i<l Je a..11mliar 
;unon10. se rc,;s.Jizó uru cunoa d"· .:cc1m1C"n10 en nic:d10 n1in1n10 a.n1on10 ~lucos.a. (F11.~ur.i .::!) En W 
gmficas de la figura ~ se observa que cu.1ndn .se utif1:a gluco<;.a corno ÍL1<.·ntc de ca;hono y arnon10 
con10 fu.:ntc Je n1trug1..·no la rnut;t.ntc tu:n.: rc .. Juc1da Ja capac1d.1<l de a."'1n11Jar .i.n1on10 lo nusmo que en 
rncdio minuno ;uno1110-.succm~uo 1 figura 1) l.....:i .:un a de cn:c1m1cnto n1ostrada en la figura ::! íuc 
scguatLi por <lcnsu.iad opt1ca y por- c.ant1J..11..J de pll't.:1r...:i, l.LS r~:n.Jni..:1.1 d...- an1b~1s cun·a5 ~on iguales. 
con base en este rcsul~do el n10111torco d..: /~1s )rgu1c:n1,_..s cur.as s..: r1..·~1!1:~i.ra un1c;un.:nrc por dcns1Wd 
óptu:~ 

2. Subclonación del plásmido p~1GD.&.3. 

El pl.isrn1Jo p~1GD-l :: !)C ~ub..::kmo 1.kl pl...un11Jo p:\.JGD-l con Ja cnnm.:i de rcstncc1ón EcoRl 
(10) y comparten do!:i fratuncntos de rcstr1ceion p;ira est.a cn..;:un.'1 (r1gura J) uno de:! Kb ~· ocro de 3 
Kb de peso. ya que los pla.smHfos p~fGD.J ::- p~IGD-l:; C!)t.:ul clunadüs o.:n el H:h1euJo pLAFRJ con Ja 
enzuna de rcsrncc1ón EcoRI se puctÍI: subcJon..::ar "-n cJ nusrno "duculo al p~fGD...J 3 corUndo con 
EcoRl para obtener dos pLUmidos indc:p1..·n..!1cntc.:s con .c.ada urw di.! lis bandas de rc. .. "Srricc1ón busc;indo 
de esta. fonn.:i rcductr cJ ~tcnaJ donado a Ja n11n1ma e'.\pfC!>IOn que compkmcnte el fcnoupo de la 
muta.ncc L!\101 de RJu.::vbn1m L'llt 

Parrón de r~srdcción EcoRI de los pl.;ismidos 
p~IGD.& }' p~IGD·L3 

Fi¡: 3. 1: marcador de peso molecular, 
pMGD4.3). 

plismido p:\IGD~. 3: pl.:i..snUdo pl\fGD4.3 (subdona de: 



La ~e.a urdir.a.da. para sub<:lona..r al plismido pMGD4 3 consiste en c:>btGncr d1gest1oncs 
p;a.rcialcs del misn>o; las d1gcstJOCle$ parciales pcrt111tcn tener c::n la mezcla de rcacc1on pla... .. m1dos. a 105 
que se n:alu·.aTort solo das cort~ con la n:::s.tnc~. s1 csl0$ cortes ehmanan solo uno de Jos 
f"ragmc:ntos de rcstncc.tón del .msc::n.o • .U religar al pl.i.sm.ado oon un.;a; Jrgu.:i de ONA solo t.c::nJroan un.a 
banda que es lo que se bu.sc.3 Par.a cncontr.u- la c.hg~ón p.¡1.rci.a.J ~ se tneubn un.a cantidad 
constante de ONA de plisnudo van~ la c.anUdad c.k cn.zun.;;a de n:stnc:c;.JÓn lAi.RI Se uohr...a.ron J 5 
ul de ONA de un.a. solución conc:c;ntnlda de pWm1do pMG04 J aa:rcg.ando J 5. 2 5. 5. ID y 20 
unJdades de la c::nz.im.a de n::stno:.IÓn EcoRI. se mcubó la mezcla. dur;anl.C' 60 minutos a J7 ºe (ver 
rnaten.aJ y métodos), se haz.ó electroforesis de l.L-r muestras para cncontra.r un gradiente de Wgcst1ón 
(dato no mc:>$trado) L.a..s muc::stnls ~ hg.:uon .a J 6 "'C dur;uitc 4 hon...s ( matcna.J y métodos) 

Con el DNA ligado llC tr.uufonnaron cé:Jula.s c.ornpctc:nks de la cepa de E cob 1-fB 1O1 
(w:t' rn;ltcrioú y métodos) sc:locc1on.:mdo aqudJ3.S que cn.:c1cran c::n LB Te. se les extrajo DNA de: 
pla.vtudo. se d1g1nó con b Cl1Zll'n.ól de rcstn;c1ón EcoRJ y se hiz.o clcctroforc::us de J.-u muestras Luego 
de analizar a las 80 colonias ~uJtant.es de toda.s. Lu t.r.uuÍUrnuCJonc:I se hizo u~ gr.ili~ que se 
muestra en la figura 4. con esta grafica se pudo cncontr.ll' la. c.;ulfUfad neccsaru. de cn.nrna de 
restricci6n p.a.r.s que W tendencias de perder todo el inserto o con..fen·a.rlo .can 1gu.Ucs gr.úic.anJo kJS 
pon::cntajcs de pl.:i.unido con dos o ningUn fragmento de r~tnccaón encontradas en c;J.d.a cond1c1bn Se 
rca1.Uó cntcnccs la djgcstión parcial de 15 uJ dC' l.a nuszna mucstr.ii de ONA de plhmido con .J.5 
wudadc:s de la c:n.zJnu EooRJ en la.s c:cnd1;:.ioncs dcscnt.u. el DNA s.e li.;ó en L:Ls nu.sn'Q3 cond1c.ioncs 
que la..s otnu d1gcst.ionc:s p.a.rctales y de t;u colonias obtcmd.-u :i;c .a.n..:i.Ju.;1.ron J 8, un;1 de cll.is t.Jcnc el 
fr;1g:mcnto de 3Kb y tres lJ:t.-ncn el ÍnlgtJlCflto de 2 Kb. La.s subclonas se nombra.ron pMGP.., .J JK la 
que tJcnc cl fr.i.gmcnro pcqucOO y p~fGD-t J 2K la QUC' l.Jcnc cl fr.i.gmc:nto d..: 2Kb ( F1gur:a. 5) 

PorC'C"ftt.jr de ptrdid• o rnantrnirnitKl!to ck- los dos 
ír•¡:mC'nlos de roe:slricción EcoRI rn C'I pi.snUdo pl\fG04J 

sometido • di¡::r.stión p•rcial y rrlizarniC'nto. 

Fisur• ... Serie 1: porcentaje de plásmidos con los dos fragmcn1os de rcstncc1ón. Serie 2: pon:cntajc 
de plásrrUdos sin inserto 



Patrón d~ rc•tricción con EcoRl de las 
la• subdona• del pllbmido pMQot)4.3 

2 3 4 

JJ 

Fizura S. 1: marcador de peso molecular. :! pla.sm1do p'.\fG0-1 3. 3 pl:i.sm1do p!\.fGD-1 3 3K 
subcloll.'.ldo del pMGD4 3. -1 plasn11do p~tGD-i 3 . .:?K subclon:r.do del p'.\1GD..t 3 

3. Conjugación de hu .subclunas drl pl:ismido p:\IGD4.3 en Ja mutaruc L:\101. 

Para .;omxcr s1 los pla...sm:dos p'.\IGD4 3 :!K y p:\1GD-l J 3K complcmcnun Ja mut.acion se 
introduJi:ron por conjugación en l.:i mut;uHc L:'l.fO l de R o.•rlt. 1.-:a con1ug:11::1on se huo n1cd1a.ntc .::ruz:i 
tnparcntal lvcr nutcnal '.'-' mct .... ~os). en cst.:i cru7.a. se ut1li:..aron la.s cc-pa.s L~fOI de R . .:rlt. 
HBJOJ/p~073 de E cu/1 y HBIUJ,'p.\fGD-1 .'.\ ~K .._.., IHllOI p.\IGD4.3 3K de E colt 
rcspccuv::in1cntc Las bactcnis se sckc1onaron por su rcs1stcnc1.:i a los antibiotu:os ac1do n.alidiXJco y 
tctr.:ic1clin.:i con ob1cto de tcn.:r a la.s ba..:h:na..s de R. .:r/1 ( rcs1:.:.:m:1a a ~al) con el pl.ism1do 
(res1stcnc1a a Te) L'na "e.= obtcnid.a.s las ccpis L~IOl/p~1GD-i ~ 1K y L~101/p~fGD4.J 3K se 
lucieron curvas de crcc1mu:nto en los medios antes dcscntos (figura 6) En la. figura 6 se puede 
obscnar que Jos pl.i..smidos p~fGD-i 3 1K ~ p~1GD4 3 3K no cumpkmcntan al.a mutante L~IOJ de 
R r:tlt. hecho ind1catn.o de 1.i c."L1stcnc1.:i de un sitio de rcstru.:.::1on p.:ir.l la cnzana EcoRl que 
tntcrn.impc el /oc:u.s que l.J. con1pkmcnta. Cvn O::!>te d.;ito sabcrllos ..¡uc para reducir el rn.atcnal gcnct1co 
del pl.ism1do p~IGD-i 3 ~ :is1 obtener un pl."lsm1d,-, que compkmentr.: r.:l f1:11ot1po de la muta.ntc L:'<.101 
de R. ~th. Jeb<!m .. Js .::Drtar los dos C'\Ucmos dd inserto. d.:c1d1n1os no rc.:ihz..ar esa subclona.:1on 
porque tcnicndo un s1t10 de rcstncc1on cono..:1do en d gen de u1t<:rcs se pu..:dc sccu..:n.:1ar hacia. aznbos 
l:ldos dd mserto y porque sena. mh:rcsantc en caso de o¡ccucnc1ar el mscrto dd pl..::i.snudo p!'l.fGD-i 
conocer la secuencia tn"\.olucrada ~ las que !J. flanquean mn1ed1J.t;in1cnte 

4. ;\luta~éncsis del inscr1o dd plásniido p'.\tGD4 

P.:ira 1nut.:1.gcruz..'l.r d k1<.::us que .::omph:n1cnta a la n1ut..'l.:1:.: L~fO 1 d..: R ctla se pl:i.ntca.ron dos 
cstr.:itcg1a..s 
•La pnn1cr..i de: ellas consiste en 1n~r.:r-"..Jr ··rn v1nJ··un tra.nsposon en la s.:cucnc1a que con1plc:mc:nt:J. a 
fa mutante que cst.:1. en los froig.n11.:ntos de r:.:~lr11.:c10n E..:uRJ que comp.:i.rt.:11 los pl .. ism1dos p~tGD4 y 
P:\IGD4 3, éste métcxh3 tiene las "\.cnt.:l.Ja..<i: di: dar un producto muta.gi:niuJ,> facilmcnti.: s.clccc1onablc 
grac1a.s a. la rcs1Stcnc1a a ant1b1óucos di: los transposoncs. pucdc hx:.:i.liursc en el patron de 
rcstncción del pl.i.sm1do con un.a cn.z1n:L:J. de restricción adecuada ,_ pueden obtcncrsc un alto numero 



de uuen:aoncs en lugares Jtsunt~ Al ser un proceso ··,,. vrYV·· Lu d1ficultadcs las cono.hc1oncs son 
mA.s f.icdcs de obtenerse con r'C'lpo:.cto a. la segunda cstr3lcgia plantea.da 
• La segunda o.tr:alcg1a corutste en aprnvccha.r el hc.-cho de que el h~ c..¡uc cornplcnicnta :i la 
mutante L,_,fOI de R rtll ucne un 11ho de r~tncc1ún EcoJU para 1n~rt.ar un '\ntc~m···· 1n vlfro·~ 
un mtcrposón e11 un fr.:.gincnto de DNA que Ja h:!i1'4't<..--rx1;1 a un ant1hu'•C1co y que csu tl;u14uc.1;in por 
1ntcnuptorcs de b tr.:ins.cnp..;K>n. este mcioJo conscnoa Lu "·a1t."lJ:i~ d,¡_• k""'i tr.ui .. posonc.!" pues al igual 
que aqucll05 es selc:cc1on.'\hle ~ loc.ahr.ablc. pero a JJfcrcnc1a de lo'!i tia.nsp¡.1'k1nc,; uri."l \C.I". ir1~·rt."l.Jo 

no puc:Jc caJT1biaT de ~Jlm (lranspuocn.c ). lo que hace L. mut."lc1on rna.s c:nahlc 

... 1 P.futai:é-ntsiw del Ir.cu~ con tran~posón 
ConsidcTOUldo el pi:.so rnokcuL"lr del tta.nsp<.:JS.4.Wl Tn"i que 'ª a utalu.ou!IC en l.1 n1ut.lgt."T1<..·,..n del 

locus que COITiplCITICfll:l a la muuntc C$ '."Kb, ck-c1d1n~ mu~~crur.:u ~ulo d 1n.~rto dd pL.a.srrndo 
p!\.1004 que llene a.prux J K Kb de t.n__"i.Crto. ya que el pH>ducto de la mubgcne1'1s ncccs1u trncr 
rnatcn.:1..1 suficiente pani h(.xnolüg3rs.<: en un.a recornb1n.-i,,;:1on con IJ CC"J'ld s1h"C""ltrc S1 ullh.1".ara.rnos el 
pb.snudo p!\.IG04 J sena m..u pTobahk obtener la m..cH.u.>o en el !uho correcto por d Utn.U\o del 
U\.SC'fto. pero con solo 3 Kh de n....-.1cnaJ hornoloy..:iblc y ."i Kb dd tran__,;pt:Json. 1.-. rt."..:omh1n..'lc1on seria 
menos pn>babk 

En b muta.e:Cnc:us del tn~rto del pL:i.unu1o p~fG04 se u11hr,ó el tr.ui.spc-....on Tn."i que cst;i t.-n 

d gcnom.a de la ccp.a de f-Jc:hc>ru-h10 r..·oll ,_,fT614 Se tr.uu.fomto a ~ u..-pa MTfi 14 con cJ pl.i.~m1do 
p!\.fG04 ("-cr rn.atcnaJ y mciodos) .sclocc1on..:uldo a L:u: coloma... .. que cn::cu:r.a.n en nw.."l.110 LB con 
t.ctracichn.a, se tornó una colorua y se 'l."l:TltÍcó que hospcd¡.r.I al pl.L,..muio c-<traycodo DN A de 
plumuio y ohserva.nJolo en un gd de a.g;:uosa (d.:ito no mostrajo) Con objeto de conocer s1 l.'.1 
conccntr.r.culn del antJb1ó(Jco aJ que da n:s1stcnc1a d tr.uu~on afc....-u. l:i frc.cur:nc1a de tra.n_"posu;1óo 
dc:J Tn 5 a los pli..sn-udo5, utJlír.aznus la co•·,,,:cr'llr.ac1ón nomia.J o el doble CúOCcT1lrac1''" de k.aru.rn1cut.a 
en los c;;uluvos de la c:cp,;a MT6 l 41pMGD4 

Para podcT sclccc1onar a los pl.i.slTUdOS que tcng.'l.n 1rueTUdo al u:i..'pos.ort Tn_"i se ut.Jh~ó un 
método de scJccc1ón ( 17) que ul•hl"'..a un c.arnbto de cdula ~pc.J.ador.. de lvs pla...."im1dos 
mu~t.-ntz.a.dos. y por rcsistenc1..:1. a ant1b1óocos se puede aislar a. los de int.::;rcs La kcmc..a consiste en 
QXljugar a. Jos pl.ismu.los mutagcmzados por cruz.a tnparcnul (,..cr maten.al y n~•-.:k~s) entre Lis 
cepas de E coll l\fT614/pMGD.a, C21 IO y 118101/pRK.207::; Se ~lccc1ono a las colona.as que 
crecieran en medio LH con b rnc.u:la de antib1ot1~ ac1do n.a...11d1,1co {Nal). lL.-tr.i.c1d111..a CTe) ,. 
kanam.icma (Kn-i), pa..Ta scJcc.c1onaT :i Lu bacu-na.s de la cqi.a ("'2 J 1 O (rcs1stcnc1a ,¡¡ Na!) que tengan 
corno huésped al pl.is.ntido pl\fGD.a (n::s1:rtc:nc1a a Te) muugcrn.~ con un iran-.p..~ (rcs1st .. cnc1.a ,;a 

Km). En las cruz.as en b.s que se usaron bactcna.s MT6141pMG04 crec1d.a...<,; c...-n f>O ug/ml de 
k.:tnol.núcuu.. se obtu\llcron m.is clonas N.a.J. Km. Te rcs1~tcntcs 

A la tota.l1da.d de (3.S colonias n:s.1stcntcs a Nal. Te y Km obtcrud.a.s se les cxtraJO el DNA de 
plás.rn.iJo porque aunque ya podi.a.n c:aractcnz.arsc las uu.crc1oncs dd transposón en Jos pl.:ismtdos que 
las mfcctan.. se pn.:finó trabajar con [,¡¡ cepa 1lll1O1 en lugaT de b C2 J 1 O pues de la pnmcra rcsulu 
rna5 fiic1I obtcnc:r plá...smado hmp10. las cdula...'I NaJ. Km. Te rcs1sh:ntcs se tnocularon en un mecho LB 
con la mcz.cl.a de anhb1óucos ,;a una dcns1d.3.J alta. par.i mmtmu.a.r el nesgo de sclccc1ón don.al. a las 6 
hora!'I se extrajo el DNA; El DNA obtenido se uso para tr.msfonn.a.r cdula.s cornix-taitcs de /:.."_ coll 
cepa HBIOJ .. (ma.tcna.J y mctodos) 

Las células rc~ust.c..'Tllcs a. Te y K.rn obtcrud:ts de las trazl5fomuc100 dcscnta se: crcc1cf"'on en 
mc:d.Jo liquido y 5e les ~tr:JJO DNA de pl.a..sm1do, se d1g1no d D~A con la. enz1ITl..l de rcstncc1ón 
EcoRI y se h.Jc1cron geles bu!'icanda pauonc.-s de rcstncc1óo en los que .alguna de l;u ba.nd.a.s que 
comparten los pl.á.smu:Jos p!\1004 y pMGD-l J (bam.1.u: de 2,. 3 Kb rcspcctl\·a.mcntc) aumentaran de 



pc$0 5Kb. el lía.Sp.._~són Tn5 no tu:nc su10 de rc:atncciótt para la cn..nnu Ú<>í<I. por Jo que cualquier 
fragtncruo de restnccfon obk0 nido .'11 cort..:lr con du;ha l.-n.z1nu. y que tenga rnscflo al tr.i.nsposon 
aumentará de peso en un factor que rc;prcscnta el pe .. o Jcl tr.t.'iposun 

Luego de anaJu·...ar lo"S patronc:<r de rc,tncc1ón con l.1 c11.;o:1n1~1 EcoRJ de J07 pfasm1d0'.!i T..: '.I' 
Km rcsistcntc:"ll no se cncontrú ~Jguno Cll'.1- o patn,rt de n ...... rncc1on 111d1c.:ira l.s 111_o;crc1on en lo'!i 
fr.tgrncntos de n:stncc1on EcoRJ de:! o 3 Kb Solo se enco1lf1::iron pl.1snHd..._h que pierden Ja b.;uid.:s de 
aprox 8 y .apro"C J 8 J...Jlobascs de OS',.\ En la T;ibla ~ '"e muestr.l el numero d~ co/on1a.s anahz=u:Lt.s y 
el sitio de 1nscrc1on del tr;uuposon. m1cntr1S que en fa figura 7 se n1uc"•nra.n fos parrones Je 
rcstncción rc-prcscnt.'lt1,.-o-. de c.;:a<la s1tu.JC1tlfl 

INSERCJO:\'ES DE Tn ~ E~ EL Pl.,.\S~JIDO p,\IGU..a 

SITIO DE l:'liSEHC-JC>....... # I>E COl.0~·1~\S 
EncJ .. chiculo 2!<7 
En la bamfa de,'( Kb S 
En fa baJH.!a úc 1 5 J...'.b 
En otras b.trn.L:i.s O 
Ancf.:ti:to'!i 

Tabla 2. Loc.:d1zacion de J;i.._, m.scrcrom:s del Tn5 en los pl.unudos caractcn:..:ldos por patrón de 
restricción EcoRJ 

Patrones dr rrstricción EcoRJ dr Jos p13smidos con 
rl Tn5 insertado. 

FJa:ura 7. J: !\fare3dor dc peso molc:cular, 2 plismrdo p.\.1GD..a. J pJ.i.sm1do p.\.IGO.J·:Tn.S 1' J.5 con 
inserción en la banda de aprox 1 7 Kb, ..a ploisnudo pMGD-!··TnS # J9...i con 1nscrc1ón en Ja banda 
de oiprox 8 Kb. 

Con objeto de comprobar que las inscrc1oncs c:ncontrad.l.S no n1ubgcn1za.n el /ocus que 
compJcmcnt.3. .;:¡ Ja mutante L.\.10 J de R. et/I. se mtroduJcron en la muuntc por conjuga.c1ón plásm1dos 



36 

rcprcscntallvos de las U\.SC"rc1oocs dd tr.uuposón que se detectaron en los f'ragrncnlos de rcstncc1ón 
del i.nscno y OC"ros que se Ul$C'Ttaron en cJ vdUculo. to&.>s los pla...'inlidos cOnJUgados co1nplcrnc.nL'1.11 a. 
la mutante y le confieren rcs1str.."flC1a. a Te y Kn1 

4. 2 P\lulac~i• •¡n ~itr-o- dd pl•smido pl\.fGJ>4 . .J 
Luego dé' no lograr mu~cnt.r..-u el pla.snmJo (;0f1 el transpu~ón s,c m1c1ó 1 .. mutagéncsu con el 

mt.crposón EJ 1nt.erposóo con d que se trabaJÓ es el frasmcnto orno..-¡µ. de t"C$tslcncl.'.l a.J ant1b1ó<1co 
espcctí.nonucuu. (Sp). hcnc 2 Kb de peso molC<"ula.r y ~u tlanquc."\.lkl por tcmunadon..."li de Ja 
transcnpclÓn (49 ). se ut.ihr.aron para esta k'cnu:.a los do.!. plasn11dos (pl\.fG(.>4 ~· p~fGD.J 3 ), el 
p~IGD4 ucnc b ""CntaJa de que por su tanuño fac1htara una n.x.omb1n.ac1on. sin onb.:.rgo U 
proba.b1hcbd de que cJ tntcS"pl.Xún se introduzca en d sitio ad..-cua&.> es m.r..'nOr 4uc en d pU...,nudo 
p~fGD-1 3 pues a d..ifcrcnc1a. de aquel que ocne J s111os de r~tncc1ón EcoRJ d p!\.fGD·l t1crw: 7 sitios 
dcconc 

Par.a la mula8C:ncsu ~ punfico 0!"-JA del fr.igrncnto omega :a parur dd pla.sm1do pl\.f\\.'1'57, 
par.a clJo se chg1nó totalmente aJ pi.;unudo con U t."'l'Utrna de rcstn=mn EcoRJ y dc...~pués se M:'pot.r.uon 
Jos fragmentos de n:-stncc1ún por dcctrofon::s1s en gel de asarou aJ 1 ~-- cJcl cual se C'\:'lrBJO d 11ucno 
por cc:ntnfugac16fl de la banda de agaso<;..;¡ que hcnc al fragTTlCJltO o:ncg;i (h.:inci.l. de ~Kb) ('\'cr rn.it.c::naJ 
y ~odos ) Por separa.do se pr~para.n•1 d1gcst1onell; parc1:i.I~ de I~ pl.um1Jos p!\fGD4 y p~fGD4 J 
buscando que la d1gcst.Jón tu\"'lcrn solo un cone. esto se puede obseno;ar en lo'S geles cuando es 
c1.aratncntc ""1.Stble una ~do. &mba cJc la c:onc .. por.J1t.7lfC aJ .. ch1.:ulo y 1.u b.l.nd.u J..;J uu.cno se 
aprcc.tan l1gcr.uncntc 

Us dtgcstJoncs p:u-c1alc:s de Jos pl.i.sm1JO"i pf\.IGD4 y p .... 1GD.i 3 se tra.n.o;;forn13n.m en cclula.s 
c;ompct.cntc:s de Lit. cepa JIBJOI (nl.l.tcnal y mc..'toJos). aquellas que con~cr.a.ban su c...:tp~u:lad de 
\JOlllSfonn.:ir SC' d.Jgcri.U1 hasta que la pcrd1cr.in, pero sm que se ot1-.cn..l.r.ut cl.1r.um.-nt.: los fragnlClllOS 
de n:stncc1ón Juego de J.1 elcctroforcsu en gdcs de agarosa 

P&ra obtener • los pli.sm1dos que tuucr.in uucno a..J mtcrpcx¡.)n se h1r...o una rncu:La del DNA 
del insc:no ,_ dcl pL\.•m1dc• para ligarlo e.un Ja. cn.z.ima DNA llg.:u..a de T 4. la mezcla de r-eacc1on se 
holci.a calculando las pr-oporcmocs de DNA. la que dio rnc1or resultado fue rncz.clar c:J doble de DNA 
del 1l1SCrto oon respcci.O a..J pl.ism1do La rc.ac.c1óo se incubó .a J 6 "C durante 4 horas h-cr matcru..I ) 
rnetodos) Los plásnudos ligados se tr.insfomuron en cdula..s compc.."tcntcs d.:= la ccp.a HBJOJ de E. 
co/1 (rnalcn..il y métodos), las colotua.s se sclc.cc1on.aron en LB con e:spectmon11c1n.a ,_ tt..-trac1ch~ 

(n:s1~ del 1ntcrposócl y del vchkuJo rcspect1Va/TIC11te) De esas colonia.s se t.""<fr;J.JO )' dsg1no el 
DNA de pb.snudo p¿ra c:cxnparoa.r su parron de rcs:tr11;c1on con el dd pLism1do sm muUgen.iz.a.r. se 
sc.Joccu:wiaron las colcxuas cuyo patron de rcstnccaon es 1guaJ al del pl.isnudo nu..s la ~ 
~te al fra.g;rnc:nto omega 

Los pb.snu~ p~fGD~L!l y pMGD4 3 fl se mtroduJcron por conJugaclOt\ en la mutante LMOJ 
mediante un cruza tn~b.I (rnatcnal y mc.-1odo!>). luego de su sdcc.:1ón y a1sl.1.TTucnto dd nx:dio PY 
NaJ, Te, Sp, que sclccc1on.a bactcn.u; de R. 1.•1/J con el pl.'Lsm1do y el fragmc.-n1o onK'g~ se busco su 
fenotipo de ut1hzac:1ón de glutarruna en CotJa, to.:JltS los plásm1do5 p1\1GD4 !l complcmcntahan a la 
mutante por lo que Ja 1nscrc1ón estaba en un !>1Uo J1stmlo al que interrumpe el /m ... ~s rcspons.:ihlc de la 
c.omplcrncnta..c1ón. De los pla.snudos pMGD4. J fl que csun en la mu unte Lf\.10 J de R. 1.·1/1 algunos 
cocnplc::rncnun m1cntr.u: otros no con1plcn1c..·nta11 a la mutante, se hizo d1gest1ón t.ota.1 de estos 
plásm1do::>s con la CJU.Jnt.a B."LmfU ) se cnconrró que l1.1s plasm1dos que no complementan t1cn1..-n un 
patrón dJst1nto a Jos que complcmctan. pcnnu11..'"rldunD'!i tener no ~lilu l.:i. C..'l.racten.r.acu .. --m por Íl.."1ot1po 
sano por p;itron de n.-stnc.czón Sdc.:1on~ a uno <le los pl~nudos que no c.omplenlCnL'.ln } que ucne cJ 
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mismo patrun que c.)tnu 4uc L.ut1pt.1'.'.0 lo h.1ccn y "k: <lcno1111nu pl\IGD-l J _fl -1-1 Los patrones de 
n:stncc1on se OHh .. <>s1Ta11 en las ligur;.&.'( ~ ~ Q. c..·n c:st;J...S fi~ur:is csl.J.n Jos p.:irroncs de rcsrncción dd 
pLUnudo p.\fGD-1 J. dd pl.tsmiJ .. > p~l\\'l:'i7 4uc es fuente del fragmento umcg..1. de uno de los 
pfoism1dos mut.:tgo.:nu . .:11..Jo:s que complcm..:nia a la mtH.:intc (pl\1GD-l 3-0 -1 1 ~) y dd pl:tsn11do que ya 
no compkmcnta a la mut.anlc p.'\IGD4 J-Cl-1.i . .:n Za ti~ura M ~e vhsc,._a que lo'i pl.L_'in11dc.1 11cncn ya 
el fra.gm<.·nro on1cga. nucntr.1$ que en la figura '.I se puc..·d..: ._,b'(crvar C'l parr<Jn d1511n1u .;.af co~r con 
BamHI de un pl.ism1Jo que complc:nicnl.1 } dd que no comph.::n1cnt.:l fa mur.:i.:1un 

Patronrs de rrstricdón EcoRJ de los pU.SJnidos 
p:\IGD4...3::.Q 

JKb 
2.Kb 

2 .. 5 

- .. - - --
- -

' 
Fi1:ura 8. 1: marC3.dor de peso moh:cuL-.r, 2. pM\V 157. 3. p:O..tGO.S 3-!l-1-' . ..J. p~fG04.3-0-J J2. 
S: p1\.f004.3. 

P.:atrones de restricción Ba.ml U de los 
pWnUdos p!'.fGD..J 3:..!l 

JKb 
2Kb 

2 .. 

- !!! -- -

Fi1:ura 9. J:marcadordc peso mokcufar. 2: p,\.(\\.'J57, 3: pMQO.; 3-0-14 . .t· p~fG04.3-Q-J 12. 



Se hicieron curvas de cl"CCimicnto de las e.epas con los plásmidos mutagcniz.ados pana 
conocer su ccxnportanucnto en lodoi9 los medios seleccionados. en la figura 1 O se puede apreciar que 
la mutación ya no se complc:mcnta a o.cc:pción de la condición rnc:dto m.inilno amonio succin.:1to. lo 
que indica que 9C mubl&Cftiz.6 el Locru que c.omplc:mcnta a la mulMltc LMOI de R. etlt en su 
incapacidad de utilizar a b aminoácidos gluta.nuna y glutamato e.orno fuentes Wucu: de c.:arbono y 
nitrógeno. y como fuentes de niuógcno. adcma:s de la pogibihdad de la existencia. de otro gene 
involucrado en la cc.nplcmcntación de la muuntc en la condica6n medio m.in1mo ainoruo-succinato 



CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA MUTANTE LMOl DE R. etli COMPLEMENTADA 
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Figura 1. símbolos: gin; glutamina, g!u; glutamato, succ; succinato 
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CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA MUTANTE LMO! cm!PLEMENTADA CON 

EL PLASM!DO pMGD 4.3 MUTAGENIZADO 

Mii !:t.~ MM GLN surc MM Gl.U MM GLU SllCC MM su; surc 

~ 1~¡ 1 . , 1_~ lnl 1 _J 
.. ~ i . ', ~? 1¡ 

o 'd ·~ ~ : ! 11 1 1 1 1 &V 
1 o / j / 1• 1 / 1 

1 ~/ 1 ~ ¿º / ~ 1 ' 11' // /'i 1 }· . ;¡ 
! 1: / 1 I;. 

Z 11 I 1(/ 1 1 !• /¡ ~ º 1 º"vL i ,, fl, j ,, , i~ ,, / ,~--~ ,,~r/ i 
"' (.rr. 1 .W1 ·• ·1 • .~ -.::1 • 1 • 1 • , ~ ~·,q-¡, -. w·· ''VI 1 ' . 1 ~~=-~ ~--_j __ , i , , ! L__i__J 

12 24 12 24 12 24 

TIEMPO (horas) 

CEPAS 

12 24 12 24 

O CE3 t LMOI <l LMOI pMGD4.3 o LMOl 43-0-112 1 LM01 U-0-14 

Figura 1 O 



DISCUSIÓN 

Por CWUlto respocu a la mutacwn del lcK"uJ con d lr.;JJUf'<n.(W1 es cJaru que d ITtUl!ij')QSÓn Tn5 
tiene prrrcrrncr. a insertarse en el \.-retor dd plá.. .. nuJo pl\.fGC>4. puc.."'Sto que .111 con.s1der.a.rnos 
unicatncnlc el toun.a.lk> del vcctor y dd uucrto pan c:t.lcular la probab1Jidad de m.scrctón dd dCfJlCnlo 
en la ~ucncia del inserto, lleg¡t.tcm0:5 a. que ccrc.;i del 40 ~-~ de IO'I tn.n.sposonC'll uuc~os dcb1cr.m 
e&t:Lr en el matcn..I gcoCt1co de R- dll que UCY2 d pl.'.UmuJo pon¡uc pcsAt JH Kb contra 2-1 Kb dd 
'\-chlculo. con este m1s.tno f":l.Z.lJOO.anUcnlo era prohal'ilc que ccrc..:i Je un JO ~ .. de Jos pW1mJu.1 Km, Te 
n:sislcntcs tu\.·1cflll'l al lran.sposon en los fragrncntos J.: restnc.c1orJ de interés. c:abc apuntar que 
utdu·.arnos el tnu~ln Tn 5 porque se c.ou .. -.1dcra un lran"ipo'\Dn que se uu.crta srn b nccdiu.iad de b 
Cli:Jstcncu. de una s.ccucncia c:opec1fic.a ( 17, t> 1 J Para comprobar ~u cJ tran_o;po""'m CfKOOlro un silfo de 
inscrc100 ''t::.al1c:ntc': es doc1r, si se lfl:l.Cr1ó en OL"l)OI" propnr1;1on en un ••ohl 5.1110. -.e uccc.."':!iorL.:lna d1gcnr 
una inczcb de pl.:i.sm.&Jos con u~ cnZJm.;a que corte al ITa.ll.$fX-...CJO corno J luitllll. ,. kj'-ólr.u Ja. 
d.igcsti6n rncd1.-:a.ntc d~"troforc3'1s, :11 ha)' ha.nd.:a..s mucho nl.O\.s mrt:'tU..U que olras. ha) s1110 de 
pr-cdaJccción. sin Cl?lbargo no fue obJctJVo de esrc rrab.aJo CO™.'>CC:rlo 

Luego de rraha1ar con Jos pJá.snudos pMGD4 y pMG04 J ;uro1 1n.scr1 .. :tr en elfos el f"r.igmc11tO 
onteg:t. de rcs1stcnc1.a a espect1t10rn1c1n.:i solo obtu\.1n~ el pli'\:m1do mubg1.-n1~Jo dcr1"'·ado del 
p1\.fGD4 3 .. adanA.s de que e.-;¡ rn.;J..S probable obCCJ1Cr b. 1t1'-<:'rc1on c.-n ~tr pl.l-'>m1Jo porque tiene solo J 
süios de c.onc. Jos pWmtdos pcquc:t\os funcionan rnc'Jor en h.• trawtfi1rrn..3CH>oe~. cfocto que .e 
obscn-'6 cbr.uncncc cuando se obC.c:nlan célula.s tran.sform.ad.u de uno y ouo pl.isnu.Ju con cJ..nt1da<lcs 
cqun.alcnte o aun supcrio~ del pMGD4 

El pl:U:m1do obtaudo )"3 no cornplcrncnu b uc1!1.l"..'.lc1on de glut."Utl.llo ) glutanun.:i e.orno 
fucnu:s Unlca.s de rutrógcno y c..:ubooo. y corno fuentes de mrrogrno de la mul~nie L!\fOI de R n!t. 
sin onba.rgo continua cotnplcn..cnu.ndola en la cood1c1on medio m1nin}(_.....-succ1n.;110. lo que 1mplica l.a 
pos1b11idad de que la complanc:ntac1Un del fenotrpa de J.a muta.me LMO 1 de R rt/I .SC3 dch1JJ. ~ Jos 
productos de má.s de un gen. pues d ploism1do p'-fGD4 J luf:80 de u~ muugcncs1s contmU.a. 
cornplCT0C11ta.nda una pacte del fonoopo. é:sU snuac1ón puede ser d..:b1da ~ que para co01pfcn)(:flUC La. 
mutación en la cond1c1on medio nururno-suc;c1n.:iro, se ncce;o.;lfe de l.a presencia de los productos de 
genes de a.mbos fragtncntos de r-cst.ncc1ón del pl.isnudo pMGD-4 J y por ello no complcrncnun por 
sc:p.;u-a.do pero si cuando csU.n prcscn1cs arnbos. p.an que csu. pos1b1fid:uJ se presente tcnJr1.;1 que 
cx.istir un procnocor en el fragrncnlo que se uanscnbc ~pu~ del fragmento DnlCg..:t. o bien que los 
tcnrtin:ldon::s de la tr.ul$Cr'ipc1ón dd frag:mcnCo cxncga no sca.11 uhlcs en R rr/1 El pl.;u;mujo 
rnuUlgcnizado puede ser utilJ.Zado en un.a eycntuaJ rccon1b1n.a.c;1on con un genon1:11 s1h·cstrc de la 
ba.ctcn.a~ para CSlJl .-ccombUló1C1ón el pl.i.snudo cuenta con .2 )' J Kh de m.'1ten.al ht."">mOlog.ablc: a c.;U:b 

lado del inserto. que bien podri.a. resultar en u.na eficiente rccomb1.n.ic1ón 

El plá.sm1do mut.agcniz.a.do puede sccucnc1arsc de Jos e'\.trcn.OS dd fragtl'k."TllO omc:g3 p..;l'-1 

obtener la »ocucnc1a dd loci.s que complancnu a .la mutante L~fOJ de R e-fil. hacerlo dt! t..~ fomu 
tiene la l.-cnuja sobre sccucnc.1ar d pLisrrudo stn muu.gc.-n1.z.ar de que se puedctt u!klr 1nu:1adorcs de b. 
transcripción "l>n.mcr"• ni.a.s grandes y por Jo bnlo cspccificos que t.."TI d ca.."O de solo un sll10 para 
EcoRJ, por otro parte no seria TIIOC4.."'S3.na la cJoruc1ón en otro \.cctor del inserto dcJ pl.i.sm1do 
p""fGD4.J que seria ncccs.:lr1.il par.i chmlnar los smos de rcstnccwn F-.:.C.ORJ del c'\.tn:mo dd anscrto. 
pues dejarlos deficulbria anJciar la sccucnc1.ac16n t..-n cJ sitio conecto 

Es probable que el plá.sm1do pt\.fGD~ 3 k"flg.a en su uuc.:no uru. sc...-cucnc1a que codifique par.:i. 
un regulador o reguladores dd rn<."t..;Jbohsmo de RJ11;:ob11 ... m a·t/J. pues complcrncnb. un fenotipo 
plciot.róp1co (por mut.actón úruc.a o mUlr1plc) que rn"olucra func1oot..-s d.; ._,d.. libre y de s1mbiosu de 



.. 
la~ de las que ha.sta ahora no se C<WM>CC una regulación un1fic.;ador.a~ este raz.on:umcnto. y el 
hecho de que el pU.Sntido mutagcmzado obtcrUdo complementa unoa de las cond.Jc1oncs estudiadas nos 
decidió a no contmuar bu5Cando otras cnzirn;u con las que se; pud1cnr. subclon.ar aJ pl.:i.smido 
pMGD4.3 una ""CZ que cncontnunos que los fragmentos de restncc1ón. con EcoRJ no complementan 
por ~ la mutación (rcprcscntari.a una gr.a.n vcnlólJOI que solo un fragmento cornplcincntara la 
mutación por cuestiones tócrUc.as como evitar sccuc:nc1ar gr.t.ndc-s cll'.tcncu:>ncs de DNA), pues 
tmWx:losc de una. p~blc sccucncu. ~btuno. la mfunnacaón contenido. pudiera tcn.:r m.:arcos 
abícnos de lectura pana otras func1<:inc:1 que se regulen al mismo t1anpo CCJnlO utd1;_..ci6n de 
~idos e ullc.w de la s1mb1os1s. v.uios pf'OfnOCorcs que pcmutan 13 act.J\:o;r,ctón en dn.-rTSaS 
cin:uns:tanci&s o ser pan.e de un opcn'>n que involuctc La ut1h.r.;a.c1ón de 5ustratos COf'TlO furntC"S de 
carlJono y cncrgi.a (no utdu:a glut.anun.a ru gluta.m.ato como fuente de 101 do. dc:rncntos) 

La mutante LMO 1 dcbcr.i scguusc cstuduando pues podri.a dctcrnun.u la 1mportanc1.a del 
catabohsrno de Jos a.:mnoáCJdos alut:unato y glutanun.a en la ""Ida hbrc y en b. simbiosis de l.:a bacten.a 
con la plantas del frijol~ d plasnUdo producido 1.in duda es de: ulllKbd par.a t.:dcs pr-opósitos pues 
aclanuoi. la na.turalcz.a de U muución al obtcncrsc un.2. nuelo-a muuntc a pa.nir de CI; las pos1b1hcbdcs 
que se presentan en un futuro son van.as. entre ocr:u 
Que un.a vez que se obtenga. La muunlc sc;a igual a la LMOI, s1tua.c1ón que por scnc1Ua. seria. desea.ble 
pant quien n:.:1.Jicc tal tr.iba.Jo Con du:ha. situa.c:Jón se cst;iria. ante la. prc:scnc1.a de b mutación de un 
clcrnc:nto muy unporU.nte par.1 la bow:tena 
Que La mubntc sea solo parc:.a.aloncntc 1g~. •lt~ en b que se ha.bri.a de cxphcar porque se 
c.omplcrnc::nta con el cJonc:nro mutagcnaz.ado 
La dctcnnUlacJÓn de la sccucnc~ y la posible: acJ..a.rac1ón de b na.turaJCZA de La funclÓn involucrada o 
cJ awnc:nto de un.a sccucnc1a de función dcscc.100Cida en los bancos de anfonnac16n hasta la ~la.raclÓn 
fisiológica del problema. 



CONCLUSIONES 

Se logró subclonar al plá.srn.ido pMGD4 3, sin embargo rungun.a de Lu subclonou rcpn::scnt& 
la mln.im.a c:xprcsióo de inf'onnadón que com:pknlcnle a b mut;mtc Ll\.10 J de RJuzoblunt ~tb. 

El /oau que complcrnc:nta a la mutante LMO J de R. rt/1 tiene un smo de restricción pal'll la 
enzima EcoRI que puede ser utilu:ado para su socucncaación 

Se muta¡p:nizó d IOCM..f que cornplc:mc:nta a la mutante LMO 1 de R ~tll produciéndose un 
plAsrnido que ya no la complc:mcnta en La ut1l1.Z&Ción de los aminoácidos gluu.rn.alo y glut.:unin.a como 
fuc:ntcs Unicas de carbono y n.strógcno. y como fuentes de rutrogcno. pero si la complcmcnu. en b 
oondX;ión medio minirno-<succin.ato este pl.isnudo puede 5er utih..udo c:n la caractcnz.ac1ón de dicha 
mutante. 
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