[o1019]

Tesis Doctoral
Ano 2001

Universidad Nacionai de La Plata
Facultad de Ciencias Exactas
Departamento de Ciencias Biolégicas

Identificacion y caracterizacion molecular de
plasmidos transmisibles por conjugacion en
aislamientos locales de Sinorhizobium meliloti

Mariano Pistorio

a0\

.1;‘\ \

AR
A\ \‘
i )
: Universidad Nacional de La Plata
(043.2) :-I::;:: :. Clencias Exactas
TESIS oy 15 1 spsulo
01019 o031 29T 129

I DEX-57095 Il



mailto:biblioteca@exacta8.unlp.edu

-% Biblioteca Central
o b Fac. Cs. Exaclas
LtsY UN.LP

BOBNACION. . .......... 306000 ‘

!
Ao e !
'ochn...‘?.").‘.../.?.—p..}. ...... __“'.
(nv, ®...... Inw...... | ] S?WJ



El presente trabajo de Tesis para optar al grado de
Doctor de la Facultad de Ciencias Exactas ha sido
realizado en el Instituto de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Exactas de la
Universidad Nacional de La Plata bajo la direccion del
Profesor Dr. Antonio Lagares y la codireccion del
Profesor Dr. Orlando Mario Aguilar.



A Viviana por darme su amor



Mi reconocimiento:

Al Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular (IBBM) y a la Facultad de Ciencias Exactas,
por haberme brindado el ambito propicio para desarrollar este trabajo de Tesis Doctoral.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), por el
otorgamiento de las becas que posibilitaron mi dedicacion exclusiva a la investigacion
cientifica.

Mi agradecimiento:

Al Prof. Dr. Antonio Lagares, por dirigir mi trabajo y mi formacion académica, por su
estimulo y principalmente, por brindarme su apoyo, confianza y amistad.

Al Prof. Dr. Orlando M. Aguilar, por aceptar codirigir esta tesis.

A la Dra. Daniela F. Hozbor, por su estimulo, amistad, su apoyo intelectual y emocional en
todos los momentos en que lo necesité.

A los profesores Gabriel Favelukes, Oscar Grau, y Victor Romanowski, por sus consejos.

A Laura J. Balagué por su amistad, su buen humor, sus reflexiones filosoficas, y por la
realizacion de la acuarela de la tapa de esta Tesis.

A Maria Florencia Del Papa por su amistad, su constante buena disposicion y en especial por
las riquisimas tortas.

A Augusto J.L. Pich Otero por su amistad, su incondicional apoyo, y por ensefiarme a abrir el
desecador.

A Julieta Fernandez y a Federico Sisti por su amistad, apoyo y por hacer divertidas las horas
en el laboratorio.

A Anibal Lodeiro, Silvina Lopez Garcia, y Tirso Vazquez, por su buena disposicion, apoyo y
compaiierismo.

A Flavia Luna, Sebastian Cavalito, Alejandro Nocceti, Rubén Oltolina, Eugenia Rodriguez,
por su comparierismo y amistad.

A Silvia Locatelli por su colaboracion en la obtencion de las cepas marcadas en el Capitulo V.



A Edgardo Donati y Gustavo Curutchet por permitirme realizar mis primeros pasos en la
docencia e investigacion y por su amistad.

A Patricia Schilardi, Tati Prieto, Cristina Pogliani y Horacio Thomas por su amistad y por
hacerme divertidas las mafiamas en la Catedra

A mi familia, por su constante apoyo, carifio y aguante, mucho aguante.

A mis compaiieros del IBBM: Pablo Riccilo, Juan Carlos Lopez, Mario Lozano, Eugenia
Wynne, Wendell, Verdnica Lopez, Cecilia Muglia, Katy Lopez, Mdnica Collavino, German
Robles, Pedro David Gara, Daniel Grasso, Vanina Perez, Omar Riva, Gonzalo Legarreta,
Daniel Ghiringuelli, Cesar Albarifio, Selma Gago Zachert, Maria Laura Garcia, Verodnica El
Mujtar, Diego Posik, Alejandra Manzan, Silvia Moya, Alejandra Tortoricci, Eloisa Arana,
Cristina Mc Arthy, Ramiro Mendez, Cecilia Zanek,.

A Carlitos Illiano y Rubén Bustos, por su apoyo técnico.

A “el Atleta”, Ozzy, Elanibal, Chuchula, Floppy, el Topy, Tato, el Galo, Mary July, Cachito,
Isa, Tincho, Arturo, el tubarao, el Lava, Ortensio, el Bigbabousa, Tino y Gargamuza, July, el
Chueco, Pity, Buenastardes, Artur, Guacamole, Loosen, al Indio, Bodo y Karen por
soportarme a lo largo de todos estos afios, con todos los humores y con todos mis estados de
animo.

Al Enterprise por aislarme de la realidad.
A las reuniones misticas de SAAIBBM por lo bueno que fue mientras duro.
A Chucho y Checho por ser como son.

Y en especial a todos aquellos que en este momento me estoy olvidando....... que deben ser
muchos

Tapa: “Evolucion ” por Laura J. Balagué. Acuarela, 35x50 cm 2001. Laura J. Balagué es estudiante de
Doctorado de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Uuniversidad Nacional de La Plata.



CAPITULO I
1-

19
|

indice.

Introduccion

Elementos genéticos moviles como generadores de diversidad y

adaptabilidad bacteriana

I- Caracteres mas comunes introducidos por transferencia horizontal
horizontal de genes

Mecanismos de transferencia genética en bacterias
I- Transformacion
2- Transduccion
3- Conjugacién
Sistemas de transferencia conjugativa
1- Caracteristicas generales del origen de trasferencia
2- Organizacion de las regiones de transferencia de distintos grupos
de incompatibilidad
I-  Plasmidos autotransmisiblcs (conjugativos)
Funciones de transferencia en plasmidos tipo-F
Funciones de transferencia en los plasmidos IncP
Funciones de transferencia de plasmidos IncN
Funciones de transferencia en los plasmidos IncW
Funciones de transferencia en los plamidos Ti
2- Plasmidos movilizables
Funciones de movilizacion en los plasmidos IncQ
3- Transposones conjugativos

Caracteristicas generales y de transferencia de plasmidos de
rizobios
- Aislamiento de los plasmidos
2- Los plasmidos simbi6ticos
3- Plasmidos no simbidticos
4- Replicacion y estabilidad de plasmidos de rizobios. Rango de
hospedadores
5- Transmisibilidad de los plasmidos de rizobios y su estudio

OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO DE TESIS

CAPITULO I Materiales y Métodos
1-

2

Cepas bacterianas y plasmidos

Medios de cultivo y de conservacion de los microorganismos

Antibioticos

Procedimientos microbioldgicos

1- Obtencion de mutantes espontaneos resistentes a antibioticos.

2- Métodos de conjugacion
1- Conjugaciones biparcntales
2- Conjugacioncs triparentales

3- Preparacion de células electrocompetentes. Elecrotransformacion
de E.coli

Técnicas de biologia molecular

(8]

O —= 00 WL L W

— p—

13
13
13
13
15

17
18
18
19



1-  Geles de lisis in situ 37

2-  Reaccidn en cadena de polimerasa (PCR) 38

1-  Amplificaciones de secuencias especificas 39

2- Generacion de "huellas digitales”" de ADN total por PCR 39
3- Preparacion de ADN plasmidico en pequeia escala ("minipreps") 39
4-  Extraccion de ADN total 40
5- Preparacion de lisados celulares 40
6-  Determinacion de la concentracion de ADN y oligonucledtidos 40
7- Tratamientos enzimaticos del ADN 41
8- Electroforesis de ADN 41

I- Separacion e identiticacion de fragmentos de restriceion o de
amplificacion por PCR mediante electroforesis en geles de agarosa 41

2- Revelado de geles y fotografia 41
3- Estimacion de los pesos moleculares de fragmentos de restriceion
por clectroforesis en gel de agarosa 41
9-  Ensayos de hibridacion (Southern blot) 42

10- Construccion de sondas marcadas con digoxigenina (DIG) por PCR 42
I1- Clonado de regiones de ADN rizobiano flanqueante al transposon

Tn5 42
12- Subclonado de los fragmentos de ADN rizobiano flanqueante al
transposon Tn3B13 43

13- Clonado de la secuencia codificante del gen rpt/ de la cepa LPU8S 43
14- Clonado de un fragmento interno del gen rpt/ de la cepa LPU88 44

15- Mutagénesis en sitios especificos 44

16-  Secuenciacion de ADN 45

6- Evaluacion de Diversidad. 45

7- Ensayos con plantas 45
I- Plantas, esterilizacion de semillas en superficie y germinacion.

Alfalfa 45

2- Condiciones de cultivo 45

3- Cultivo axénico de plantas 46

4-  Medida de la competitividad para la nodulacion 46

5- Reaislamiento de rizobios de los nodulos 47

RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO 111 Caracterizacion genotipica de aislamientos locales de S. meliloti:

Evaluacion de la diversidad Eenémica y Elasmidica.

1-  Construccion de una coleccion de aislamientos de S. meliloti como
material de base para la biisqueda de plasmidos conjugativos 50

- Caracterizacion genomica de los aislamientos de Sinorhizobium
meliloti 51

3- Analisis del contenido de plasmidos en la coleccion de aislamientos
locales de Sinorhizobium meliloti 53

4 Estimacion de la diversidad genética de los aislamientos a través de
parametros numéricos. (Co-)Relacion entre los genotipos de
"huella digital'' y los perfiles de plasmidos 54



5-

La coleccion de aislamientos una como parte del germoplasma
presente de los suelos muestreados 57

’ Identificacion, aislamiento y caracterizacion funcional de un plasmido
CAPITULO IV  transmisible por conjugacion a partir de uno de los aislamientos locales
de Sinorhizobium meliloti

=

CAPITULO V

Transferencia conjugativa de material genético entre rizobios.
Plasmidos cripticos de S. meliloti como mediadores de

transferencia génica horizontal 60
Busqueda de plasmidos cripticos de S. meliloti movilizables por
conjugacion: Estrategia empleada sobre el aislamiento LPUS8 61
Caracterizacion de los transconjugantes S. meliloti 2011 Sm" Sp*

Nmr 63
Estudio de las propiedades de movilizacion del plasmido
pSmeLPUS88::Tn5 64

Localizacion de las funciones de movilizacion presentes en la cepa
LPUSS y requeridas para la transferencia del plasmido
pSmeLPUS88b::Tn$5 67

Caracterizacion simbiotica de cepas a las que se ha incorporado
alguno de los plasmidos pSmeLLPU88a/b. Ensayos de
competitividad 68

Evaluacion de la presencia defunciones conjugativas de ayuda (helper)

y de Blésmidos movilizables en aislamientos locales de S. meliloti

Introduccion. 72

Analisis de complementacion de las funciones de ayuda entre dos
sistemas binarios de movilizacion plasmidica de S. meliloti:
pSmeLPUS88a / pSmeLPU88b vs pRmeGR4a / pRmeGR4b 7

Reconocimiento de funciones de ayuda (helper) capaces de
movilizar el plasmido modelo pSmeLLPUS88b, en cepas de los
distintos grupos de diversidad establecidos en el Capitulo I 73

9

Incompatibilidad de replicacion del plasmido pSmeLPU88b::Tn5
con plasmidos presentes en cada uno de las cepas estudiadas 76
Busqueda de nuevos plasmidos cripticos movilizables por

conjugacion en cada uno de los aislamientos presentados en la
Tabla V.1 78

CAPITULO VI

Caracterizacion molecular demutaciones del plasmido pSmeLPU88a

que conducen a la Eérdida de la funcion de axuda (heleer)

1-
ok

Introduccion 83

Obtencion de variantes mutantes del plasmido pSmelpu88a que
hayan perdido la capacidad de movilizar el plasmido
pSmeLPUS8b 84



3- Analisis de uno de los plasmidos mutantes que ha perdido las
funciones de ayuda: Mutagénesis reversa de la cepa S. meliloti
LPUS8S8 para introducirle la alteracion presente en el plasmido
pSmeLPUS88a::TnSB13-5 84

Secuenciamiento y analisis de la organizacion genética de la region
interrumpida por el transposon en el plasmido
pSmeLLPU88a::Tn5B13-5 86

5-  El requerimiento del gen rpr] para las funciones conjugativas de
ayuda es dependiente del hospedador. Ensayos de
complementacion 88

DISCUSION GENERAL - CONCLUSIONES FINALES

ANEXO 102

Construccion y caracterizacion de una cepa de Sinorhizobium
meliloti marcada en forma estable en su cromosoma con el gen de
la proteina de fluorescencia verde (GFP)

REFERENCIAN



INDICE DE FIGURAS

Figura I.1
Figura 1.2
Figura [.3

Figura 1.4
Figura I.5
Figura I1l.1

Figura I11.2

Figura II1.3
Figura 1V.1

Figura IV.2

Figura IV.3

Figura IV.4

FiguraIV.5

Figura IV.6

Figura V.1

Figura V.2

Figura V.3

Figura V.4

Alineacion de las regiones de corte de diferentes oriT
Mapa fisico y genético de la region de transferencia del plasmido F

Mapa fisico y genético de la region de transferencia de los plasmidos
RK2/RP4.

Regiones de transferencia del plasmido IncN pKM101y del plasmido
IncW pSU1087

Estructura genética de los componentes del regulon fra del plasmido
Ti

Perfiles de ""huella digital'' genomica generada mediante
MBOREPI1-PCR a partir de aislamientos locales de S. meliloti

Perfiles de plasmidos correspondientes a los diferentes patrones
obtenidos a partir de aislamientos locales de S. meliloti en geles de
lisis in situ tipo-Eckhardt

Curva de diversidad acumulativa de Shannon-Weaver

Diagrama de la estrategia general utilizada para el aislamiento de
plasmidos movilizables de S. meliloti

Perfiles de plasmidos y perfiles de '"huella digital'' genémica por
PCR-MBOREP de los aislamientos obtenidos en el laboratorio a
partir del suelo 24

Perfil plasmidico de los clones Sp' - Nm" obtenidos en la conjugacion
S. meliloti LPU88::Tn5 (en masa) x 8. meliloti 2011 Sp”

Estimacion de los pesos moleculares de los plasmidos cripticos
presentes en el aislamiento salvaje LPUSS

Amplificacion por PCR de secuencias especificas del gen nptll y de la
secuencia de insercion ISS0 para determinar la presencia y
localizacion del Tn5 en los clones Sp" Nm" obtenidos de la
conjugacion S. meliloti LPU88::TnS5 (en masa) x S. meliloti 2011 Sp'

Perfil plasmidico de los clones obtenidos de la conjugaciones de S.
meliloti LPU88 (pSmeLLPU88b::Tn5) x 8. meliloti 2011 Sp" y S.
meliloti LPU8S8 (pSmeLPU88b::Tn5) x A. tumefaciens UBAPF2

Perfiles plasmidicos de las cepas S. meliloti LPUSS
(pSmeLPUS88b::Tn35), de la cepa S. meliloti GR4 y de los
transconjugantes S. meliloti GR4 (pSmeLPUS88b::Tn5

Estrategia de marcacion de aislamientos salvajes locales de S.
meliloti por integracion cromosomal del plasmido pSM10 en la
region cromosomal recA-alaS

Perfiles de plasmidos de los aislamientos en los que se observo
incompatibilidad con el plasmido introducido pSmeLPUS88b

Perfil plasmidico de los clones Rif" Nm" obtenidos de la conjugacion
S. meliloti LPU87::TnS (en masa) x A. tumefaciens UBAPF2

14

15

16

18

53
58

61

62

63

64

65

66

73

74

77

78



Figura V.5.

Figura V.6.

Figura VI.1

Figura V1.2

Figura V1.3

Figura V1.4

Figura A.1
Figura A.2

Figura A.3

Amplificacion por PCR de la secuencia de insercion 1SS0 para
determinar la presencia del Tn5 en los clones Rif" Nm" obtenidos de
la conjugacion S. meliloti LPUS7::Tn5 (en masa) x A. tumefaciens
UBAPF2 y S.meliloti LPU87::Tn5 (en masa) x A. tumefaciens
UBAPF2

Esquema en el que se muestran los distintos destinos posibles del
plasmido pSmeLPU88b cuando el mismo es transferido a
aislamientos locales de los diferentes grupos de diversidad
plasmidica que hemos definido en el Capitulo 111

Secuencia y mapa genético propuesto para una region de ADN de
4859 pb que contiene el sitio de transposicion del plasmido
pSmeLPUS88a::Tn5B13-5

Esquema del procedimiento experimental empleado en la mutagéneis
sitio especifica sobre el gen rpt] en la cepa S. meliloti LPUSS

Analisis de la nueva estructura genémica en la region rptl del
plasmido pSmeLLPU88a generada por la insercion sitio especifica del
plasmido pMP4

Perfil plasmidico de los clones Rif Nm" obtenidos de la conjugacion

S. meliloti (pSmeLPU88a::Tn5B13-5, pPSmeLPU88b::Tn5, pMP3) x
A. tumefaciens UBAPF2

Estudio de la estabilidad del marcador Tc-gfp en la cepa S. meloloti
2011-Tc-gfp

Experimento de inoculacion simple y de co-inoculacion de alfalfa en
las cepas S. meliloti 2011 y S. meliloti 2011-Tc-gfp

Visualizacion de eventos de infeccion usando la cepa S. meliloti
2011::gfp-Tc

79

81

87

90

91

103

104

105



INDICE DE TABLAS

Tabla I.1.

Tabla 1.2.

Tabla 1.3.

Tabla II. 1.

Tabla I1.2.

Tabla I1.3.

Tabla III.1.

Tabla I11.2.

TablaIV.1.

Tabla V.1.

Especies procariotas naturalmente competentes
Transformacion de bacterias en el medio ambiente

Descripcion de diferentes eventos de transferencia horizontal de
marcadores genéticos por conjugacion entre bacterias en diferentes
ambientes naturales

Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en el presente trabajo de
tesis

Cepas bacterianas de la coleccion de LPU de S. meliloti utilizadas en
el presente trabajo de tesis

Secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados en reacciones de
PCR en este trabajo

Indices de diversidad de Shannon y Simpson calculados en base a la
distribucion de aislamientos de S. meliloti entre los diferentes tipos
de "huella digital'' genomica y perfiles plasmidicos definidos en este
estudio

Nuamero de aislamientos correspondientes a las diferentes
combinaciones de patron de MBOREP1-perfil plasmidico

Porcentaje de ocupacion de nédulos en experimentos de
coinoculacion de alfalfa con la cepa 2011 Tc-gfp y sus derivados
portadores de los plasmidos pSmeLLPU88a y pSmeLPU88b marcados

Capacidad de cepas representativas de cada uno de los grupos de
diversidad plasmidica para movilizar el plasmido
pSmelLLPU88b::TnS. Fenomenos deincompatibilidad de replicacion
del plasmido pSmeLLPU88b::Tn5 con plasmidos presentes en cada
uno de las cepas estudiadas

31

33

38

55

57

69

75



ABREVIATURAS

Ap: Ampicilina

Cm: Cloranfenicol

D.O.: Densidad Optica

EPS: Exopolisacarido

FBN: Fijacién Bioldgica de Nitrdégeno

Gm: Gentemicina

IS: Secuencia de Insercion

Km: Kanamicina

LB: Medio de cultivo Luria Bertani

LPS: Lipopolisacarido

Nm: Neomicima

Rif: Rifancina

RNAsa: Ribonucleasa

SD: “Standard Deviation”, desviacion estandar.
SDS: Dodecil sulfato de sodio

Sm: Estreptomicina

Sp: Espectinomicina

Tc: Tetraciclina

TY: Medio de cultivo triptona estracto de levadura
ufc: unidades formadoras de colonias bacterianas

X-gal: 5-bromo-4cloro-3indolil-B-galactopirandsido



CAPITULOI:

INTRODUCCION



Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Introduccion

1. Elementos genéticos moviles como generadores de diversidad vy
adaptabilidad bacteriana.

La habilidad de las bacterias para explotar nuevos entornos y responder a nuevas
presiones de seleccion a lo largo de la evolucion puede muchas veces explicarse en base a
mecanismos de adquisicion de nuevos genes por transferencia horizontal, mas que por
modificacion secuencial de genes por la acumulacion de mutaciones puntuales (Syvanen,
1994; Lawrence, 1997). La transferencia horizontal de genes entre organismos relacionados o
no, es uno de los topicos mas estudiados en el campo de las biociencias desde 1940. Ello no
solo ha sido de interés por las implicancias a nivel evolutivo sino también por el potencial
riecsgo para el medio ambiente debido a la liberacion accidental o deliberada de
microorganismos modificados genéticamente. El debate generado a raiz de esta posibilidad
reveld los escasos conocimientos que existen respecto a la transferencia de genes en
condiciones naturales. Ese conocimiento es asimismo necesario en vista de la liberacion de
microorganismos no recombinantes con fines agrondmicos para mejorar la fijacion de
nitrogeno (Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Frankia), solubilizacion de fosfato
(Burkholderia, Erwinia), el control de hongos y bacterias fitopatdgenas (Pseudomonas,
Erwinia), la estimulacion del crecimiento de plantas (Pseudomonas, Azospirillium,
Rhizobium), el control de insectos (Bacillus thuringiensis), y bioremediacion de zonas
contaminadas con compuestos xenobioticos (Pseudomonas, Alcaligenes, Burkholderia,
Comamonas) (Revisado en Davison, 1988; Wilson y Lindow, 1993). Es por tanto muy
importante el estudio racional de los mecanismos y extension de la transferencia genética en
los sistemas antes mencionados. Mas aun en la perspectiva que varios de los organismos que
hoy son liberados podran ser mejorados genéticamente

La secuencia completa del genoma de E. coli ha permitido un analisis molecular
retrospectivo de la frecuencia de transferencia con que ha intercambiado material cromosomal
(Lawrence y Ochman, 1998). Se ha podido estimar asi que los linajes de S. enterica 'y E. coli
se separaron aproximadamente hace 100 millones de afios. Un analisis basado en la diferencia
en composicion y patrones de utilizacion de codones, ha permitido una estimacion de la
extension de la transferencia horizontal de genes. Aproximadamente el 17% de los genes de
E. coli han sido adquiridos por transferencia horizontal.

La diseminacion de la resistencia a antibidticos y de los genes de degradacion de
xenobidticos, en distintas bacterias se debe a transferencia horizontal de genes, acoplada con
la presion de seleccion causada por la presencia de estas sustancias en el medio ambiente
(Levy, 1994; Davies, 1996; Salyers y Shoemaker, 1996; Van der Meer et al, 1992).
Similarmente, varias islas de patogenicidad fueron adquiridas en el pasado por una variedad
de patogenos como: Salmonella typhymurium, Yersinia pestis, Dichelobacter nodosis,
Helicobacter pylori y algunas variantes de Escherichia coli (Hacker et al., 1997).
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1.1. Caracteres mas comunes introducidos por transferencia horizontal de genes.

Para que la transferencia horizontal sea exitosa los genes donados deben persistir en los
genomas recipientes. Genes esenciales, como los que codifican para el ARN ribosomal, son
poco probables de ser sujetos de transferencia exitosa debido a que el recipiente ya posee
funciones ortologas. En esos eventos los productos de los genes ortélogos nativos han
experimentado una coevolucion a lo largo del tiempo con el resto de la maquinaria celular y
es poco probable que sean desplazados. En cambio, los genes con poca seleccion o seleccion
transiente (genes catabdlicos no esenciales) pueden beneficiar a otras bacterias al adquirir esas
funciones. Asi, la transferencia horizontal evita la pérdida debida a eventuales deleciones de
estos genes con poca seleccion, al distribuirlos entre distintos linajes. Si consideramos a las
especies bacterianas como poblaciones explotando un espacio ecoldgico definido, entonces la
transferencia horizontal de funciones, atrapadas en operones, puede promover la especiacion
bacteriana en un sdlo evento simple de transferencia horizontal (Lawence y Roth, 1998;
Lawence, 1997). Aunque la transferencia horizontal estd en general asociada a la
movilizacidn de operones que confieren funciones metabolicas simples y no esenciales,
existen ejemplos en los que se transfieren funciones esenciales como ha sido la transferencia
del gen de la isolecil-tRNA sintasa en Mycobacterium tuberculosis (Sassanfar et al., 1996).

El impacto de la transferencia horizontal se aprecia cuando se hace una correlacion
entre la adquisicion de una capacidad particular y la habilidad de explotar nuevos ambientes o
modos de vida. Sin embargo, mientras que las funciones de algunos genes adquiridos han sido
determinadas, no es siempre claro cudles son los ambientes mejor explotados usando la nueva
capacidad adquirida. En otros casos, es conocido qué genes pueden mediar la expansion en un
nicho dado, pero la contribucion fisiolégica precisa de la nuevas funciones no siempre es tan
clara (Lawrence, 1999).

Existen varios de ejemplos bien documentados en los que la transferencia ha favorecido
claramente procesos de adaptacion bacteriana:

Resistencia a antibidticos. La diseminacion de genes de resistencia a antibioticos entre
patdgenos (humanos y animales) y poblaciones comensales es uno de los paradigmas de la
transferencia horizontal de genes. Los genes de resistencia a antibioticos posibilitan al
microorganismo expandir su nicho ecologico permitiendo su proliferacién en presencia de
ciertos compuestos toxicos. En los ultimos 50 afios se ha podido recabar mucha informacion
acerca de las respuestas de distintos ecosistemas bacterianos a la adicion de antibidticos. Los
genes de resistencia a antibioticos estan asociados con elementos genéticos altamente
moviles. Los plasmidos son capaces de movilizarse entre distintas especies y representan la
manera mas comun de adquirir los determinantes de resistencia (Go6tz et al., 1996, Mazel y
Davies, 1999).

Biodegradacion de compuestos xenobioticos. No es sorprendente que la transferencia
horizontal de genes también lleve a la diseminacion de operones involucrados en la
degradacion de xenobidticos en entornos contaminados (van der Meer, 1997; Williams y
Sayers, 1994). Las presiones de seleccion son similares a la de los antibidticos, pero el
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proceso de degradacion de compuestos xenobidticos requiere sistemas genéticos mas
complejos, generalmente operones de 10 o mas genes, o regulones de varios operones con los
sistemas de control. Por ejemplo, el plasmido pNL1 de Sphingomonas aromoticovorans
contiene un grupo de 15 genes directamente asociado con el catabolismo o transporte de
compuestos aromaticos (Romine et al.,, 1999). La diseminacion de elementos mdviles
asociados a la degradacion de compuestos aromaticos no ha sido tan estudiada como la
diseminacion de las resistencias a antibidticos. Sin embargo, los mecanismos parecen ser
similares: plasmidos y transposones distribuyen operones a través de un amplio espectro de
bacterias (D1 Gioia et al., 1998).

Determinantes de patogenicidad y de simbiosis. Algunos plasmidos en bacterias
patdgenas estan cargados de determinantes de virulencia, que pueden variar desde aquellos
asociados a la produccion de toxinas hasta otros vinculados el sabotaje de la maquinaria
celular, como en el caso del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. Existen plasmidos
"patogénicos” que por su sola presencia modifican la conducta de la bacteria huésped. A este
grupo pertenecen el plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens y plasmidos de virulencia de
Yersinia, Shigella y Escherichia coli. Estos plasmidos al ser adquiridos por una nueva bacteria
huésped, crean en esencia una nueva especie.

Los cambios fenotipicos asociados al nuevo germoplasma estan muchas veces asociados
s6lo a una parte del material gendmico adquirido. Las islas de patogenicidad (Barinaga, 1996;
Groisman y Ochman 1997; Hacker et al., 1997) son un ejemplo de ello. En general codifican
funciones fisiologicas bien definidas (por ejemplo: adhesinas, sistema de secrecion tipo III,
sistema de incorporacion de Fe) y estan asociados al desarrollo de un modo de vida bien
definido como puede ser el crecimiento dentro de un huésped eucariota especifico. La
promiscuidad de las islas de patogenicidad permite ademdas a bacterias de distintas taxa
adquirir un comportamiento patogénico complejo en un Unico evento de transferencia
(Lawrence, 1999). En contraste con ello, la evolucion de las islas de patogenicidad representa
el paradigma de funciones bacterianas de evolucion lenta. Aunque la mayoria estan integradas
al cromosoma, existen evidencias que sugieren que son, o han sido, elementos moviles.

A través de mecanismos aun no caracterizados en detalle, se han publicado evidencias
que apoyan la transferencia horizontal de genes en suelos de Nueva Zelandia desde cepas
inoculadas de Mesorhizobium loti hacia bacterias receptoras nativas no simbioticas (Sullivan
et al., 1995; 1996). En esas especies bacterianas, los genes simbidticos se localizan en una isla
simbidtica grande (~ 5S00kb) de localizacidon cromosomal. Por analisis de genotipificacion se
encontré que las cepas aisladas de los nédulos de L. corniculatus en los campos inoculados,
eran diferentes de la cepa original introducida (en los campos no existia poblacion nativa de
bacterias noduladoras de esa leguminosa). Estas nuevas cepas, sin embargo contenian la isla
simbidtica de la cepa original inoculada indicando que esa porcidon cromosomal ha sido
transferida e integrada al cromosoma de otro “rizobio” (originalmente no simbiotico) que ha
adquirido la capacidad de nodular L. corniculatus. La confirmacion de esta hipotesis surgié
del aislamiento de suelos vecinos de cepas similares no simbidticas, que se presume
corresponden a las recipientes indigenas. La hipodtesis se verificod por la transferencia exitosa
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de la isla simbidtica desde una cepa simbidtica a otra cepa no simbidtica. La integracion es
sitio especifica, en el gen de phe-tRNA, el cual es reconstituido en el proceso. La isla
simbidtica se halld que codifica para una colifago integrasa del tipo P4, posiblemente
responsable de la integracion sitio especifica (Sullivan y Ronson, 1998).

2. Mecanismos de transferencia genética en bacterias.

La transmision lateral de material entre bacterias es llevada a cabo a través de al menos
tres mecanismos conocidos: transformacion, transduccidon y conjugacion. La transformacion
se define como la incorporacion, integracion y posterior herencia estable de ADN libre por
parte de las bacterias. En la transduccion la informacion genética es transferida desde la célula
donadora a la receptora a través de bacteriéfagos. La conjugacion es un proceso que requiere
contacto célula-célula y por el cual los plasmidos son transferidos desde una célula donadora
a una receptora. Ya que muchos plasmidos conjugativos exhiben un rango amplio de
transferencia y replicacion autonoma, la conjugacion se considera un importante factor para el
flujo de genes entre bacterias. La transferencia conjugativa de genes ha sido considerada
como el mecanismo posiblemente mas frecuente para la transferencia horizontal de genes
entre bacterias (Fry y Day, 1990; Amabile-Cuevas y Chicurel, 1993),

2.1 Transformacion.

La transformacion es un proceso en el cual las células competentes adquieren ADN y lo
incorporan en su genoma. La competencia es la habilidad fisiologica de incorporar ADN.
Cuando células competentes entran en contacto con el ADN extracelular, éste es unido a las
células y luego es incorporado. Las bacterias competentes pueden incorporar el ADN libre en
solucion, como también el asociado a particulas (Lorenz y Wackernagel, 1990; Lorenz et al.,
1988; Stewart et al., 1991) y a restos celulares (Juni, 1972).

Muchas especies de bacterias son naturalmente competentes. Lorenz y Wackernagel
(1994) listan 44 especies de procariotas competentes naturales con caracteristicas fisiologicas
distintas: fotolitotrofos, quimiolitotrofos, heterdtrofos, metilotrofos y patdgenos (Tabla 1.1.).
Muchas especies bacterianas adquieren competencia en el curso de su ciclo celular, por
ejemplo: Strepococus pneumoniae (Lunssford, 1998). Otras especies (por ejemplo: Neisseria
gonorrhoeae) se encuentran siempre en estado competente (Lorenz y Wackernagel, 1994).
Algunas especies, como E. coli, pueden ser inducidas a ser competentes mediante procesos
quimicos o fisicos incluyendo tratamientos con CaCl,, EDTA, cambios de temperatura y
formacion de protoplastos.

A pesar de su sensibilidad a las nucleasas, el ADN es relativamente comun en casi todos
los entornos y puede ser liberado por bacterias vivas o en procesos de autdlisis (Lorenz y
Wackernagel, 1994). El ADN en el medio ambiente puede ser degradado por nucleasas o bien
estabilizado por adsorcion a particulas de arena y arcilla. De esa manera se vuelve de 100 a
1000 veces mas resistentes a las DNAsas y mantiene su capacidad transformante por semanas
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(Romanoswki et al., 1993; Khana y Stotzky, 1992; Charmier et al., 1993; Lorenz y
Wackenagel, 1994). La potencial dilucion del ADN en medios acudticos parece ser una
barrera para la interaccion con las células recipientes potenciales. Contrapuesto a ello, Baur ef
al. (1996) determinaron que en condiciones naturales una bacteria lisada en un biofilm puede
aportar ADN en cantidades significativas como para contribuir a la transferencia horizontal.

TABLA I.1. Especies procariotas naturalmente competentes *.

Frecuencia de transformacion
(marcador cromosomal de Referencia(s)
transformacion/ célula viable)

Especies aisladas de habitats
terrestres o acuaticos

Fotolitotroficos

Agmenellum quadruplicamm 43x10% Stevens y Porter, 1986
Anacystis mdulans 80x10™ Shestakov y Khyen, 1970
Chlorobhun limicola 1,0x 10° Ormerod, 1988
Nostoc muscorum 1.2x10™ Trehan y Sinha, 1981
Synechocystis sp. strain 6803 5,0x 107 Grigorieva y Shestakov, 1982
Synechocystis sp. strain OL50 2,0x10* Lorenz y Wackemagel, 1993
Quimiolitotréficos
Thiobacillus thiopanrs 10%-107 Yankofsky et al., 1983
Thiobacilhcs sp. strain Y 1,7x10° Yankofsky ef al., 1983
Heterotroficos
Achromobacter spp. + Juni y Heym, 1980
Acinetobacter calcoaceticus 70x 107 Juni y Janik, 1969
Arotobacter vinelandii 9,5 x 107 Page. 1985
Bacillus subtilis 3,5x10° Mulder y Venema, 1982
Bacillus lichernformis 1,2 x 102 Goldberg et al., 1966
Deinococcus (Alicrococcus) radiodurans 2.1x10? Tirgari y Moscley, 1980
Lactobacillus lactis 2,3x10° Hofer, 1985
Mycobacterium smegmatis 107-10° Norgard y Imaeda, 1978
Pseudomonas stutzeri (and related species) 70x10° Carlson et al., 1983
Rhizobiurn meliloti 7,0x 10 Courtois et al.,1988
Streptomyces spp. + Roleants er al., 1976
Thermoactinomyces vulgaris 2,7x10° Hopwood y wrigth, 1972
Thermus thennophilus 1,0x 107 Koyama et al., 1986
Themus flavus 88x10” Koyama et al., 1986
Thermus caldophilus 27x103 Koyama et al., 1986
Thermus aquaticus 6,4x10" Koyama et al., 1986
Vibrio sp. strain D19 2,0x107 Jeffrey et al., 1990
Vibrio sp. strain WJT-1C* 2,5x 10 Frischer et al., 1990
Vibrio parahaenrolyticus 1.9x 107, Frischer et al., 1990
Metilotroficos
Methylobacteriunt organophilum 53x10° O’Connor et al., 1977
Arqueas
Methanobacterium thermoautotrophicum +° Worrell er al., 1989
Methanococcus voltae 8.0x10° Bertani y Baresi. 1987
Aislamientos Clinicos de especies patogenas
Campylobacter jejuni 2,0x10™ Wang y Taylor, 1990
Campylobacter coli 1,2x10° Wang y Taylor, 1990
Haemophilus influenzae 70x10° Mathis y Scocca. 1982
Haemophilus parainfluenzae 8,6x 107 Gromkova y Googal, 1979
Helicobacter pylori 50x10™ Haas et al., 1993
Monrxella spp. +® Juni, 1974; Juni et al., 1988
Neisseria gononrhoeae 1,0x10" Mathis y Scocca, 1982
Neisseria meningitidis 1,1 x10° Catlin, 1960
Staphylococcus aureus 5,5x10° Rudin et al., 1974
Streptococcus pneumoniae 29x10? Lacks et al., 1975
Streptococcus sanguis 2,0x107? Behnke, 1981
Streptococcus mutans 7,0x10" Shah y Cautield, 1993
* Tomado de Lorenz y Wackenagel, 1994, " Determinacion cualitativa (Juni y Janik, 1969), © Medida de la incorporacion de ADN
marcado con tritio, ¢ Mutante de alta frecuencia de transformacion de D19, ¢ Marcador de resistencia a rifampicina codificado
en plasmidos.

La transformacion ha sido demostrada en diferentes bacterias y en una variedad de
ecosistemas naturales (Tabla [.2.). A modo de ejemplo, Steward y Sinigalliano (1991)
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demostraron la transformacion de Pseudomonas stutzeri, con ADN cromosomal portador del
determinante de resistencia a rifampicina. Asi mismo Nielsen et al. (1997a, b) estudiaron las
condiciones que afectan la transformacion de A. calcoaceticus en diferentes tipos de suelos,
observando que cantidades elevadas de nutrientes y de fosfato incrementaban la frecuencia de
transformacion.

TABLA 1.2. Transformacion de bacterias en el medio ambiente”

Bacteria huésped  Situacion medio-ambiental Marcador genético Referencias

P. stutzeri Microcosmos de agua marina Rif' cromosomal Stewart and Sinigalliano, 1991,

Pseudomonas sp. Microcosmos de agua y sedimentos Multimeros de plasmidos Paul et al., 1991, 1992
marinos

A. calcoaceticus Agua subterrinea y extracto de trp cromosomal Lorenz et al., 1991, 1992
suelo

A. calcoaceticus Agua subterranca y acuiferos Plasmido Chamicr et al., 1993

A. calcoaceticus epiliton de rios his cromosomal Williams et al., 1996

A. calcoaceticus Microcosmos de suelo ADN cromosomal + casette Nielsen et al., 1997a,b

Km', Gm'
E. coli Agua de rios y manantiales Plasmido Baur et al., 1996
P stutzeri Microcosmos de suelo his cromosomal y plasmidos Sikorski ef al., 1988

a Tomado de Davison, 1999.

2.2 Transduccion.

En el proceso de transduccion, genes bacterianos son incorporados a particulas de
bacteriofago y transferidos a otra bacteria. El intercambio genético por transduccion puede
ocurrir esencialmente a través de tres formas. Primera, transduccion generalizada, cuando un
fago defectivo, conteniendo sdlo ADN bacteriano, infecta a células huésped y el ADN
introducido es luego incorporado al cromosoma de la bacteria receptora o es mantenido como
plasmido. Segunda, transduccion especializada, cuando el cambio fenotipico en el huésped es
debido a la lisogenizacion de un fago temperado; el gen codificando la nueva caracteristica
fenotipica esta adyacente a la insercion del genoma del fago y es transferido a través de una
escision incorrecta del profago en la bacteria donadora. Tercera, transduccion abortiva, donde
las secuencias cromosomales de la bacteria donadora, empaquetadas en el fago, son
inyectadas en la célula recipiente y expresadas transiéntemente antes que sean diluidas por la
division celular debido a que el ADN transferido no es capaz de replicarse o recombinarse en
la célula receptora. Los bacteriofagos tienen un rango de huésped restringido, en general, a
una unica especie bacteriana. Ademas, la bacteria puede mutar y convertirse en resistente a la
infeccion. Por estas razones es posible que la transduccion tenga un rol mas limitado que la
conjugacion y transformacion en la transferencia de genes en condiciones naturales. A pesar
de ello, los fagos son muy comunes en el medio ambiente (Jiang y Paul, 1998) y sus acidos
nucleicos son relativamente estables debido a la proteccion de los mismos por la cubierta
proteica. Ademas, la habilidad de los bacteriofagos de pasar a la forma lisogénica les confiere
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una gran capacidad para sobrevivir ante distintas situaciones de estrés ambiental pudiendo ser
luego liberados del huésped.

Aunque en nimero limitado, existen varios estudios sobre la transferencia de genes en
el medio ambiente mediada por transduccion. Por ejemplo, la transduccion de Pseudomonas
aeruginosa fue observada tanto en ensayos ambientales en reservorios de agua como sobre la
superficie de hojas (Morrison et al., 1978; Saye et al., 1987, 1990; Kidambi et al., 1994). Los
resultados sugieren que fagos liberados espontaneamente de una cepa lisogénica pueden
infectar una segunda cepa no lisogénica y retrotransducir nuevos genes a la cepa original.
Simulaciones de las condiciones de campo en invernadero, mostraron que existe transduccion
aun si las bacterias donadoras y receptoras se encuentran en distintas plantas. Jiang y Paul
(1998) mostraron en otro ejemplo que un fago marino facilitaba la transduccion de un
plasmido de amplio rango de huésped a miembros de una comunidad microbiana marina. A
través de calculos matematicos los mismos autores estimaron la tasa de transduccion en 1,3 x
10" eventos por afio para el estuario marino analizado. A pesar de las suposiciones hechas en
el calculo, el mismo sugiere que en medios marinos (acuaticos en general) la transduccion
puede ser un mecanismo importante para la transferencia horizontal de genes.

2.3 Conjugacion,

La mayoria de los reportes de genes bacterianos transferidos en el ambiente involucran
a la conjugacion, que puede producirse de varias maneras: (i) Transferencia de un plasmido
conjugativo que posee en su secuencia la informacion completa para su movilizacion
(plasmido autotransmisible o conjugativo) (ii) Transferencia de un plasmido no-
autotransmisible, que contiene el origen de transferencia (ori7T), y que sdlo puede ser
movilizado por accion de un plasmido conjugativo (plasmido movilizable). El plasmido
conjugativo puede o no ser transferido conjuntamente (iii) Transferencia de plasmidos por
cointegracion, donde dos plasmidos diferentes se fusionan para formar un tercero
autotransmisible. Asi un plasmido no-autotransmisible no-movilizable puede ser transferido
debido a la accion de su cointegracion por recombinacion con plasmidos autotransmisibles.
La fusion de plasmidos esta generalmente facilitada por la presencia de transposones o
elementos de insercion. La resolucion del cointegrado puede ocurrir 0 no una vez incorporado
a la célula receptora (iv) Transferencia mediada por transposones conjugativos, que también
pueden facilitar la movilizacion plasmidica y la formacion de cointegrados (Clewell et al.,
1995).

Muchos plasmidos tienen muy amplio rango de huéspedes para su replicacion. Por
ejemplo, los plasmidos no conjugativos movilizables del grupo de incompatibilidad IncQ (por
ejemplo RSF1010) tienen un espectro de hospedadores extremadamente amplio, incluyendo la
mayoria, sino todas, las bacterias Gram negativas y varias Gram positivas como Streptomyces,
Actinomyces, Synechococcus, y Mycobacterium. Plasmidos conjugativos como el RP4 y
transposones conjugativos como el Tn916, también tienen un amplio rango de huésped.
Miembros de la familia de transposones Tn916 son capaces de propagarse en mas de 50
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especies pertenecientes a 24 géneros distintos (Clewell ef al., 1995; Salyer y Shoemaker,
1996).

La transferencia conjugativa ha sido demostrada en varios tipos de ecosistemas como se
resume en la Tabla 1.3.. Las evidencias muestran la transferencia en una amplia variedad de
bacterias y en distintas situaciones medio ambientales.

Tabla 1.3. Descripcion de diferentes eventos de transferencia horizontal de marcadores
genéticos por conjugacion entre bacterias en diferentes ambientes naturales.
Donadora Receptora Situacion medio ambiental Marca.dor Referencia(s)
genético
Ecosistemas animales
E coli Shigella flexneri Tracto unnano? ARp Tauxe et al., 1989
Ecoli ~ Salmonella enlentidis Intestino humano? AR P Balis et al_, 1996
L. lactis E. faecalis, Bacteroides sp. Intesuino gnotobidtico de raton ARP Gruzzaet al., 1994
Bifidobacterium sp.
Peptostreplococcus sp
Bactena intestinal de humanos, ratas, E. coli Intestino libre de germenes AP Nuysten et al., 1995
y cerdos
Klebsiella sp. Kiebsiella sp_ Intestino humano? AR-P Prodinger et al., 1996
E coli? S. dysenteriae, S. flexneri Intestino humano? ARP Bratoeva et al., 1994
Prevotella sp Bacteroides fragilis Intestino humano? A*P, con-Tn Nikolich ez al., 1994
(Daversas bactenias Gram positivas y Intestino humano? A*-P, con-Tn Salyers et al., 1996
negativas)
E coli E coli Microcosmos simulado del rumen de AP Scott et al., 1995
oveja
(Patogenos bactenanos de humanos. Tabla de picar came y pescado ARP Kruse and Sorum. 1994
de animales de granja y de pescado)
B. thuringiensis B. thuringiensis Lepidopterous larvae Bt-P Jarrett et al., 1990
Enterobacter cloacae E. cloacae Tracto digestivo de oruga AP Armstrong et al., 1990
E. coli Microflora indigena Tracto digestivo microartropodo del A* luc-P Hoffmann et al., 1988
suelo
Erwinia herhicola Enterobacter cloacae Larva del gusano de seda AP Watanabe et al., 1998
Rizosfera
Mesorhizohium loti Mesorhizohium sp. no simbiducas Suelo o nzdsfera sym-I Sullivan et al., 1995,
del suelo 1996, 1998
R. leguminosarum R. leguminosarum suelo no nzozfénco? pSym Louvrier et al., 1996
Sinorhizohium fredii R. leguminosanum suelo no estenl pSym Kinkle et al., 1991
P. fluorescens P. fluorescens Suelo de la nzosfera mob-P Smit et al., 1993
Ralstonia eutrophuss Bactenaidigenas de la nzosfera Rizosfera de trigo mob-P van Elsas et al., 1988
Bactenas indigenas de la nzosfera P.fluorescens. P. pulida, E. cloacae  Rizosfera de tngo mob-P Smit et al., 1998
Pseudomonas sp. Bactena indigenas de la nzosfera Ruzosfera de remolacha ARP Lilley et al., 1994
Bacteria de la nzosfera P.fluorescens Ruzosfera de remolacha MEPp Lilley et al., 1997
P fluorescens, P. aerug;nona P. fluorescens, P. aeruginoa Rizosfera de tngo genes Troxler et al., 1997
cromosomales

P. syringae y E. herbicola

P. syringae

P. synngae

Bactenas superficiales de las hojas
P. putida

P. pulida
P. aeruginosa

E. amylovora

bactenas de planta epifitas

P. syringae

P. fluorescens

P putida y bactenas superfiaales de

las hoyas

P. fluorescens
P. chloraphis

P aureofdciens

Hojas de plantas

Hoyas de peras

Hojas de leguminosas

Hojas de peras omamentales
Hoyas y raices de remolacha

Hoyas de leguminosas

Agua y suelo no contaminados
Rio ohigotrofico
Rio oligotrofico

mantemmiento

ARP

AP

A* M*-P AR.-Tn
MR-P

cat, gfp-P

AR cat-P
mob-P

Lacyetal., 1984
Bjorklof et al., 1995
Sundin er al, 1994
Lilley eral., 1997
Normander et al. 1998

Bale et al., 1988
Hill et al, 1992, 1994

(sigue)
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Coih maﬂtl:;:?:b la3.2) Receptora Situacion medio ambiental N;:;?t‘i‘::r Referencia(s)

P. aeruginosa

bordetella sp
B. japonicum Bradyrhizobium sp Ruzosfera AR, MR-P; cat Kinkle et al., 1991b
E. coli R eutrophus Suelo ennqueaido MEPp Topetal., 1990
P. aeruginosa Bactenas indigenas del suelo Suelo AP Glew et al., 1993
P. fluorescens Bactenas del suelo Suelo y excremento de lombnz M?, catP Daane et al., 1996
Bactenas indigenas del suelo P. putida Suelo contemendo estiercol de cerdo A*P, mobP Gotz et al., 1997
Enterococcus faecalis E. faecalis Microcosmos de aguas residuales A*P; ARTn Marcinek et al., 1998
E. coli Bactenas indigenas del agua de mar Caldo .una ennqueado adicionado de A'P Serensen, 1993

agua de mar

Vibrio y E. coli hambreadas Vibrio y E. coli Microcosmos oligotrofico manno ARP Goodman et al., 1993
Aeromonas Salmonicida Bactenas mannas indigenas Microcosmos de sedimentos mannos ARP Sandaa and Enger, 1994

P. putida

Bactenas mannas indigenas

Agua de mar y sedimento manno

Suelo, agua y barros contaninados

A% M®, gl P

Dahlberg er al., 1998

Bactenas indigenas del suelo A. eutrophus Suelo contaminado catP Top et al., 1995, 1996
Bactenias indigenas Bactenas indigenas Sitio contaminado con alquitrande cat-P Hemck et al., 1997
hulla
P. putida Pseudomonas sp. indigenas Sitio contaminado con fenol catP Peters et al., 1997
E. aglomerans Pseudomonas y Camamonas sp Suelo contaminado ARP; cat-Tn De Rore et al., 1994
Ralstonia eutrophus P. glathei, B. cepacia Suelo contaminado MF, catP Digiovanni et al., 1996
B. cariophylu
A. eutrophus
Ralstoria eutrophus V. paradoxus Microcosmos de suelo MR, catP Neilson ez al., 1994
Ralstonia eutrophus Bacterias indigenas del suelo Microcosmos de suelo cat-P Top et al., 1998
Bactenas indigenas del suelo E. coli Microcosmos de suelo mob-P Top et al., 1994
P. putida Pseudomonas sp. Unidad de sedimentos activos cat, mob-P McClure et al.,1989,
1990
P putida P. putida Microcosmos de sedimentos activos catP NuBlein et al., 1992
Alcaligenes sp. Bactena indigena Xenobiotic polluted freshwater cat-Tn Fulthorpe et al., 1991,
microcosm 1992; Nakatsu et al.,
1995
(Alcaligenes paradoxux y Suelo de agncultura? cat-P Kaeral, 1994

Pseudomonas picketti)

Burkholderia sp. Otras Burkholderia sp. Suelo? cromosomal cat Matheson et al., 1996
Bactena mdigenous de aguas E. coli Planta de tratamiento de aguas mobP Mancini et al., 1987
residuales residuales

P.putida P. putida Camara de flujo contaminada (biofilm) cat, gfp-P Christensen et al., 1998
Pseudomnnas sp. B13 Ralstonia eutrophus Acuifero cat-Tn? Zhou et al., 1995
Pseudomonas sp B13 P. putida F1 Microcosmos de sedimentos activos cat-Tn? Ravatn et al., 1998

MR'P, plasmido de resistencia a metales pesados; ARP, plasmido de resistencia a antibidticos ; cat-P, plasmido catabdlico; mob-P, plasmido
movilizable; AR-Tn transposon de resistencia a antibiotico; con-Tn, transposon conjugativo; cat-Tn, transposon catabolico; pSym, plasmido
simbidtico; sym-, isla simbittica cromosomal; Bt-P, plasmido con la toxina del B. thuringiensis; gfp, gen de la proteina verde fluorescente; luc,
gen de la luciferasa; ?, posible o desconocido. Tomado de Davison, 1999.

En muchos casos estudiados los bacterias donadoras o receptoras pueden ser
desconocidas y sdlo reconocidas por los marcadores que han adquirido. Para esos casos la
ocurrencia de conjugacion es sélo presuntiva.

Se ha encontrado que en medios naturales existen "zonas calientes" que favorecen los
eventos de transferencia horizontal de genes. Se ha probado por ejemplo que la fitosfera,
incluyendo el filoplano, la filosfera, el rizoplano, y en especial la rizdsfera proveen
condiciones muy favorables para el intercambio genético entre bacterias mediado por
conjugacion. Varios estudios (van Elsas er al., 1988, 1989; Lilley et al., 1994; Troxler et al.,
1997) muestran claramente que la rizdsfera favorece la transferencia de genes por
conjugacion cuando se la compara con el suelo no rizosférico, y debe ser considerada en
efecto como una verdadera "zona caliente” de conjugacion en ambientes terrestres. En
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transferencia, TRAI y TRAII, pueden ser consideradas como una unica region de
transferencia.

La region TRAIII contiene funciones que no son requeridas para la sensibilidad a fagos
(Winans y Walker, 1985a). Esta region se cree que esta involucrada en el metabolismo
conjugativo del ADN. Cuatro grupos de complementacion TraH, -I, -J, y -K, se han
identificado en esta region por inserciones de TnJj. Las regiones TRAIl y TRAIII se
encuentran separadas por aproximadamente 2,5 kb (Ver Figura 1.4.).

i Cps % :
onT
tra .A 8 Cmt‘) E F Gnut.:ﬁp H I J' K oKM101
kb 5 10 - 15 20 lneN
) or T
S o I"‘” """""" e Mobw ----- . pSU1087
TRA,, kb 15 10 5 o lncW

Figura L4. Regiones de transferencia del plismido IncN pKM101 y del plasmido IncW
pSU1087. Los mapas han sido alincados para mostrar la similitud entre los dos sistcmas. La escala en
kilobascs para ¢l pKMIO0I refleja la totalidad de las coordenadas del plasmido y la escala para
pSU1087 hacen referencia a las coordenadas de la region de transferencia definida por Bolland et al.
(1990). Dps y Pil,, indican las regiones involucradas cn la sensibilidad al fago donor especifico. Los
sitios oriT para cada plasmido s¢ ubican al final de las regiones de transferencia. Tomado de Guincy,
1993

Funciones de transferencia en los plasmidos IncW.

Los plasmidos IncW han sido encontrados en una variedad de bacterias Gram negativas
incluyendo Aeromonas liquefaciens y muchas bacterias de la familia Enterobacteriaceae. El
plasmido pSa, ha sido transferido a muchas géneros de bacterias Gram negativas, incluyendo
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Legionella, Methylophilus, Myxococcus,
Pseudomonas, Rhizobium, Vibrio, Xanthomonas, y Zymomonas como también varios
miembros de la familia Enterobacteriaceae.

La region de transferencia de los plasmidos IncW pSa y R388 ha sido localizada en el
mapa de estos plasmidos. Ambas regiones ocupan aproximadamente 12 kb (Valentine y
Kado, 1989). El sistema de conjugacion del plasmido R388 ha sido caracterizado en mayor
detalle usando analisis de delecion, subclonado y mutagénesis insercional (Bolland et al.,
1990). Habiéndose determinado que el tamafio maximo de la region de transferencia es de
aproximadamente 14,9 kb. Como en el caso de los plasmidos IncN el sistema de transferencia
del plasmido R388 esta dividido en dos grupos de genes asociados a las siguientes funciones:
un grupo de genes que contiene funciones requeridas para la sintesis del pili (designado Pil),
y un segundo grupo involucrado en el procesamiento del ADN (Mob,). La region Mob,,
puede ser movilizada en trans por las funciones de la region Pil,, llevadas en otro plasmido.
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Es interesante notar que Mob,, también puede ser transferida proveyendo en frans los genes
de sintesis del pili de los plasmidos IncN, pero no fue movilizado por el sistema de
conjugacion del plasmido IncP (genes trb). La region Mob,, tiene un tamaifio de al menos 4
kb, e incluye tres genes trwA, -B, y -C. Estos genes son transcriptos en al mismo sentido y
alejandose desde el sitio oriT. Pil,, esta localizado cerca de la region Mob,, y comprende al
menos 7 kb (Ver Figura [.4.). Todas las mutaciones en la region Pil, que resultaron
deficientes en transferencia, también fueron resistentes al fago donor especifico, mientras que
ninguna de las inserciones en Mob,, resulto resistente a los fagos.

Funciones de transferencia en los plasmidos Ti.

Los plasmidos Ti tienen la caracteristica de codificar dos sistemas discretos de
transferencia conjugativa. Uno de ellos (genes vir, virulencia) ha evolucionado para translocar
un segmento del plasmido Ti (T-DNA) desde una bacteria a células de plantas dicotiledoneas
(Johnson y Das, 1997). El segundo es utilizado para transferir el plasmido Ti de una bacteria a
otra (funciones tra). La composicion de cada uno de estos sistemas conjugativos es conocida a
nivel de la secuencia de ADN. Los dos sistemas de transferencia son completamente
independientes desde el punto de vista funcional. Asi, la transferencia del T-DNA mediada
por los genes vir no requiere de las funciones de transferencia codificadas por los genes tra
(Rogowsky, et al., 1990). Del mismo modo, la transferencia conjugativa de estos plasmidos a
otros huéspedes bacterianos mediada por los genes tra es independiente de la presencia de los
genes vir (CooK et al., 1997). El estudio de las relaciones filogenéticas indica que estos dos
sistemas derivan de diferentes ancestros, aunque es posible que haya existido una
redistribucion de ciertos determinantes genéticos entre los sistemas fra y vir (Farrand et al.,
1996).

La estructura genética de los sistemas de transferencia conjugativa de los plasmidos Ti
de tipo nopalina/agropina y octopina/manitil opina han sido caracterizados a nivel de
secuencia. Los genes de los sistemas de transferencia conjugativa de estos dos tipos de
plasmidos Ti estdin muy cercanamente relacionados y claramente han derivado de un
antecesor comun. Las funciones Dtr y Mpf de ambos tipos de plasmidos son ademas
funcionalmente intercambiables (CooK y Farrand, 1992; Cook et al., 1997). Los analisis
mutacionales sugieren que las funciones de transferencia conjugativa de ambos tipos de
plasmidos Ti se localizan en dos grupos de genes (Holster ef al., 1980; Degreve et al., 1981;
von Bodman er al., 1989). Un grupo de genes codifica las funciones del metabolismo del
ADN (funciones Dtr) y el otro grupo codifica para las funciones de transporte del plasmido y
de adherencia celular (funciones Mpf). Los genes que codifican las funciones Dtr estan
organizados en ambos tipos plasmidos (nopalina-octopina) como dos operones divergentes
transcriptos desde una region intergénica que contiene al ori7T. En el plasmido pTiC58, un
operdn incluye los genes trad, -F, -B, y el otro los genes traC, -D y -G (Farrand, et al.,
1996)(ver Figura 1.5.). El andlisis de la secuencia de estos genes y su comparacion con otros
sistemas conjugativos sugiere que trad, -F, -C, -D y -G son posiblemente requeridos para la
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plasmidos IncP, IncM o IncX (Willets y Crowther, 1981). Los plasmidos IncQ mejor
estudiados son el RSF1010, R300B y R1162 que aunque fueron aislados de diferentes fuentes
parecen muy similares en su organizacion.

La region de movilizacion del plasmido RSF1010 consiste del oriT y tres genes:
mobA(repB), mobB, y mobC (Derbyshire et al., 1987, Derbyshire y Willets, 1987). El gen
mobA/repB esta situado adyacente al oriT. Este locus codifica dos proteinas relacionadas,
RepB (MobA) y RepB’, una proteina mds pequefia con actividad primasa generada de un
segundo inicio de traduccion en el mismo marco de lectura que la RepB/MobA (Haring y
Scherzinger, 1989). El gen mobB esta solapado con el gen mobA y es traducido en otro marco
de lectura. El gen mobC esta localizado del otro lado del oriT y es transcripto en direccion
opuesta a mobA. Las tres proteinas son requeridas para la movilizacion: MobA corta y liga la
hebra transferida (Bhattacharje et al., 1992) a través de una actividad localizada en su extremo
N terminal. En su extremo C terminal tiene actividad primasa (similar a la actividad RepB")
que esta relacionada con el amplio rango de huéspedes de los plasmidos IncQ (Henderson y
Meyer, 1999). La proteina MobC por su parte interviene en la localizacion y separacion de las
hebras en el oriT (Zhang y Meyer, 1997) y la proteina MobB estabiliza el complejo de las
proteinas Mob en el oriT y tiene también funciones adicionales en la transferencia que han
sido poco caracterizadas (Perwez y Meyer, 1999).

3.3 Transposones conjugativos.

Los transposones conjugativos son elementos genéticos mdviles que codifican su propia
transferencia desde el genoma de la célula donadora al genoma de la célula receptora. Estos
elementos son marcadamente promiscuos y son capaces de ser transferidos a especies
filogenéticamente distantes (Wang et al., 2000). El transposon conjugativo mas intensamente
estudiado es el Tn9/6, un elemento de 18,3 kb que codifica para el gen de resistencia a
Tetraciclina (Franke y Clewell, 1981). Este transposon fue originalmente aislado del
cromosoma de Enterococcus faecalis DS16.

La primera etapa en la transposicion del Tn9/6 y los elementos cercanamente
relacionados es la escision del ADN de la célula donadora. El proceso continia con la
circularizacion del elemento y su subsecuente transferencia a un nuevo huésped, donde el
transposon se inserta en un nuevo sitio de ADN. Los genes de integracion (inf) y de escision
(xis) codificados por el transposon son requeridos para la escision, pero solo el int para la
integracion (Poyart-Salmeron et al., 1989; Marra y Scott, 1999).

La region que se requiere para la transferencia del Tn9/6 ha sido secuenciada (Clewell
et al., 1995; Flannagan et al., 1994). Un hallazgo interesante es que ninguno de los marcos
abiertos de lectura en la region de transferencia tienen una similitud significante con los genes
del pili sexual de los plasmidos conjugativos.
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4. Caracteristicas generales y de transferencia de plasmidos de rizobios.

Los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium 'y
Azorhizobium, pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, son capaces de desarrollar una
simbiosis fijadora de nitrogeno con plantas leguminosas. Entre las caracteristicas importantes
de estas asociaciones se destacan los altos niveles de nitrogeno molecular fijado, la eficiencia
del proceso y el interés econdmico y ecologico de las plantas involucradas. La fijacion de
nitrégeno tiene lugar en estructuras especializadas, los noédulos, originados en la leguminosa
como consecuencia de una organogénesis inducida por el microsimbionte. En los nddulos, las
bacterias se diferencian en bacteroides, los que utilizan los fotosintatos como fuente de
energia y poder reductor para llevar a cabo la reduccion del N, a amonio. Luego de este
proceso, el amonio es incorporado al metabolismo de la planta. Todos estos procesos
involucran una interaccion muy compleja y ordenada entre la bacteria y la planta huésped
(revisdo por Hirsch, 1992).

Una caracteristica general en especies del género Rhizobium y Sinorhizobium es la
presencia de grandes cantidades de ADN extracromosomal en plasmidos que muchas veces
son de gran tamafio. Estos plasmidos varian mucho en nimero (1 a 10) y tamafio y muchos de
ellos tienen roles importantes en la asociacion de los rizobios con la planta huésped. En
algunas especies de rizobios la mayoria de los genes esenciales requeridos para el proceso
simbidtico estan localizados en plasmidos denominados plasmidos simbidticos (pSym).
Ademas, la mayoria de los rizobios llevan plasmidos que no son esenciales para la nodulacion
y que son denominados en forma genérica plasmidos no simbidticos (Mercado-Blanco y Toro,
1996). Dado que no se han identificado funciones conocidas en muchos de ellos, a estos
plasmidos también se los designa como plasmidos cripticos. El término "megaplasmido" fue
acufiado para hacer referencia a los plasmidos mas grandes ya sean simbidticos o no
(Rosemberg et al. 1982). Hynes y Finan (1997), sugieren que el término megaplasmido solo
sea utilizado para plasmidos mayores de 1000 kb y no para hacer referencia a plasmidos de
menor tamafio. En muchos rizobios el ADN plasmidico puede llegar constituir un porcentaje
muy significativo del ADN bacteriano como en R. Etli, por ejemplo, en que representa 45%
del genoma (Martinez-Romero y Palacios, 1990; Martinez-Romero, 1994). Estudios
gendmicos indican que en una dada especie de rizobio un plasmido particular puede contener
regiones que son conservadas en plasmidos presentes en otros aislamientos u otras especies de
ese género, o aun en plasmidos de especies de otro género perteneciente a la misma familia.
Asi, algunos plasmidos simbidticos (pSym) comparten una importante relacion de secuencias
con algunos plasmidos Ti de Agrobacterium tumefaciens. Esta observacion sugiere la
presencia de eventos de transferencia y recombinacién muy activos entre cepas de una misma
y diferentes especies y géneros. Ademas, que se compartan secuencias relacionadas sugiere
que algunas de esas secuencias son de importancia ya sea para la mejor adaptabilidad de las
bacterias a un nicho dado, o como simples mediadores de eventos de recombinacién que
conducen a la generacion de nuevas estructuras plasmidicas. Varios reportes recientes indican
que las regiones de replicacion de muchos de los plasmidos de rizobios estan relacionadas con
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secuencias de plasmidos Ti y Ri de Agrobacterium (Turner y Young, 1995; Young et al.,
1996). De acuerdo a esta analogia varios plasmidos de distintas especies bacterianas pueden
todos agruparse dentro de una familia de elementos extracromosomales que comparten la
region de replicacion. Ademas de las evidencias de recombinacion entre plasmidos
mencionadas anteriormente, debe considerarse la posible existencia de recombinacion de
ADN de origen plasmidico con secuencias de ADN de localizacion cromosomal. Apoyan esta
posibilidad la muy significativa cantidad (copias) de secuencias de insercion relacionadas en
plasmidos y cromosomas de distintos rizobios (Kosier et al., 1993; Soto et al., 1992a, 1992b,
Soto et al., 1993).

4.1 Aislamiento de los plasmidos.

Los plasmidos grandes debido a su tamaiio y a su frecuente bajo niimero de copias son
mas dificiles de aislar que los plasmidos pequeiios utilizados como vectores de clonado.
Varias técnicas diferentes han sido utilizadas para visualizar y aislar plasmidos de los
miembros de la familia Rhizobiaceae. Muchas de estas técnicas estan basadas en usar
condiciones de lisis alcalinas para desnaturalizar y eliminar el ADN cromosomal (Ledeboer et
al., 1976; Casee et al., 1979; Kado y Liu, 1981, Hirsch er al., 1980). Todas estas técnicas
usadas a escala preparativa resultan en el aislamiento de buenas cantidades de varios tipos de
plasmido. Sin embargo para plasmidos mayores de 300 kb dichas metodologias resultan
impracticables. Una técnica desarrollada por Schwinghamer (1980) permite obtener una
preparacion de megaplasmidos intactos (Burkhardt er al., 1987). La técnica mas conveniente
para examinar plasmidos extremadamente grande es la desarrollada por Eckhardt (1978). Esta
se basa en la lisis de las células dentro de las fosas del gel de agarosa (lisis in situ) dado que
existe muy poco dafio fisico por estrés mecanico (por ej.: fuerzas de cizalla) los plasmidos son
liberados intactos en el lisado, previo a su migracion en el gel. Actualmente, existen varias
modificaciones a la técnica original (Rosemberg et al, 1981; Banfalvi et al., 1981;
Rosemberg er al., 1982, Wheatcroft et al., 1990). La utilizacion de las técnicas de lisis in situ
permitid la visualizacion de replicones desde unas pocas kb hasta 3000 kb (los cromosomas
de S. meliloti y A. tumefaciens) (Hynes y Finan, 1997). El desarrollo de estas técnicas
permitio la identificacion de los plasmidos y asi poder avanzar en el estudio de las
propiedades de los plasmidos.

4. 2 Los plasmidos simbiéticos.

Los plasmidos simbioticos (pSym) son aquellos que contienen genes esenciales para el
establecimiento de un estado simbidtico completo. Entre otros genes estos plasmidos
codifican para los genes necesarios para la nodulacion, genes nodj para la nitrogenasa , genes
nif, para la fijacion de nitrégeno, genes fix; para la sintesis de polisacédridos, genes exo/lps
(Johnson et al., 1978; Nuti et al., 1979; Hirsch et al., 1980; Banfalvi et al., 1981; Rosemberg
et al., 1981; Hooykaas ef al.,1982; Huguet et al., 1983; Finan et al., 1986; Hynes et al., 1986).
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Ademas de los genes simbioticos, varios genes no simbioticos también estan presentes en los
pSym. Esto incluye un gran nimero de genes catabdlicos (Finan et al., 1988, Watson et al.,
1988), utilizaciéon de fosfonato (Bardin et al., 1996), genes de produccion de bacteriocinas
(Hirsch et al., 1980; Wijffelmaner al., 1983) genes para la produccion de melanina (Lamb et
al., 1982; Hynes et al., 1988, Mercado-Blanco et al., 1993), etc. Plasmidos pSym fueron
encontrados en diferentes especies de rizobios como R. leguminosarum bv trifolii (Thurman et
al., 1985; Harrison et al., 1988); R. leguminosarum bv phaseoli (Lamb et al., 1982; Martinez
et al., 1987); R leguminosarum bv viciae (Hirsch et al., 1980; Buchanan-Wollaston et al.,
1980; Hombrecher et al. 1981); R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991; Pardo et al., 1994);
R etli (Quinto et al., 1982; Segovia et al., 1993); S. fredii (Masterson et al., 1982; Prakash y
Atheley, 1984); y S. meliloti (Banfalvi et al., 1985) como las especies mas caracterizadas. En
las especies de M. loti y B. japonicum, los genes simbidticos se encuentran en el ADN
cromosomal.

Sinorhizobium meliloti contiene dos megaplasmidos de aproximadamente 1400 y 1600
kb (Banfalvi et al.,1985; Banfalvi et al., 1981; Burkardt et al., 1984; Burkardt er al., 1987;
Finan et al., 1990; Hynes et al., 1990; Hynes et al., 1986; Sobral et al.,1991), que han sido
designados pSyma y pSymb. Colectivamente representan alrededor del 40% del genoma de S.
meliloti (Honeycutt et al., 1993; Sobral et al.,1991). Aunque ambos pSym representan una
porcion sustancial del genoma, relativamente pocas funciones han sido adscriptas a estos
replicones. El mayor de los megaplasmidos, pSymb, ha sido demostrado que porta los genes
para la sintesis de exopolisacaridos (exo) y lipopolisacaridos (/ps), biosintesis de tiamina (thi),
el transporte de fosfato de alta afinidad, y el transporte de acidos dicarboxilicos (dct)(Bardin
et al., 1996; Charles et al., 1991; Finan et al., 1990; Glazebrook et al., 1989; Hynes et al.,
1986, Watson et al., 1988; Yarosh et al.,1989). La construccion de un mapa genético facilitd
la caracterizacion genética del pSymb, permitiendo la identificacion y localizacion de varios
loci catabolicos (Charles y Finan., 1990; Charles et al., 1990; Charles et al., 1991). Los
fenotipos adscriptos al pSyma estan restringidos a una region que comprende menos de un
tercio del plasmido y estdn involucrados en la nodulacién y en la fijacion de nitrogeno
(Banfalvi er al., 1981; Barnett et al., 1997; Batut et al.,1985; Boivin et al., 1990; David et al.,
1988; Ogawa et al., 1995; Renalier et al., 1987; Rosenberg et al., 1981). Hasta el momento la
mayoria del pSymA contintia siendo considerada criptica. Recientemente se ha concluido el
secuenciamiento completo del genoma de S. meliloti 2011, con lo que se dispondra de la
organizacion génica correspondiente a los tres replicones del rizobios (pSyma, pSymb,
cromosoma). Oresnik et al., (2000) reportaron el curado del megaplasmido pSyma en la cepa
S. meliloti 2011. El procedimiento empleado fue de sucesivas rondas de seleccion para
eventos de delecion in vivo, a través de una estrategia de seleccion positiva de los clones que
perdian la insercion TnSB12-S que contiene el gene sacB.

En R. etli CFN42, ademas del plasmido d, que contiene los genes nod y nif, el plasmido
b es requerido para la formacion de nddulos en Phaseolus vulgaris, en parte debido a la
presencia de los genes involucrados en la sintesis de lipopolisacarido (LPS)(Cava et al., 1989;
Brom et al., 1992). Similarmente, en la cepa VF39 de R. leguminosarum bv. viciae los genes
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del LPS estan localizados en el plasmido pRleVF39c, mientras los genes nod y nif estan en el
plasmido pRIeVF39d (Hynes y Mcgregor, 1990).

La secuencia completa del plasmido simbidtico (536 kb) de la cepa de amplio rango de
huésped Rhizobium sp. NGR234 (Freiberg et al., 1997) revela un niimero de caracteristicas
interesantes. Por ejemplo el 18% del plasmido esta conformado por secuencia similares a
secuencias de insercion (IS), posibles integrones, y otras secuencias que de acuerdo a lo
cambiante de su contenido GC sugieren un proceso evolutivo que resulta en una estructura
mosaico (Hynes y Finan, 1997).

4. 3 Plasmidos no simbioticos.

Caracteristicas estructurales. Los plasmidos no simbiéticos (no-pSym) son aquellos
que no son necesarios para el establecimiento de un estado simbiotico completo (Mercado-
Blanco y Toro, 1996).

El tamafio de los pldsmidos (cripticos) es muy variable. En estos plasmidos se han
reportado la presencia de reiteraciones de distintos genes que incluyen a los nod y nif (Barran
y Bromfield, 1988). En R. meliloti 1076, el plasmido pSvl por ejemplo, muestra reiteraciones
de los genes nodB y nodC, nifE y nifB (Rastogui et al., 1991). La existencia de reiteraciones:
en los plasmidos cripticos puede ser consecuencia de un evento de captura de porciones de
pSyms y posterior transferencia a otras cepas a través de eventos de recombinacion (Brom er
al.,1991; Romero et al., 1991). Ha sido postulado que estas regiones pueden estar
involucradas en la aparicion de rearreglos genéticos (Kaluza et al., 1985; Hahn y Hennecke,
1987), que conducen ya sea a la presencia de secuencias iteradas, a la generacion de
deleciones, o a la propia cointegracion de plasmidos.

Secuencias de insercion (IS). Las Secuencias Insercion (IS-elements) son pequefias
entidades moviles (tamafio < 2,5kb) de ADN que no contienen genes seleccionables y que
codifican solamente las funciones para su transposicion. Estos elementos IS estan
ampliamente distribuidos en muchas genomas de bacterias Gram negativas y positivas
(Kleckner, 1981; Galas y Chandler, 1989; Murphy, 1989). En los rizobios en particular estan
presentes tanto en el cromosoma como en plasmidos ya sean simbidticos o cripticos. Se ha
podido determinar que las cepas de Sinorhizobium meliloti son portadoras de numerosos
elementos IS y que en ciertos casos mas de 15 copias de la misma IS puede estar presente en
el genoma (Simon et al.,1991). Debido a que las IS se encuentran en nimero y localizacion
variables las mismas pueden ser usadas como marcadores en la tipificacion de bacterias. Asi,
las cepas pueden ser agrupadas de acuerdo a la presencia/ausencia de determinadas IS
(handprint) (Kosier et al., 1993), o al patron de hibridacion de una dada con el ADN
gendmico de la bacteria digerido con una enzima de restriccion (IS-fingerprint)(Wheatcroft y
Watson, 1988).

La presencia de elementos IS en plasmidos movilizables/conjugativos de rizobios es una
posible causa de su amplia distribucion en estas bacterias (Wheatcroft y Laberge, 1991; Soto
et al., 1992a, 1992b, Soto et al., 1993). Ademas de su participacion en potenciales eventos de
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recombinacion homdloga, su capacidad de transposicion desde plasmidos a cromosomas y
viceversa da lugar al posible intercambio de informacion genética entre los distintos
replicones.

Caracteristicas funcionales. Los plasmidos cripticos pueden codificar para funciones
que le otorgan ventajas fenotipicas a las células rizobianas que lo portan. Poco se sabe del
papel que juega este tipo de ADN, aunque en ciertos casos es posible combinar determinadas
caracteristicas con la presencia de un determinado plasmido. Asignar a un plasmido una o
varias funciones importantes para la simbiosis o para el crecimiento en vida libre, no es
siempre sencillo. Algunas caracteristicas llevadas por los plasmidos fueron determinadas
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