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Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Introducción

1. Elementos genéticos móviles como generadores de diversidad y 
adaptabilidad bacteriana.

La habilidad de las bacterias para explotar nuevos entornos y responder a nuevas 
presiones de selección a lo largo de la evolución puede muchas veces explicarse en base a 
mecanismos de adquisición de nuevos genes por transferencia horizontal, más que por 
modificación secuencial de genes por la acumulación de mutaciones puntuales (Syvanen, 
1994; Lawrence, 1997). La transferencia horizontal de genes entre organismos relacionados o 
no, es uno de los tópicos más estudiados en el campo de las biociencias desde 1940. Ello no 
sólo ha sido de interés por las implicancias a nivel evolutivo sino también por el potencial 
riesgo para el medio ambiente debido a la liberación accidental o deliberada de 
microorganismos modificados genéticamente. El debate generado a raíz de esta posibilidad 
reveló los escasos conocimientos que existen respecto a la transferencia de genes en 
condiciones naturales. Ese conocimiento es asimismo necesario en vista de la liberación de 
microorganismos no recombinantes con fines agronómicos para mejorar la fijación de 
nitrógeno (Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Frankia), solubilización de fosfato 
(Burkholderia, Erwinia), el control de hongos y bacterias fitopatógenas (Pseudomonas, 
Erwimá), la estimulación del crecimiento de plantas (Pseudomonas, Azospirillium, 
Rhizobium), el control de insectos {Bacillus thuringiensis), y bioremediación de zonas 
contaminadas con compuestos xenobióticos {Pseudomonas, Alcaligenes, Burkholderia, 
Comamonas) (Revisado en Davison, 1988; Wilson y Lindow, 1993). Es por tanto muy 
importante el estudio racional de los mecanismos y extensión de la transferencia genética en 
los sistemas antes mencionados. Mas aún en la perspectiva que varios de los organismos que 
hoy son liberados podrán ser mejorados genéticamente

La secuencia completa del genoma de E. coli ha permitido un análisis molecular 
retrospectivo de la frecuencia de transferencia con que ha intercambiado material cromosomal 
(Lawrence y Ochman, 1998). Se ha podido estimar así que los linajes de S. entérica y E. coli 
se separaron aproximadamente hace 100 millones de años. Un análisis basado en la diferencia 
en composición y patrones de utilización de codones, ha permitido una estimación de la 
extensión de la transferencia horizontal de genes. Aproximadamente el 17% de los genes de 
E. coli han sido adquiridos por transferencia horizontal.

La diseminación de la resistencia a antibióticos y de los genes de degradación de 
xenobióticos, en distintas bacterias se debe a transferencia horizontal de genes, acoplada con 
la presión de selección causada por la presencia de estas sustancias en el medio ambiente 
(Levy, 1994; Davies, 1996; Salyers y Shoemaker, 1996; Van der Meer et a l, 1992). 
Similarmente, varias islas de patogenicidad fueron adquiridas en el pasado por una variedad 
de patógenos como: Salmonella typhymurium, Yersinia pestis, Dichelobacter nodosis, 
Helicobacterpylori y algunas variantes de Escherichia coli (Hacker et al, 1997).



Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Introducción

1.1. Caracteres más 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 ortólogas. En esos eventos los productos de los genes ortólogos nativos han 
experimentado una coevolución 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 selección o selección 
transiente (genes catabólicos no esenciales) pueden beneficiar a otras bacterias al adquirir esas 
funciones. Así, la transferencia horizontal evita la pérdida debida a eventuales deleciones de 
estos genes con poca selección, al distribuirlos entre distintos linajes. Si consideramos a las 
especies bacterianas como poblaciones explotando un espacio ecológico definido, entonces la 
transferencia horizontal de funciones, atrapadas en operones, puede promover la especiación 
bacteriana en un sólo evento simple de transferencia horizontal (Lawence y Roth, 1998; 
Lawence, 1997). Aunque la transferencia horizontal está en general asociada a la 
movilización de operones que confieren funciones metabólicas 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 a l, 1996).

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

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

Resistencia a antibióticos. La diseminación de genes de resistencia a antibióticos entre 
patógenos (humanos y animales) y poblaciones comensales es uno de los paradigmas de la 
transferencia horizontal de genes. Los genes de resistencia a antibióticos posibilitan al 
microorganismo expandir su nicho ecológico permitiendo su proliferación en presencia de 
ciertos compuestos tóxicos. En los últimos 50 años se ha podido recabar mucha información 
acerca de las respuestas de distintos ecosistemas bacterianos a la adición de antibióticos. Los 
genes de resistencia a antibióticos están asociados con elementos genéticos altamente 
móviles. Los plásmidos son capaces de movilizarse entre distintas especies y representan la 
manera más común de adquirir los determinantes de resistencia (Gótz et al, 1996, Mazel y 
Davies, 1999).

Biodegradación de compuestos xenobióticos. No es sorprendente que la transferencia 
horizontal de genes también lleve a la diseminación de operones involucrados en la 
degradación de xenobióticos en entornos contaminados (van der Meer, 1997; Williams y 
Sayers, 1994). Las presiones de selección son similares a la de los antibióticos, pero el
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proceso de degradación de compuestos xenobióticos requiere sistemas genéticos más 
complejos, generalmente operones de 10 o más genes, o regalones de varios operones con los 
sistemas de control. Por ejemplo, el plásmido pNLl de Sphingomonas aromoticovorans 
contiene un grupo de 15 genes directamente asociado con el catabolismo o transporte de 
compuestos aromáticos (Romine et a l, 1999). La diseminación de elementos móviles 
asociados a la degradación de compuestos aromáticos no ha sido tan estudiada como la 
diseminación de las resistencias a antibióticos. Sin embargo, los mecanismos parecen ser 
similares: plásmidos y transposones distribuyen operones a través de un amplio espectro de 
bacterias (Di Gioia et al , 1998).

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

Los cambios fenotípicos asociados al nuevo germoplasma están muchas veces asociados 
sólo a una parte del material genómico adquirido. Las islas de patogenicidad (Barinaga, 1996; 
Groisman y Ochman 1997; Hacker et a l, 1997) son un ejemplo de ello. En general codifican 
funciones fisiológicas bien definidas (por ejemplo: adhesinas, sistema de secreción tipo III, 
sistema de incorporación de Fe) y están asociados al desarrollo de un modo de vida bien 
definido como puede ser el crecimiento dentro de un huésped eucariota específico. La 
promiscuidad de las islas de patogenicidad permite además a bacterias de distintas taxa 
adquirir un comportamiento patogénico complejo en un único evento de transferencia 
(Lawrence, 1999). En contraste con ello, la evolución de las islas de patogenicidad representa 
el paradigma de funciones bacterianas de evolución lenta. Aunque la mayoría están integradas 
al cromosoma, existen evidencias que sugieren que son, o han sido, elementos móviles.

A través de mecanismos aún 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 simbióticas (Sullivan 
et a l, 1995; 1996). En esas especies bacterianas, los genes simbióticos se localizan en una isla 
simbiótica grande (~ 500kb) de localización cromosomal. Por análisis de genotipificación se 
encontró que las cepas aisladas de los nódulos de L. corniculatus en los campos inoculados, 
eran diferentes de la cepa original introducida (en los campos no existía población nativa de 
bacterias noduladoras de esa leguminosa). Estas nuevas cepas, sin embargo contenían la isla 
simbiótica de la cepa original inoculada indicando que esa porción cromosomal ha sido 
transferida e integrada al cromosoma de otro “rizobio” (originalmente no simbiótico) que ha 
adquirido la capacidad de nodular L. corniculatus. La confirmación de esta hipótesis surgió 
del aislamiento de suelos vecinos de cepas similares no simbióticas, que se presume 
corresponden a las recipientes indígenas. La hipótesis se verificó por la transferencia exitosa
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de la isla simbiótica desde una cepa simbiótica a otra cepa no simbiótica. La integración es 
sitio específica, en el gen de phe-tRNA, el cual es reconstituido en el proceso. La isla 
simbiótica se halló que codifica para una colifago integrasa del tipo P4, posiblemente 
responsable de la integración sitio específica (Sullivan y Ronson, 1998).

2. Mecanísmos de transferencia genética en bacterias.

La transmisión lateral de material entre bacterias es llevada a cabo a través de al menos 
tres mecanismos conocidos: transformación, transducción y conjugación. La transformación 
se define como la incorporación, integración y posterior herencia estable de ADN libre por 
parte de las bacterias. En la transducción la información genética es transferida desde la célula 
donadora a la receptora a través de bacteriófagos. La conjugación es un proceso que requiere 
contacto célula-célula y por el cual los plásmidos son transferidos desde una célula donadora 
a una receptora. Ya que muchos plásmidos conjugativos exhiben un rango amplio de 
transferencia y replicación autónoma, la conjugación se considera un importante factor para el 
flujo de genes entre bacterias. La transferencia conjugativa de genes ha sido considerada 
como el mecanismo posiblemente más frecuente para la transferencia horizontal de genes 
entre bacterias (Fry y Day, 1990; Amábile-Cuevas y Chicurel, 1993),

2.1 Transformación.

La transformación es un proceso en el cual las células competentes adquieren ADN y lo 
incorporan en su genoma. La competencia es la habilidad fisiológica 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 
solución, como también el asociado a partículas (Lorenz y Wackemagel, 1990; Lorenz et al., 
1988; Stewart et al., 1991) y a restos celulares (Juni, 1972).

Muchas especies de bacterias son naturalmente competentes. Lorenz y Wackemagel 
(1994) listan 44 especies de procariotas competentes naturales con características fisiológicas 
distintas: fotolitótrofos, quimiolitótrofos, heterótrofos, metilótrofos y patógenos (Tabla I.I.). 
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 Wackemagel, 1994). 
Algunas especies, como E. cali, pueden ser inducidas a ser competentes mediante procesos 
químicos o físicos incluyendo tratamientos con CaCb, EDTA, cambios de temperatura y 
formación de protoplastos.

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

TABLA I.l. Especies procariotas naturalmente competentes

Especies aisladas de habitats 
terrestres o acuáticos

Frecuencia de transformación 
(marcador cromospmal de 

transformación/célula viable)
Referencia(s)

Fotolitotróficos
Agmenellum quadruplicamm 4,3 X 10-̂ Stevens y Porter, 1986
Anacystis nidulans 8,0 X 10-̂ Shestakov y Khyen, 1970
Chlorobhun limicola 1,0 X 10'̂ Ormerod, 1988
Nostoc muscorum 1 ,2  X 1 0 '^ ' Trehan y Sinha, 1981
Symchocystis sp. strain 6803 5,0 X 10-̂ ° Grigorieva y Shestakov, 1982
Synechocystis sp. strain OL50 2,0 X lO"* Lorenz y Wackemagel, 1993

Quimiolitotróflcos
Thiobacillus thiopanrs 1 0  - lO ’^ Yankofsky eí a/., 1983
Thiobacilhcs sp. strain Y 1,7 X 10'̂ Yankofskyeí a/., 1983

Heterotróflcos
Achromobacter spp. Juni y Ileym, 1980
Acinetobacter calcoaceticus 7,0 X 10'̂ Juni y Janik, 1969
Azotobacter vinelandii 9,5 X 10'̂ Page, 1985
Bacillus subtilis 3,5 X 10'̂ Mulder y Venema, 1982
Bacillus lichernformis 1,2 X 10’̂ Goldberg eí a/., 1966
Deinococcus (Alicrococcus) radiodurans 2 .,1  X 10 '^ Tirgari y Moseley, 1980
Lactobacillus lactis 2,3 X 10 * Hofer, 1985
Mycobacterium smegmatis 1 0 '’-10-* Norgard y Imaeda, 1978
Pseudomonas stutzeri (and related species) 7,0 X 10 * Carlson eta l, 1983
Rhizobiurn meliloti 7,0 X lO"* Courtois et a/., 1988
Streptomyces spp. f' Roleants et a/., 1976
Thermoactinomyces vulgaris 2,7 X 10 * Hopwood y wrigth, 1972
Thermus thennophilus 1,0 X 10'̂ Koyama et al., 1986
Themus flavus 8,8 X 10 * Koyama et a l, 1986
Thermus caldophilus 2,7 X 10 * Koyama e í«/., 1986
Thermus aquaticus 6,4 X 10"* Koyama et a/., 1986
Vibrio sp. strain D19 2,0 X 10’̂ JeñfeyeíaZ., 1990
Vibrio sp. strain WJT-IC^ 2,5 X 10""= Frischer ef a/., 1990
Vibrio parahaenrolyticus 1,9 X 10'^, Frischer e/a/., 1990

Metilotróficos
Methylobacteriunt organophilum 5,3 X 10 * O'Connor eía/., 1977

Arqueas
Methanobacterium thermoautotrophicum +*> Worrell eta l, 1989
Methanococcus voltae 8.0 X 10-* Bertani y Baresi, 1987

Aislamientos Clínicos de especies patógenas
Campylobacter jejuni 2,0 X 10'" WangyTaylor, 1990
Campylobacter coli 1,2 X 10 * Wang y Taylor, 1990
Haemophilus influenzae 7,0 X 10'* Mathis y Scocca, 1982
Haemophilus parainfluenzae 8 ,6  X 10  * Gromkova y Googal, 1979
Helicobacter pylori 5,0 X lO"*' Haasefa/., 1993
Monrxella spp. +'> Juni, 1974; Juni et a l, 1988
Neis seria gononrhoeae 1 ,0  X 10"* Mathis y Scocca, 1982
Neisseria meningitidis 1,1 X 10'̂ Catlin,1960
Staphylococcus aureus 5,5 X lO'* Rudin et al, 1974
Streptococcus pneumoniae 2,9 X 10'̂ Lacks et al., 1975
Streptococcus sanguis 2 , 0 x 1 0 '^ Behnke, 1981
Streptococcus mutans 7,0 X lO"* Shah y  Caufield, 1993

“ Tomado de Lorenz y Wackenagel, 1994, Determinación cualitativa (Juni y Janik, 1969),' Medida de la incorporación de ADN 
marcado con tritio, ** Mutante de alta frecuencia de transformación de DI9, * Marcador de resistencia a rifampicina codificado
en plásmidos.

La transformación ha sido demostrada en diferentes bacterias y en una variedad de 
ecosistemas naturales (Tabla 1.2.). A modo de ejemplo, Steward y Sinigalliano (1991)
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demostraron la transformación de Pseudomonas stutzeri^ con ADN cromosomal portador del 
determinante de resistencia a rifampicina. Así mismo Nielsen et al. (1997a, b) estudiaron las 
condiciones que afectan la transformación de A. calcoaceticus en diferentes tipos de suelos, 
observando que cantidades elevadas de nutrientes y de fosfato incrementaban la frecuencia de 
transformación.

TABLA 1.2. Transformación de bacterias en el medio ambiente^

Bacteria huésped Situación medio-ambiental Marcador genético Referencias

P. stutzeh Microcosmos de agua marina Rif cromosomal Stewartand Sinigalliano, 1991;
Pseudomonas sp. Microcosmos de agua y sedimentos Multímeros de plásmidos Paul etal., 1991, 1992

marinos
A. calcoaceticus Agua subterránea y extracto de trp cromosomal Lorem et al., 1991, 1992

suelo

A. calcoaceticus Agua subterránea y acuíferos Plásmido Chamier eí a/., 1993
A. calcoaceticus epiliton de ríos his cromosomal Williams et a i, 1996
A. calcoaceticus Microcosmos de suelo ADN cromosomal t casette Nielsen eí a/., 1997a,b

Km  ̂Gm"̂
E. coli Agua de ríos y manantiales Plásmido Baureía/., 1996
P stutzeh Microcosmos de suelo his cromosomal y plásmidos Sikorski et ai, 1988
a Tomado de Davison, 1999.

2.2 Transducción.

En el proceso de transducción, genes bacterianos son incorporados a partículas de 
bacteriófago y transferidos a otra bacteria. El intercambio genético por transducción puede 
ocurrir esencialmente a través de tres formas. Primera, transducción generalizada, cuando un 
fago defectivo, conteniendo sólo ADN bacteriano, infecta a células huésped y el ADN 
introducido es luego incorporado al cromosoma de la bacteria receptora o es mantenido como 
plásmido. Segunda, transducción especializada, cuando el cambio fenotípico en el huésped es 
debido a la lisogenización de un fago temperado; el gen codificando la nueva característica 
fenotípica esta adyacente a la inserción del genoma del fago y es transferido a través de una 
escisión incorrecta del pro fago en la bacteria donadora. Tercera, transducción abortiva, donde 
las secuencias cromo somales de la bacteria donadora, empaquetadas en el fago, son 
inyectadas en la célula recipiente y expresadas transiéntemente antes que sean diluidas por la 
división celular debido a que el ADN transferido no es capaz de replicarse o recombinarse en 
la célula receptora. Los bacteriófagos tienen un rango de huésped restringido, en general, a 
una única especie bacteriana. Además, la bacteria puede mutar y convertirse en resistente a la 
infección. Por estas razones es posible que la transducción tenga un rol más limitado que la 
conjugación y transformación 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 ácidos 
nucleicos son relativamente estables debido a la protección de los mismos por la cubierta 
proteica. Además, la habilidad de los bacteriófagos 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 número limitado, existen varios estudios sobre la transferencia de genes en 
el medio ambiente mediada por transducción. Por ejemplo, la transducción de Pseudomonas 
aeruginosa fue observada tanto en ensayos ambientales en reservorios de agua como sobre la 
superficie de hojas (Morrison eí al., 1978; Saye el al., 1987, 1990; Kidambi et a l, 1994). Los 
resultados sugieren que fagos liberados espontáneamente 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 transducción 
aún 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 transducción de un 
plásmido de amplio rango de huésped a miembros de una comunidad microbiana marina. A 
través de cálculos matemáticos los mismos autores estimaron la tasa de transducción en 1,3 x 
10̂ "̂  eventos por año para el estuario marino analizado. A pesar de las suposiciones hechas en 
el cálculo, el mismo sugiere que en medios marinos (acuáticos en general) la transducción 
puede ser un mecanismo importante para la transferencia horizontal de genes.

2.3 Conjugación.

La mayoría de los reportes de genes bacterianos transferidos en el ambiente involucran 
a la conjugación, que puede producirse de varias maneras: (i) Transferencia de un plásmido 
conjugativo que posee en su secuencia la información completa para su movilización 
(plásmido autotransmisible o conjugativo) (ii) Transferencia de un plásmido no- 
autotransmisible, que contiene el origen de transferencia (oriT), y que sólo puede ser 
movilizado por acción de un plásmido conjugativo (plásmido movilizable). El plásmido 
conjugativo puede o no ser transferido conjuntamente (iii) Transferencia de plásmidos por 
cointegración, donde dos plásmidos diferentes se fusionan para formar un tercero 
autotransmisible. Así un plásmido no-autotransmisible no-movilizable puede ser transferido 
debido a la acción de su cointegración por recombinación con plásmidos autotransmisibles. 
La fusión de plásmidos está generalmente facilitada por la presencia de transposones o 
elementos de inserción. La resolución del cointegrado puede ocurrir o no una vez incorporado 
a la célula receptora (iv) Transferencia mediada por transposones conjugativos, que también 
pueden facilitar la movilización plasmídica y la formación de cointegrados (Clewell et ai, 
1995).

Muchos plásmidos tienen muy amplio rango de huéspedes para su replicación. Por 
ejemplo, los plásmidos no conjugativos movilizables del grupo de incompatibilidad IncQ (por 
ejemplo RSFlOlO) tienen un espectro de hospedadores extremadamente amplio, incluyendo la 
mayoría, sino todas, las bacterias Gram negativas y varias Gram positivas como Streptomyces, 
Actinomyces, Synechococcus, y Mycobacterium. Plásmidos 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 más de 50
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especies pertenecientes a 24 géneros distintos (Clewell et a i, 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. Descripción de diferentes eventos de transferencia horizontal de marcadores 
genéticos por conjugación entre bacterias en diferentes ambientes naturales.

Donadora Receptora Situación medio ambiental M arcador
genético

Referencia(s)

E  coli Shigella flexneri

Ecosistemas animales 
Tracto urinario? A*‘-P Tauxe e ta l., 1989

E  coli Salm onella enleritidis Intestino humano? A^-P Balis et al., 1996
L. lactis E. faecalis, Bacíeroides sp. Intestino gnotobiótico de ratón A^-P Gruzzaeí a/., 1994

Bacteria intestinal de humanos, ratas.

Bifidobacterium  sp. 
Peptostreplococcus sp 
E. coli Intestino libre de gérmenes a’̂ -p Nijsten et al., 1995

y cerdos 
Klebsiella sp. Klebsiella sp_ Intestino humano? A^-P Prodinger et al., 1996
E  coli? S. dysenteriae, S. flexneri Intestino humano? a '̂ -p Bratoeva eí a/., 1994

Prevotella sp. Bacíeroides frag ilis Intestino humano? A’’̂ -P, con-Tn Nikolich et al., 1994
(Diversas bacterias Gram positivas y Intestino humano? A'*-P, con-Tn Salyers et al., 1996
negativas) 
E  coli E  coli Microcosmos simulado del rumen de a’̂ -p Scott et al., 1995

(Patógenos bacterianos de humanos.
oveja
Tabla de picar carne y pescado a ‘̂ -p Kruse and Sorum, 1994

B. thuringiensis

de animales de granja y de pescado) 
B. thuringiensis Lepidopterous larvae Bt-P Jarrett et al., 1990

Enterobacter cloacae E. cloacae Tracto digestivo de oruga a‘̂ -p Armstrong et al., 1990
E. coli Microflora indígena Tracto digestivo microartrópodo del luc-P Hoffinann et al., 1988

Erwinia herhicola Enterobacter cloacae

suelo
Larva del gusano de seda a‘‘-p Watanabe et al., 1998

M esorhizohium  loti M esorhizohium  sp. no simbióticas
Rizósfera
Suelo o rizósfera sym-I Sullivan et al., 1995,

R. leguminosarum

del suelo
R. leguminosarum suelo no tizozférico? pSym

1996, 1998 
Louvtier et al., 1996

Sinorhizohium  fred ii R. leguminosanum suelo no estéril pSym Kinkle et al., 1991
P. fluorescens P. fluorescens Suelo de la rizósfera mob-P Smitcía/., 1993
Ralstonia eutrophuss Bacteria idigenas de la rizósfera Rizósfera de trigo mob-P van Elsas et al., 1988
Bacterias indígenas de la rízósfera P. fluorescens, P. pulida, E. cloacae Rizósfera de trigo mob-P Smit et al., 1998
Pseudom onas sp. Bacteria indígenas de la rizósfera Rizósfera de remolacha a '̂ -p Lilleyeta/., 1994
Bacteria de la rizósfera V. fluorescens Rizósfera de remolacha Lilleyeía/., 1997
P fluorescens, P. aerug¡nona P. fluorescens, P. aeruginoa Rizósfera de trigo genes Troxler et al., 1997

P. syringae y E. herbicola E. am ylovora

Hojas de plantas
Hojas de peras

cromosomales
mantenimiento

a '̂ -p Lacy et al., 1984
P. syringae bacterias de planta epífitas Hojas de leguminosas a‘‘-p Bjórklóf et al., 1995
P. syringae P. syringae Hojas de peras ornamentales A“, M‘*-P A'̂ -Tn Sundín et al., 1994
Bacterias superficiales de las hojas P.fluorescens Hojas y raíces de remolacha M‘̂ -P Lilley et al., 1997
P. pulida P. pulida  y bacterias superficiales de Hojas de leguminosas cat,gfp-P Normander eí a/. 1998

P. pulida

las hojas 

P. fluorescens

Agua y suelo no contaminados
Río oligotrófico Pf, cat-P Bale et al., 1988

P. aeruginosa P. chloraphis Río oligotrófico mob-P Hill e ta l., 1992, 1994
P. aureofáciens

(sigue)
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Donadora
{continuación  Tabla 3 .2 .)

Receptora Situación medio ambiental M arcador
genético Referencia(s)

B. japonicum

P. aeruginosa  

bordetella sp 

Bradyrhizobium  sp Rizósfera A ,̂ M’̂ -P; cat Kinkle et al., 1991b
E. coli R. euírophus Suelo enriquecido Top eí al., 1990
P. aeruginosa Bacterias indígenas del suelo Suelo a ‘̂ -p C iew  et al., 1993
P. fluorescens Bacterias del suelo Suelo y excremento de lombriz M®̂, catT Daane e ta l., 1996
Bacterias indígenas del suelo P. putida Suelo conteniendo estiércol de cerdo A®"?, mobT Gotz et al., 1997
Enterococcus faeca lis E. faeca lis Microcosmos de liguas residuales A®T; A®Tn Marcinek et al., 1998
E. coli Bacterias indígenas del agua de mar Caldo Luria enriquecido adicionado de A®-P Sorensen, 1993

Vibrio y E. coli hambreadas Vibrio y E. coli

agua de mar
Microcosmos oligotrofíco marino A®-P Goodman et al., 1993

Aerom onas Salm onicida Bacterias marinas indígenas Microcosmos de sedimentos marinos A®-P Sandaa and Enger, 1994
P. putida Bacterias marinas indígenas Agua de mar y sedimento marino Dahlberg eí a/., 1998

Bacterias indígenas del suelo A. euírophus

Suelo, agua y barros contaninados
Suelo contaminado catT Top e ta l., 1995,1996

Bacterias indígenas Bacterias indígenas Sitio contaminado con alquitrande cat-P Herrick et al., 1997

P. putida Pseudom onas sp. indígenas
hulla
Sitio contaminado con fenol cat"P Peters et al., 1997

E. aglom erans Pseudom onas y  Cam amonas sp. Suelo contaminado A®-P; cat-Tn De Rore et al., 1994
Ralstonia euírophus P. glathei, B. cepacia Suelo contaminado M®, catT Digiovanni et al., 1996

Ralstonia euírophus

B. cariophylii 

A. euírophus 

V. paradoxus Microcosmos de suelo M®, catT Neilson ef a/., 1994
Ralstonia euírophus Bacterias indígenas del suelo Microcosmos de suelo cat-P Top et al., 1998
Bacterias indígenas del suelo E. coli Microcosmos de suelo mob-P Top et al., 1994
P. putida Pseudom onas sp. Unidad de sedimentos activos cat, mob-P McClure et a/.,1989,

P. putida P. putida Microcosmos de sedimentos activos catT
1990
NuBlein et al., 1992

Alcaligenes sp. Bactena indígena Xenobioticpolluted ffeshwater cat-Tn Fulthorpe et al., 1991,

(A lcaligenes paradoxux  y

microcosm 

Suelo de agricultura? cat-P

1992; Nakatsu et al., 

1995
Kaeía/., 1994

Burkholderia sp.
Pseudom onas pickettii) 

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

residuales
Cámara de flujo contaminada (biofilm) cat. gfp-P Christensen et al., 1998

Pseudom nnas sp. B13 Ralstonia euírophus Acuífero cat-Tn? Zhoueía/., 1995
Pseudom onas sp. B13 P. pu tida  ¥ \ Microcosmos de sedimentos activos cat-Tn? Ravatneía/., 1998

MR'P, plásrtiido de resistencia a metales pesados; AR'P, plásmido de resistencia a antibióticos ; cat-P, plásmido catabólico; mob-P, plásmido 
movilizable; AR-Tn transposón de resistencia a antibiótico; con-Tn, transposón conjugativo; cat-Tn, transposón catabólico; pSym, plásmido 
simbiótico; sym-I, isla simbiótica cromosomal; Bt-P, plásmido con la toxina del B. thuringiensis', g fp , 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 sólo reconocidas por los marcadores que han adquirido. Para esos casos la 
ocurrencia de conjugación es sólo 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 fitósfera, 
incluyendo el filoplano, la fílósfera, el rizoplano, y en especial la rizósfera proveen 
condiciones muy favorables para el intercambio genético entre bacterias mediado por 
conjugación. Varios estudios (van Elsas et al., 1988, 1989; Lilley et a l, 1994; Troxler et al, 
1997) muestran claramente que la rizósfera favorece la transferencia de genes por 
conjugación cuando se la compara con el suelo no rizosférico, y debe ser considerada en 
efecto como una verdadera "zona caliente" de conjugación en ambientes terrestres. En
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transferencia, TRAI y TRAII, pueden ser consideradas como una única región de 
transferencia.

La región TRAIII contiene funciones que no son requeridas para la sensibilidad a fagos 
(Winans y Walker, 1985a). Esta región se cree que esta involucrada en el metabolismo 
conjugativo del ADN. Cuatro grupos de complementación TraH, -I, -J, y -K, se han 
identificado en esta región por inserciones de Tn5. Las regiones TRAll y TRAIII se 
encuentran separadas por aproximadamente 2,5 kb (Ver Figura 1.4.).

ops
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------- \-----
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"T "
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Figura 1.4. Regiones de transferencia del plásmido IncN pKMIOl y del plásmido IncW 
pSU1087. Los mapas han sido alineados para mostrar la similitud entre los dos sistemas. La escala en 
kilobascs para el pKMlOl refleja la totalidad de las coordenadas del plásmido y la escala para 
pSU1087 hacen referencia a las coordenadas de la región de transferencia definida por Bolland et al. 
(1990). Dps y Pilw indican las regiones involucradas en la sensibilidad al fago donor específico. Los 
sitios oriT para cada plásmido se ubican al final de las regiones de transferencia. Tomado de Guiney, 
1993

Inc N

pSUl087
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Funciones de transferencia en los plásmidos IncW.

Los plásmidos IncW han sido encontrados en una variedad de bacterias Gram negativas 
incluyendo Aeromonas liquefaciens y muchas bacterias de la familia Enterobacteriaceae. El 
plásmido 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 región de transferencia de los plásmidos IncW pSa y R388 ha sido localizada en el 
mapa de estos plásmidos. Ambas regiones ocupan aproximadamente 12 kb (Valentine y 
Kado, 1989). El sistema de conjugación del plásmido R388 ha sido caracterizado en mayor 
detalle usando análisis de deleción, subclonado y mutagénesis insercional (Bolland et ai, 
1990). Habiéndose determinado que el tamaño máximo de la región de transferencia es de 
aproximadamente 14,9 kb. Como en el caso de los plásmidos IncN el sistema de transferencia 
del plásmido R388 está dividido en dos grupos de genes asociados a las siguientes funciones: 
un grupo de genes que contiene funciones requeridas para la síntesis del pili (designado PiU), 
y un segundo grupo involucrado en el procesamiento del ADN (Mobw). La región Mobw 
puede ser movilizada en trans por las funciones de la región PiU llevadas en otro plásmido.
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Es interesante notar que Mobw también puede ser transferida proveyendo en trans los genes 
de síntesis del pili de los plásmidos IncN, pero no fue movilizado por el sistema de 
conjugación del plásmido IncP (genes trb). La región Mobw tiene un tamaño de al menos 4 
kb, e incluye tres genes trwA, -B, y -C. Estos genes son transcriptos en al mismo sentido y 
alejándose desde el sitio oriT. PiU está localizado cerca de la región Mobw y comprende al 
menos 7 kb (Ver Figura I.4.). Todas las mutaciones en la región Pilw que resultaron 
deficientes en transferencia, también fueron resistentes al fago donor específico, mientras que 
ninguna de las inserciones en Mobw resultó resistente a los fagos.

Funciones de transferencia en los plásmidos Ti.

Los plásmidos Ti tienen la característica de codificar dos sistemas discretos de 
transferencia conjugativa. Uno de ellos (genes vir, virulencia) ha evolucionado para translocar 
un segmento del plásmido Ti (T-DNA) desde una bacteria a células de plantas dicotiledóneas 
(Johnson y Das, 1997). El segundo es utilizado para transferir el plásmido Ti de una bacteria a 
otra (funciones tra). La composición 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. Así, la transferencia del T-DNA mediada 
por los genes vir no requiere de las funciones de transferencia codificadas por los genes tra 
(Rogowsky, et a l, 1990). Del mismo modo, la transferencia conjugativa de estos plásmidos a 
otros huéspedes bacterianos mediada por los genes tra es independiente de la presencia de los 
genes vir (CooK et a l, 1997). El estudio de las relaciones filogenéticas indica que estos dos 
sistemas derivan de diferentes ancestros, aunque es posible que haya existido una 
redistribución de ciertos determinantes genéticos entre los sistemas tra y vir (Farrand et a l, 
1996).

La estructura genética de los sistemas de transferencia conjugativa de los plásmidos 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 
plásmidos Ti están muy cercanamente relacionados y claramente han derivado de un 
antecesor común. Las funciones Dtr y Mpf de ambos tipos de plásmidos son además 
fimcionalmente intercambiables (CooK y Farrand, 1992; Cook et a l, 1997). Los análisis 
mutacionales sugieren que las funciones de transferencia conjugativa de ambos tipos de 
plásmidos Ti se localizan en dos grupos de genes (Holster et a l, 1980; Degreve et a l, 1981; 
von Bodman et a l, 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 plásmido y 
de adherencia celular (funciones Mpf). Los genes que codifican las funciones Dtr están 
organizados en ambos tipos plásmidos (nopalina-octopina) como dos operones divergentes 
transcriptos desde una región intergénica que contiene al oriT. En el plásmido pTiC58, un 
operón incluye los genes traA, -F, -B, y el otro los genes traC, -D y -G (Farrand, et al, 
1996)(ver Figura 1.5.). El análisis de la secuencia de estos genes y su comparación con otros 
sistemas conjugativos sugiere que traA, -F, -C, -D y -G son posiblemente requeridos para la
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plásmidos IncP, IncM o IncX (Willets y Crowther, 1981). Los plásmidos IncQ mejor 
estudiados son el RSFlOlO, R300B y R1162 que aunque fueron aislados de diferentes fuentes 
parecen muy similares en su organización.

La región de movilización del plásmido RSFlOlO consiste del oriT y tres genes: 
mobA{repB), mobB, y mobC (Derbyshire et al., 1987, Derbyshire y Willets, 1987). El gen 
mobAlrepB está situado adyacente al oriT. Este locus codifica dos proteínas relacionadas, 
RepB (MobA) y RepB', una proteína más pequeña con actividad primasa generada de un 
segundo inicio de traducción en el mismo marco de lectura que la RepB/MobA (Haring y 
Scherzinger, 1989). El gen mobB está solapado con el gen mobA y es traducido en otro marco 
de lectura. El gen mobC está localizado del otro lado del oriT y es transcripto en dirección 
opuesta a mobA. Las tres proteínas son requeridas para la movilización: 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 está relacionada con el amplio rango de huéspedes de los plásmidos IncQ (Henderson y 
Meyer, 1999). La proteína MobC por su parte interviene en la localización y separación de las 
hebras en el oriT (Zhang y Meyer, 1997) y la proteína MobB estabiliza el complejo de las 
proteínas 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 móviles 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 a l, 2000). El transposón conjugativo más intensamente 
estudiado es el Tn916, un elemento de 18,3 kb que codifica para el gen de resistencia a 
Tetraciclina (Franke y Clewell, 1981). Este transposón fue originalmente aislado del 
cromosoma de Enterococcus faecalis DS16.

La primera etapa en la transposición del Tn916 y los elementos cercanamente 
relacionados es la escisión del ADN de la célula donadora. El proceso continúa con la 
circularización del elemento y su subsecuente transferencia a un nuevo huésped, donde el 
transposon se inserta en un nuevo sitio de ADN. Los genes de integración {int) y de escisión 
{xis) codificados por el transposon son requeridos para la escisión, pero sólo el int para la 
integración (Poyart-Salmeron et a l, 1989; Marra y Scott, 1999).

La región que se requiere para la transferencia del Tn916 ha sido secuenciada (Clewell 
et a l, 1995; Flannagan et a l, 1994). Un hallazgo interesante es que ninguno de los marcos 
abiertos de lectura en la región de transferencia tienen una similitud significante con los genes 
del pili sexual de los plásmidos conjugativos.
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4. Características generales y de transferencia de plásmídos de rizobíos.

Los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium y 
Azorhizobium, pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, son capaces de desarrollar una 
simbiosis fijadora de nitrógeno con plantas leguminosas. Entre las características importantes 
de estas asociaciones se destacan los altos niveles de nitrógeno molecular fijado, la eficiencia 
del proceso y el interés económico y ecológico de las plantas involucradas. La fijación de 
nitrógeno tiene lugar en estructuras especializadas, los nódulos, originados en la leguminosa 
como consecuencia de una organogénesis inducida por el microsimbionte. En los nódulos, las 
bacterias se diferencian en bacteroides, los que utilizan los fotosintatos como fuente de 
energía y poder reductor para llevar a cabo la reducción del N2 a amonio. Luego de este 
proceso, el amonio es incorporado al metabolismo de la planta. Todos estos procesos 
involucran una interacción muy compleja y ordenada entre la bacteria y la planta huésped 
(revisdo porHirsch, 1992).

Una característica general en especies del género Rhizobium y Sinorhizobium es la 
presencia de grandes cantidades de ADN extracromosomal en plásmidos que muchas veces 
son de gran tamaño. Estos plásmidos varían mucho en número (1 a 10) y tamaño y muchos de 
ellos tienen roles importantes en la asociación de los rizobios con la planta huésped. En 
algunas especies de rizobios la mayoría de los genes esenciales requeridos para el proceso 
simbiótico están localizados en plásmidos denominados plásmidos simbióticos (pSym). 
Además, la mayoría de los rizobios llevan plásmidos que no son esenciales para la nodulación 
y que son denominados en forma genérica plásmidos no simbióticos (Mercado-Blanco y Toro, 
1996). Dado que no se han identificado funciones conocidas en muchos de ellos, a estos 
plásmidos también se los designa como plásmidos crípticos. El término "megaplásmido” fue 
acuñado para hacer referencia a los plásmidos más grandes ya sean simbióticos o no 
(Rosemberg et al. 1982). Hynes y Finan (1997), sugieren que el término megaplásmido sólo 
sea utilizado para plásmidos mayores de 1000 kb y no para haeer referencia a plásmidos de 
menor tamaño. En muchos rizobios el ADN plasmídico 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 
genómicos indican que en una dada especie de rizobio un plásmido particular puede contener 
regiones que son conservadas en plásmidos presentes en otros aislamientos u otras especies de 
ese género, o aún en plásmidos de especies de otro género perteneciente a la misma familia. 
Así, algunos plásmidos simbióticos (pSym) comparten una importante relación de secuencias 
con algunos plásmidos Ti de Agrobacterium tumefaciens. Esta observación sugiere la 
presencia de eventos de transferencia y recombinación muy activos entre cepas de una misma 
y diferentes especies y géneros. Además, 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 recombinación que 
conducen a la generación de nuevas estructuras plasmídicas. Varios reportes recientes indican 
que las regiones de replicación de muchos de los plásmidos de rizobios están relacionadas con
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secuencias de plásmidos Ti y Ri de Agrobacterium (Turner y Young, 1995; Young et al., 
1996). De acuerdo a esta analogía varios plásmidos de distintas especies bacterianas pueden 
todos agruparse dentro de una familia de elementos extracromosomales que comparten la 
región de replicación. Además de las evidencias de recombinación entre plásmidos 
mencionadas anteriormente, debe considerarse la posible existencia de recombinación de 
ADN de origen plasmídico con secuencias de ADN de localización cromosomal. Apoyan esta 
posibilidad la muy significativa cantidad (copias) de secuencias de inserción relacionadas en 
plásmidos y cromosomas de distintos rizobios (Kosier et al, 1993; Soto et al, 1992a, 1992b, 
Soto et a l, 1993).

4.1 Aislamiento de los plásmidos.

Los plásmidos grandes debido a su tamaño y a su frecuente bajo número de copias son 
más difíciles de aislar que los plásmidos pequeños utilizados como vectores de clonado. 
Varias técnicas diferentes han sido utilizadas para visualizar y aislar plásmidos de los 
miembros de la familia Rhizobiaceae. Muchas de estas técnicas están basadas en usar 
condiciones de lisis alcalinas para desnaturalizar y eliminar el ADN cromosomal (Ledeboer et 
al, 1976; Gasee et a l, 1979; Kado y Liu, 1981, Kirsch et a l, 1980). Todas estas técnicas 
usadas a escala preparativa resultan en el aislamiento de buenas cantidades de varios tipos de 
plásmido. Sin embargo para plásmidos mayores de 300 kb dichas metodologías resultan 
impracticables. Una técnica desarrollada por Schwinghamer (1980) permite obtener una 
preparación de megaplásmidos intactos (Burkhardt et al, 1987). La técnica más conveniente 
para examinar plásmidos 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 daño físico por estrés mecánico (por ej.: fuerzas de cizalla) los plásmidos son 
liberados intactos en el Usado, previo a su migración en el gel. Actualmente, existen varias 
modificaciones a la técnica original (Rosemberg et a l, 1981; Banfalvi et a l, 1981; 
Rosemberg et a l, 1982, Wheatcroft et a l, 1990). La utilización de las técnicas de lisis in situ 
permitió la visualización 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 
permitió la identifícación de los plásmidos y así poder avanzar en el estudio de las 
propiedades de los plásmidos.

4. 2 Los plásmidos simbióticos.

Los plásmidos simbióticos (pSym) son aquellos que contienen genes esenciales para el 
establecimiento de un estado simbiótico completo. Entre otros genes estos plásmidos 
codifican para los genes necesarios para la nodulación, genes nod‘, para la nitrogenasa , genes 
nif, para la fijación de nitrógeno, genes fix ‘, para la síntesis de polisacáridos, genes exoUps 
(Johnson et a l, 1978; Nuti et a l, 1979; Kirsch et a l, 1980; Banfalvi et a l, 1981; Rosemberg 
et al, 1981; Kooykaas et al,\9S2; Kuguet et al, 1983; Finan et a l, 1986; Kynes et a l, 1986).
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Además de los genes simbióticos, varios genes no simbióticos también están presentes en los 
pSym. Esto incluye un gran número de genes catabólicos (Finan et a l, 1988, Watson et al, 
1988), utilización de fosfonato (Bardin et a l, 1996), genes de producción de bacteriocinas 
(Kirsch et a l, 1980; WijfFelmanc/ al, 1983) genes para la producción de melanina (Lamb et 
al, 1982; Hynes et a l, 1988, Mercado-Blanco et a l, 1993), etc. Plásmidos pSym fiieron 
encontrados en diferentes especies de rizobios como R. leguminosarum bv trifolii (Thurman et 
al, 1985; Harrison et a l, 1988); R. leguminosarum bvphaseoli (Lamb et a l, 1982; Martínez 
et a l, 1987); R leguminosarum bv viciae (Kirsch et a l, 1980; Buchanan-Wollaston et a l, 
1980; Kombrecher et al 1981); R. tropici (Martínez-Romero et a l, 1991; Pardo et al, 1994); 
R etli (Quinto et al, 1982; Segovia et a l, 1993); S. fredii (Masterson et a l, 1982; Prakash y 
Atheley, 1984); y S. meliloti (Banfalvi et a l, 1985) como las especies más caracterizadas. En 
las especies de M loti y B. japonicum, los genes simbióticos se encuentran en el ADN 
cromosomal.

Sinorhizobium meliloti contiene dos megaplásmidos de aproximadamente 1400 y 1600 
kb (Banfalvi et a/.,1985; Banfalvi et a l, 1981; Burkardt et al, 1984; Burkardt et al, 1987; 
Finan et a l, 1990; Kynes et a l, 1990; Kynes et a l, 1986; Sobral et a l,\99\), que han sido 
designados pSyma y pSymb. Colectivamente representan alrededor del 40% del genoma de S. 
meliloti (Koneycutt et al, 1993; Sobral et o/., 1991). Aunque ambos pSym representan una 
porción sustancial del genoma, relativamente pocas funciones han sido adscriptas a estos 
replicones. El mayor de los megaplásmidos, pSymb, ha sido demostrado que porta los genes 
para la síntesis de exopolisacáridos {exo) y lipopolisacáridos (Jps), biosíntesis de tiamina {thi), 
el transporte de fosfato de alta afinidad, y el transporte de ácidos dicarboxílicos {dct){^dccám 
et a l, 1996; Charles et a l, 1991; Finan et a l, 1990; Glazebrook et a l, 1989; Kynes et al, 
1986, Watson et a l, 1988; Yarosh et al,\9%9). La construcción de un mapa genético facilitó 
la caracterización genética del pSymb, permitiendo la identificación y localización de varios 
loci catabólicos (Charles y Finan., 1990; Charles et a l, 1990; Charles et a l, 1991). Los 
fenotipos adscriptos al pSyma están restringidos a una región que comprende menos de un 
tercio del plásmido y están involucrados en la nodulación y en la fijación de nitrógeno 
(Banfalvi et a l, 1981; Bamett et al, 1997; Batut et a/., 1985; Boivin et a l, 1990; David et a l, 
1988; Ogawa et a l, 1995; Renalier et a l, 1987; Rosenberg et a l, 1981). Kasta el momento la 
mayoría del pSymA continúa siendo considerada críptica. Recientemente se ha concluido el 
secuenciamiento completo del genoma de S. meliloti 2011, con lo que se dispondrá de la 
organización génica correspondiente a los tres replicones del rizobios (pSyma, pSymb, 
cromosoma). Oresnik et a l, (2000) reportaron el curado del megaplásmido pSyma en la cepa 
S. meliloti 2011. El procedimiento empleado fue de sucesivas rondas de selección para 
eventos de deleción in vivo, a través de una estrategia de selección positiva de los clones que 
perdían la inserción Tn5B12-S que contiene el gene sacB.

En R. etli CFN42, además del plásmido d, que contiene los genes nod y nif, el plásmido 
b es requerido para la formación de nódulos en Phaseolus vulgaris, en parte debido a la 
presencia de los genes involucrados en la síntesis de lipopolisacárido (LPS)(Cava et al, 1989; 
Brom et a l, 1992). Similarmente, en la cepa VF39 de R. leguminosarum bv. viciae los genes



Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Introducción 23

del LPS están localizados en el plásmido pRleVF39c, mientras los genes nod y nif están en el 
plásmido pRleVF39d (Hynes y Mcgregor, 1990).

La secuencia completa del plásmido simbiótico (536 kb) de la cepa de amplio rango de 
huésped Rhizobium sp. NGR234 (Freiberg et al., 1997) revela un número de características 
interesantes. Por ejemplo el 18% del plásmido está conformado por secuencia similares a 
secuencias de inserción (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 Plásmídos no simbióticos.

Características estructurales. Los plásmidos no simbióticos (no-pSym) son aquellos 
que no son necesarios para el establecimiento de un estado simbiótico completo (Mercado- 
Blanco y Toro, 1996).

El tamaño de los plásmidos (crípticos) es muy variable. En estos plásmidos se han 
reportado la presencia de reiteraciones de distintos genes que incluyen a los nod y nif (Barran 
y Bromfíeld, 1988). En R. meliloti 1076, el plásmido pSvl por ejemplo, muestra reiteraciones 
de los genes nodB y nodC, nifE y nifB (Rastogui et al., 1991). La existencia de reiteraciones: 
en los plásmidos crípticos puede ser consecuencia de un evento de captura de porciones de 
pSyms y posterior transferencia a otras cepas a través de eventos de recombinación (Brom et 
fl/.,1991; Romero et al., 1991). Ha sido postulado que estas regiones pueden estar 
involucradas en la aparición de rearreglos genéticos (Kaluza et a l, 1985; Hahn y Hennecke, 
1987), que conducen ya sea a la presencia de secuencias iteradas, a la generación de 
deleciones, o a la propia cointegración de plásmidos.

Secuencias de inserción (IS). Las Secuencias Inserción (i^-elements) son pequeñas 
entidades móviles (tamaño < 2,5kb) de ADN que no contienen genes seleccionables y que 
codifican solamente las funciones para su transposición. Estos elementos IS están 
ampliamente distribuidos en muchas genomas de bacterias Gram negativas y positivas 
(Kleckner, 1981; Galas y Chandler, 1989; Murphy, 1989). En los rizobios en particular están 
presentes tanto en el cromosoma como en plásmidos ya sean simbióticos o crípticos. Se ha 
podido determinar que las cepas de Sinorhizobium meliloti son portadoras de numerosos 
elementos IS y que en ciertos casos más de 15 copias de la misma IS puede estar presente en 
el genoma (Simón et al.,\99\). Debido a que las IS se encuentran en número y localización 
variables las mismas pueden ser usadas como marcadores en la tipificación de bacterias. Así, 
las cepas pueden ser agrupadas de acuerdo a la presencia/ausencia de determinadas IS 
Qiandprint) (Kosier et a l, 1993), o al patrón de hibridación de una dada con el ADN 
genómico de la bacteria digerido con una enzima de restricción {lS-fingerprint)(Whe2itcroñ y 
Watson, 1988).

La presencia de elementos IS en plásmidos movilizables/conjugativos de rizobios es una 
posible causa de su amplia distribución en estas bacterias (Wheatcroft y Laberge, 1991; Soto 
et a l, 1992a, 1992b, Soto et al, 1993). Además de su participación en potenciales eventos de
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recombinación homóloga, su capacidad de transposición desde plásmidos a cromosomas y 
viceversa da lugar al posible intercambio de información genética entre los distintos 
replicones.

Características funcionales. Los plásmidos crípticos pueden codificar para funciones 
que le otorgan ventajas fenotípicas 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 
características con la presencia de un determinado plásmido. Asignar a un plásmido una o 
varias funciones importantes para la simbiosis o para el crecimiento en vida libre, no es 
siempre sencillo. Algunas características llevadas por los plásmidos fueron determinadas 
mediante ensayos de competición involucrando a la cepa salvaje y un derivado curado de 
plásmidos o pares de derivados curados (Mercado-Blanco y Toro, 1996). Estos ensayos 
pueden revelar características que de otro modo son difíciles de detectar.

Existen varios ejemplos indicando una ligación entre la presencia de un plásmido no 
simbiótico y cierta característica simbiótica:
- En la simbiosis de rizobios con P. vulgaris la competencia puede estar modulada por 
información presente en plásmidos no simbióticos (Martinez-Romero y Rosenblueth, 1990)
- Plásmidos no simbióticos grandes autotransmisibles están ligados a la síntesis de 
bacteriocinas y también influyen probablemente la competencia (Hirsch, 1979; Johnson et al., 
1982).
- Plásmidos no-pSym de R. tropici CFN299 estimulan la nodulación de transconjugantes de 
A. tumefaciens que llevan el plásmido simbiótico. De hecho, los transconjugantes nodulan 
mejor y fijan más nitrógeno cuando llevan todos los plásmidos del la cepa CFN299 que 
cuando sólo llevan el plásmido simbiótico (Martinez eí al., 1987).
- Brom et al. (1992) demostraron que en la cepa de R. etli CFN42, el plásmido e es requerido 
para la habilidad competitiva exhibida por la cepa salvaje.
- En la cepa de S. meliloti GR4 han sido descriptos genes de plásmidos crípticos involucrados 
directamente en la eficiencia de la nodulación (Toro y Olivares, 1986). Esos genes están 
localizados en el plásmidos pSmeGR4b, y fiieron llamados nfe («odule ̂ rmation effíciency) 
(Sanjuan y Olivares, 1989; Soto et a l, 1993). Tres genes se han encontrado en la región nfe de 
la cepa S. meliloti GR4, nfe A, nfeB y nfeD. Sólo se ha encontrado similitud del producto 
codificado por nfeD con la ornitina ciclodeaminasa (ODCs) de A. tumefaciens (Soto et al, 
1993). Aunque las funciones de los genes nfe se mantienen desconocidas, la similitud con 
genes catabólicos como el ocd sugire que podrían estar involucrados en el catabolismo de 
compuestos específicos, los que le darían una ventaja selectiva durante estadios tempranos de 
la simbiosis o en la competencia con otras cepas (Mercado-Blanco y Toro, 1996)
- Existen casos en que la eficiencia simbiótica se ve afectada negativamente por la presencia 
de plásmidos crípticos. Un ejemplo de ese fenómeno es el plásmido pRL3Jl que reduce la 
efectividad de la bacteria huésped (Dejong et a l, 1981). Similarmente, cepas de R. loti que 
han sido curadas de plásmidos muestran una mayor competitividad y eficiencia que sus 
correspondientes cepas tipo silvestres (Pankhurst et al, 1986)
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Se han descripto genes de plásmidos crípticos que confieren la habilidad de utilizar 
compuestos orgánicos particulares. Un ejemplo es el plásmido pSme41a de S. meliloti y su 
relación con el metabolismo de calisteginas (Tepfer et a/., 1988, Boivin et al. 1990). Baldani et 
a/. (1992) estudiaron las alteraciones en la utilización de varios compuestos como fuentes de 
carbono después de haber curado diferentes cepas de R. leguminosarum bv. trifolii de 
plásmidos crípticos.

La habilidad para utilizar compuestos que se encuentran en la materia orgánica del suelo 
o en exudados radicales gracias a información codificada en plásmidos sugiriere, que éstos 
podrían tener un rol importante en el ciclo de vida libre de los rizobios y permite especular 
sobre la manipulación de cepas con capacidad diferencial para colonizar determinados 
ambientes rizosféricos.

4. 4 Replícacíón y estabilidad de plásmidos de rizobios. Rango de hospedadores.

Es una idea muy generalizada que la estabilidad de plásmidos está muchas veces 
asociada a su condición de portadores de funciones importantes para la fisiología y la 
adaptabilidad de la célula huésped en este sentido. Aunque hasta el momento la mayoría de la 
información presente en los plásmidos de rizobios es de función desconocida, sabemos que 
estos replicones muestran una alto grado de estabilidad. La mayoría de los plásmidos de 
rizobios, tanto simbióticos como no simbióticos, son mantenidos en forma estable a lo largo 
de muchas generaciones sin que se detecte pérdida de los mismos, sugiriendo la existencia de 
mecanismos de mantenimiento muy precisos.

El rango de huésped de los plásmidos de distintos rizobios parece incluir a 
Agrobacterium. De hecho cepas de Agrobacterium tumefaciens libres de plásmidos han sido 
muy útiles para el estudio y manipulación de plásmidos de rizobios (Hynes et a l, 1985). 
Existen también evidencias que sugieren que los plásmidos de Agrobacterium pueden 
replicarse en rizobios (O'Connell et a l, 1987). Es interesante que tanto el plásmido Ti de 
Agrobacterium tumefaciens como el plásmido pSym de Rhizobium leguminosarum son ambos 
capaces de replicarse en Phyllobacterium (van Veen et a l, 1988). Consistente con estas 
observaciones, se han reportado casos de incompatibilidad entre plásmidos de rizobios y 
Agrobacterium (Hynes et a l, 1985; O'Connell et a l, 1987). Muchos de estos plásmidos 
muestran orígenes de replicación relacionados (Turner y Young, 1995, Tumer et a l, 1996). 
En general, los estudios de incompatibilidad de plásmidos presentan la dificultad que muchas 
de las cepas receptoras tienen varios plásmidos hecho que puede derivar en un rearreglo de 
replicones más que en la eliminación de alguno de ellos.

Originalmente los plásmidos de bacterias fueron clasificados basándose en su grupo de 
incompatibilidad, característica esta que está asociada al mecanismo por cual los plásmidos 
controlan el inicio de la replicación y herencia estable. Los plásmidos pertenecientes a un 
mismo grupo de incompatibilidad comparten estos mecanismos y como consecuencia no 
pueden ser coheredados en forma estable. Esto es causado por dos características del 
mantenimiento de los plásmidos bacterianos: la selección al azar de las moléculas de plásmido
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que se van a replicar y la distribución al azar en la partición . Este tipo de clasificación es útil 
desde un punto de vista práctico ya que en una cepa sólo pueden mantenerse plásmidos 
compatibles (de distinto grupo de incompatibilidad).

Varios orígenes de replicación plasmídicos han sido clonados incluyendo el origen de 
uno de los megaplásmido de S. meliloti 1021 (Margolin y Long, 1993), el origen de un 
plásmido críptico de S. meliloti GR4 (Mercado.Blanco y Olivares, 1994a, 1994b), el origen de 
un plásmido de Rhizohium "hedysarum" (Mozo et a l, 1990), varios orígenes de R. 
leguminosarum (Tumer y Young, 1995, Turner et al., 1996), y el origen de replicación del 
plásmido simbiótico p42d de R. etli (Ramirez-Romero et a l, 1997). También varios orígenes 
de replicación plasmídicos fueron aislados de A. tumefaciens y A. rhizogenes (Gallie et a l, 
1984; 1985a; Gallie y Kado, 1988; Vilaine y Casse-Delbart 1987; Tabata et a l, 1989; Gerard 
et a l, 1992, Turner y Young, 1995, Tumer et a l, 1996). Turner et al (1996) han mostrado 
que genes que han sido denominados repC están conservados entre muchos plásmidos de 
Rhizohium, Sinorhizohium y Agrohacterium. Secuencias con alta homología en este locus 
parecen correlacionar con fenómenos de incompatibilidad, mientras que secuencias más 
divergentes se encontraron en plásmidos que resultan compatibles. Rigottier-Gois et al 
(1998) estudiaron los patrones de PCR-RFLP de cuatro clases de genes de repC a partir de 
aislamientos de Rhizohium leguminosarum. Los resultados sugieren que las cuatro clases son 
compatibles: cuando dos o más secuencias de repC estaban presentes en una cepa, las mismas 
estaban generalmente asociadas a distintos plásmidos. Estudios clásicos de incompatibilidad 
con un plásmido conteniendo un TnJ marcado con las secuencias de repC del grupo IV 
demostraron que al ser transferido por conjugación a aislamientos de campo, este presentaba 
incompatibilidad con plásmidos del mismo grupo repC y era compatible con los plásmidos de 
los otros grupos (Rigottier-Gois et al., 1998). El plásmido simbiótico de la cepa de R. etli CE3 
pertenece a la familia de replicones RepABC, al igual que el pTiC58, el pTiB6S3 y el 
pTiSAKURA de A. tumefaciens (Li y Farrand, 2000; Suzuki et a l, 1998; Tabata et a l, 1989), 
el pRiA4b de A. rhizogenes (Nishiguchi et a l, 1987), el plásmido críptico pRL8 JT de R. 
leguminosarum (Tumer y Young, 1995), el plásmido simbiótico pNGR234 de la cepa 
Rhizohium sp.NGR234 (Freiberg et a l, 1997). Esta familia esta caracterizada por la presencia 
de tres genes conservados repA, repB y repC codificados en la misma hebra de ADN. Una 
larga secuencia intergénica entre los genes repB y repC también se encuentra conservada 
entre los miembros de esta familia de replicones. Trabajando con el plásmido simbiótico de la 
cepa de R. etli CE3, Ramírez-Romero et al, (2000) demostraron que: (i) los genes repABC 
están organizados en un operon; (ii) el producto de repC es esencial para la replicación; (iii) 
RepA y RepB participan en la segregación del plásmido y en la regulación de su número de 
copias; (iv) existen dos regiones de incompatibilidad actuando en cis‘, y (v) RepA es un factor 
de incompatibilidad actuando en trans sobre plásmidos del mismo grupo de incompatibilidad. 
El plásmido pSmeGR4a pertenece a la familia RepC, que está relacionada con la anterior ya 
que comparten un alto grado de identidad de secuencia con el gen repC, pero los genes repA y 
repB no se encuentran presentes.
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4.5 Transmisíbílídad de los plásmidos de rízobíos y su estudio.

Elementos genéticos transmisibles por conjugación han sido reportados en virtualmente 
todos los miembros de la familia Rhizobiaceae. Durante las décadas de 1970 y 1980 apareció 
un número significativo de trabajos en la literatura describiendo transmisiones conjugativas de 
plásmidos desde rizobios donadores a otros miembros de la familia Rhizobiaceae empleadas 
como receptoras. Sin embargo, sólo con algunas excepciones, la naturaleza del sistema 
conjugativo de estos plásmidos no ha sido investigado. Generalmente los plásmidos 
transmisibles coexisten en los rizobios con otros plásmidos, especialmente en aislamientos de 
suelos. En muchos casos estos plásmidos pueden formar cointegrados. Así, la transferencia de 
un dado plásmido puede deberse a autotransferencia, pero también puede resultar de la 
cointegración con otro plásmido autotransmisible (conducción), o a través de una 
movilización en trans por otro plásmido conjugativo residente en la bacteria donadora. Para 
discernir entre estas posibilidades es necesario analizar las características de transferencia del 
plásmido de interés a partir de una cepa que sólo contenga dicho plásmido (se podrá evaluar 
así si requiere o no de la presencia de un segundo plásmido para su transferencia). La falla en 
la transferencia debe considerarse con cautela. Por un lado ausencia de marcadores de 
selección fuertes puede hacer que las bajas frecuencias de conjugaciones sean a veces difíciles 
de detectar. Además, la expresión de genes del sistema transferencia conjugativo puede estar 
regulado y requerir de inductores no siempre presentes en condiciones de laboratorio (Li et 
al, 1998; Moré et a l, 1998).

Tanto entre de los plásmido simbióticos como entre los crípticos es sabido que existen 
plásmidos transmisibles (Mercado-Blanco y Toro, 1996). La falta muchas veces de 
marcadores seleccionables para el seguimiento de la transferencia de estos plásmidos ha 
podido ser salvada mediante el uso de transposones para la marcación de los mismos. La 
inserción de transposones en distintos plásmidos ha permitido analizar sus características de 
transmisibilidad. Los plásmidos transmisibles han podido detectarse a partir de conjugaciones 
en masa en las que una biblioteca de mutantes por transposición se utilizó como potencial 
donadora. El análisis de transconjugantes portadores de la marca del transposon es necesario 
en una segunda etapa para determinar cual ha sido el plásmido transferido. Usando estas 
estrategias, se han identificado varios plásmidos simbióticos transmisibles por conjugación. 
Esto incluye el pRLl JI (Johnston, et a l, 1978) y el pRL5JI (Brewin et a l, 1980), ambos de R. 
leguminosarum bv. viciae, y el pSym5 de R. leguminosarum by.trifolii (Hooykaas et a l, 
1981). El plásmido simbiótico pRP2JI de R. leguminosarum bv. phaseoli también fue 
reportado como autotransmisible (Lamb et í//.,1982), aunque su retransferencia (out-matings) 
no ha sido confirmada desde donadores que no contienen otros sistemas conjugativos.

Una estrategia diferente para identificar funciones simbióticas presentes en plásmidos 
transmisibles ha sido la de utilizar a la planta huésped para la selección de transconjugantes. 
En esta aproximación una cepa Sym+ es utilizada como donadora y una Sym- como 
receptora. La conjugación entre las cepas es plaqueada en medios selectivos para la cepa 
receptora previo a la inoculación. Las colonias que aparezcan en las placas de selección son
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Objetivos de este trabajo de tesis.

El uso de cepas inoculantes -tanto salvajes como recombinantes- requiere controlar la 
capacidad simbiótica de los rizobios así como los riesgos derivados de su liberación en suelos 
de cultivo (estudios de la evaluación de riesgos, risk assesment). Dicho control resulta más 
importante si se considera el creciente desarrollo y la aparición en el mercado de nuevas cepas 
recombinantes. En particular, prevenir la diseminación de información genética desde 
rizobios introducidos al suelo en forma masiva es importante para preservar la estructura 
genética de las poblaciones salvajes. Eventos de transferencia génica de alta frecuencia desde 
las cepas introducidas puede conducir a la aparición de nuevos genotipos bacterianos cuya 
dinámica poblacional y propiedades simbióticas a mediano y largo plazo son difíciles de 
predecir. En general, es deseable que las cepas utilizadas como inoculantes por sus 
propiedades simbióticas, se autolimiten a corto y mediano plazo para ayudar a la conservación 
de la biodiversidad natural. Sobre la misma base de conservación de genotipos naturales es 
que deben tratar de minimizarse los eventos de transfereneia génica desde las bacterias que, 
útiles desde el punto de vista agropecuario, sean introducidas a campos de cultivo en forma 
masiva. Será por tanto importante el desarrollo de estudios de base que permitan a mediano 
plazo el desarrollo de herramientas genético-moleculares que permitan a mediano plazo 
mejorar el control de riesgo asociado a la transferencia de germoplasma desde rizobios 
inoculados.

Objetivo General.

- Caracterización funcional y molecular de sistemas genéticos involucrados en la transfereneia
de plásmidos por conjugación en la bacteria fijadora de nitrógeno y simbionte de alfalfa, 
Sinorhizobium meliloti.

Objetivos específicos,

- Búsqueda y aislamiento de plásmidos crípticos movilizables en cepas locales de S. meliloti.

- Evaluación de la proporción de cepas de S. meliloti que son portadoras de plásmidos
movilizables y/o autotransmisibles.

- Estudios de complementación funcional cruzada de funciones helper entre diferentes
plásmidos crípticos (Fenómenos de re-movilización y retrotransferencia).

- Identificación y caracterización molecular de genes de movilización en plásmidos indígenas



CAPITULO II:

MATERIALES Y METODOS
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1. Cepas bacterianas y plásmidos.

Las características más relevantes de las cepas bacterianas y los plásmidos utilizados en 
esta Tesis se describen en las Tablas II. 1 y 11.2. Los 65 aislamientos LPU (Universidad de La 
Plata) de Sinorhizobium meliloti fueron recuperados ya sea de nodulos de alfalfa {Medicago 
sativa) colectados a campo, u obtenidos en ensayos de laboratorio empleando alfalfa CUFIOI 
como planta trampa. Los 65 aislamientos LPU provienen de 25 suelos con pHs cercanos a la 
neutralidad, localizados mayoritariamente en la Provincia de Buenos Aires.

Todos los aislamientos fueron conservados individualmente mediante técnicas de 
criopreservación. Con los datos concernientes a la localización de los suelos, el origen de la 
cepa, el pH de la tierra se realizó una base de datos Microsoft Excel. Los 65 aislamientos 
provienen de 25 muestras de suelos de campos localizados fundamentalmente en la Provincia 
de Buenos Aires.

Tabla Il.l. Cepas bacterianas y plásmidos utilizados en el presente trabajo de tesis.

Cepas y Plásmidos Características relevantes Referencia

Cepas

Escherichia col i
DH5a recA, A/úfcU 169, cp80d/acZA 

M15
Bethesda Res. Lab.

S17-1 E. coli 294 RP4-2-Tc::Mu- 
Km::Tn7 integrado en el 
cromosoma

Simón et al., 1983

Sinorhizobium meliloti
S. meliloti 2 0 1 1 Cepa salvaje, Nod^, Fix^, 

Sm^

J. Denarié

S. meliloti 2 0 1 1  Sp*̂ mutante espontaneo Mutante obtenido en nuestro 
laboratorio

S. meliloti GR4 cepa salvaje española Toro y Olivares, 1986
S. meliloti GRM6 GR4 curada del plásmido Mercado Blanco y Olivares

pRmeGR4b 1993
S. meliloti LPU (número) Cepas aisladas de suelos Colección de nuestro

locales con pH entre 6,5 y 7,5 laboratorio (ver Tabla 2).
S. meliloti MVII-I Sm^ Hynese/úf/.; 1986
Rhizobium etli CFN42 cepa silvestre E. Martínez-Romero
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(sigue)

Cepas y Plásmidos Características relevantes Referencia

{continuación Tabla II. I.)

Agrohacterium. tumefaciens
A.turnefaciens \JBAP¥2 vu a t' -a n-Slibre de plasmidos Rii

Plásmidos

pSUP102
pSUP1021

pSUP102-Cm::TnJB13

pRK2013

pSMlO

pKlSmob 
pGemT easy 
pJB3KmD 
pCW504

pMPl

pMP2

pMP3

pMP4

mob^
derivado de pACYC184, 
movilizable, llevando Tn5 
inserto en el gen de 
resistencia a Cm 
derivado Tc-mob del 
pSUP102
ColEl replicón,tra^ de 
RK2,Km''
vector de integración de S. 
meliloti conteniendo la 
región recA-a\aS 
mob
Vector multicopia, Ap^ 
InPa, mob Amp*̂  Km^ 
mob+ Gn*̂  derivado del 
pBBRlMCS-2 
pSUP102 conteniendo el 
fragmento EcoK\ que 
contiene al TnJ del plásmido 
pSmeLPU8 8 b 
pSUP102 conteniendo el 
fragmento EcoKX que 
contiene al Tn5bl3 del 
plásmido pSmeLPU8 8 a 
pCW504 conteniendo el 
producto de amplificación 
generado con los cebabores 
PTG clonado en el sitio 
EcoKX
pSUP102 conteniendo el 
producto de amplificación 
generado con los cebabores 
rpt* clonado en el sitio 
EcoKX

WynQ^etal; 1985

Pühler, A 
Simón e/úf/.; 1989

Simón et al., 1989 

Figurski y Helinski, 1979 

Pühler, A

Scháfer et al, 1994 
Promega
Blatny et al., 1997 
Weiss, A.

esta Tesis

esta Tesis

esta Tesis

esta Tesis
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Tabla II.2. Cepas bacterianas de la colección de LPU de Sinorhizohium meliloíi 
utilizadas en el presente trabajo de tesis.

Cepa Suelo Origen de ios nódulos 
procesadosNo. Procedencia pH

LPU5 36 Arrecifes-Bs As 6,47 campo
LPU6 40 Arrecifes-BsAs 6,59 campo
LPU9 24 Castelar-BsAs 6.60 campo
LPU15 35 Arrecifes-Bs As 5,98 campo
LPU23 14

Rafaela-Sta Fe 6,69

laboratorio
LPU24 14 laboratorio
LPU25 14 laboratorio
LPU26 14 laboratorio
LPU27 16 Rafaela-Sta Fe 7,95 laboratorio
LPU33 87 Arrecifes-BsAs 6,51 campo
LPU34 87 campo
LPU36 98 Arrecifes-BsAs 6,62 campo
LPU40 95 Arrecifes-BsAs 6,63 campo
LPU57 32

Arrecifes-BsAs 6,72
laboratorio

LPU58 32 laboratorio
LPU59 32 laboratorio
LPU6 8 33

Castelar-BsAs 7,10

laboratorio
LPU69 33 laboratorio
LPU70 33 laboratorio
LPU71 33 laboratorio
LPU85 24

Castelar-BsAs 6,60

laboratorio
LPU8 6 24 laboratorio
LPU87 24 laboratorio
LPU8 8 24 laboratorio
LPUllO 38

Arrecifes-BsAs 6 ,6 8

laboratorio
LPU lll 38 laboratorio
LPU112 38 laboratorio
LPU114 38 laboratorio
LPU115 39

Arrecifes-BsAs 6,64

laboratorio
LPU116 39 laboratorio
LPU117 39 laboratorio
LPU118 39 laboratorio
LPU119 39 laboratorio
LPU121 39 laboratorio
LPU 122 40

Arrecifes-BsAs 6,59
laboratorio

LPU123 40 laboratorio
LPU125 40 laboratorio
LPU 146 137 Arrecifes-BsAs 6,51 campo
LPU 147 137 campo
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(sigue)
Cepa

(continuación 
Tabla IL2.)

Suelo Origen de los nodulos

No. Procedencia pH procesados
LPU172 95 Arrecifes-BsAs 6,63 laboratorio
LPU177 98 Arrecifes-BsAs 6,62 laboratorio
LPU178 98 laboratorio
LPU179 98 Arrecifes-BsAs 6,62 laboratorio
LPU180 98 laboratorio
LPU 187 109 laboratorio
LPU188 109 Arrecifes-BsAs 6,65 laboratorio
LPU189 109 laboratorio
LPU 190 111 laboratorio
LPU191 111 Arrecifes-BsAs 6,82 laboratorio
LPU 193 111 laboratorio
LPU 196 l i o Arrecifes-BsAs 6,56 laboratorio
LPU 198 87 laboratorio
LPU200 87 Arrecifes-BsAs 6,51 laboratorio
LPU201 87 laboratorio
LPU221 121 Junín-Nuequén 7,30 laboratorio
LPU222 121 laboratorio
LPU228 8 6 Arrecifes-BsAs 6,61 laboratorio
LPU241 125 Arrecifes-BsAs 8,08 laboratorio
LPU243 131 Arrecifes-BsAs 6,52 laboratorio
LPU244 132 Arrecifes-BsAs 6,49 laboratorio
LPU245 133 Arrecifes-BsAs 6,48 laboratorio
LPU256 146 Solís-BsAs 6,82 laboratorio
LPU257 148 laboratorio
LPU258 148 Solís-BsAs 7,01 laboratorio
LPU259 148 laboratorio

2. Medios de cultivo y de conservación de los microorganismos.

Medios de cultivo.
Los cultivos de las bacterias de los géneros Rhizobium, Sinorhizobium y Agrobacterium 

se llevaron a cabo habitualmente en medio completo TY (Beringer, 1974) cuya composición 
es la siguiente:

CaCl2.2H20 0,7 g
Triptona 5 g
Extracto de levadura 3 g
Agua (desionizada) 1000 mi

Para la preparación de medios sólidos se añadió agar al 1,5 %.
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La esterilización se realizó durante 20 minutos a 120°C en autoclave.
El medio mínimo GTS (Putnoky et al, 1990) fue utilizado para la selección de 

transconjugantes de Sinorhizohium meliloti cuando los mismos no se podían seleccionar por 
su resistencia a antibióticos (las cepas de E. coli que utilizamos en las conjugaciones son 
auxótrofas por lo que no desarrollan en medios mínimos). La composición del medio GTS es 
la siguiente:

1 g 
0 ,1  g 
1 g 
2 g
3g
l,18g 
1 0 0 0  mi

N H 4C I

K H 2PO 4
NaCl
glucosa
Tris
Acido Succínico 
Agua (desionizada)

El pH fue ajustado a 7,5 con HCl y el medio esterilizado luego en autoclave 20 minutos 
a 120°C. Se le agregó luego 1 ml/1 de la siguiente solución de micro nutrientes: H 3B O 3 48 
mM, MnS0 4  10 mM, ZnS04 1 mM, CuS04 0,5 mM, Na2 Mo0 4  ImM, C0 CI2 0,5 mM.

Para el cultivo de las cepas de Escherichia coli se utilizó habitualmente el medio Luria- 
Bertani (LB) (Sambrook et al, 1989) cuya composición es la siguiente:

Glucosa Ig
NaCl 5g
Triptona lOg
Extracto de levadura 5g
Agua (desionizada) lOOOml

Para preparar medio sólido se utilizó en todos los casos 15 g/1 de agar.
El medio se esterilizó igualmente a 120°C durante 20 minutos.
La temperatura de incubación para el crecimiento de las cepas de E. coli ílie 37°C.

Medios de conservación.

La conservación a largo plazo de las cepas bacterianas se realizó por congelamiento de 
alícuotas de cultivos crecidos hasta fase logarítmica tardía que fueron luego suplementadas 
con glicerol estéril hasta alcanzar una concentración final 20% (v/v). Las suspenciones de 
bacterias fueron congeladas a -80°C y preservadas a esa temperatura.

3. Antibióticos.

Los antibióticos, cuando se requirieron, fueron adicionados a los medios de cultivo a 
partir de soluciones concentradas de los mismos preparados en agua desionizada salvo para 
los casos de tetraciclina y rifampicina en que se usó etanol y metanol, respectivamente. Las
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cepa movilizadora (helper) todas en su fase exponencial tardía de crecimiento (400 pl de c/u). 
Esta mezcla fue centrifugada a 2.500 rpm 8  minutos y el sedimento bacteriano fue 
resuspendido en 100 pl de medio líquido TY. La mezcla fue colocada sobre un filtro de 
nitrocelulosa (Millipore) estéril de 0,45 pm de tamaño de poro y 2,5 cm de diámetro, 
previamente colocado sobre una placa conteniendo medio sólido TY. Las cajas fueron 
incubadas a 28°C por 12 a 16 horas. La mezcla de bacterias fue resuspendida en medio líquido 
TY y plaqueada en medio sólido TY suplementado con el (los) antibiótico(s) adecuado(s). Se 
realizaron controles en los que la cepa donadora, receptora y la portadora del plásmido de 
ayuda pRK2013 se procesaron en forma independiente.

4.3. Preparación de células electrocompetentes. Elecrotransformación de E.colL.

Se siguió la técnica de Wai Ling Tung y King Chuen Chow (1995). Se inocularon 500 
mi de medio LB con 1 mi de un cultivo de la cepa de E. coli de interés que había sido crecida 
desde el día anterior. El cultivo fue incubado a 37®C y agitado vigorosamente hasta que la 
DOeoonm llegó a 0,8 unidades. Las células fueron centrifugadas a 4000 g por 15 min a 4°C y se 
lavaron 2 veces con 200 mi de glicerol 10% a 4‘̂ C. Luego, las células se resuspendieron 
suavemente en 0,5 mi de GYT helado (10% glicerol, 0,125% extracto de levadura y 0,25% 
triptona.) y se fraccionaron en alícuotas de 1 0 0  pl.

Las electrotransformaciones fueron llevadas a cabo usando un equipo Gene Pulser (Bio 
-Rad) y en cubetas de 0,2 mi bajo las condiciones recomendadas por el fabricante (25 pF, 
200Q, 2,5 kV). Luego de la electrotransformación se adicionó inmediatamente a las células 1 
mi de medio SOC (2% triptona, 0,5% extracto de levadura, lOmM NaCl, lOmM S0 4 Mg 10 
mM MgCb), y la mezcla se incubó 1 hora a 3TC para permitir que la información contenida 
en el ADN introducido se expresara. Luego de la incubación las bacterias fueron plaqueadas 
en medio LB sólido selectivo e incubadas una noche a 37°C.

5. Técnicas de biología molecular.

5.1. Geles de lisis in sita.

Los perfiles de plásmidos fueron obtenidos por el método de lisis in situ de Wheatcroft et al 
(1990) previamente descripto. Las bacterias fueron cultivadas en medio TY liquido. Alícuotas 
de 1 mi de cultivos crecidos hasta una DOóionm de 0,4 fueron centrifugadas y las células 
lavadas con 1 mi de solución 0,3% (P/V) de sarcosilato de sodio. Las células de cada muestra 
fueron centrifugadas nuevamente, resuspendidas en 15 pl de solución de ficoll 2 0 % (PA/̂ ), y 
mantenidas en agua hielo hasta el momento de sembrar el gel de lisis/separación (0,75 % de 
agarosa con buffer TBE (Tris 0,09M; ácido bórico 0,09M; EDTA 0,002M)). Previo a la 
siembra de las muestras en cada fosa del gel se introdujeron 25 pl de una solución de SDS 
10% (P/V) con xylen cyanol, y la electroforesis se corrió a polaridad invertida hasta que el 
frente retrocedió un centímetro. Se detuvo la corrida y se procedió a la siembra. Para ello se
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agregaron 15|il de solución de lisis (sacarosa 8 % fícoll2% Tris 50 mM EDTA 25 mM, RNAsa 
0,4 mg/ml lisozima Img/ml) a cada una de las muestras, se mezclaron en forma suave e 
inmediatamente se sembraron 15|il de la mezcla por calle.
Se corrió a 30 V 30 min y luego a 110 V 2 h, luego se lavó con agua 30 min. y se tiñó con 
bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

5.2. Reacción en cadena de polimerasa (PCR).

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico capilar Idaho 
1605 (Idaho Technology). La composición de las mezclas de reacción utilizadas fiie: 50 mM 
Tris-HCl, pH 8,3; 500 pg/ml albúmina bovina (BSA); 3 mM MgCb; 200 pM dNTPS; 2 U 
Taq DNA polimerasa (Promega Corp.) y 10 pM de cada uno de los cebadores (primers) para 
PCR específicas. Los cebadores (primers) empleados están listados en la Tabla II.3..
Los cebadores fueron sintetizados por DNAgency (Malvern, PA, USA).

Tabla II.3. Secuencias nucleotídicas de los cebadores utilizados en reacciones de PCR en 
este trabajo.

Denominación Secuencia Referencia

IS50 - directo 5 ’ -GCTCGATCT AGAACGTTC ATGATAACTTCTGC-3 ’ esta Tesis

IS50 - reverso 5’-TCTGCGGACTGGCTTTCTAC-3’ esta Tesis

IS50seq 5 ’-TGGAAGATC AGATCCTGGAA-3 ’ esta Tesis

MBOREPl 5'-CCG CCG TTG CCG CCG TTG CCG CCG-3 Versaslovic 
et al(\99A)

nptil directo 5 -TGG GCA CAA CAG ACA ATC-3' Dra Hozbor

nptil reverso 5 -CCC CTG ATG CTC TTC GT-3' Dra Hozbor

rpt* directo 5'-TAG CTT CCG ACG GTA TTT CTC ATA -3' esta Tesis

rpt* reverso 5 -AAA GTC GGT TCG CAT AGG TG-3' esta Tesis

PTG - directo 5 -ATC ATC GAC GGT AGC AGT CC-3' esta Tesis

PTG - reverso 5'-ATA AGG TCG GAC ACT TCG C-3' esta Tesis

Finalizada la reacción de PCR, 10 pl del producto fueron sembrados en un gel de 
agarosa 1,5% (PA^) conteniendo 0,5-1,0 pg/ml de bromuro de etidio. El perfil de bandas 
obtenido fue fotografiado usando un cámara Polaroid o una cámara digital Kodak modelo DC 
1 2 0  bajo iluminación ultravioleta.

Los ADN moldes para las amplificaciones por PCR fueron obtenidos utilizando alguna 
de las siguientes metodologías:
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a) para amplifícaciones específicas sobre ADN genómico: Las células provenientes de 
cultivos líquidos o sólidos (10^-10^ ufe) fueron lavadas con NaCl 1 M y resupendidas en 100 
pl agua bidestilada estéril. La suspensión fue hervida por cinco minutos y centrifugada a 
14000 g por 4 minutos y 5 pl de los sobrenadantes fueron usados como ADN molde. El 
remanente fue conservado a -20®C.

Alternativamente se realizaron preparaciones de ADN total de acuerdo a la metodología 
que se describe a continuación en la sección 5.4.
b) para la generación de "huellas digitales" a partir de ADN genómico: Se procedió de 
igual manera que en el punto anterior pero empleando las células presentes en 1 mi de un 
cultivo de DOózonm 0,4.
c) para la amplifícación de secuencias especificas de ADN contenidas en plásmidos: Se
cortaron las zonas de los geles de agarosa de lisis in situ que correspondían a la posición de 
bandas plasmídicas específicas. Los tacos de agarosa se fundieron luego por calentamiento en 
500 pl de agua destilada estéril y 10 pl de la mezcla fueron usados como ADN molde. 
Cuando los plásmidos fueron de tamaño pequeño se realizaron minipreparaciones de los 
mismos según se indica en la sección 5.3. siguiente.

5.2.1. Amplificación de secuencias específicas.

La concentración de nucleótidos para las reacciones de PCR específica fue de 10 pM. 
Las condiciones de ciclado utilizadas fueron las siguientes: una etapa de desnaturalización 
inicial a 94°C durante 15 segundos; y 35 ciclos de: desnaturalización a 94°C durante 10 
segundos, annealing a 53°C° 10 segundos, y elongación a 72°C 20 segundos para los 
cebadores nptil y rpt*, y 30 segundos para la IS50. Como etapa final se incubó la mezcla a 
72°C 20 segundos.

5.2.2. Generación de "huellas digitales" de ADN total por PCR.

Los cebadores MBOREPl que se utilizaron para obtener los perfiles de "huella digital" 
corresponden a elementos repetidos diseminados a lo largo del genoma bacteriano (Versalovic 
et a i, 1994; Tabla H.3.). Las amplificaciones se realizaron utilizando el siguiente esquema de 
ciclado térmico: una etapa de desnaturalización inicial a 94°C 7 minutos; 30 ciclos de: 
desnaturalización a 94°C 10 segundos, annealing a 65°C° 70 segundos, y elongación a 72°C 2 
minutos. Como etapa final se incubó la mezcla a 72°C 4 minutos.

5.3. Preparación de ADN plasmídíco en pequeña escala ("minipreps").

Los plásmidos de E. cali fueron preparados ya sea por la técnica de lisis alcalina 
descripta por Maniatis et al (1982) o usando columnas comercializadas por Quiagen 
siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
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5.4. Extracción de ADN total.

A partir de cultivos en fase exponencial tardía se centrifugaron 1,5 mi de durante 3 min. 
en un microtubo de polipropileno. Las células se lavaron luego con 200 pl de N-lauril 
sarcosina 0,1% (PA^) en TE y se centrifugaron. A continuación el sedimento se resuspendió 
en 300 pl de TE, se añadieron 100 pl de lisozima 1 mg/ml en sacarosa 20% (P/V), se incubó 1 
hora a 37°C, y luego se agregaron 100 pl de pronasa (2,5 mg/ml en TE, predigerida a 37°C 
durante un mínimo de 90 minutos) y 100 pl de SDS al 5% (P/V) en TE. La suspensión que 
fue mezclada por inversión se incubó a 37®C durante 1-2 horas. Transcurrido este tiempo, los 
restos celulares se precipitaron con 125 pl de una solución de NaCl 5M en TE previamente 
esterilizada en autoclave. La mezcla se incubó en hielo 30 minutos y se centrifugó. 
Posteriormente, a la solución de ADN se le añadió un volumen igual de fenol y se agitó 
durante 1 minuto. La mezcla se centrifugó durante 5 minutos a 14000 g pasando a 
continuación la fase superior acuosa a un nuevo tubo donde se repitió la extracción con fenol. 
Recogida la fase acuosa se procedió a dos nuevas extracciones, la primera con 
fenol/cloroformo y la segunda con cloroformo. El ADN se precipitó añadiendo 2,5 volúmenes 
de etanol 100% frío (-20°C), incubando la mezcla a -20°C un mínimo de 2 horas, y 
centrifugando la misma 15 minutos a 14000 g. El precipitado obtenido se lavó con 0,5 mi de 
etanol al 70%, se secó al vacío durante 20-30 minutos y el ADN seco se resuspendió en 25-50 
pl de TE al que se añadió 1 pl de una solución de RNAsa 1 mg/ml (P/V).

5.5. Preparación de Usados celulares.

Los Usados celulares se prepararon según se detalla en los puntos 5.2.a y 5.2.b para la 
preparación de los ADNs molde para las reacciones de PCR.

5.6. Determinación de la concentración de ADN y oligonucleótidos.

Se ha seguido el método espectrofotométrico descrito en Sambrook et al. (1989). La 
absorbancia de las soluciones de ADN en agua o en TE fueron medidas a 260 y 280 nm. Las 
concentraciones fueron estimadas considerando que una DO260nm = 1 corresponde a las 
siguientes concentraciones: 50pg/ml de ADN de cadena doble, 40 pg/ml de ADN de cadena 
sencilla o ARN, y 20 pg/ml de oligonucleótidos. La relación D0260nm/D0280nm se utilizó 
como estimadora de la pureza de la preparación, considerándose valores por debajo de 1,8 

como indicadores de contaminación por proteínas o fenol. Para muestras de ADN de baja 
pureza o baja concentración se empleó preferencialmente el método de comparación de 
fluorescencias en gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores de ADN de concentración 
conocida, también descrito por Sambrook et al. (1989).
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5.7. Tratamientos enzímáticos del ADN.

Las digestiones con enzimas de restricción se realizaron en las condiciones óptimas para 
la enzima, siguiendo las indicaciones de temperatura y tampón propuestas por las casas 
comerciales (Boehringer y Promega), y las recomendaciones descritas en Sambrook et al. 
(1989). Las reacciones se llevaron a cabo habitualmente con 0,5-5 pg de ADN, 0,1 volumen 
del buffer correspondiente suministrado por la casa comercial (diez veces concentrado) y 0,5- 
1 unidad de la enzima a utilizar en un volumen final de 10-25pl. Las mezclas de reacción 
fueron incubadas a la temperatura óptima de las enzimas utilizadas por un período de tiempo 
mayor que 2  horas.

5.8. Electroforesis de ADN.

5.8.1. Separación e identificación de fragmentos de restricción o de amplificación por 
PCR mediante electroforesis en geles de agarosa.

La separación de fragmentos de ADN mediante electroforesis horizontal en geles de 
agarosa (0,8-2% P/V) fue realizada empleando TBE (Tris 89 mM, EDTANa2 2,5 mM, BO3H3 

89 mM, pH 8,2) como tampón de corrida. El voltaje de trabajo varió entre 5 y 12 volts/cm. 
Como solución de siembra se utilizó sacarosa 40% y azul de bromofenol 0,25% en una 
relación 5 pl solución de ADN en agua o TE / pl solución de carga.

5.8.2. Revelado de geles y fotografía.

El agregado de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio a los geles de agarosa permitió la 
visualización de los fragmentos de ADN por transiluminación con luz ultravioleta de >. = 260 
nm. El registro de los resultados se realizó mediante fotografía de los geles con una cámara 
Polaroid o con una cámara digital Kodak modelo DC 120 (software-EDAS-Kodak) bajo 
iluminación ultravioleta.

5.8.3. Estimación de los pesos moleculares de fragmentos de restricción por
electroforesis en gel de agarosa.

El tamaño de los fragmentos de restricción fue determinado por interpolación gráfica en 
curvas en las que fue representado el logaritmo del peso molecular de fragmentos de ADN de 
tamaño conocido frente a la movilidad de cada uno de esos fragmentos. Como patrones de 
peso molecular fueron utilizados ADN del fago lambda digerido con la endonucleasa de 
restricción ///«dlll, o bien ADN del fago lambda digerido con las endonucleasas EcoRI y 
HináWl.
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5.9. Ensayos de hibridación {Southern bloi).

El ADN resultante de la digestión con endonucleasas de restricción, fue separado por 
electroforesis en gel de agarosa-TBE al 0.8 % a 1-2 Volt/cm. Una vez finalizada la corrida se 
visualizó el ADN por tinción con bromuro de etidio e iluminación con luz UV. A 
continuación el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa o nylon (Nylon N - 
Hybond). La transferencia alcalina de ADN se llevó a cabo mediante el siguiente 
procedimiento: en primer lugar se incubó el gel de agarosa durante 1 hora en una solución de 
desnaturalización (NaOH 0,4 M y NaCl 3,0 M). Luego el gel se lavó durante 15 minutos con 
la solución de transferencia ( 8  mM de NaOH y 3,0 M de NaCl, pH 11,4) y se colocó entre 
papeles absorbentes y sobre la membrana Hybond formando un puente de papel por el que 
circuló la solución de transferencia por capilaridad durante una hora (transferencia rápida). 
Transcurrido ese lapso de tiempo, la membrana se neutralizó con tampón fosfato a pH 6 ,8  

(NaH2P0 4  / Na2HP0 4  0,2M de cada uno) por 10 minutos para provocar la renaturalización del 
ADN. Se la secó a 80°C y finalmente se fijó el ADN a la membrana mediante exposición a luz 
UV áQX = 260 nm durante 10 min.

Los filtros fueron prehibridados e hibridados en la misma mezcla (solución de 
prehibridación) excepto por la presencia de la sonda en esta última. Se utilizaron condiciones 
que favorecieron la hibridación de la sonda con regiones de ADN de alta similitud de 
secuencia [58°C, 5X SSC (SSC IX: 150 mM NaCl, 15 mM citrato de sodio)]. Los lavados del 
filtro posteriores a la hibridación consistieron en: dos lavados con 2xSSC - 0.1% (PA/̂ ) SDS a 
temperatura ambiente; dos lavados con 0,lxSSC - 0,1% SDS a 60°C (Boehringer Manheim).

5.10. Construcción de sondas marcadas con dígoxígenína (DIG) por PCR.

Las sondas de hibridación marcadas con DIG fueron preparadas por PCR empleando las 
condiciones de amplificación descriptas en el punto 5.2.1. según correspondiera, pero 
empleando desoxiribonucleótidos (dNTPs) y digoxigenina-11-dUTP en las concentraciones 
indicadas en el producto DIG Nucleic Acid Kit de Boehringer Manheim. Para eliminar 
nucleótidos libres (fríos y marcados) los productos de PCR fueron precipitados por agregado 
de 3 volúmenes de etanol 96% y 0,1 volumen de acetato de sodio 3M, y centrifugación a 
14000 g 10 minutos. El precipitado fue lavado finalmente con 100 pl de etanol 70%, 
centrifugado 5 minutos a 14000 g 10 minutos y resuspendido en 50 pl de agua. Cuando fue 
necesario, la sonda se conservó congelada a -20°C ya sea en agua o en solución bloqueante de 
hibridación.

5.11. Clonado de regiones de ADN rizobiano flanqueante al transposón Tn5.

ADN total (1-5 pg) de los mulantes Tn5 y Tn5B13 fue incubado con la enzima de 
restricción EcoR\ en un volumen final de reacción de 50 pl (se ensayaron 5 pl de la mezcla de 
digestión en gel de agarosa 0.8%, con el fin de confirmar si la digestión fue completa). De la
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misma manera se procedió para la digestión de los plásmidos pSUP102 (para el clonado de 
inserciones Tn5) y pKlSmob (para el clonado de inserciones Tn5B13). A las mezclas de 
digestión, para eliminar la enzima, se les realizó una extracción con fenol/c loro formo ( 1 0 0  pl 
de agua bidestilada estéril + 1 0 0  pl de fenol-cloroformo) y precipitación etanólica según se ha 
descripto en el punto anterior. El producto de la digestión se resuspendió en 20 pl de agua 
desionizada estéril (4 pl fueron analizados en un gel de agarosa 0,8%). Alternativo a este 
procedimiento hemos también inactivado la enzima £'coRI por calentamiento a 65°C 10 
minutos con resultados similares.

La reacción de ligación de los fragmentos genómicos £coRI con los vectores digeridos 
con la misma enzima fue realizada en un volumen final de 40 pl con el tampón de ligación y 
4U de T4 DNA ligasa (Promega). La mezcla de reacción se incubó 12 h a 16° C, se precipitó 
con etanol siguiendo el protocolo descripto en la sección 5.10, y se resuspendió en 20 pl de 
agua desionizada estéril. La mitad de la mezcla de ligación se usó para la transformación de 
células de E.coli DH5a electrocompetentes.

5.12. Subclonado de los fragmentos de ADN rizobíano flanqueante al transposón
Tn5B13.

Previo a la secuenciación de la región interrumpida por la inserción del transposon 
TnJBn se debió subclonar las regiones adyacentes a la inserción (por separado cada una de 
las regiones de unión entre el transposón y el ADN del rizobio). Para ello se digirió la región 
clonada con E'coRI y BamYW y se agregó en ensayos de ligación separados, el vector pUC18 
previamente digerido ya sea con ambas enzimas o solamente con BamRl. Para recuperar uno 
de los extremos se seleccionó por la resistencia a Te, ya que al digerir con BamWl la 
resistencia queda en uno de los extremos. Los vectores que ligaron el otro extremo del 
transposón con ADN del rizobio fueron reconocidos mediante una PCR para amplificar 
secuencias de la IS50. Esa PCR fue realizada sólo sobre aquellos clones que mostraron 
ausencia de actividad p-galactosidasa en medio LB con X-Gal, y sensibilidad a Te.

5.13. Clonado de la secuencia codificante del gen rptl de la cepa LPU88.

Para poder obtener un clon que contenga la secuencia completa del gen rptl de la cepa 
LPU8 8 , se utilizó la siguiente estrategia experimental. En primera instancia se amplificó, 
utilizando la técnica de PCR previamente detallada, un fragmento del gen rpt empleando los 
cebadores PTG. Dicho fragmento fue luego ligado al vector comercial pGem-T (Promega 
Coorporation) diseñado para facilitar el clonado de productos de PCR. En la etapa siguiente la 
mezcla de ligación se usó para la transformación de células de E.coli DH5a 
electrocompetentes. Las colonias que contenían el inserto de interés fueron seleccionadas 
según su resistencia a antibióticos (Ap). La presencia de inserto se evaluó por PCR 
(amplificación del fragmento) en aquellos clones candidatos que mostraron ausencia de 
actividad p-galactosidasa en medio LB con X-Gal.
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El fragmento de PCR que contiene al gen rptl clonado en el pGemT easy, se digirió con 
la enzima £coRI y se lo ligó al plásmido pCW504 digerido con la misma enzima de 
restricción. Este plásmido recombinante denominado pMP3 se introdujo por electroporación 
en la cepa E. coli DH5a. Se seleccionaron las colonias de E. coli DH5a que resultaron Gm 
resistentes y que mostraron ausencia de actividad {3-galactosidasa en medio LB con X-Gal. Se 
corroboró la construcción por digestión con E'coRI y visualización del fragmento en un gel de 
agarosa.

5.14. Clonado de un fragmento interno del gen rptl de la cepa LPU88.

Para poder obtener un clon que contenga una secuencia interna del gen rpt de la cepa 
LPU8 8  se utilizó la siguiente estrategia experimental. En primera instancia se amplificó, 
utilizando la técnica de PCR previamente detallada, un fragmento del gen rpt empleando los 
cebadores rpT .̂ Luego dicho fragmento se ligó al vector comercial pGem-T (Promega 
Coorporation). Del mismo modo que hemos descripto en el punto anterior, la mezcla de 
ligación se usó para la transformación de células de E.coli DH5a electrocompetentes. Las 
colonias que contenían el inserto de interés fueron seleccionadas según su resistencia a 
antibióticos (Ap). La presencia de inserto se evaluó por PCR (amplificación del fragmento) en 
aquellos clones candidatos que mostraron ausencia de actividad P-galactosidasa en medio LB 
con X-Gal.

5.15. Mutagénesís en sitios específicos.

El procedimiento empleado consiste básicamente en remplazar en el genoma de la cepa 
salvaje por recombinación homóloga al segmento de ADN salvaje por el respectivo fragmento 
homólogo. Este procedimiento se llevó a cabo introduciendo por vía conjugativa el fragmento 
EcoRl del plásmido pSmeLPU88b::Tn5 (descripto previamente su clonado) y el fragmento 
generado por la amplificación con los primers rpf^ en el plásmido suicida pSPU102, 
generando el plásmido designado pMP4.

En el clonado del fragmento de PCR, se aplicó el siguiente procedimiento: se digirió 
con la enzima EcoRI, tanto el plásmido pSUP102 como el pGemT easy que contiene al 
fragmento de PCR. Previa desnaturalización de la enzima por calor, se insertó por ligación el 
fragmento. Se seleccionaron las colonias de E. coli Dh5a que resultaron Te resistentes y Cm 
sensibles ya que el sito Ê coRI interrumpe dicho gen. Se corroboró la construcción por 
digestión con EcoVl

Una vez clonado el fragmento en el plásmido movilizable se interrumpió el gen por 
simple recombinación homóloga en la cepa salvaje por conjugación triparental.



Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Materiales y  Métodos 45

5.16. Secuenciación de ADN.

El ADN ftie secuenciado usando Taq FS DNA polimerasa y terminadores dideoxi 
fluorescentes en un método de secuenciamiento por ciclado, los fragmentos de ADN 
resultantes se corrieron en electroforesis y se analizaron usando un secuenciador automático 
de ADN (Applied Biosystems 377).

6. Evaluación de diversidad.

La hoja de cálculo Excel (Microsoft) se utilizó para producir los 500 ordenamientos, 
calcular el índice de Shannon-Weiner y el índice de diversidad de Simpson con el estimador 
de Pielou para poblaciones finitas.

El índice de Shannon-Weiner H = - Z /?i Inpi, donde p\ es la fracción de los i tipos en la 
población (Shannon y Weaver, 1949).

El índice de diversidad de Simpson con el estimador para poblaciones finitas de Pielou 
1-D = 1- I  [n¡ (n¡ -  1)/ N (N -  1)], donde n¡ es el número de los i tipos y N es el número de 
tipos de la población (Pielou, 1969).

El índice de Shannon-Weiner calcula la incerteza de predecir el tipo de otro aislamiento 
de ese suelo, y el índice de Simpson de diversidad se basa en la probabilidad de tomar dos 
individuos diferentes. Ambos índices miden heterogeneidad por incorporación tanto de la 
riqueza como la distribución de tipos.

7. Ensayos con plantas.

7.1 Plantas, esterilización de semillas en superficie y germinación.

En los distintos experimentos se utilizó Medicago sativa (alfalfa), ecotipo CUF 101 
como planta huésped. Las semillas de alfalfa fueron esterilizadas en superficie por inmersión 
en 2,5% de HgCl2  durante 9 min., 30 seg. Transcurrido este tiempo, se lavaron 
abundantemente (5-6 veces) con H2 O estéril y se dejaron húmedas en reposo durante 2 h. A 
continuación, se extendieron en condiciones asépticas sobre placas de Petri con ágar-agua, y 
se dejaron finalmente en oscuridad a 28^C hasta su germinación (24-48 h). Opcionalmente se 
pudo comprobar el grado de esterilidad extendiendo algunas semillas en placas de TY e 
incubándolas a 28^C.

7.2. Condiciones de cultivo.

Todos los ensayos se realizaron en una cámara de cultivo de plantas mantenida en las 
siguientes condiciones: fotoperíodo de 16/8 horas (luz/oscuridad), 25/18°C de temperatura 
(día/noche) y 50% de humedad relativa.
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7.3. Cultivo axénico de plantas de alfalfa.

Cuando las plántulas alcanzaron una longitud de 1 -2 cm, se introdujeron en condiciones 
asépticas en bolsas plásticas que contenían 1 0  mi de solución nutritiva y un soporte de papel 
de filtro, (cinéticas de nodulación /experimentos de competición). Para evitar que la luz incida 
directamente sobre las raíces, las bolsas se cubrieron en su mitad inferior con papel opaco y se 
llevaron a la cámara de cultivo de plantas. Alternativamente las plantas fueron crecidas en 
macetas con vermiculita y solución nutritiva.

Solución nutritiva.
Como solución mineral libre de nitrógeno para los cultivos de alfalfa se utilizó la 

solución mineral libre de nitrógeno descrita por Jensen (Jensen., 1942).

CaHP0 4  1 g
MgS04.7H20 0 ,2  g
NaCl 0,2 g
K2HPO4 0,2 g
FeCl3.6 H2 0  0,1  g
H2O (desionizada) 1 0 0 0  mi

El medio fue esterilizado en autoclave 20 minutos a 120°C. Se le agregó luego 1 ml/1 de 
la siguiente solución de micronutrientes:(g/l): 3,73 KCl, 1,55 H3BO3, 0,85 MnS0 4 .H2 0 , 0,13 
CUSO4 .5 H2O, 0,58 ZnS0 4 .7 H2 0 , 0,018 (NH4)6Mo7 0 2 4 .H2 0 .

Inoculación de los cultivos.
La inoculación de las plantas de alfalfa con los cultivos bacterianos se hizo tras 5 días 

de permanencia en la cámara de cultivo.
En el caso de las bolsas plásticas se inoculó 100 pl de suspensión bacteriana por planta 

en medio Fáhraeus (Fáhraeus, 1957) (las cuales contenían entre 10̂  a 10  ̂ufc/ml). Se hicieron 
recuentos en placa de los inóculos preparando diluciones seriadas de los mismos.

7.4. Medida de la competitividad para la nodulación.

La determinación del número de nódulos que una cepa es capaz de formar en presencia 
de otra se hizo mediante identificación de cepas marcadas con diferentes resistencias a 
antibióticos.
Los inóculos fueron preparados a partir de cultivos en fase logarítmica tardía a los que se les 
estimó el número de bacterias por medida de D.Oóoonm- Se tomó de cada cultivo un volumen 
adecuado que se diluyó en el medio mineral estéril para conseguir la densidad celular deseada
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(1 0 ^-1 0  ̂ufc/ml, según el experimento).
La inoculación de las plantas se realizó con suspensiones bacterianas formadas por la 

mezcla de dos cepas en proporción 1:1 y la mezcla se utilizó para inocular un mínimo de 2 0  

plantas. Se partió para esto de cultivos bacterianos que tenían aproximadamente la misma DO 
a 600 nm. Quince días después de la inoculación se cortaron las raíces noduladas y se 
esterilizaron superficialmente los nódulos.

Los patrones diferenciales de resistencia a antibióticos permitieron determinar la 
ocupación de cada una de las dos cepas inoculadas.

7.5. Reaislamiento de rizobios de los nódulos.

Los nódulos aparecidos en los experimentos de competitividad fueron separados de la 
planta y esterilizados en superficie con H2O2 al 20% durante 10 min. Seguidamente se lavaron 
vigorosamente con agua estéril 5-6 veces y se trituraron individualmente, en condiciones 
asépticas, con una varilla de madera. Una gota del triturado se extendió sobre placas de medio 
TY con el/los antibiótico/s requeridos para la selección.
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CAPITULO III:

Caracterización genotípica 
de aislamientos locales de S. meliloti: 
Evaluación de la diversidad genómica y 
plasmídica.
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1. Construcción de una colección de aislamientos de 5. m elilo ti como 
material de base para la búsqueda de plásmidos conjugativos.

En la primera parte de este Capítulo hemos enfocado la construcción de una colección 
de aislamientos de rizobios noduladores de alfalfa presentes en un conjunto de suelos locales. 
El objetivo a mediano plazo a partir de la disponibilidad de dicha colección ha estado dirigido 
a la identificación y caracterización de nuevos sistemas de movilización de ADN mediado por 
plásmidos conjugativos en la bacteria fijadora de nitrógeno (Capítulos IV-VI). Si bien existe 
abundante información sobre varios sistemas conjugativos en plásmidos de E. coli y en 
mucho menor número en otras bacterias gram positivas y gram negativas, en la familia 
Rhizohiaceae la caracterización ha sido incipiente y se ha centrado esencialmente en 
plásmidos de los patógenos de plantas Agrobacterium tumefaciens y A. rizogenes (ver 
revisión, Farrand, 1997). Como he mencionado en la Introducción de esta tesis, se ha 
descripto que algunos de los megaplásmidos simbióticos de rizobios son conjugativos 
(sección 1.4.5). Aunque ese no es el caso de los megaplásmidos de S. meliloti, sí se ha 
descripto en esta bacteria la presencia de plásmidos crípticos conjugativos (Mercado-Blanco y 
Olivares, 1993). Sin embargo, es muy escasa en general la información sobre abundancia, 
distribución, y compatibilidad de los plásmidos con carácter transferible en S. meliloti (y en 
rizobios en general), existiendo además sólo en unos pocos casos información genético- 
molecular de los sistemas de transferencia (Herrera-Cervera et al, 1998, Mercado-Blanco y 
Toro, 1996). Paradójicamente, es muy abundante la evidencia que muestra la existencia de 
transferencia génica horizontal en rizobios. Recientemente se ha sugerido, por ejemplo, que la 
estructura de los genes de nodulación de R. galegae es el resultado de eventos pasados de 
transferencia génica desde bacterias donadoras hacia precursoras ancestrales de carácter 
patogénico vinculadas a Agrobacterium (Terefework Z et al., 1998). La caracterización de 
sistemas de movilización en rizobios esperamos permita dimensionar con más precisión la 
significación de los eventos de transferencia génica horizontal en la generación de 
variabilidad y la adaptabilidad en estas bacterias simbióticas.

Por las razones expuestas en el párrafo precedente, y con el propósito de iniciar la 
búsqueda sistemática y caracterización de plásmidos transmisibles en S. meliloti simbionte de 
alfalfa, en este Capítulo se presenta el análisis genómico y de contenido plasmídico de una 
colección de 65 aislamientos recuperados de suelos locales. Empleando técnicas moleculares 
hemos: a) estimado la diversidad del germoplasma disponible, b) clasificado los aislamientos 
en base al contenido y tamaño de sus plásmidos, y c) analizado el grado de correlación entre 
las características genómicas y el tipo de plásmidos presentes. En nuestro caso, los 
aislamientos analizados fueron recuperados de varios suelos todos con pHs cercanos a la 
neutralidad (rango de pHs aprox. 6 -8 ). El tipo de muéstreos para recuperar rizobios que 
existen en la literatura son muy diferentes dependiendo esencialmente de la finalidad del 
estudio (análisis de diversidad local (Kosier et al., 1993) o en varios sitios (Pafifetti et al., 
1996), por ejemplo). Se encuentra en general mucha variación respecto de la cantidad y 
distancia relativa de los lugares maestreados, así como en el número de aislamientos
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recuperados de cada sitio y totales. El objetivo de esta parte del trabajo fue la construcción de 
una colección de aislamientos que, siendo manejable y práctica desde el punto de vista 
experimental, tenga una buena representatividad de la diversidad presente en los suelos 
muestreados. La colección cuyas características de diversidad describo a continuación es la 
que hemos utilizado para el aislamiento y caracterización de plásmidos transmisibles por 
conjugación.

En caso que las cepas locales de S. meliloti posean plásmidos transmisibles es esperable 
que la probabilidad de encontrarlos aumente con el número de aislamientos que se analicen. 
Además, dado que de acuerdo a los datos de la literatura la diversidad de rizobios dentro de 
un mismo suelo puede ser muy variable (Kosier et a l, 1993; Louvrier et a l, 1996), nuestra 
elección fue la de construir la colección a partir de aislamientos que provengan de diferentes 
suelos para aumentar la probabilidad de colectar germoplasma (y plásmidos) diferente(s). En 
nuestro caso, los aislamientos de S. meliloti fueron recuperados de 25 suelos diferentes, 
pertenecientes en su mayoría a campos de las cercanías de la ciudad de Arrecifes, partido de 
Bartolomé Mitre. Los rizobios se aislaron a partir de nódulos radiculares de alfalfa colectados 
ya sea a campo, o en ensayos de nodulación en el laboratorio a partir de muestras de suelo. En 
el Capítulo II (Tabla II.2.) se presenta la denominación asignada a cada uno de los 
aislamientos obtenidos, el modo en que fueron aislados (a campo o en ensayos de 
laboratorio), y la localización geográfica del suelo de origen y el pH del mismo. Se obtuvieron 
en total 65 aislamientos (1-6 aislamientos / suelo) la mayoría de los cuales fueron recuperados 
en los ensayos de nodulación en el laboratorio (85%). Todos los aislamientos presentados en 
la Tabla II.2. fueron re-confirmados en su capacidad para nodular alfalfa. Además, dado que 
que en suelos de la región central de Argentina existen cepas de rizobios noduladores de 
alfafa distintos de S. meliloti y genéticamente relacionadas a la cepa Rhizobium spp. Orí 91 
(Del Papa et al., 1999; Eardly et al., 1992) evaluamos si alguno de los aislamientos 
correspondía a este último tipo de rizobios. Los 65 aislamientos fueron capaces de crecer en 
medio LB a 37 ®C, condición en la que solamente desarrollan los aislamientos de S. meliloti, y 
no los de tipo Orí 91. En la sección siguiente presentaré la evaluación de diversidad 
genotípica presente en esta colección.

2. Caracterización genómica de los aislamientos de S, m elilo tu

La diversidad genómica de los aislamientos fue analizada mediante técnicas de "huella 
digital" (Jingerprint) de ADN empleando la metodología de MBOREPl (Capítulo II, sección 
5.2.2). Dicha metodología consiste en la amplificación por PCR de secuencias de ADN 
genómicas empleando cebadores correspondientes a secuencias conservadas en los genomas 
de bacterias (de Bruijn, 1992, Versalovic et a l, 1994). La Figura III.l.B. muestra los distintos 
patrones de amplificación de ADN representativos de los diferentes aislamientos de la 
colección. Los mismos fueron clasificados de acuerdo a sus patrones de amplificación en 13 
grupos distintos, donde el patrón más frecuente (línea L) está representado por 13 
aislamientos (23%). La Figura III. LA. muestra las frecuencias correspondientes a cada uno de
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Figura IIl.l. Perfiles de "huella digital" genómica generada mediante MBOREPl-PCR a partir de 
aislamientos locales de Sinorhizobium meliloti. En la parle B de la Figura se presentan las "huellas 
digitales" correspondientes a los 13 grupos que han sido definidos de acuerdo a los patrones de 
amplificación observados. En la parte A se presentan en forma gráfica las frecuencias relativas de 
aparición de cada uno de los patrones. Se analizaron en total 55 aislamientos.

los 13 grupos establecidos. La asignación de los aislamientos a cada uno de los grupos se 
realizó por comparación visual de todos los patrones obtenidos considerando sólo los 
productos de amplificación (amplicones) de mayor intensidad y los de intensidad intermedia. 
No hemos realizado análisis de relaciones filogenéticas entre los aislamientos dado que sólo 
se intentó estimar la diversidad a través del número de patrones de amplificación diferentes 
cuyo análisis a través de índices numéricos se presenta en la sección II 1.4. siguiente. La 
caracterización genómica que se resume en la Figura IIl.l. nos ha permitido establecer la 
presencia de 13 patrones diferentes con una metodología ya utilizada para la caracterización



Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Capítulo III 53

genómica de otras bacterias (Versalovic et a l, 1994). Hemos considerado cepas diferentes a 
todos aquellos aislamientos en los que puede ponerse en evidencia al menos una característica 
geno- / fenotípica diferencial.

3. Análisis del contenido de plásmidos en la colección de aislamientos locales 
de S, m elilo íL

Para avanzar en la caracterización genotípica de las cepas, cada aislamiento fiie 
examinado en su perfil plasmídico por la técnica de lisis in situ en geles de agarosa (Capítulo 
II, sección 5.1). Dicha metodología que minimiza la ruptura mecánica de los plásmidos 
permite la visualización de replicones de gran tamaño y bajo número de copias. Los diferentes 
tipos de perfiles plasmídicos que hemos obtenido para nuestros aislamientos se presentan en 
la Figura III.2.B. Según se muestra, los aislamientos fueron clasificados en 22 grupos
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Figura III.2. Perfiles de plásmidos correspondientes a los diferentes patrones obtenidos a partir de 
aislamientos locales de Sinorhizobium meliloti en geles de lisis in situ tipo-Eckhardt. En la parte B de 
la Figura se presenta el detalle de los perfiles de plásmidos correspondientes a los 22 grupos que han sido 
definidos. En la parte A se presentan en forma gráfica las frecuencias relativas de aparición de cada uno 
de los patrones de la parte B. Se analizaron en total 65 aislamientos.
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diferentes de acuerdo al número y tamaño de las bandas plasmídicas observadas (tipo de 
perfil). Empleando cepas previamente caracterizadas (Hynes et a l, 1986) hemos podido 
determinar que el rango de tamaño de los replicones plasmídicos de nuestra colección varía 
aproximadamente entre 22 - 1600 kb. Puede observarse por otra parte que la mayoría de los 
aislamientos (85%) presenta más de una banda plasmídicas, teniendo 4 bandas el patrón más 
frecuente (25 % de los aislamientos, patrón 19). La Figura III.2.A. muestra las frecuencias 
correspondientes a cada uno de los 22 patrones de bandas observados. Cabe destacar que en 
las condiciones experimentales utilizadas los megaplásmidos simbióticos, pSyma y pSymb no 
fueron resueltos por lo que se observaron como una única banda. En el caso de los plásmidos 
crípticos no puede descartarse que una única banda pueda corresponder a la presencia de más 
de más plásmido con la misma movilidad electroforética. Asimismo, aunque en el caso de 
plásmidos de gran tamaño no es común ver distintas formas superenroliadas de un mismo 
plásmido (topoisómeros), tal posibilidad no debe ser descartada (ver resultados del Capítulo V 
sección 4, referidos a pérdida de plásmidos por incompatibilidad). Por tanto, el número de 
bandas que hemos observado en cada una de las cepas debe ser considerado con reserva si se 
desea determinar en forma fehaciente el número real de replicones plasmídicos presentes.

4. Estimación de la diversidad genética de los aislamientos a través de 
parámetros numéricos. (Co-)Relación entre los genotipos de ”huella 
digital'  ̂y los perfiles de plásmidos.

En las secciones precedentes hemos puesto de manifiesto una marcada diversidad 
genómica entre los aislamientos estudiados mediante las técnicas de MBOREPl-PCR y 
análisis de perfiles plasmídicos. En esta sección, mostraré el modo en que hemos analizado 
esta diversidad genética mediante parámetros cuantitativos, y en la sección siguiente cómo 
hemos explorado si el conjunto de cepas con el que trabajamos es representativo de la 
diversidad global presente en los suelos de los que se han extraído los rizobios.

La estimación numérica de la diversidad genética presente en una población puede 
realizarse empleando diferentes modelos y estimadores matemáticos que ya han sido usados 
por otros autores (Coutinho et al., 1999, Palmer y Young, 2000). En todos los casos la 
información de base corresponde al número y/o distribución de genotipos existentes dentro de 
la población que se analiza. Los distintos genotipos presentes en la población que se analizan 
deben clasificarse en categorías que representan en sí las unidades taxonómicas de trabajo 
(OTUs, operative taxonomic units) (Coutinho et al., 1999). En nuestro caso, las unidades 
taxonómicas corresponden ya sea a los grupos de "huella digital" genómica o a los de perfiles 
plasmídicos que hemos establecido en las secciones anteriores (Figuras III.2. y III.3.). A partir 
del agrupamiento de aislamientos en las distintas OTUs pueden calcularse diferentes índices 
numéricos a modo de estimadores de la diversidad genética de la población bajo análisis. Uno 
de esos indicadores corresponde al índice de Shannon-Weaver (1949) (Materiales y Métodos, 
sección II.7.) que estima la incerteza de predecir la OTU particular (perfil de plásmidos.
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fingerprint, etc) a la que correspondería un nuevo aislamiento que sea extraído de la 
población:

H'= -ILpi \x\pi donde p¡ = proporción de la OTU/ en la población analizada.

Otro indicador corresponde al índice de diversidad de Simpson con el estimador de Pielou 
(Pielou, 1969) para poblaciones finitas que corresponde a la probabilidad de tomar dos 
aislamientos nuevos diferentes a partir de la población en estudio:

(1 - D) = 1 -S [ ni{rii-\) / N X (N-1) ] donde n¡ = No de aislamientos de la OTUz
N = No de aislamientos de la población

Ambos índices miden de diferente modo la heterogeneidad poblacional por incorporación de 
la riqueza y la distribución de tipos (OTUs). De ambos índices, sin embargo, el de Simpson 
refleja mejor las diferencias entre las OTUs dominantes. Considerando la distribución de 
nuestros aislamientos en los diferentes grupos de "huella digital" y perfiles plasmídicos 
(OTUs) hemos calculado los índices de Shannon y Simpson que presentamos en la Tabla 
IIU .

Tabla II 1.1. Indices de diversidad de Shannon y Simpson calculados en base a la 
distribución de aislamientos de S. meliloti entre los diferentes tipos de 
"huella digital" genómica y perfiles plasmídicos defínidos en este estudio.

Criterio usado para la 
generación de las OTUs* de OTUs (tipos) Indice de diversidad 

Shannon (ET) Simpson (l-D) ̂
Perfiles de plásmidos 18 2,39 0,89
"huella digital" genómica 
Perfiles de plásmidos +

13 2,24 0,88

"huella digital" genómica 
(ambos caracteres)

33 3,28 0,97

 ̂Unidad taxonómica de trabajo, ver texto.
Los valores en azul tienen difereneias signifieativas eon el valor en rojo en una prueba t eon nivel de 
signifíeación del 5%. El eáleulo de la desviaeión estándar de eada uno de los índiee se dedujo de la 

 ̂siguiente ecuaeión a = (4/N (Si pî  - ê )*̂ .̂
Se eonsidera que dos aislamientos perteneeen a una OTU diferente cuando difieren ya sea en uno u 
otro earácter genotípieo, o en ambos.

Palmer y Young (2000) han usado previamente el índice de Shannon para la 
caracterización de poblaciones de R. leguminosarum de distintos orígenes empleando 
marcadores genéticos cromosomales y plasmídicos. Mientras a nivel cromosomal analizaron 
secuencias de ADN espaciadoras del transcripto que se genera entre los genes ribosomales 
16S y 23S (ITS),. a nivel plasmídico analizaron secuencias de los genes repC pertenecientes a 
las replicasas (cada una de las secuencias corresponde a plásmidos de un grupo de
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incompatibilidad diferente, ver Introducción, sección I.4.4.). Los valores obtenidos de la 
aplicación del índice de Shannon a las OTUs definidas a través de las diferentes ITS y genes 
repC variaron entre 3,46-0,28 y 2,29-0,14, respectivamente, dependiendo de la población 
analizada. Los índices de Shannon que presentamos en la Tabla IILl. tienen valores 
intermedios a los calculados para las poblaciones de Palmer y Young (2000) para las que las 
OTUs fueron generadas con parámetros genotípicos diferentes a los empleados en este 
trabajo.

De acuerdo a lo que hemos presentado en la sección 2 precedente y en acuerdo con 
resultados publicados por otros autores con distintas bacterias, es común poner en evidencia 
una abundante diversidad genotípica en aislamientos de una misma especie cuando se 
emplean como herramientas de comparación genómica técnicas de "huella digital" por PCR 
(Aguilar et al., 1998; Ferreira et al., 2001). Como puede verse en la Tabla IILL, en S. meliloü 
hemos obtenido índices de diversidad del mismo orden cuando la generación de las unidades 
taxonómicas (OTUs) fueron realizadas ya sea a partir de "huellas digitales" por PCR, o 
mediante el empleo de perfiles plasmídicos. Esta consideración parece no estar restringida 
además a la población de rizobios que hemos analizado aquí: resultados publicados por Kosier 
et al. (1993) en los que se reportan las fi*ecuencias de distintos perfiles de plásmidos para 
aislamientos de S. meliloti de suelos alemanes permiten inferir un índice de Shannon de 2,52 
que es cercano a los que aquí hemos calculado. Otra observación interesante que se desprende 
de la Tabla IILl. es que el índice de Shannon calculado a partir de cada uno de los tipos de 
OTU es menor que el que resulta cuando para generar las OTUs se tienen en cuenta ambos 
criterios simultáneamente "huella digital" y perfil plasmídico. Esto es cuando se considera 
que dos aislamientos pertenecen a una OTU diferente cuando difieren ya sea en uno u otro 
carácter genotípico, o en ambos (Tabla IILL, línea 3). Como se indica al pie de la Tabla IILl. 
las diferencias entre los índices de Simpson de las líneas 1 y 2 (azul) con el de la línea 3 
resultan estadísticamente significativas al nivel de 5% (prueba /). Este aumento significativo 
en el índice de Shannon indica independencia entre los caracteres utilizados para la 
generación de las OTUs: perfiles de plásmidos y "huella digital". Esto se observa claramente 
también en la Tabla II 1.2. donde no existen relaciones unívocas entre los patrones de "huella 
digital" genómica y los perfiles de plásmidos. Teniendo en cuenta que la parte más 
significativa de los amplicones generados en la huella digital se originan posiblemente en 
secuencias cromosomales y megaplasmídicas que cuantitativamente representan la mayoría 
del genoma (no movilizables espontáneamente con fi’ecuencias detectables en S. meliloti), la 
falta de ligación plásmido - "huella digital" observada puede bien estar ligada al carácter 
movilizable de los replicones crípticos. Como hemos mencionado en la Introducción de esta 
tesis es bien conocida la presencia de plásmidos movilizables y autotransmisibles en 
Rhizobium y Sinorhizobium (Kinkle et al, 1991; Rao et al 1994; Mercado-Blanco y Toro 
1996). En cualquier caso, la falta de correlación entre el contenido plasmídico y el genotipo 
de "huella digital" de la bacteria es consecuencia seguramente de varios tipos de eventos 
incluyendo la movilización conjugativa de replicones, la captación y recombinación de DNA
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Tabla I1I.2. Número de aislamientos correspondientes a las diferentes combinaciones de 
patrón de MBOREPl-perfil plasmídico.

Grupos de huella digital" genómica

A B C D E F G H I J K L M
1 2 1 1 1 2
2 2 1 2
3 1 1 1 1
4 3
5 1
6 1 2
7 1
8 I
9 3
10 1 1
11 1 1
12 1
13 1
14 1
15 1
16 2 4 8 2
17 2
18 1

KO■o
Vi

“O
ViOas
O

vía transducción/transformación, y la generación de nuevas estructuras plasmídicas y 
cromosomales mediada por la presencia de elementos transponibles, entre otros.

Sobre la base de estas evidencias, en el Capítulo siguiente presentaré en detalle la 
estrategia que he empleado para la búsqueda e identificación de nuevos plásmidos 
transmisibles en nuestra colección de aislamientos.

5. La colección de aislamientos como parte del germoplasma presente de los 
suelos muestreados.

Para evaluar si el valor del índice de Shannon que hemos obtenido está subestimado o 
es representativo del índice poblacional de los suelos muestreados realizamos un análisis 
similar al presentado por Coutinho et al (1999) (Figura III.3.). Dicho análisis consistió en 
evaluar el valor promedio del índice de Shannon (Y^medio, coordenada y) calculado a partir de 
conjuntos de un número definido de aislamientos (n) tomados al azar de entre los 55 
miembros de la colección (coordenada x). Cada medio de la Figura III.3. fue calculado a 
partir de 500 muéstreos de n aislamientos tomados al azar de entre los 55 aislamientos totales. 
La aleatorización para la toma de aislamientos y el posterior cálculo de los valores de YYmedio 
fueron realizados empleando una planilla Microsoft Excel diseñada a tal efecto. Fiemos
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Figura ITI.3. Curva de diversidad acumulativa de Shannon- 
Weaver. Se muestra el Indice H como función del tamaño de la 
muestra.

observado que los valores de H'medio calculados para n > 49 se estabilizan y no tienen 
diferencias estadísticamente significativa al nivel de 5% (prueba t). Esa estabilización sugirió 
que el tamaño de la muestra analizada es adecuado para estimar la diversidad existente a 
través del índice de Shannon. Dicho de otro modo, el conjunto de aislamientos representa 
aceptablemente la diversidad de S. meliloti en los suelos que fueron muestreados. Presentaré 
entonces en el Capítulo siguiente la búsqueda y análisis de plásmidos crípticos transmisibles 
en la colección que aquí hemos caracterizado.



CAPITULO IV:

Identificación, aislamiento y 
caracterización funcional de un plásmido
transmisible por conjugación a partir de uno de 
los aislamientos locales de Sinorhizobium
meliloti.
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1. Transferencia conjugatíva de material genético entre rizobios. Plásmidos 
crípticos de S, m e lilo tí como mediadores de transferencia génica 
horizontal.

La transferencia horizontal de material genético entre bacterias es considerada como 
una de las principales fuerzas directoras que, asociada a procesos de recombinación y 
transposición, gobiernan la evolución de las estructuras genómicas procariotas (Davison, 
1999; Arber, 2000). Impulsado por este tipo de consideraciones, se ha prestado especial 
atención a la transferencia de material genético entre bacterias por movilización de plásmidos 
conjugativos (Kinkle el al, 1993). Como hemos mencionado ya en la Introducción de esta 
tesis (sección I.2.), la conjugación es considerada como uno de los mecanismos más eficientes 
de intercambio de ADN entre bacterias. En general, la transmisibilidad de los plásmidos tiene 
en distintos sistemas un rol importante en la dispersión de características muy diversas entre 
cepas de una misma especie, y aun entre bacterias de especies diferentes (de la Cruz y Davies, 
2000). La presencia de plásmidos con distintas características, algunos de ellos movilizables, 
es un hecho muy ífecuente en diferentes especies de rizobios (Hooykaas el al. 1982; 
Kondorisi el a l, 1982; Truchet et al., 1984; Hooykaas et a i, 1985). En Rhizobium 
leguminosarum bv trifolii, por ejemplo, ha sido comprobado en condiciones de laboratorio el 
carácter autotransmisible del megaplásmido simbiótico (Rao et a l , 1994). En relación a ello, 
sin embargo, Wemegreen et al. (1997) han cuestionado la posibilidad de que exista 
transferencia de megaplásmidos simbióticos en condiciones naturales. En el caso de 
Sinorhizohium que posee dos plásmidos simbióticos, pSyma y pSymb, ninguno de ellos ha 
sido movilizado espontáneamente en condiciones de laboratorio (Pretorius-Güth et a i, 1990). 
La introducción de genes moh (movilización) del plásmido RP4 en el pSyma penrútió sin 
embargo su transferencia conjugatíva a cepas de Agrohacterium tumefaciens (Hynes et al, 
1984). En S. meliloti como ocurre en otros rizobios, además de los megaplásmidos 
simbióticos ha sido observada la presencia de plásmidos crípticos cuyo peso molecular varía 
entre 20-1000 kb. Lamentablemente, sólo unas pocas funciones han sido asociadas hasta el 
momento a la presencia de dichos plásmidos crípticos que han sido poco caracterizados 
(Mercado-Blanco y Toro, 1996). Los plásmidos de la cepa S. meliloti GR4 han sido 
probablemente los más caracterizados hasta el momento (Mercado-Blanco y Toro, 1996). En 
dicha cepa se ha descripto la presencia de genes asociados a la competitividad para la 
nodulación (/lodule /ormation dficiency, nfe) en el plásmido críptico pRmeGR4b (Sanjuan y 
Olivares 1989; Soto et a l, 1993). Dicho plásmido es movilizable por conjugación siempre 
que esté presente el plásmido acompañante pRmeGR4a, autotransmisible. Evidencia como las 
que mencionado en los párrafos precedentes respecto de la movilidad de plásmidos 
simbióticos y crípticos dan sustento a la posibilidad de que en condiciones naturales exista 
una activa transferencia de genes a través de la movilización de elementos 
extracromosomales. Esta observación es compatible además con la generación de una 
marcada diversidad plasmídica no ligada necesariamente al genotipo global de la bacteria 
como hemos observado en el capítulo precedente. En este marco y teniendo en cuenta la 
diversidad de plásmidos dentro de nuestra colección de aislamientos de S. meliloti, en este 
Capítulo presentaré resultados referidos a identificación y caracterización funcional de un 
plásmido transmisible recuperado de uno de nuestros aislamientos de S. meliloti.
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2. Búsqueda de plásmidos crípticos de S, m e lilo ti movílízables por 
conjugación: Estrategia empleada sobre el aislamiento LPU88.

Para la búsqueda de plásmidos movilizables por conjugación utilizamos la estrategia 
previamente descripta por Mercado-Blanco y Olivares (1993) para evaluar la transmisibilidad 
de plásmidos crípticos presentes en la cepa S. meliloti GR4. Dicha estrategia también fue 
utilizada por Rao et al (1994) para evaluar la transmisibilidad de los plásmidos simbióticos 
(pSym) de Rhizobium leguminosarum bv trifolii. En la Figura IV. 1. se presenta un esquema
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A

del procedimiento utilizado. La cepa E. coli SI7-1 fue usada para la transferencia del 
transposon Tn5 salvaje vía el plásmido suicida pSUP1021 (Simón et al., 1989) al aislamiento 
de S. meliloíi donde se quiere evaluar la presencia de plásmidos transmisibles por 
conjugación. Los bacterias matantes en las que el Tn5 transpuso a su genoma fiieron 
seleccionadas en medio TY líquido con estreptomicina (Sm) (400 pg/ml) y neomicina (Nm) 
(120 pg/ml). Las resistencias a dichos antibióticos son codificadas por los genes 
estreptomicina-fosfotransferasa (que es críptico en E. coli) y neomicina-fosfotransferasa 
{nptll) del Tn5. Dado que el gen de resistencia a estreptomicina no se expresa en E. coli en las 
condiciones de cultivo antes mencionadas, sólo desarrollan aquellas bacterias 
transconjugantes en las tuvo lugar algún evento de transposición. Las células de S. meliloti 
Sm  ̂Nm*̂  resultantes, fueron utilizadas luego "en masa" como donadoras de la resistencia a 
Nm*̂  hacia una segunda cepa receptora, S. meliloti 2011 resistente a espectinomicina (Sp*) 
(100 pg/ml). Bacterias con la triple resistencia Sm”̂ Sp*̂  Nm*̂  fueron entonces consideradas 
como posibles portadoras de plásmidos transmisibles por conjugación desde la cepa de S. 
meliloti donadora original.

De la observación cuidadosa de los perfiles del plásmidos y "huella digital" de los 
aislamientos de cada 
uno de los suelos 
surgió que dos de los 
rizobios del suelo 24 
(ver Tabla II.2.) tenían 
patrones de "huella 
digital" indistinguibles 
y presentaban
diferencias (de
tamaño) en uno solo 
de sus plásmidos 
(Figura ÍV.2.).
Consideramos por 
tanto posible que el 
aislamiento portador 
del plásmido
adicional, designado S. 
meliloti LPU88, podía 
ser un buen candidato 
para investigar la 
presencia de plásmidos 
transmisibles. La
aplicación de la 
estrategia que he 
descripto al comienzo

m co oo
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Figura 1V.2. Perfiles de plásmidos y perfiles de "huella digital" 
genómica por PCR-MBOREP de los aislamientos obtenidos en el 
laboratorio a partir del suelo 24. En la parte A se muestran los 
patrones de "huella digital" genómica de los aislamientos del suelo 24 
según hemos descripto en el Capítulo III. En la parte B se muestran los 
perfiles de plásmidos de los aislamientos de la parte A empleando la 
técnica de lisis in si tu. La obtención de perfiles de "huella digital" 
indistinguibles para todas las cepas y la presencia del plásmido de 22 
kb sólo en la cepa LPU88 sugirió el posible carácter movilizable del 
mismo.

de esta sección sobre S. meliloti LPU88 permitió obtener



Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Capítulo IV 63

transconjugantes de la cepa S. meliloti 2011 (receptora final) que por su patrón de resistencias 
a antibióticos (Sm̂  ̂Sp'̂  ) eran posibles portadores de al menos un plásmido adquirido.

3. Caracterización de los transconjligantes S, m e lilo ti 2011 Sp*̂  .

Treinta transconjugantes S. meliloti Sp̂  elegidos al azar y potencialmente
portadores de al menos un plásmido movilizado desde el aislamiento S. meliloti LPU88 
fueron analizados en su contenido plasmídico por el método de lisis in situ en geles de 
agarosa. En la Figura IV.3. se muestran los resultados obtenidos con algunos de los 
transconjugantes que son 
representativos del
conjunto. Todos los 
clones analizados
presentaron la banda 
característica de los 
megaplásmidos 
simbióticos de S. meliloti 
que en las condiciones de 
corrida utilizadas migran 
formando una única 
banda. Se observó 
además una banda 
plasmídica adicional 
correspondiente a un 
peso molecular de 
aproximadamente 28 kb.
El tamaño de dicho 
plásmido fue estimado 
utilizando como patrones 
los plásmidos de la cepa 
S. meliloti MVII-I 
previamente 
caracterizada por Hynes
et al (1986) (Figura IV.4). No se observaron transconjugantes portadores del plásmido de 
mayor tamaño, lo que sugiere que el mismo no es movilizable o que lo hace a una frecuencia 
muy baja (menor que lO'^^élula donadora). El plásmido transconjugante presentó una 
movilidad electroforética menor que el plásmido de menor tamaño presente en la cepa S. 
meliloti LPU88. De acuerdo a la estrategia de movilización esta observación es compatible 
con la presencia de una inserción Tn5 en el plásmido salvaje pSmeLPU88b y su movilización 
posterior a la cepa S. meliloti 2011 Sp*̂ . La amplificación por PCR de ADN extraído de los 
transconjugantes empleando cebadores específicos para la detección del gen nptil y de la

Figura IV.3. Perfil plasmídico de los clones Sp*̂  - Nm*̂  obtenidos 
en la conjugación S. meliloti LPU88::Tn5 (en masa) x S. 
meliloti 2011 Sp^ En la primera calle se muestra el perfil de 
plásmidos característico de los transconjugantes Sp" Nm  ̂ En la 
calles restantes se presentan los perfiles de plásmidos 
correspondientes a la cepa salvaje S. meliloti LPU88 y a la cepa 
receptora S. meliloti 2011 Sp̂  La diferencia de movilidad entre los 
plásmidos de menor tamaño de la cepa salvaje (primera calle) y los 
de los transconjugantes (segunda calle), deriva de la presencia de la 
inserción Tn5 en el plásmido de 22 kb en estos últimos.
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Figura IV.4. Estimación de los pesos moleculares de los plásmidos crípticos presentes en 
el aislamiento salvaje LPU88. En la parte A se muestra el gráfieo correspondiente a la 
función [logPM] = a + b . [distancia] para los tamaños y movilidad de los plásmidos de la 
cepa S. meliloti MVII-1. Los tamaños de los plásmidos han sido publicados por Kosier et al., 
(1993). La movilidad de los mismos se estimó a partir del gel de agarosa que se presenta en la 
parte B. La regresión lineal sobre los datos utilizados permitió estimar el tamaño del plásmido 
pSmcLPU88a en 139 kb, y el del plásmido pSmeLPU88b (extrapolación) en 22 kb.

secuencia IS50 del Tn5 dio resultado positivo en ambos casos (Figura IV.5.). Posteriormente, 
la amplificación de ADN extraído de la región del gel de lisis in situ a la que migra el 
plásmido transferido confirmó la presencia de secuencias homólogas al Tn5 en dicho 
plásmido (Figura IV.5.).

4. Estudio de las propiedades de movilización del plásmido 
pSmeLPU88::Tn5.

Con el propósito de determinar si el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 es automovilizable 
(conjugativo) ó requiere funciones de ayuda (helper) presentes en írans (movilizable), se 
realizaron ensayos de conjugación usando a la cepa S. meliloti 2011 Sp*̂  Nm*̂  portadora del 
plásmido críptico y la cepa Agrobacterium íumefaciens UBAPF2 como donadora y receptora, 
respectivamente. En dichos ensayos que fueron repetidos varias veces empleando una relación 
[donadoraireceptora] de aproximadamente [10 :10 ] no se obtuvieron bacterias Rif Nm*̂ , 
hecho que sugiere que el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 no es movilizable desde el background 
genómico de la cepa S. meliloti 2011 Sp*̂  o lo es a una fi'ecuencia menor que la detectable en 
las condiciones del ensayo (cabe destacar que la mezcla de células donadoras y receptoras 
fueron incubadas por períodos no inferiores a las 12 h en los ensayos de conjugación).
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Consideramos muy poco probable que el plásmido pSmeLPU88b no hubiera sido replicativo 
en la cepa de A. tumefaciens que utilizamos como receptora. Los resultados obtenidos 
sugerían entonces alguna de las siguientes posibilidades:

Figura IV.5. Amplificación por PCR de secuencias especificas del gen nptll y de 
la secuencia de inserción IS50 para determinar la presencia y localización del 
Tn5 en los clones Sp*̂  Nm*̂  obtenidos de la conjugación S, meliloti LPU88::Tn5 
(en masa) x S. meliloti 2011 Sp^ En la parte A se muestran las amplificaciones por 
PCR a partir de ADN total de la cepa receptora S. meliloti 2011 Sp"̂ , de los 
transconjugantes y de la cepa salvaje S. meliloti LPU88 empleando en todos los casos 
cebadores específicos internos dcl gen nptll. En la parte B de la figura se muestran los 
resultados de las amplificaciones por PCR de las mismas cepas empleando cebadores 
específicos para las IS50 del Tn5. En la parte C se presentan las amplificaciones por 
PCR de ADN extraído de la región de un gel de agarosa de lisis in si tu 
correspondiente a los plásmidos pSyma/b y al plásmido críptico movilizado a la cepa 
S. meliloti 2011 Sp̂

a) que en el aislamiento S. meliloti LPU88 portador del plásmido transferido posea en otro de 
sus replicones los genes de ayuda requeridos para la movilización conjugativa. En relación 
a esta posibilidad ya ha sido reportada la movilización de plásmidos crípticos de S. 
meliloti a partir de funciones de ayuda (helper) en trans presentes en otros plásmidos 
acompañantes (Herrera-Cervera et al., 1996). O bien,

b) que la inserción del transposón presente en el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 haya alterado 
funciones de movilización (presentes en cis), habiendo sido aún posible transferir el 
plásmido durante unas pocas generaciones post-transposición. Si así hubiese sido, otros 
plásmidos salvajes de células vecinas de la mezcla en masa podrían además haber sido 
transferidos a la cepa donadora mutante, complementado la función de movilización 
alterada.

Veremos a continuación que la situación real se corresponde con la primera de las 
posibilidades anteriores. Llegamos a esa conclusión luego de investigar en detalle cuáles eran
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las características de movilización del plásmido de 22 kb pSmeLPU88b. Para ello en primera 
instancia se intento sin éxito introducir el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 en la cepa salvaje S. 
meliloti LPU88 por electroporación (en S. meliloti se ha comunicado el aumento de la 
eficiencia de transformación por electroporación en cepas portadoras de ciertas mutaciones no 
bien caracterizadas desde el punto molecular) (Gage el al. 1996). Para obtener la cepa 
buscada S. meliloti LPU88 (pSmeLPU88b::Tn5) se procedió entonces a:
1) clonar en el plásmido suicida pSUP102 (Te*) el fi*agmento ^coRI del plásmido 
pSmeLPU88b::Tn5 que contiene al Tni, y
2) homogenotizar dicho fragmento en la cepa S. meliloti LPU88 previa transferencia del
plásmido recombinante por conjugación desde la cepa E coli SI7-1. La cepa resultante S. 
meliloti LPU88 
(pSmeLPU88b::T 
n5) permitió 
movilizar el
plásmido con la 
inserción Tn5 a yf. 
tvmefaciens 
UBAPF2
confirmando que 
el plásmido era en 
efecto replicativo 
en esa bacteria, y 
a S. meliloti 2011 
Sp*̂ . En la Figura 
IV.6. se muestran 
los geles de lisis 
in situ obtenidos a 
partir de los 
distintos transcon­
jugantes. El
resultado obteni­
do indica que la 
cepa LPU88 
posee funciones 
helper de movili­
zación localizadas 
fuera del plás-
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Figura IV.6. Perfil plasmídico de los dones obtenidos de la 
conjugaciones de S. meliloti LPU88 (pSmeLPU88b::Tn5) x 5. meliloti 
2011 Sp*̂  y S. meliloti LPU88 (pSmeLPU88b::Tn5) x A. tumefaciens 
UBAPF2. Se muestran los perfiles de plásmidos de los transconjugantcs A. 
tumefaciens Rif Nm" y S. meliloti Sp" Nm'̂ , de la cepa donadora S. meliloti 
LPU88 (pSmeLPU88b:;Tn5) y de las cepas receptoras A. tumefaciens 
UBAPF2 y S. meliloti 2011 Sp'. Se muestran además como controles los 
perfiles plasmídicos de la cepa salvaje S. meliloti LPU88 y de la cepa S. 
meliloti 2011 Sp̂  (pSmeLPU88b:;Tni) obtenida en el primer experimento 
de mutagénesis y conjugación en masa descripto en la secciones IV.2. y 
IV.3.. Los perfiles plasmídicos fueron obtenidos en geles de agarosa por la 
técnica de lisis in situ.

mido pSmeLPU88b, y que las mismas están además ausentes en la cepa S. meliloti 2011 Sp*̂  
incapaz de movilizar el plásmido. A través de estos ensayos hemos determinado que la 
frecuencia de movilización del plásmido pSmeLPU88b::Tn5 desde la cepa LPU88 a la cepa

_9
2011 es de aproximadamente 10  ̂/ célula donadora.
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5. Localización de las funciones de movilización presentes en la cepa LPU88 
y requeridas para la transferencia del plásmido pSmeLPU88b::Tn5.

Recientemente se ha reportado la presencia de secuencias similares a varios de los genes 
Ira y trb tanto en el cromosoma como en plásmidos crípticos de una cepa Mesorhizobium loti 
(http://www.kazusa.or.jp/rhizobase). Los mismos han sido identificados como consecuencia 
del secuenciamiento completo de ese rizobio. No se conoce hasta el momento si dichos genes 
son funcionales. Por otra parte, y como hemos mencionado en la sección precedente, Herrera- 
Cervera et al. (1996) han mostrado la existencia de funciones de ayuda en un plásmido 
críptico que son activas en trans para la movilización de otro plásmido críptico en la cepa S. 
meliloti GR4. Basados en esta última evidencia analizamos entonces en primer término si las 
funciones de ayuda de la cepa S. meliloti LPU88 requeridas para la movilización del plásmido 
pSmeLPU88b estaban presentes en el plásmido acompañante de mayor tamaño pSmeLPU88a. 
Para ello, se construyó la cepa S. meliloti 2011 Sp*̂  (pSmeLPU88a::Tn5-B13, 
pSmeLPU88b::Tn5) a la que se le analizó la capacidad donadora de la resistencia a Nm 
presente en el plásmido pequeño pSmeLPU88b::Tn5. Dado que la cepa S. meliloti 2011 no 
posee funciones de ayuda (ver sección anterior), la misma posee un genotipo de base 
adecuado para evaluar si el plásmido de mayor tamaño pSmeLPU88a posee dichas funciones. 
Una dificultad importante que encontramos para la construcción de la cepa S. meliloti 2011 
portadora de ambos plásmidos es que el plásmido pSmeLPU88a no es naturalmente 
movilizable desde la cepa salvaje LPU88 (ver sección precedente). Por ello, en una primera 
etapa se rescató el plásmido pSmeLPU88a a la cepa S. meliloti 2011 Sp̂  empleando una 
estrategia similar a la descripta para el rescate del plásmido pSmeLPU88b pero empleando el 
Tn5-B13 (Tc^rnoú) en reemplazo del TnJ salvaje. La movilización del plásmido 
pSmeLPU88a::Tn5-B13 desde S. meliloti LPU88 a S. meliloti 2011 Sp*̂  se realizó por 
conjugación triparental en masa usando como plásmido de ayuda pRK2013 (suicida en 
Rhizobiaceae, derivado RP4 en el que se ha reemplazado su origen de replicación por el oriV 
de un plásmido colEl de estrecho rango de huéspedes. En relación al plásmido RP4 hemos 
verificado que sus funciones de ayuda no son capaces de movilizar el plásmido 
pSmeLPU88b). Bacterias con resistencia a Sp y Te fueron consideradas como posibles 
portadoras de plásmidos movilizados portadores del Tn5-B13, desde la cepa S. meliloti 
LPU88 donadora a la cepa receptora S. meliloti 2011 Sp*̂ . Dieciocho transconjugantes Sp*̂  Tc*̂  
elegidos al azar y potencialmente portadores de al menos un plásmido movilizado fueron 
analizados en su contenido plasmídico por el método de lisis in sita en geles de agarosa. Se 
obtuvieron clones que recibieron el plásmido grande, clones que recibieron el plásmido 
pequeño, y un clon que recibió ambos plásmidos (sólo el grande con el Tn5B13) (ver más 
adelante, capítulo VI sección 2). A este último clon le fue transferido por conjugación desde 
la cepa S. meliloti LPU88 Sm'̂ Nm*̂  el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 para obtener la cepa S. 
meliloti 2011 Sp*̂  (pSmeLPU88a::Tn5-B13, pSmeLPU88b::Tn5). Una vez conseguida la cepa 
S. meliloti 2011 con los dos plásmidos marcados se procedió a realizar un ensayo de

http://www.kazusa.or.jp/rhizobase
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conjugación usando dicha cepa como donadora y la cepa A. tumefaciens UBAPF2 como 
receptora. En dicho ensayo se obtuvieron transconjugantes de A. tumefaciens UBAPF2 Rif 
Nm*̂ , todos ellos portadores del plásmido pSmeLPU88b::Tni. Este resultado puso de 
manifiesto que el plásmido pSmeLPU88a es el replicón que posee las funciones de ayuda para 
movilizar el plásmido críptico más pequeño pSmeLPU88b.

6. Caracterización simbiótica de cepas a las que se ha incorporado alguno 
de los plásmidos pSmeLPU88a / pSmeLPU88b. Ensayos de 
competitividad.

Como hemos hecho referencia en la introducción de esta tesis, plásmidos crípticos de 
Rhizohium pueden ser portadores de funciones que modulan el comportamiento simbiótico de 
la bacteria (Soto et a l, 1993). Con el propósito de evaluar si la presencia de alguno de los 
plásmidos pSmeLPU88a ó pSmeLPU88b está asociada a cambios en la simbiosis, cepas de S. 
meliloti 2011 Sp portadoras de cada uno de los plásmidos anteriores fueron analizadas en su 
competitividad frente a la misma cepa libre de plásmidos crípticos en medio hidropónico. 
Para la evaluación del porcentaje de nódulos ocupados por las bacterias con y sin plásmidos, 
los ensayos de competición se realizaron utilizando el marcador GFP (proteína de 
fluorescencia verde) (Chalfie et a l, 1994; Miller et al, 1997) que hemos introducido en la 
cepa 2011 libre de los plásmidos crípticos. Hemos construido dicha cepa por inserción de un 
casete gfp-Tc en su región cromosomal alaS-recA (en el Apéndice de esta tesis describo en 
detalle el sistema de marcación cromosomal gfp-Tc que hemos diseñado y construido, que por 
su estabilidad y no-transmisibilidad puede ser utilizado para el seguimiento de genotipos 
específicos aún en poblaciones bacterianas complejas como pueden ser muestras de suelo).

Para analizar el comportamiento simbiótico de la cepas S. meliloti 2011 
(pSmeLPU88a::Tn5B13) y S. meliloti 2011 (pSmeLPU88b::Tn5) se realizaron experimentos 
de inoculación simple como control, y experimentos de coinoculación con la cepa 2011 Tc- 
gfp para evaluar competitividad para la nodulación. Cuando las raíces de las plántulas 
crecidas a partir de semillas esterilizadas en superficie alcanzaron una longitud de 
aproximadamente 0,5 cm las mismas fueron colocadas en las bolsas de polietileno con 10 mi 
de medio Jensen (Jensen, 1942) libre de nitrógeno (las plantas fueron cultivadas en una 
cámara de plantas fotoperíodo 16 horas, temperatura 22 °C durante el día y 18 °C durante la 
noche). Al quinto día post-germinación las raíces fueron inoculadas con 100 pFplanta de una 
suspensión bacteriana en medio Fáhraeus (Fáhraeus, 1957). Los inóculos utilizados fiieron S. 
meliloti 2011 Ic-gfp, 1,5x10^ ufc/planta, S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a::B13) 2,1x10^ 
ufc/planta, S. meliloti 2011 (pSmeLPU88b::Tn5) 1,5x10^ufc/planta, y para S. meliloti LPU88 
7x10^ ufc/planta. Al cabo de 28 días los nódulos fueron removidos de las raíces, esterilizados 
en su superficie, y luego evaluada la ocupación de los mismos por plaqueo de su contenido en 
medio TY sólido con diferentes antibióticos según los marcadores de resistencia de las cepas 
utilizadas (Tabla IV. 1.).
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Tabla IV. 1. Porcentaje de ocupación de nódulos en experimentos de coínoculación de 
alfalfa con la cepa 2011 Tc-^/? y sus derivados portadores de los plásmidos 
pSmeLPU88a y pSmeLPU88b marcados.

Cepas inoculadas^ Cepa aislada de nódulo % de ocupación

2011 Tc-g/ÍJ + 2011 2011Tc-^/p 51
2011 49

2011 1c-gfp +
201 l(pSmeLPU88a::Tn5B13)

2011gfp 42
2011(pSmeLPU88aTn5) 58

2011 Tc-gfp + 
2011(pSmeLPU88b::Tn5)

2011gfp 55
2011(pSmeLPU88bTn5) 45

2011 Tc-gfp + LPU88 2011gfp 9
LPU88 91

a: Se incluyo también en el experimento el aislamiento de S meliloti LPU88 portador natural de los 
plásmidos.

b: Los porcentajes de ocupación de cada una de las cepas presentes en los nódulos fueron 
determinados analizando la fluorescencia de las bacterias y su capacidad de crecer en medio TY 
con Te o Nm según correspondió.

No hemos observado diferencias marcadas en la capacidad competitiva de las cepas 
portadoras de los plásmidos respecto de la cepa 2011 T c -^ .  Recientemente (Roumiantseva 
et ai, 2001) el análisis genotípico detallado de aislamientos de S. meliloti recuperados de 
suelos (en vida libre) y de nódulos en la región de Asia central, reveló que los últimos tenían 
con más frecuencia plásmidos de alto peso molecular. Esa observación sugiere que la 
presencia de ciertos plásmidos podría conferir alguna/s ventaja/s competitivas para la 
ocupación del nicho simbiótico respecto del de vida libre. En nuestro caso sólo hemos 
obtenido una pequeña diferencia de ocupación en favor de la cepa que posee el plásmido 
pSmeLPU88a de mayor tamaño. Debe tenerse en cuenta es que es muy posible que las 
diferencias observadas en el trabajo de Roumiantseva et al. (2001) sean consecuencia de 
fenómenos de adaptación a factores naturales a lo largo de varias generaciones, los que no 
necesariamente operan en las condiciones de laboratorio como los que nosotros hemos 
utilizado. De todos modos existen antecedentes en los que la introducción de un replicón de 
una cepa nativa ha generado cambios claros en la competitividad en condiciones de 
laboratorio (Toro y Olivares, 1986; genes nfe). No parece ser ese el caso de los plásmidos 
pSmeLPU88a y pSmeLPU88b que hemos analizado.

En este Capítulo hemos estudiado uno de los aislamientos de nuestra colección con el 
objeto de iniciar la búsqueda de plásmidos transmisibles por conjugación. La estrategia que 
hemos utilizado para detectar el movimiento de plásmidos entre cepas no discrimina entre 
plásmidos movilizables (aquellos que requieren funciones de ayuda presentes en otro
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replicón) y plásmidos conjugativos (automovilizables). En la cepa que hemos analizado 
hemos detectado un sistema binario de transferencia conjugativa en el que uno de los 
plásmidos, que hemos designado pSmeLPU88b, es movilizable por las funciones de ayuda del 
plásmido acompañante que designamos pSmeLPU88a.

En ensayos en medio hidropónico en condiciones de laboratorio no hemos podido 
detectar cambios simbióticos de la cepa S. meliloti 2011 asociados a la presencia del plásmido 
pSmeLPU88a ó pSmeLPU88b, a excepción de un leve aumento en la competitividad ante la 
presencia del plásmido de mayor tamaño (sólo hemos evaluado competitividad para la 
nodulación). La posibilidad de que la presencia de alguno de los plásmidos confiera en 
condiciones naturales alguna ventaja simbiótica o adaptativa deberá ser investigada en 
experimentos con muestras de suelo no estéril, en presencia de la planta huésped, y en un 
período más extendido de tiempo (en esos sistemas contenidos para bacterias recombinantes 
podrá emplearse el mismo sistema de marcación cromosomal con Tc-gfp que hemos 
desarrollado y utilizado en nuestros ensayos de laboratorio).

Desde el punto de vista de las características conjugativas el sistema binario que hemos 
presentado se distingue del previamente descripto por Toro y Olivares (1986) por el aparente 
carácter no transmisible de uno de sus plásmidos: hasta el momento no hemos podido detectar
la movilización de pSmeLPU88a en ensayos de laboratorio. La frecuencia de movilización del
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plásmido pSmeLPU88b fue de 10 / célula donadora, dos ordenes de magnitud menor que la 
del plásmido RP4. Cabe también mencionar que las funciones de ayuda de este plásmido no 
han sido capaces de movilizar el plásmido pSmeLPU88b que aquí hemos presentado.

Como ya hemos mencionado, la elección de la cepa LPU88 para la búsqueda de 
plásmidos movilizables se originó en la observación de que la misma poseía un plásmido 
adicional al presente en otra cepa del mismo suelo con el mismo perfil de huella digital 
genómica {S. meliloti LPU86). Según hemos visto el plásmido diferencial pSmeLPU88b 
resultó ser movilizable. Además de la posibilidad de que este plásmido haya llegado al 
aislamiento LPU88 desde otra cepa, debe considerarse también la posibilidad de que el mismo 
se haya originado a partir de la resolución de un plásmido de mayor tamaño con dos orígenes 
de replicación, en dos replicones independientes: uno de ellos portador de las funciones de 
ayuda (pSmeLPU88a) y el otro del origen de transferencia (pSmeLPU88b). En favor de esta 
posibilidad hemos detectado una cepa del mismo suelo {S. meliloti LPU87), que carente del 
plásmido pSmeLPU88b, posee un plásmido de tamaño levemente mayor que pSmeLPU88a y 
que a diferencia de éste ha podido ser movilizado por conjugación (ver Capítulo V, sección 
5). No hemos realizado hasta el momento ningún mapeo comparativo de los plásmidos para 
evaluar las posibilidades anteriores (téngase en cuenta que se trata de plásmidos de alto peso 
molecular y muy bajo número de copias, hecho que dificulta la purificación de los mismos 
para la realización de hibridaciones con sondas plasmídicas completas).

En el Capítulo siguiente extenderemos el análisis a la caracterización de las propiedades 
de movilización del plásmido pSmeLPU88b desde otros genotipos de S. meliloti distintos de 
LPU88 y de diferente origen. Asimismo, nos centraremos en la identificación de nuevos 
plásmido transmisibles en otras cepas de la colección.



CAPITULO V:

Evaluación de la presencia 
de funciones conjugativas de ayuda (helper) y de 
plásmidos movilizables en aislamientos locales de 
S. meliloti.
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1. Introducción.

En los Capítulos anteriores hemos presentado el análisis de la diversidad genotípica 
presente en una colección de aislamientos locales de S. meliloti (Capítulo III), y el aislamiento 
y caracterización de un plásmido críptico movilizable por conjugación a partir de una de las 
cepas de esa colección (Capítulo IV). Para investigar entonces cuál puede ser la incidencia de 
eventos de movilización de plásmidos como el que hemos aislado entre cepas de S. meliloti, 
será importante determinar con que frecuencia pueden encontrarse plásmidos trasmisiles y 
también el grado de complementación cruzada entre sus funciones de ayuda. En la literatura 
es lamentablemente muy escasa la información que existe respecto de la ocurrencia y 
propiedades de movilización de plásmidos transmisibles en S. meliloti y en rizobios en 
general (Mercado-Blanco y Toro, 1996). En este Capítulo, mostraremos un análisis que 
hemos realizado sobre nuestros aislamientos para avanzar en este sentido. Como hemos 
discutido en la introducción de esta tesis, la caracterización de la incidencia real de la 
transferencia génica horizontal entre bacterias es un punto muchas veces determinante en la 
dinámica de adaptabilidad bacteriana y relación con su entorno. Recientemente se ha 
comunicado que cepas de S. meliloti aisladas de nódulos tienen con más frecuencia plásmidos 
de alto peso molecular que las que frieron aisladas de suelo en vida libre. Lamentablemente no 
se ha analizado la transmisibilidad de los plásmidos en dichas cepas. En el caso de rizobios en 
general, debe prestarse además particular atención a la presencia de plásmidos transmisibles si 
se considera la muy frecuente liberación masiva de nuevas cepas a suelos en las prácticas de 
inoculación agrícola de rutina.

2. Análisis de complementación de las funciones de ayuda entre dos 
sistemas binarios de movilización plasmídica de A. m elilo ti:  
pSmeLPU88a / pSmeLPU88b vs pRmeGR4a / pRmeGR4b.

Teniendo en cuenta que ha sido reportada la existencia de plásmidos crípticos de S. 
meliloti cuya transferencia depende de funciones presentes en trans (Herrera-Cervera et al., 
1996), investigamos si existe capacidad de complementación entre las funciones de 
transferencia de dichos plásmidos y el plásmido pSmeLPU88b. Para ello se evaluó la 
capacidad del plásmido pRmeGR4a de la cepa S. meliloti GR4 (Granada, España Toro y 
Olivares, 1986) para movilizar el plásmido pSmeLPU88b. Para realizar dicho ensayo debió 
verificarse previamente que los plásmidos pRmeGR4a y pSmeLPU88b no pertenezcan a un 
mismo grupo de incompatibilidad respecto de la replicación. El plásmido pSmeLPU88b::Tn5 
fue transferido por conjugación desde la cepa S. meliloti LPU88 a la cepa S. meliloti GR4 
(Gm*̂ , mutante espontaneo que hemos obtenido). Los transconjugantes GR4 
(pSmeLPU88b::Tn5) Gm*̂  Nm*̂  fueron estudiados en su contenido plasmídico por medio de 
geles de lisis in situ con el propósito de verificar la compatibilidad de los plásmidos. Como se 
observa en la Figura V.l. la introducción del plásmido pSmeLPU88b::Tn5 en la cepa S. 
meliloti GR4 no produjo la perdida de ninguno de los plásmidos residentes. Una vez obtenida 
la cepa S. meliloti GR4 (pSmeLPU88b::Tn5) se estudió su capacidad de movilizar el plásmido 
introducido pSmeLPU88b::Tn5 empleando la cepa tumefaciens UBAPF2 como receptora.
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Debido a que la presencia del plásmido pRmeGR4b puede interferir en la transferencia de 
otros plásmidos que se le han introducido a la cepa S. meliloti GR4 (San Juan, comunicación 
personal), decidimos realizar en paralelo una experiencia similar pero utilizando la cepa S. 
meliloti GRM6 derivada de la cepa S. meliloti GR4 y curada del plásmido pRmeGR4b. En 
ambos ensayos se obtuvieron 
transconjugantes Rif Nm*̂ , 
portadores de un plásmido de 
aproximadamente 28 kb con lo 
concluimos que las funciones 
de ayuda del plásmido
pRmeGR4a son capaces de 
movilizar al plásmido
pSmeLPU88b::Tn5. Cabe 
mencionar que cuando
utilizamos la cepa S. meliloti 
GRM6 (pSmeLPU88b::Tn5) 
como donadora obtuvimos una 
patina bacteriana de
transconjugantes, mientras que 
con la cepa S. meliloti GR4 
solo se obtuvieron 140 
u.fc./placa a partir de cultivos 
donador y receptor con 
densidades ópticas equivalentes 
(ODóOOnm 0,4). La
explicación más sencilla para 
este tipo de observación es a 
través de la posible existencia 
de fenómenos de competición 
entre ambos plásmidos
movilizables pRmeGR4b y pSmeLPU88b::Tn5, portadores de orígenes de transferencia {oriT) 
compatibles. Por otra parte, la movilización del plásmido pSmeLPU88b por el sistema 
conjugativo presente en la cepa europea GR4 sugiere la existencia de pares "genes de 
transferencia-or/T' cuya compatibilidad cruzada en S. meliloti puede ser un hecho frecuente 
dentro de la especie.

3. Reconocimiento de funciones de ayuda (h e lper) capaces de movilizar el 
plásmido modelo pSmeLPU88b, en cepas de los distintos grupos de 
diversidad establecidos en el Capítulo 1.

Ya hemos demostrado en la sección precedente que la cepa europea S. meliloti GR4 es 
portadora de funciones de ayuda {helper) que son activas en la movilización del plásmido

Figura V.l. Perfiles plasmídicos de las cepas S. 
meliloti LPU88 (pSmeLPU88b::Tn5), de la cepa S. 
meliloti GR4 y de los transconjugantes S. meliloti 
GR4 (pSmeLPlI88b::Tn5). Se observa que la 
introducción del plásmido pSmeLPU88b;:Tn5 en S. 
meliloti GR4 no produce la eliminación de ninguno de 
los plásmidos existentes previamente (ver las dos calles 
centralesV
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pSmeLPU88b aislado de la cepa S. meliloti LPU88 local. La búsqueda de fiinciones de ayuda 
similares en nuestra colección de aislamientos fue realizada analizando la capacidad de 
movilización del plásmido pSmeLPU88b por parte de diferentes aislamientos escogidos de 
cada uno de los grupos de perfiles plasmídicos que hemos establecido en el Capítulo III (uno 
por grupo). Una de las dificultades experimentales estuvo ligada a la ausencia de marcadores 
apropiados de resistencia a antibióticos en los aislamientos salvajes de S. meliloti. La 
estrategia experimental que hemos utilizado y los resultados obtenidos fueron como sigue:
i. “ Marcación de los rizobios. Aislamientos representativas de cada uno de los 22 grupos de 
perfiles de plásmidos fueron marcadas con resistencia a Gm (gen aacIJ) por recombinación en 
su cromosoma del plásmido suicida pSMlO (Pühler). Dicho plásmido es portador de un 
ífagmento cromosomal de S. meliloti de aproximadamente 1 kb y muy conservado en 
secuencia, correspondiente a parte de los genes recA-alaS. A  través de dicha región se 
produjo la integración sitio-específica del plásmido pSMlO mediante un simple evento de 
recombinación según se muestra en la Figura V.2.
ii. -Transferencia del plásmido pSmeLPU88b::Tn5 a los rizobios marcados. A cada uno 
de los recombinantes resistentes a Gm se les transfirió por conjugación el plásmido 
pSmeLPU88b::Tná desde la cepa S. meliloti (pSmeLPU88a, pSmeLPU88b). Los 
transconjugantes fueron seleccionados por su doble resistencia a Gm Nm.
iii- Evaluación de la capacidad de movilización del plásmido pSmeLPU88b::Tn5. Cada 
una de las cepas quiméricas obtenidas se utilizó como potencial donadora del plásmido 
pSmeLPU88b::Tn5 a la cep3. Agrobacterium tumefaciens UBAPF2 (libre de plásmidos, Rif 
La obtención de transconjugantes Rif Nm  ̂ fue indicativo de la transferencia del plásmido 
pSmeLPU88b::TnJ y a la vez de la presencia de funciones de ayuda {helper) en el aislamiento 
nativo de S. meliloti ensayado. En todos los casos la presencia del plásmido 
pSmeLPU88b::Tn5 tanto en la cepa donadora como en la receptora fue confirmada mediante 
geles de lisis in situ. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V.l.
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Tabla V.l. Capacidad de cepas representativas de cada uno de los grupos de diversidad 
plasmídica para movilizar el plásmido pSmeLPU88b::Tn5. Fenómenos de 
incompatibilidad de replicación del plásmido pSmeLPU88b::Tn5 con 
plásmidos presentes en cada uno de las cepas estudiadas.

Grupo 
perfil de 

plásmidoŝ ^̂

Aislamiento 
representativo Gm*̂  

(pSmeLPU88b)

Funciones de ayuda con 
capacidad de movilizar 

el plásmido 
pSraeLPUSSb*'’’

Compatibilidad de 
plásmidos nativos con el 

plásmido 
pSmeLPUSSb*''^

1 S. meliloti LPU25 
(sólo megaplásmidos) No detectable SI

2 5. we/í7o(/LPU190 SI SI
3 S. meliloti LPU9 No detectable SI
4 S. meliloti LPU198 No detectable SI
5 S. meliloti LPU5 No detectable Si

S. meliloti LPU85 SI SI
o S. meliloti LPU87 SI SI
7 S. meliloti LPU 191 No se ha podido introducir el plásmido pSmeLPU88b
8 S. meliloti LPU86 SI SI
9 S. meliloti LPU 196 SI SI
10 S. meliloti LPU258 No detectable SI
11 S. meliloti LPU26 No se ha podido introducir el plásmido pSmeLPU88b
12 S. meliloti LPU88
13 S. meliloti LPU57 No detectable NO
14 S. meliloti No detectable NO
15 S. meliloti LPVnS No se ha podido introducir el plásmido pSmeLPU88b
16 S. melitotíLPVUé No detectable SI
17 S. meliloti LPU243 No detectable SI
18 S. meliloti LPU 15 No detectable SI
19 S. meliloti LPUl 10 No detectable SI
20 S. meliloti LP\J\2\ SI NO
21 S. meliloti LPU122 SI NO
22 S. meliloti LPU244 No detectable SI

(a) : Los números indicados corresponden a los grupos de perfiles plasmídicos definidas en el Capítulo III.
(b) : N o d etecta  ble indica ya sea ausencia de funciones de ayuda activas en la cepa indicada, o ífecuencias de

movilización que son menores que 10'  ̂ transconjugantes / célula receptora. SI indica la detección de 
transconjugantes tumefaciens lJBAI^f’2 (pSmeLPU88b::Tn5).

(c) : SI indica compatibilidad de todos los plásmidos del aislamiento analizado con el plásmido
pSmeLPlJ88b::Tn5; N O  indica que uno o más de los plásmidos presentes es incompatible con la presencia 
del plásmido introducido.
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Se observa que existe una proporción muy significativa de los aislamientos con 
capacidad de removilización del plásmido pSmeLPU88b::Tn5. Los resultados indican que 
33% de los aislamientos (7/21) tienen la capacidad de removilizar el plásmido recibido. Tres 
de esos aislamientos fueron recuperados del mismo suelo (suelo 24) del que fue aislado el 
rizobio S. meliloti LPU88 originalmente portador del plásmido {S. meliloti LPU85 y S. 
meliloti LPU87 pertenecientes al grupo 6 definido en el Capítulo 111, y S. meliloti LPU86 del 
grupo 81. Los 4 aislamientos restantes fueron todos recuperados de suelos diferentes (ver 
Tabla 11.2. referida al origen de las cepas, Materiales y Métodos sección 1). Aún sin tener en 
cuenta los aislamientos del suelo 24 al que pertenece el rizobio LPU88, el porcentaje de 
removilización es de aproximadamente 21% (4/19, Tabla V.I.). De acuerdo a ello al menos 1 
de cada 5 eventos de transferencia deberían conducir a la retransmisión del plásmido). No 
existen hasta el momento estudios en la literatura que permitan cotejar nuestros resultados con 
los de otros plásmidos de Rhizobiaceae.

Otra de las observaciones que hemos podido realizar en esta serie de experimentos es 
que en 3 de los aislamientos que hemos ensayado no ha sido posible introducir el plásmido 
pSmeLPU88b {S. meliloti LPU191 del grupo 7. S. meliloti LPU26 del grupo 11. y S. meliloti 
LPUl 18 del grupo 15). Todas las conjugaciones con dichas cepas fueron realizadas al menos 
dos veces, empleando en paralelo la cepa S. meliloti LPU25 (sólo megaplásmidos. Tabla V.I., 
línea 1) como receptora para evaluar el funcionamiento de la cepa donadora S. meliloti 
(pSmeLPU88a, pSmeLPU88b). La imposibilidad de incorporar nuevos replicones puede 
deberse ya sea a incompatibilidades en los sistemas de modificación-restricción de las cepas, 
o bien a fenómenos de exclusión (inmunidad) derivado de la presencia de alguno de los 
plásmidos residentes en los rizobios receptores como ha sido descripto en otros sistemas 
(Winans y Walker, 1985b). Si bien aún no hemos evaluado cuál de estos mecanismos es el 
que opera, la movilización de los plásmidos presentes en los rizobios refractarios hacia una 
cepa permisiva como S. meliloti 2011 debería permitir poner en evidencia fenómenos de 
exclusión, que en caso de existir deberán aparecer en los nuevos transconjugantes.

4. Incompatibilidad de replicación del plásmido pSmeLPU88b::Tn5 con 
plásmidos presentes en cada uno de las cepas estudiadas.

Como hemos mencionado en la sección precedente, el genotipo plasmídico de todas las 
cepas que hemos construido fue confirmado en geles de agarosa de lisis in situ. Ese análisis 
nos ha permitido evaluar además si el perfil plasmídico de los rizobios nativos se modifica o 
no por el ingreso del nuevo replicón pSmeLPU88b, como consecuencia de fenómenos de 
incompatibilidad con los plásmidos residentes. Los resultados que se presentan en la columna 
4 de la Tabla V.l. muestran que hemos detectado 4 aislamientos, designados como S. meliloti 
LPU57, S. meliloti LPUl78, S. meliloti LPUl21 y S. meliloti LPUl22, que presentan 
plásmidos incompatibles con el que ha sido introducido por conjugación. Debe tenerse en 
cuenta que en esos casos la presión de selección con Nm ha forzado la selección en favor de 
la permanencia del plásmido portador del Tn5 que ha sido incorporado. En la Figura V.3. se
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muestran los perfiles de plásmidos de dichos aislamientos antes y después de recibir el 
plásmido pSmeLPU88b::Tn5. El tamaño de los plásmidos que son desplazados fue variable, 
entre aproximadamente entre 20-160 kb. Mientras en el caso de S. meliloti LPU57 (Fig. V.3., 
parte C), S. meliloti LPU122 (Fig. V.3., parte B) y S. meliloti LPU178 (Fig. V.3., parte C) se
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Figura V.3. Perfiles de plásmidos de los aislamientos en los que se 
observó incompatibilidad con el plásmido introducido pSmeLPÜ88b.
(A) S. meliloti LPU121, (B) S. meliloti LPU122, (C) S. meliloti LPU57 y 
S. meliloti LPU178. Se muestran además los perfiles de la cepa donadora 
S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a, pSmeLPU88b) y de la cepa S. meliloti 
MVII-I portadora de plásmidos de tamaño conocido.

observó la pérdida de una sola banda plasmídica; en S. meliloti LPU121 (Fig. V.3., parte A) se 
perdieron dos de las bandas originales. Esto último puede deberse a que dichas bandas 
correspondan a 2 formas de superenrollamiento de un mismo plásmido. Todos estos 
resultados muestran que 20% de las cepas de la colección tienen al menos uno de sus 
plásmidos incompatible con el plásmido pSmeLPU88b. En particular, los aislamientos 
LPU121 y LPU122 que tienen plásmidos incompatibles tienen además funciones de ayuda
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(líneas sombreadas en la Tabla V.I.). El hecho de que el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 haya 
podido ser movilizado desde los transconjugantes de esos rizobios indica que las mencionadas 
funciones de ayuda residen en plásmidos diferentes de aquellos que en esas mismas bacterias 
resultaron incompatibles y se perdieron (Figura V.3.).

5. Búsqueda de nuevos plásmidos crípticos moviliza bles por conjugación en 
cada uno de los aislamientos presentados en la Tabla V.l.

Para la búsqueda de nuevos plásmidos movilizables por conjugación en distintos 
aislamientos de la colección utilizamos la misma estrategia que ya hemos descripto en el 
Capitulo IV para el aislamiento 
del plásmido pSmeLPU88b 
(Figura IV.l.). En estos ensayos 
las células de S. meliloti Sitl 
Nm’’ de cada una de las cepas de 
la Tabla V.l. a las que le fue 
introducido el Tn5 fueron 
utilizadas como donadoras (en 
masa) de la resistencia a Nm*̂  a 
las cepas receptoras S. meliloti 
2011 Sp*̂  y también a la cepa A. 
tumefaciens UBAPF2 Rif 
Bacterias con resistencia a Sp 
Nm {S. meliloti 2011 Sp) y Rif 
Nm (A. tumefaciens UBAPF2) 
fueron consideradas como 
posibles portadores de nuevos 
plásmidos movilizados desde el 
aislamiento de S. meliloti 
donador original. La aplicación 
de esta estrategia sobre las cepas 
S. meliloti LPU87, S. meliloti 
LPU57 y S. meliloti LPU172 
permitió detectar
transconjugantes que por su 
patrón de resistencias a 
antibióticos debían ser
portadores de al menos un plásmido movilizado. El análisis de esas bacterias confirmó la 
movilización de plásmidos desde desde S. meliloti LPU172 a la cepa S. meliloti 2011, y desde 
los aislamientos S. meliloti LPU57 y S. meliloti LPU87 a A. tumefaciens UBAPF2. En la 
Figura V.4. se muestran perfiles plasmídicos representativos de estos últimos

Figura V.4. Perfil plasmídico de los clones Rir 
obtenidos de la conjugación S. meliloti LPU87::Tn5 
(en masa) x A. tumefaciens UBAPF2. La figura 
muestra en la segunda y tercera calle el perfil de 
plásmidos de dos de los transconjugantes Rif Nm’’. En 
la primera calle se presentan el perfil de plásmidos 
correspondiente al aislamiento S. meliloti LPU87 y en 
la última calle el de la cepa receptora A. tumefaciens 
UBAPF2.
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transconjugantes así como del 
rizobio donador LPU87 y de la cepa 
receptora. Algunos de los plásmidos 
transferidos que no mostramos en la 
Figura V.4. presentaron una 
movilidad electroforética menor que 
la correspondiente a los plásmidos 
de los aislamientos donadores 
salvajes (el plásmido movilizado 
desde la cepa S. meliloti LPU57, por 
ejemplo). Como se indicó en el 
Capítulo IV, esta observación es 
compatible con la presencia de una 
inserción Tn5 en el plásmido salvaje. 
La presencia de Tn5 en los 
transconjugantes portadores de 
nuevos plásmidos fiie confirmada 
por PCR usando cebadores 
específicos de las secuencias de 
inserción IS50 y del gen nptll de la 
neomicina fosfotransferasa que 
codifica para la resistencia a 
Nm/Km. En la Figura V.5. se 
muestran los resultados de la PCR 
para los transconjugantes derivados 
de los aislamientos LPU87 y LPU57.

Figura V.5. Amplífícación por PCR de la 
secuencia de inserción IS50 para determinar la 
presencia del Tn5 en los clones RiC Nm*̂  
obtenidos de la conjugación S. meliloti 
LPU57::Tn5 (en masa) x A. íumefaciens 
UBAPF2 y S.meliloti LPU87::Tn5 (en masa) \A . 
íumefaciens ÜBAPF2. Se muestran las 
amplificaciones obtenidas a partir de ADN total de 
la cepa receptora A. íumefaciens UBAPF2, de los 
transconjugantes, y de las cepas donadoras S. 
meliloti LPU57 y S. meliloti LPU87, empleando 
cebadores específicos para las IS50 del Tn5.

En este capítulo hemos analizado la movilización de plásmidos por conjugación en el 
grupo de aislamientos de S. meliloti que presentamos en el Capítulo III. Una aspecto de 
interés en relación con la evaluación de la magnitud de la transferencia génica horizontal en S. 
meliloti es, en particular, el de poder estimar la proporción de rizobios que son capaces de re­
transferir los plásmidos movilizables que reciben. Con ese objeto, analizamos la capacidad de 
removilizar el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 por parte de diferentes aislamientos (Tabla V.I., 
uno por cada tipo de perfil de plásmido que habíamos observado). Para el conjunto de 
rizobios que estudiamos observamos más de 30% de aislamientos con esas características. Es 
muy posible que la proporción aumente si sólo se incluyen en el análisis rizobios recuperados 
del mismo suelo del que proviene el plásmido cuya transferencia se analiza (como LPU85, 
LPU86 y LPU87 recuperados del mismo suelo que LPU88, por ejemplo). Los resultados que 
hemos obtenido ponen en evidencia, de todos modos, una muy elevada proporción de



Mariano Pistorio Tesis Doctoral - Capítulo V 80

aislamientos que son portadores de funciones conjugativas activas. No debe descartarse 
incluso que aislamientos que han dado resultado negativo posean funciones de ayuda que 
operen sobre plásmidos diferentes del que aquí hemos empleado. Debe contemplarse también 
la posibilidad de que ciertos eventos de transferencia requieran de mecanismos de 
señalización por quorum sensing (como en el caso del plásmido Ti, Oger et al., 1998; Piper y 
Farrand, 2000), y que no ha sido satisfecho en nuestras condiciones experimentales. Dado que 
nuestros resultados han sido obtenidos empleando el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 como 
sonda de movilización, una cuestión que debe ser aún más caracterizada es cuán 
representativas son las características funcionales del oriT de este plásmido respecto del 
correspondiente a otros plásmidos movilizables de S. meliloti (y aún de otros rizobios y 
bacterias). Al respecto, es muy posible que el plásmido que hemos empleado como 
herramienta de análisis no constituya un caso único excepcional con características 
restringidas a los ecosistemas locales dado que la cepa S. meliloti GR4 de origen geográfico 
muy distante y también portadora de plásmidos transmisibles y de funciones de ayuda, ha sido 
capaz de movilizarlo. Tal resultado sugiere que, posiblemente, pSmeLPU88b está relacionado 
en sus características conjugativas a otros plásmidos y sistemas de ayuda presentes con 
frecuencia en otras cepas de S. meliloti de distinto origen.

Un segundo aspecto que hemos podido poner en evidencia es que un 18% de los 
aislamientos que hemos estudiado poseen ellos mismos plásmidos transmisibles por 
conjugación. Sólo uno de esos aislamientos, S. meliloti LPU57, no ha sido capaz de movilizar 
nuestro plásmido pSmeLPU88b::Tni. En relación a ello caben al menos dos posibilidades: a) 
dado que en la misma cepa LPU57 hemos observado un plásmido incompatible con 
pSmeLPU88b::Tn5 (columna 3, Tabla V.I.), es posible que las funciones de ayuda se hayan 
perdido con dicho plásmido al forzar la presencia del nuevo plásmido introducido (Nm), ó b) 
que la cepa LPU57 sea portadora de un sistema conjugativo que no es activo sobre el 
plásmido pSmeLPU88. No hemos explorado aún cuál de ambos posibilidades es la que 
responde a la situación real. En cualquier caso, el resto de las cepas en las que hemos 
detectado plásmidos conjugativos han podido retransferir el plásmido pSmeLPU88b incluida 
la cepa GR4, hecho este que refuerza la existencia de una elevada compatibilidad en lo que 
hace a las funciones de ayuda (helper). Finalmente, y como un factor limitante de la 
transferencia conjugativa, hemos detectado tres casos en los que posiblemente existan 
fenómenos de exclusión plasmídica o incompatibilidad de sistemas de 
modificación/restricción (aislamientos LPU191, LPU26, y LPU118). Estas posibilidades 
podrán ser evaluadas forzando la movilización (con un Tn5-mob por ejemplo) de los 
plásmidos de dicha cepa a la cepa S. meliloti 2011, para determinar luego si se reproducen los 
fenómenos de exclusión/restricción observados en la cepa original (la cepa 2011 es permisiva 
respecto de la entrada del plásmido pSmeLPU88b). En caso que así sea para alguno de los 
plásmidos, podrá procederse luego a la búsqueda de las genes asociados al fenotipo en 
cuestión mediante mutagénesis y selección positiva de aquellos clones que se conviertan en 
receptores del plásmido pSmeLPU88b.
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A modo de resúmen de los resultados obtenidos en este capítulo, en la Figura V.6. se 
presenta un esquema que describe la proporción de los distintos fenotipos que hemos 
observado al transferir el plásmido modelo pSmeLPU88bb a nuestra colección de 
aislamientos. Cabe destacar que las proporciones a las que se hace referencia corresponden al

S. meliloti 
donador

helper ?

helper -

23-33%
receptor

final

S. meliloti 
receptor 
primario

Figura V.6. Esquema en el que se muestran los distintos destinos posibles del plásmido pSmeLPlI88b 
cuando el mismo es transferido a aislamientos locales de los diferentes grupos de diversidad 
plasmídica que hemos definido en el Capítulo IIL Los porcentajes están expresados respecto del número 
de receptores primarios que hemos ensayado (una cepa de cada uno de los 21 grupos listados en la Tabla 
V.I.). Los porcentajes no corresponden a ningún suelo particular. Representan una situación virtual en la 
que los distintos genotipos estén igualmente representados.

grupo de rizobios analizados y pueden sólo ser asimilados a los de un suelo virtual en el que 
todos los genotipos que hemos evaluado estén igualmente representados.

En el capítulo siguiente iniciaremos la búsqueda y el análisis molecular de funciones 
de ayuda del sistema pSmeLPU88a / pSmeLPU88b.
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CAPITULO VI:

Caracterización molecular 
de mutaciones del plásmido pSmeLPU88a que 
conducen a la pérdida de la función de ayuda 
(helper).
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1. Introducción.

Como se describió en la introducción general de esta tesis el mecanismo de conjugación 
bacteriano involucra tres etapas: (i) la formación del par de conjugación entre las cepas 
donadora y receptora mediado por el sistema del pili, (ii) la formación del relaxosoma 
acompañado por la introducción de un corte en el origen de transferencia y el inicio de la 
replicación conjugativa, y (iii) la transferencia de una copia de simple cadena del plásmido 
desde la bacteria donadora a la bacteria receptora (Firth et a l, 1996; Pansegrau y Lanka, 
1996; Zechner et a l, 2000). Mientras los plásmidos conjugativos poseen los genes necesarios 
para estas tres etapas y promueven su autotransferencia, los plásmidos denominados 
movilizables poseen su propio origen de transferencia pero necesitan la ayuda (funciones 
helper) de un plásmido conjugativo para su transferencia. A partir de estudios realizados 
sobre los distintos sistemas de transferencia conjugativa (sistema tra) de diversos plásmidos, 
se ha observado que los mismos presentan similitudes funcionales y de secuencias a nivel de 
ADN y de proteínas (Wilkins y Lanka, 1993; Lanka y Wilkins, 1995). Es así que de acuerdo a 
las características moleculares y de organización génica se han podido definir familias de 
sistemas de transferencia de ADN como es el caso del reguión de virulencia (vz>) presente en 
plásmidos Ti (inductor de tumores) de Agrobacterium tumefaciens, responsable de la 
transferencia de ADN desde la bacteria a plantas superiores (Winans, 1992). Para miembros 
simbióticos de la familia Rhizobiaceae también han sido reportados varios plásmidos 
transmisibles (ver Introducción de esta tesis, sección 5.1.). Sin embargo, las características 
moleculares de los sistemas conjugativos de esos plásmidos han sido poco investigadas.

En los Capítulos precedentes de esta tesis he detallado el aislamiento y caracterización 
funcional de un sistema plasmídico binario de S. meliloti en el que sólo uno de los plásmidos 
es movilizable. En ese marco, hemos puesto especial atención en analizar la transmisibilidad 
de dicho plásmido desde diferentes genotipos cuya diversidad genética describimos en la 
primera parte de esta tesis. A través de dicho análisis hemos conseguido información 
indicativa de los posibles destinos de un plásmido movilizable cuando es transferido entre 
cepas diferentes de S. meliloti. En este Capítulo mostraremos el análisis que hemos realizado 
para detectar y caracterizar genes de movilización en nuestro sistema plasmídico. La escasa 
información disponible a nivel molecular respecto de plásmidos conjugativos en S. meliloti, 
ha sido enfocada al aislamiento y caracterización de orígenes de transferencia conjugativa en 
la cepa GR4 (Herrera-Cervera et a l, 1998). Por tanto, y dado que nuestro plásmido 
pSmeLPU88b es movilizable desde dicha cepa {oriT funcionalmente compatibles), el análisis 
que describimos en las secciones siguientes ha sido complementario y orientado a la búsqueda 
y caracterización de las funciones de ayuda presentes en el plásmido pSmeLPU88a activas y 
en trans sobre el plásmido pSmeLPU88b.
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2. Obtención de vanantes mutantes del plásmido pSmeipu88a que hayan perdido la
capacidad de movilizar el plásmido pSmeLPU88b.

La estrategia que hemos utilizado para la detección y caracterización de genes asociados 
a funciones de ayuda consistió en la obtención de mutantes por transposición del plásmido 
pSmeLPU88a que conduzcan a la pérdida de la capacidad de movilizar el plásmido 
pSmeLPU88b. Dado que en la mutagénesis generalizada con Tn5 existe una muy alta 
proporción de inserciones cromosomales, para detectar transposiciones plasmídicas 
realizamos una mutagénesis con la variante Tn5B13 (portador de funciones mob compatibles 
con el sistema de movilización de RP4) sobre la cepa LPU88, y utilizamos la biblioteca de 
mutantes insercionales como donadora en masa en una conjugación triparental hacia la cepa 
S. meliloti 2011 receptora (ver Capítulo IV, sección 5). En dicho ensayo y luego del análisis 
de 18 transconjugantes en geles de lisis in situ identificamos tres clones que sólo recibieron el 
plásmido de mayor tamaño y que designamos S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-2), S. 
meliloti 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-5), y S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-14); 
catorce clones que recibieron sólo el plásmido de menor tamaño; y un clon que recibió 
ambos plásmidos y que designamos S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-14,
pSmeLPU88b). Como ya hemos mostrado en el Capítulo IV (sección 5), esta última cepa fue 
capaz de movilizar el plásmido pequeño cuando el mismo fue reemplazado por su homólogo 
pSmeLPU88b::Tn5 marcado con Nm.

Con el propósito de establecer si alguno de los plásmidos de mayor tamaño portadores 
del transposón Tn5B13 había sido interrumpido en alguna de las funciones de ayuda 
necesarias para movilizar el plásmido pequeño, a los clones 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-2), 
2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-5), y 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-14) les fue transferido el 
plásmido pSmeLPU88b::Tn5 que porta resistencia a Nm. Empleando las cepas resultantes 
como donadoras observamos que los clones 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-2, 
pSmeLPU88b::TnJ) y 2011 (pSmeLPU88a::TnJB13-5, pSmeLPU88b::Tn5) no eran capaces 
de transferir su resistencia a Nm a la cepa receptora A. tumefaciens UBAPF2. El resultado 
obtenido sugirió que las inserciones en los plásmidos pSmeLPU88a::Tn5B13-2 y 
pSmeLPU88a::TnJB13-5 habían interrumpido genes esenciales para la expresión fenotípica 
de las funciones de ayuda (helper) en la cepa 2011.

3. Análisis de uno de los plásmidos mutantes que ha perdido las funciones de ayuda:
Mutagénesis reversa de la cepa S. meliloti LPU88 para introducirle la alteración
presente en el plásmido pSmeLPU88a::Tn5B13-5.

Con el propósito de analizar las características de los marcadores genéticos asociados a 
las funciones de ayuda iniciamos en una primer etapa el análisis del plásmido mutante 
pSmeLPU88a::Tn5B13-5. Evaluamos primero el número de inserciones del transposón en el 
plásmido, y ensayamos luego una mutagénesis reversa de la cepa LPU88 para intentar
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reconstruir el fenotipo mutante y determinar si el mismo deriva de la inserción Tn5B13 y no 
de otra mutación espontánea que no hubiera sido identificada.

Mediante un ensayo de hibridación pudimos confirmar que en la cepa 2011 
(pSmeLPU88a::Tn5B13-5) existe una única copia del transposón. En dicho ensayo el ADN 
total del rizobio fue digerido con la enzima EcoKÍ e hibridado con una sonda de 1.187 pb 
generada por PCR empleando cebadores correspondientes a las secuencias IS50 del TnJ (se 
usaron los cebadores IS50Í y lS50r, y como molde ADN del plásmido pSUP1021 que 
contiene al Tn5, ver Materiales y Métodos, sección 5.2.). Confirmada la presencia de una 
única señal iniciamos la estrategia experimental de mutagénesis reversa. Para ello fue 
necesario clonar la inserción Tn5B13-5 con una región de ADN adyacente del rizobio en un 
plásmido suicida, de modo que pudiéramos realizar luego por homogenotización el reemplazo 
de la región salvaje por la mutada en la cepa LPU88 (doble Crossing over). El clonado de la 
inserción presente en el plásmido pSmeLPU88a:;Tn5B13-5 fue realizado por digestión EcoRl 
de ADN genómico de la cepa S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-5) y ligación del 
mismo con el plásmido pK18mob digerido con la misma enzima. La mezcla de ligación fue 
introducida por electrotroporación en la cepa E. coli SI7-1. Los clones de E. coli que 
resultaron portadores de las resistencias a Te (marcador presente en el transposón) y Km, 
(marcador nptil presente en el vector pK18mob) fueron analizados para determinar las 
características de los plásmidos e insertos presentes. En dichos clones pudo confirmarse por 
análisis de restricción con ^coRI la presencia de una banda correspondiente al vector 
pK18mob (3,7 kb), y la presencia de una banda adicional correspondiente a un inserto de 
aproximadamente 18 kb. La presencia de secuencias del transposón en el plásmido 
recombinante fue confirmada por PCR empleando cebadores específicos para amplificar el 
ífagmento de 1187 pb de las secuencias de inserción IS50 mencionado precedentemente. El 
plásmido recombinante, designado pMP2, fue conjugado desde la cepa SI7-1 a la cepa 
LPU88 (Sm*) seleccionando para aquellos recombinantes que hayan realizado un doble 
entrecruzamiento como consecuencia de reemplazar un fragmento salvaje por su homólogo 
mutado portador del transposón (rizobios Sm*̂  Tc*̂ , Nm )̂. Sorpresivamente, ninguno de los 
rizobios resultantes perdieron sus funciones de ayuda, esto es, la capacidad de movilizar el 
plásmido pequeño pSmeLPU88b cuando éste les fue introducido. ¿Existía entonces en el 
plásmido pSmeLPU88a::TniB13-5 una mutación críptica responsable de la pérdida de 
función y diferente a la generada por el transposón? ¿O estábamos en presencia de una 
mutación cuyo fenotipo es dependiente del hospedador y se expresa en S. meliloti 2011 (que 
resulta helper-) pero no en S. meliloti LPU88 (que resulta helper +)? La evaluación de este 
último punto requería de un ensayo de complementación en el que pudiera introducirse en la 
cepa 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-5) una copia salvaje del/los genes alterados, y evaluar si 
se recuperan las funciones de ayuda. Dado que no contábamos con una biblioteca genómica 
de la cepa LPU88, para el experimento de complementación decidimos investigar la secuencia 
y estructura génica de la región alterada obteniendo finalmente por PCR el fi^agmento salvaje 
para el ensayo de complementación. En la sección siguiente presentaré los resultados que he 
obtenido a partir de los datos de secuencia.
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4. Secuencíamíento y análisis de la organización genética de la región interrumpida por 
el transposón en el plásmido pSmeLPU88a::Tn5B13-5.

Para determinar la secuencia nucleotídica adyacente al transposón en el plásmido 
pSmeLPU88a;:Tn5B13-5, el ADN del rizobio sito a cada uno de los lados íue subclonado a 
partir del plásmido pMP2 (las secuencias repetidas inversas de las IS50 presentes en ambos 
extremos del Tn5B13 impiden el secuenciamiento desde el transposón hacia el ADN del 
rizobio sobre el clon pMP2 completo). Se digirió entonces el plásmido pMP2 con las enzimas 
EcoRl (con la que se libera el inserto de 18 kb) y BamHl (enzima que reconoce un único sitio 
en el transposon Tn5B13). Los productos de esta digestión fueron ligados por un lado al 
vector pUC18 digerido con ambas enzimas, y por otro con el vector digerido solamente con 
BamHl. Para recuperar uno de los fragmentos adyacentes al Tn5B13 se seleccionaron 
transformantes resistentes a Te, ya que al digerir con BamHl la secuencia que codifica para la 
resistencia a Te queda en uno de los extremos del transposon. Los clones que poseían al 
fragmento adyacente al otro extremo del transposón fueron seleccionados por ausencia de 
actividad (3-galactosidasa en medio LB con X-Gal y por su sensibilidad a la Te. De estos 
clones seleccionados, se aislaron sólo los que por PCR dieron señal positiva para la presencia 
de secuencias IS50. El secuenciamiento de las regiones de ADN adyacentes a cada uno de los 
lados del Tn5B13 se realizó empleando los dos clones precedentes leyendo en cada uno de 
ellos desde el extremo de la secuencia de inserción IS50 hacia afuera del transposón. 
Determinamos de ese modo el sitio exacto de inserción verificando además la repetición de 9 
pb característica de la transposición Tn5. El secuenciamiento fue extendido aproximadamente
2,4 kb hacia cada lado de la inserción empleando cebadores diseñados cada 400-500 pb 
{primer walking). La secuencia de 4959 pb que hemos obtenido se presenta en la Figura 
VI.LA.. La misma fue analizada para determinar el tipo y número de marcos de lectura 
abiertos (ORFs) potencialmente presentes mediante el uso del programa ORF finder 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorfrgorf.htm), así como posibles sitios de inicio de la 
traducción y de unión a ribosomas (existen sólo unas pocas secuencias consenso para 
promotores de rizobios). En la Figura Vl.l.B. se muestra la posible estructura de ORFs del 
fragmento que hemos secuenciado. La comparación de la secuencia de ADN y de sus 
productos de traducción contra la base de datos de GenBank no arrojó similitudes 
significativas, excepto para el ORF cep que mostró 35 % de identidad a nivel de su producto 
de traducción con la citocromo c peroxidasa de Pseudomona aeruginosa (AAB50671) 
(Ridout el al, 1995). En nuestro fragmento dicho gen se encuentra incompleto con el sitio 
EcoR\ terminal que une el inserto al vector muy próximo al su extremo 5' del gen. Respecto 
de la inserción Tn5B13, la misma se encuentra interrumpiendo el marco de lectura rptl que 
hemos propuesto (173 aa, 19kD) dando lugar a un producto de traducción truncado de 51 
aminoácidos . Como ya hemos mostrado el plásmido pSmeLPU88a::Tn5B13-5 que posee 
mutado dicho gen no expresa funciones de ayuda en la cepa S. meliloti 2011. Contrapuesto a 
ello, la misma mutación en rptl en la cepa LPU88 resulta en un fenotipo de ayuda salvaje.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorfrgorf.htm
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ORF3

rptl

ORF2

ORFl

ccp

ACTAAGCATATAATCGGCGTACAGCGAGCCGGGGCGGCTGCGCTCGAAGTGATAAGGCATAGCAATCTCGACAACCGTGJ
CCCACGGTGCGAGAAAAACTTGGCAATCCGACGATTTCGGGCGCTGGCATTCCAGTGATGAAAAATTACCAACGCCTGA^
GAGCGAGCCGCTCTCGGTGATCTTTGCCCAAACGACGTTGTTCTCTTCGACGTCAGTAGAAATGTCCGATGGAAATCTGi
CCACCCATCGTGCCTTTCAAAGCCCTGACCGCTCCCGCTCGGCTCATCGTAAAAGCTTGAATCAGACAGGGTCTGGTCCC
AAGGACACAAAACTCGTCGATAGTTTCTATCCTCTTCTCGCCCGGAAAGGCCCGGCCGGCGTCGAGGATGAAATCCGTTi
TTTCTTCGCTTCCTCACCGCGCCGCGCCCGCCGCTCGTCCCAACGATCAAGCCAATTATGATACACTGTGGTTGCTTCC;
ACTCGCTTGCTCGCCATCGCCCAAACTCTGGATCAAAGAGGCCGTATGTCGCGAGCAGCACTCCAACGCCGAGGAGGAT(
AAAAGCCCTCAAAGGCGTCGATCAACAAGTAGCTGGCAAAGAGCAATCCTACGACTGCAGACATCCTCCTTAGAGGCACC
GAAACCGCTTTCCGACACCCAAGCGGATGGAACCGTACAGAAAAACGATACAGGTCGAAATGGCGACTAGGAGGCTGCTC
AATGCGTTGGCATTCTATAGCTGAAGCTATTGCCGCCGTCGTGGCGTTCATACAGGGCCGAAGACATATCGTGGACTATC
AGGTCACGATATCTCCTTCGTTCGAGCTCAGGTAAGAGCTTTGGACCTTCATGCATATGGCGACCAGAACACCCAGGACi
TACACCGGAAAATTCCCCGCATCACCCTAAGGCCGATTTCACCGCCCTCGCGCCGATGTTGCACCGGCCGCATCGTTGA':
CCTCTTCAATTCTCCAGAGATCATGGACGATCGTATGAAGCAGAATGAGGCCCGCGAAAAAAAGAATIAAAGCAGAGGGAC
TGTAGAGATATGCGAGCGCCGTGAAAACAATCGAAAGCGGCACTGATATAACTTCAGGGCGCACAATGGCTAACTTGCCC
AATCTATCGCATAGTTGCCACCGCCGTTGATCAACGGGATCAAGCACACGCCGATCCATTGAAAAAGACCGGCGAACATC
CGCAGATCAAGAAAACCGCCCAGTATGTGCACGAATAAGCTTGAACGTTGCGCGTCCAGGCGTCGTCGCTTTCCAACCGC
CACCCTGCGCTACGAGCTTGAAGCGCGCGTCCTGTTTCCAGAAGACCAGCAGCTCTATCACGAACGCGAAGAACAGCGGC
a g a g c a c c a t g a a g a g g a a c g t c c a g t t c g g a g c c c a t a g a a a a c c g a c c t g c t t a a c g a g a c c a t c c g g c c g g c t a t a ;
TGGCGCTGTGGATCCCCACGATATAAGACAAAAACCCAAGAGCTGTGGCACCCGCAAACACCGACGCCGGTAAATTCAAC
GAGATCCACGACTAAAAAGCGCCTCCGATCTCCTCGCCAAGCTGAAATGCCGACTTGGCCGGTTGAAGGCAGTATCGCGC
CCAGGTCTCTCGGGGACGTTGTCTCATCATCGACGGTAGCAGTCCGCGCCGGATCAGAAACCTCTAGCACAACGCTGCT^.
CCGGTTTCTTCAAATCTCGCCTCTTGGCCGCTAACCGAGATTGCGCCGCACTAAGTTCCATCTGCCATTCGCCGGTTGCC
CCGGATCATCGCAGCCAAAAATCCTTGCCAGCCAACGAATGTTGGCGGTGCTAATTCCCTTTTCGTTCTCTTGAAACCAC
GCTGCACTGTTCGCAGATCAACCCCGATCCGGTTGGAATCAATCTTTGAAATCGCCTCTGCAAGAAGCTCGGGCGTCCA':
GACCTGCGGGGAACCCATCGCTGCCCAGGGGCCGACCCGCTCCGGCCGCAGTTAATTGTTTTAACAGCTCTTTGAAGTa
TCCCATCTTTCGGCGGGGTAAGAAATAATTTTCCATTCTTGATCAAGGGCTTACGGGCTCTTGTTTCGTTTGGTTTCGC:
GGTTTCGTATCCTGTCGTGTGCCCCTCAAATCACGGTCTTATCAACGGGGCGCAACTTTTTAGCGCTTCGAAGTTGAAGC
CGCAACTGTTGGAAGGAGGGGGTCTTTTGGCGTCGGTGAGGCACTCAATTATGCGCATTTTGTCATCCTCAGCGTTTCAC
GTCCAGAGACTCACAGCTCATCAAGTTCGCTTCGGTCTCATAACAGCGGGTTCCATGCTCCGAGAATGCGCGCGGCTTTC
GCACGTTAGCTTCCGACGGTATTTCTCATATGGAAGTCGGGGGACCTGAGGTGGGGAAGGGACACGAGGAAAATGAGACC
AAATTGTGGTTTCCCTTGGTGAGTTGATAGATCGCCATATCGCTGCGCAACTGGCGACTATGGACGCCGTTCGTACGTGC
ATGAACGAAGGGCAACCGGCGAAGTTACGAACGTCACCTATGCGAACCGACTTTTGGGCGTCGCGCGGGATGAAGAAGCC
GCTGGATGGCGATCGTCGATTGCAGACCCCGGAGCGATCGGGAATCGAGGCTGAAGCTGACGTATATGGCGGCTTACCTC
TGGCAACACGGGGCACCCTGACTGCCGATGAGCTGAGATCCGCCTTGGAAGCCCCTCGTGATCGGCCGAACGCATCCAT':
CCTGAATCTCCTTCTTATGGCGACTGCACAATGATGGCTGAGGCCACAAGCTCTGCCCACTGGATACCGACAGCGGACCC
CGGGAAATTTCGCGGGGGGCGCCGTGCTATTCCCCGTCACCGGTTCATTGCAGCGGGTGCCTTTCACCGGAGAGTGTCGJ
GGCTGCCCGCAGATCCGCAGTGAGCGCTTCCGGCTGCTCCCAGGCTGCGAAGTGTCCGACCTTATCGTTAGAGTGTATTC
GTCGACCGCGGCGATATGGGCTCTGATCAGCAAGATGAGGGGCGACAGCAGAACCGAGACAAGGCGAACCCAGTCCGCCi
GACAGACCGGGAGATGTCTATTCCAGGCGGTCGTACATCTCGGAGAGACGGTGGAGCGGGATGCGATCGTCGAACTTGGC
ACTATGATATGCGCGAGCAACCCCGGACCGGGCTTGCCTCGATCCGCTTGGCTCACTCAGACCTCCGGATTGCCAATGG(
GGCCGAGCAGCGAAATCGACGCACGCATGCCATGGAAATACGCCGCCTGAACGGCTTCGGCCGGTGGCAAACGTTCAGAC
CGTTTACTTCAGACGAAGCGAGTGCGTGAGGTTAATCCGCTGGCCGGGGCGCATCGTCACGGTGAGGTACTCGGCGCCG':
GGAGGGGTGCCAGAGCGCGAGCCGGTGCTGGCCGGCTGGAATGTCGTTGATGGCGAAGGCCCCATTCTCGTCGGCGACCC
ATAGTACGGGTTTCTCGCCACAAAAATCCAGGTCTCCATAAAGCTGTGAATGCCGCAGGTGAGGCGCACGACATTTCCGÍ
CGTCAACGTTACCGGCAGCTCCAGATCTGAACCGCCCGGATATTGGCCAACATTGTGGATTGCACGGGAACCCCGCCCGi
CACTTCAGAGACATGGATGTTGTGCGTAATTGAATCGAGGTTGGCGAGGCGCAGACGGGCGTTCGGTCCATTGACGGCGC
AGCCGAGATAAAGCGGCAGCCCTTTTGCATGATCTCGGTCGTTTGGTTGGTGGCAAAGGGCTTGCCACCGACAATGTCGC
AAAGAATATGATGGCACCGGCAAGCCCCGCGCCCGCCGGCAAATCTTCGCCTAACATGCGTTCGTTGCCGCAGATTTCC^
ATCTTTGGTAATCAGGATGCGCTCTGTGATGGGGACGTGATCTGCCGCCAAAATCCTACCTTCCAGGCGCCCGCCGCCAJ
AACCGGACGTTCCTGGTAAGTGACGCCTGCGCCTCCTCCGAAGCAAGGGGCGACGAAAGCGGCAAGAAGCGCGAACGCAi
ACTTGCGAGACGCAATGGTGCGAGCATGGCGTTACTCCCGATAAGAGGGCAGGCTCGGCCGCTCGATGGTGATTTGTGGi
CACTCAGGCATTCGAGGAAGGCGACGAGATCCTTCACCTCTGCTTCTGTCAAGTCGATGGGCGCCAGCTCGGAGCCTGT(
CATGCTGCGGTGCGTTGTAGAAATCGACAACTTCGCGGAGCGTCCAGAAGGCGCCATTGTGCATGTAAGGCGCTGTATAC
TCGTGTGCCGGAGCGGGGCTGTACGAAAGGCCCCCCGATCGGCT^GATTGCGCGTGACGAGGAAGCGACCAGGATCTTCC
TGAGTGCCATCGCACTGCCGAGCGCGTCAAGGACCTTGAAGCGAAAGGTGACCTGCAGAGGGCCGCTAGCGGCCAGTTGi
CGGTATCGGGGACACTGGTGACGTGAAAAGCTTCATCCGTAAGAAGCGCTCCATTATGACACGACGTGCAATTGGCCTTC
CAGAAAACACCTTCATGCCGCGCCGTGCCGCCGGGGAGAGTGCGTCATGCTCGCCGCGCAGGAACCTGTCGAACGGCGTi
CCGTGTCGACGAGGGTGCGCTCGAACGCGGCGATCGCGCGCCAAATGTCGGCTTCTGCCAGCCGCGTACTGTTGAAGAGC
TCCCAATACGTTCCATATATTCGGGTATTTCCTGTAGGCGCGCGATCATTAATGCGGGATGGCCGTTGCCCTCGATCGGC
TCGTCATCGCCGCGCGGGCCTGCTCTTCGAGGCTGCTTGCCCGCCCATCCCAGAAAAGGCGTTTCAGGAACCCGGAATTC

(Figura V.I., continúa en la página siguiente)
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Figura VI. 1. Secuencia y mapa genético propuesto para una región de ADN de 4859 pb que 
contiene el sitio de transposición del plásmido pSmeLPU88a::Tn5B13-5. (A): Secuencia nucleotídica 
en la que se indica en color rojo el marco de lectura rptl interrumpido por el transposón; los ORFs 
codificantes en la otra hebra de ADN se muestran en azul. Los posibles sitios de unión a ribosomas y de 
inicio de la traducción se indican en cursiva y en negrita respectivamente. Los nucleótidos que 
corresponden al sitio de transposición están subrayados. (B): Mapa genético deducido para la secuencia 
de la parte A. En la parte superior se muestra un mapa de restricción con los sitios más relevantes. En la 
parte media se esquematizan los marcos abiertos de lectura ORF3, ORF2, ORFl, rptl (interrumpido por 
el transposón, en color rojo) y ccp (citocromo c peroxidasa) identificados en la misma. En la parte inferior 
se muestran las distancias (en pb).

La organización génica que se presenta en la Figura VI.l.B. indica que si la inserción 
Tn5B13-5 es la responsable de la pérdida de funciones conjugativas en la cepa S. meliloti 
2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-5), tal alteración deriva de la disfunción primaria en un único 
marco de lectura {rptl). La orientación opuesta de los ORFs que se encuentran localizados río 
abajo {downstream) de rptl indica que no deben existir efectos polares del transposón sobre 
estructuras de tipo operón.

5. El requerímíento del gen rptl para las funciones conjugativas de ayuda es 
dependiente del hospedador. Ensayos de complementación.

Con la información colectada hasta el momento realizamos los siguientes ensayos que 
nos permitieron confirmar el requerimiento de rptl para la expresión de funciones de ayuda 
en la cepa S. meliloti 2011, pero no en la cepa LPU88.

Muíagénesis sitio específica de rptl. Consecuencias fenotípicas sobre las funciones de 
ayuda en S. meliloti LPU88 y  en S. meliloti 2011.
En primer lugar verificamos nuevamente que la mutagénesis de rptl en la cepa LPU88 no 
conduce a la pérdida de su capacidad de movilizar el plásmido pequeño pLPU88b::Tn5. En la 
sección 3 de este capítulo habíamos obtenido ese resultado por homogenotización de la 
mutación Tn5B13-5 original en la cepa LPU88. Dado que disponíamos ahora de la secuencia
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del gen interrumpido rptl, realizamos una mutagénesis insercional sitio específica con el 
plásmido pMP4 según se esquematiza en la Figura VI.2.. Los transconjugantes resistentes a

Plásmido pLPU88a

£ c o R I fcoRI

Amplificación de un fragmento 
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C 3
producto de amplificación pGEM-T easy (Ap)

'----------1---------- '
Ligación

i
Transformación de £ ’.co// y selección de las colonias Amp"

>1
Clonado en pSUP102 (Te, Cm) en el si tio fcoR I, transformación de

r
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i
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Figura VI.2. Esquema del procedimiento experimental empleado en la mutagéneis sitio específica 
sobre el gen rptl en la cepa S. meliloti LPU88.

Sm y Te obtenidos fueron analizados por hibridación según se muestra en la Figura VI.3. 
(panel B., calles 1 y 2) para confirmar su genotipo. Los rizobios mutantes S. meliloti LPU88 
(pSmeLPU88ar/?/l ::pMP4) que analizamos resultaron capaces de movilizar el plásmido 
pSmeLPU88b::Tn5 que les fue introducido. Los resultados que he obtenido muestran que dos 
mutantes independientes en rptl generados ya sea por transposición/homogenotización
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la cepa S. meliloíi 2011 (pSmeLPU88b::Tn5) mediante una conjugación triparental resultó en 
la pérdida de la capacidad de movilizar el plásmido pequeño. Estos experimentos se repitieron 
cuatro veces en forma independiente y en ningún caso se obtuvieron transconjugantes. Para 
controlar todo el procedimiento experimental realizamos en forma paralela una conjugación 
empleando la cepa S. meliloti LPU88 (pSmeLPU88b::Tn5) como cepa donadora, 
obteniéndose en todos los casos transconjugantes resistentes a Rif y Nm. La estructura 
genética de la región rpt\ en la cepa S. meliloti 2011 (pSmeLPU88ar/7/l::pMP4, 
pSmeLPU88b::TrL5) fue confirmada por hibridación según se muestra en la Figura VI.3., 
panel B calles 3 y 4 confirmando que en la misma no han existido rearreglos en la región de 
rptX detectables por hibridación luego de la transferencia del plásmido mutado.

Complementación del muíante S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a::Tn5B13-5) deficiente en las 
funciones de ayuda empleando el gen rptl.
Para complementar la pérdida de función del gen rptl interrumpido en el plásmido 
pSmeLPU88a::Tn5B13-5, se clonó la secuencia codificante del gen salvaje en un plásmido 
replicativo que se introdujo luego en la cepa S. meliloti 2011 (pSmeLPU88a::TnáB13-5, 
pSmeLPU88b;:Tn5). En un primer paso se amplificó por PCR un fi-agmento de 1.336 pb que 
incluye tanto a la secuencia

Gel de Lisis in situ 

1 2  3 4

pSym a/b 

pSmeLPlJ88a::Tn5B13-5

pSmeLPlJ88b::Tn5

pMP3

codificante como el inicio del 
orf7 y la terminación del orfS 
(nucleótidos 1646-2981 de la 
Figura VI. 1.A). El producto de la 
amplificación obtenido fue luego 
clonado en el plásmido pGemT, 
liberado mediante la enzima de 
restricción EcoRl y ligado 
finalmente al plásmido 
movilizable pSW504 (replicativo 
en S. meliloti) generando el 
plásmido pMP3. Este último fue 
transferido a la cepa de S. meliloti 
(pSmeLPU88a::Tn5B13-5, 
pSmeLPU88b::Tn5) por
conjugación desde la cepa la E. 
col i SI 7-1. Para verificar la 
presencia del plásmido pMP3 en 
el rizobio, y si su presencia es 
compatible con los plásmidos 
pSmeLPU88a::Tn5B13-5 y
pSmeLPU88b::Tn5, transconjugantes tomados al azar fueron analizados por el método de lisis 
in situ habiéndose confirmando la presencia de todas la bandas plasmídicas esperadas (una 
banda correspondiente a los megaplásmidos simbióticos y tres bandas adicionales) (Figura

Figura VI.4. Perfil plasmídico de los clones Rif Nm*̂  
obtenidos de la conjugación S. meliloti 
(pSmeLPU88a::Tn5B13-5, pSmeLPU88b::Tn5, pMP3) x 
Á. tumefaciens UBAPF2. En las calles 2 y 3 se muestra el 
perfil de plásmidos característico de los transconjugantes 
resistentes a Rif Nm". En la calle 1 se presenta el perfil de 
plásmidos correspondientes a la cepa donadora S. meliloti 
(p88BI3-a5, pSmeLPU88b::Tn5, pMP3). En la calle 4 se 
observa el resultado de la lisis in situ de la cepa receptora A. 
tumefaciens UBAPF2. Se indica con una flecha la posición 
del plásmido pMP3, que se presenta como una banda de 
muy baja intensidad.
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capacidad conjugativa? ¿dichos cambios están asociados al Mpf {mating gair formation) o al 
Dtr {DNA transfer and replication)!.

En otros sistemas conjugativos se han descripto genes que no son indispensables para la 
conjugación dentro de una misma especie habiéndose sugerido que podrían ser importantes en 
conjugaciones interespecífícas (Lessl el al., 1993). Sin embargo no se han descripto hasta el 
momento genes cuya requerimiento absoluto dentro de una especie dada sea dependiente del 
genotipo bacteriano donador. Teniendo en cuenta la variada filogenia de la familia 
Rhizobiaceae y al mismo tiempo la extendida capacidad replicativa de los plásmidos de S. 
meliloti (en diferentes especies de rizobios y en Agrobacterium), puede pensarse que la 
disponibilidad de funciones conjugativas como rptl que estén en los propios plásmidos 
favorecerán la movilización de los mismos en aquellos casos en los que el genotipo receptor 
no provea funciones equivalentes como es el caso de S. meliloti 2011 y posiblemente de otros 
rizobios. Recientemente hemos podido confirmar que el plásmido pequeño pSmeLPU88b es 
capaz de replicarse en R. etli y R leguminosarum. Será importante analizar entonces si en los 
mismos rizobios replica el plásmido de mayor tamaño pSmeLPU88a, y en caso que así sea 
analizar si sus funciones de ayuda se expresan y son o no dependientes de rptl.
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La comparación y análisis de secuencias nucleotídicas de genomas parcialmente 
secuenciados y de genomas completos, muestra que la evolución bacteriana ocurre a través de 
un muy activo flujo horizontal de información genética entre especies del mismo y de distinto 
género (Davidson, 1999; de la Cruz y Davies, 2000). En este contexto, la transferencia 
horizontal de genes en bacterias ha adquirido un sentido sustancial para la comprensión de 
muchos procesos adaptativos, de procesos de asociación y de agresión entre organismos, y 
particularmente para la interpretación de procesos básicos de evolución genómica en 
bacterias a nivel molecular. Estudios recientes empleando información de genomas 
completos han permitido determinar, por ejemplo, que durante el proceso que dio lugar a la 
separación de los linajes de E. coli y Salmonella han tenido lugar 234 eventos de 
transferencia génica horizontal (Davison, 1999).

Desde el punto de vista práctico, el conocimiento de los mecanismos y procesos que 
determinan el éxito de los eventos de transferencia génica horizontal en bacterias será 
determinante para el diseño de estrategias que permitan disminuir la diseminación no 
controlada de marcadores transgénicos desde cepas recombinantes a poblaciones naturales 
con la consecuente pérdida de biodiversidad. El avance del conocimiento de base en esa 
dirección será asimismo importante para disminuir los riesgos de diseminación de nuevo 
germoplasma introducido asociado a la liberación masiva de microorganismos no 
recombinantes con fines agronómicos (para mejorar por ejemplo la fijación biológica de 
nitrógeno, el control de hongos y bacterias fitopatógenas, la estimulación del crecimiento de 
plantas, el control de insectos, y la bioremediación de zonas contaminadas con compuestos 
xenobióticos). En este sentido son lamentablemente muy pocos los casos en los que se ha 
caracterizado la actividad de varios de los organismos liberados respecto de su contenido de 
elementos móviles y la frecuencia de transferencia de los mismos a la comunidad bacteriana 
del suelo.

De las tres formas conocidas de transferencia génica horizontal: transformación, 
transducción y conjugación; esta última es considerada en condiciones de suelo como la más 
significativa desde el punto de vista cuantitativo. Entre los miembros de la familia 
Rhizobiaceae, la biología y genética molecular de los plásmidos transmisibles de 
Agrobacterium spp. han sido intensamente caracterizadas. Pero por el contrario, es muy 
escasa la información disponible sobre las características de los sistemas de movilización de 
rizobios en los que paradójicamente se han encontrado varios plásmidos transmisibles 
incluidos algunos de los simbióticos (Mercado Blanco y Toro, 1996).

En este trabajo de Tesis enfocamos la búsqueda sistemática y la caracterización 
molecular de sistemas genéticos involucrados en la transferencia de plásmidos por 
conjugación en la bacteria fijadora de nitrógeno y simbionte de alfalfa, Sinorhizobium 
meliloti. Para el desarrollo del estudio, construimos y caracterizamos genotípicamente 
(Capítulo III) una colección de aislamientos de S. meliloti que recuperamos de suelos locales. 
La caracterización genómica de esos aislamientos fríe realizada mediante la generación de 
"huellas digitales" por PCR empleando cebadores MBOREPl (establecimos 13 grupos 
diferentes de acuerdo a los patrones de "huella digital" genómica). Analizamos además la
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diversidad de plásmidos presentes (analizados por su tamaño), así como su distribución entre 
los diferentes aislamientos (los perfiles obtenidos fueron clasificados en 22 grupos de 
acuerdo al número de bandas plasmídicas y a su movilidad electroforética). El análisis 
conjunto de uno y otro estudio mostró que existen con frecuencia perfiles plasmídicos 
diferentes asociados con perfiles de "huella digital" genómica que son indistinguibles (y vice 
versa). La independencia entre la constitución genómica de los rizobios y su contenido 
plasmídico fue asimismo confirmado mediante el análisis numérico de índices de diversidad 
calculados a partir de ambos caracteres independientemente y en forma combinada. Estas 
observaciones dieron sustento formal a la posible existencia de una activa transferencia 
plasmídica en S. meliloti. La extensión de esta observación debe de todos modos considerarse 
con cautela dado que la diversidad de tamaños entre plásmidos puede generarse no sólo por 
transferencia horizontal de replicones sino también por integración/resolución de varios de 
ellos (incluido el cromosoma). Aún considerando esta última alternativa, son varios los 
estudios que reportan el carácter transmisible de varios plásmidos de rizobios (García de los 
Santos et al., 1996; Mercado Blanco y Toro, 1996).

Iniciamos entonces, la búsqueda de plásmidos transferibles dentro de nuestros propios 
aislamientos (Capítulo IV). La utilización de una mutagénesis generalizada por transposición 
de la cepa LPU88 y la posterior conjugación en masa de la biblioteca de mutantes con una 
cepa receptora S. meliloti 2011 Sp*̂ , nos permitió recuperar el plásmido movilizable que 
hemos designado pSmeLPU88b y que utilizamos sistema modelo a lo largo de este trabajo. 
Ya hemos comentado que la cepa LPU88 fue escogida para iniciar la búsqueda de replicones 
móviles en razón de que su perfil plasmídico era muy similar al de otras cepas de su mismo 
suelo, a excepción de la presencia del plásmido que luego fue movilizado. La sospecha inicial 
de que el plásmido pSmeLPU88b no fuera conjugativo (autotransmisible) debido a su 
pequeño tamaño (aprox. 22 kb) fríe confirmada al determinar su incapacidad de ser 
retransferido desde S. meliloti 2011 Sp*̂  a una tercera cepa. El estudio de las propiedades de 
movilización mostró que el plásmido pSmeLPU88b es movilizable por conjugación sólo en 
presencia del plásmido de ayuda (helper) pSmeLPU88a (aprox. 139 kb) que también está 
presente en la cepa LPU88. La transferencia de este plásmido a A. tumefaciens debió hacerse 
por incorporación de un sitio mob -presente en el Tn5B13- compatible con el sistema tra de 
RP4). Ninguno de los plásmidos pSmeLPU88a/b pareció modificar significativamente las 
competitividad de la cepa S. meliloti 2011 a la que dichos plásmidos le fueron incorporados.

La presencia de sistemas naturales binarios de movilización como el que hemos 
encontrado plantea la cuestión de si tal estructura es sólo la consecuencia fortuita de la 
pérdida de una parte del sistema conjugativo por parte de los plásmidos, o es el reflejo de un 
mecanismo natural más general destinado a preservar la excesiva diseminación de caracteres 
que están depositados en elementos móviles. Es evidente que la frecuencia de propagación 
del plásmido movilizable pSmeLPU88b estará siempre condicionada (limitada) al arribo del 
mismo a genotipos que sean portadores de funciones de ayuda compatibles. El existencia de 
sistemas de movilización divididos no parece ser una característica infrecuente en S. meliloti. 
El otro sistema que ha sido estudiado en detalle es el que está presente en la cepa GR4 y
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también presenta uno de sus plásmidos, pRmeGR4b, cuya movilización depende de la 
presencia del plásmido acompañante pRmeGR4a que en ese caso es autotransmisible. La 
relación entre ambos sistemas plasmídicos pSmeLPU88a/b y pRmeGR4a/b parece extenderse 
también a la compatibilidad de sus sistemas de transferencia conjugativa según hemos 
demostrado en el Capítulo V (sección 2). En efecto, el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 ha sido 
movilizado desde cepas derivadas de S. meliloti GR4 y que son portadoras del plásmido de 
ayuda pRmeGR4a. Cuando el análisis fue extendido a aislamientos locales representativos de 
cada uno de los grupos de perfiles plasmídicos que habíamos establecido encontramos que 
más de 30% de ellos eran portadores de funciones de ayuda capaces de movilizar el plásmido 
pSmeLPU88b. No tenemos conocimiento de estudios similares en los que se haya evaluado, 
con una colección de rizobios genotípicamente diversa y bien caracterizada, la proporción de 
estirpes que comparten sistemas de movilización compatibles. La muy elevada proporción de 
cepas con funciones de ayuda que hemos encontrado proyecta una situación en la que puede 
imaginarse que 1 de cada 3-4 eventos de transferencia estarán nuevamente en condiciones de 
propagar la información recibida. Considerando además la complementación cruzada del 
sistema pSmeLPU88a/b con el presente en la cepa GR4, es muy posible que los mismos 
tengan una amplia distribución en S. meliloti. El haber utilizado una colección como la 
descripta en el Capítulo III (ver sección 5, índice de Shannon cercano al valor de su tendencia 
asintótica) hace muy probable que en relación al germoplasma local los resultados obtenidos 
tengan significación más allá del grupo de rizobios analizados.

Si bien hemos detectado la presencia de 3 nuevos plásmidos movilizables en las cepas 
S. meliloti LPU57, LPU87, y LPU172, los mismos no han sido caracterizados en este trabajo. 
Cabe sin embargo hacer un par de observaciones respecto de los dos primeros rizobios. La 
cepa LPU57 mostró una perspectiva interesante respecto de la posible existencia de otro 
sistema de movilización diferente al que aquí hemos estudiado: LPU57 no ha sido capaz de 
movilizar el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 pero ha transferido uno de sus propios plásmidos. 
Debe decirse sin embargo que cuando se introdujo el plásmido pSmeLPU88b::Tn5 en LPU57 
la misma perdió uno de sus replicones que bien puede haber sido el portador de las funciones 
de ayuda. Esto resulta sin embargo poco probable dado que dicho plásmido posee un tamaño 
que parece demasiado pequeño como para soportar funciones de ayuda (aprox. 20 kb). La 
cuestión de si existe un nuevo sistema conjugativo está abierta y podrá ser dilucidada 
mediante la evaluación de la capacidad de ayuda de los distintos plásmidos de la cepa LPU57 
sobre el plásmido pSmeLPU88b. Finalmente, y en relación a LPU87 cabe mencionar que: a) 
pertenece al mismo suelo del que fue aislada la cepa LPU88, b) pertenece al mismo grupo de 
"huella digital" genómica que LPU88, y c) además de los pSym sólo posee el plásmido que 
moviliza (conjugativo?) y el mismo es levemente mayor que el plásmido pSmeLPU88a. Cabe 
preguntar por tanto si el plásmido pSmeLPU88b ha llegado al aislamiento LPU88 desde otra 
cepa como ha sido nuestra suposición inicial, o si el mismo se ha originado a partir de la 
resolución de un plásmido de mayor tamaño (como el presente en LPU87) en dos replicones 
independientes: uno de ellos portador de las funciones de ayuda (pSmeLPU88a) y el otro del 
origen de transferencia (pSmeLPU88b). El avance sobre estas cuestiones referidas al origen
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del plásmido pSmeLPU88b requerirá de la preparación de sondas específicas de cada uno de 
los replicones para investigar posibles relaciones entre los mapas físicos de los mismos.

El conjunto de resultados que hemos obtenido en los Capítulos III-V y que he 
comentado en las líneas precedentes han permitido el aislamiento y caracterización funcional 
de un sistema binario de transferencia conjugativa, así como su distribución y relación 
funcional con distintos genotipos locales de S. meliloti previamente sistematizados. Sobre esa 
base, en la etapa final de este trabajo hemos intentado avanzar sobre la caracterización 
molecular del sistema conjugativo. En particular, hemos iniciado la identificación de genes 
esenciales para la expresión de las funciones de ayuda (los estudios moleculares realizados 
con la cepa GR4 han enfocado esencialmente el aislamiento y análisis de los orígenes de 
transferencia conjugativa (Herrera-Cervera et al., 1998)). Para ello se generaron mulantes 
deficientes en el fenotipo de movilización a través del empleo del transposón TnJBlS. De los 
18 transconjugantes que analizamos en los que obtuvimos transposiciones sobre los 
plásmidos, sólo 2 localizadas en el de mayor tamaño condujeron a la pérdida de la capacidad 
de movilizar el plásmido pSmeLPU88b::TnJ desde la cepa S. meliloti 2011. El análisis de 
uno de esos mulantes permitió identificar un marco de lectura que hemos designado rptl 
cuya interrupción condujo a la pérdida de movilización en la cepa 2011. La orientación de los 
marcos de lectura localizados río abajo de rptl en la hebra complementaria de ADN mostró 
que el fenotipo de pérdida de la función de ayuda no se debió a efectos polares generados por 
la transposición. Como hemos mostrado en el Capítulo VI, el sólo clonado de un fragmento 
de 1.336 pb que contenía el gen rptl, y posiblemente su promotor, fue suficiente para 
restaurar las funciones de ayuda en la cepa 2011.

Una de las características más interesantes del gen rptl ha sido su estricto requerimiento 
para la actividad conjugativa en la cepa 2011 pero no en la cepa LPU88 de donde hemos 
aislado el sistema binario pSmeLPU88a/b. Es posible por tanto que la cepa S. meliloti 2011 
carezca de algún elemento estructural/catalítico que es aportado o activado por la presencia de 
rptl. Cabe además mencionar que el ADN total de la cepa LPU88 digerido con da una
única señal de hibridación cuando se emplea una sonda interna a rptl, hecho que pone de 
manifiesto que en esa cepa la mutación rptl no es fimcionalmente compensada por una copia 
extra del mismo gen. Resulta aún una cuestión abierta el modo en que el producto de rptl es 
entonces sustituido por otro(s) componente(s) celular(es) en la cepa LPU88. Es posible que el 
reconocimiento de los genes de LPU88 asociados a la supresión fenotípica de la mutación 
ayuden a comprender la función bioquímica del producto de rptl, aún muy poco clara 
(eventos Dtr?, Mpf?). Para abordar esta problemática podrá intentarse la complementación 
funcional del plásmido pSmeLPU88a::Tn5B13-a5 en la cepa 2011 con una biblioteca 
genómica de la cepa LPU88 (una dificultad práctica en dicha estrategia estará asociada a la 
identificación de los eventuales clones complementados que restauren su capacidad 
conjugativa dentro de la mezcla de transconjugantes).

Pocos son los ejemplos reportados de genes conjugativos en los que se ha sugerido 
que pueden existir requerimientos específicos de especie. En ese sentido, Lessl et al (1993) 
demostraron que los genes traA hasta -E y troL hasta -O de la región TRAl de RP4 no son
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requeridos para apareamientos intraespecífícos en E. coli, pero podrían serlo para la 
transferencia conjugativa del plásmido a otras especies. En nuestro caso, sin embargo, el 
requerimiento estricto de rptl es aún diferencial para cepas diferentes de una misma especie, 
S. meliloti 2011 y LPU88. Desde el punto de vista de la eficiencia del proceso conjugativo no 
debe descartarse que el plásmido pSmeLPU88a sea el residuo de un plásmido 
autotransmisible que ha perdido el oriT (como ya he mencionado), y en el que la presencia de 
rptl sobre el propio replicón diera al sistema de movilización una mayor independencia del 
genotipo hospedador donante (ej. al arribar a cepas S. meliloti 2011 y A. tumefaciens 
UBAPF2). En este sentido deberá avanzarse en la búsqueda de homólogos de rptl en otros 
sistemas conjugativos y avanzar en el requerimiento de ese gen para la movilización desde 
otras especies y géneros diferentes en los que los plásmidos sean replicativos.

Los resultados que he obtenido y presentado en este trabajo han permitido avanzar en 
los siguientes aspectos vinculados a la transferencia conjugativa de plásmidos en S. meliloti:

- Hemos aislado y caracterizado en detalle un sistema conjugativo binario presente en la cepa
S. meliloti LPU88, constituido por el plásmido pSmeLPU88b movilizable y el plásmido de 
ayuda no-transmisible pSmeLPU88a. En el sistema binario descripto previamente en la 
cepa GR4, uno de los plásmidos es autotransmisible.

- Utilizando una colección de aislamientos locales de S. meliloti cuya diversidad hemos
caracterizado en este trabajo, evaluamos la proporción de rizobios que son portadores de 
funciones de ayuda para la movilización del plásmido pSmeLPU88b. Hemos podido 
obtener así los primeros datos numéricos referidos a la incidencia de funciones 
conjugativas en una especie de rizobios. Durante el análisis hemos detectado cepas en las 
que posiblemente existen fenómenos de exclusión plasmídica aun no descriptos en 
S.meliloti y/o de incompatibilidad de los sistemas de restricción-modificación.

- La extensión de la búsqueda de plásmidos movilizables a aislamientos representativos de la
diversidad plasmídica de la colección nos permitió reconocer tres nuevos plásmidos 
transmisibles pSmeLPU57, pSmeLPU87, y pSmeLPU172 (movilizables / conjugativos?). 
Uno de ellos es posible que contenga un sistema de movilización diferente al que hemos 
encontrado en los plásmidos pSmeLPU88a/b.

- Hemos caracterizado a nivel molecular un gen del sistema de ayuda del plásmido 
pSmeLPU88a, designado rptl, cuyo requerimiento para la transferencia conjugativa del 
plásmido pSmeLPU88b resultó dependiente del genotipo bacteriano donador. Es el primer 
ejemplo de un gen cuya presencia extiende el rango efectivo de cepas donantes dentro de 
una misma especie bacteriana (y en Agrohacterium tumefaciens).

Perspectivas: Los resultados y el material que hemos obtenido en este trabajo permitirán 
abordar el diseño de estrategias experimentales más rápidas y eficientes para la selección de 
mulantes alterados en genes conjugativos en los diferentes plásmidos que hemos aislado. 
Esperamos que la caracterización sistemática de un número importante de mulantes permita
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avanzar sobre la organización de los genes de ayuda y su eventual relación con los 
correspondientes a otras bacterias como A. tumefaciens y M. loti para los que en algunos casos 
existen datos de secuencia disponible. Tal información será necesaria para ensayar el diseño 
de sondas genéricas que permitan detectar por métodos moleculares sistemas de movilización 
en cepas inoculantes de S. meliloti de interés agronómico y liberación masiva. Desde el punto 
de vista básico, el conocimiento de los sistemas de transferencia, de sus frecuencias de 
aparición en suelos locales, así como el grado de complementación funcional cruzada 
permitirán aproximarse a un análisis más cuantitativo de la dinámica del intercambio de 
información genética mediado por rizobios en el suelo.
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En este trabajo hemos utilizado una cepa marcada cromosomalmente en forma estable 
con la proteína de fluorescencia verde (GFP) para comparar su competitividad fi'ente a un 
rizobio isogénico no marcado portador de distintos plásmidos crípticos. Describo en este 
Anexo la construcción de dicha cepa, así como la caracterización que he realizado de la 
estabilidad de la marca y la conservación de las propiedades simbióticas originales.

1. Construcción del plásmido vector portador de los marcadores g fp -T c  en
la región intergénica recA -a la S

Estrategia utilizada: Homogenotización de los marcadores gfp y de resistencia a tetraciclina 
(Te*) en una región definida del genoma de S. meliloti. Se empleó como vector el plásmido 
suicida pSMlO (Tabla II. 1.). Dicho vector permite el clonado de marcadores de interés en la 
región intergénica que separa a los genes cromosomales recA-alaS de S. meliloti altamente 
conservados (Selbitschka et al., 1992, 1995). El plásmido pSMlO contiene la región 
codificante C-terminal del gen recA de S. meliloti y la región codificante N-terminal del gen 
úf/úfS (río abajo de recA). En la región intergénica ha sido introducido el promotor constitutivo 
del gen nptll y a continuación un sitio múltiple de clonado.

En el sitio BamHl del vector previamente tratado con la enzima de Klenow, fue clonado 
en primer lugar un fragmento de ADN de 2 kb portador del gen de resistencia a Te 
proveniente de plásmido pHP45Q-Tc. En un segundo paso, entre el gen de resistencia a Te y 
el promotor nptll se clonó una variante de la región codificante del gen gfp orientado en el 
sentido del promotor. La variante del gen gfp utilizada (P64L y S65T) presenta una mayor 
solubilidad y un corrimiento al rojo en el espectro de emisión que la proteína salvaje (Heim et 
al, 1995, Cormack et al, 1996). El plásmido así obtenido fiae utilizado para homogenotizar los 
marcadores en el cromosoma de S. meliloti.

2. Obtención de la cepa recombinante de S, m e lilo ti marcada con g fp -T c .
Estudio de la estabilidad de la marcación y de las propiedades 
simbióticas de la cepa resultante.

La cepa S. meliloti 2011 fue marcada por homogenotización de los marcadores ^c-gfp 
descriptos en el punto anterior. La estabilidad de la marca fue analizada en medio de cultivo 
TY liquido en ausencia de Te durante aproximadamente 40 generaciones. Muestras tomadas a 
distintos tiempos fueron plaqueadas con y sin antibiótico para evaluar la posible aparición de 
clones sensibles. La fracción de colonias resistentes a la largo de las generaciones se muestra 
en la Figura A.I.. Los clones fueron fluorescentes a la luz UV ya sea en presencia o ausencia 
del antibiótico. Los resultados obtenidos muestran una elevada estabilidad de los marcadores 
en nuestra construcción en las condiciones de cultivo utilizadas por más de 40 generaciones.
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Para evaluar el comportamiento simbiótico de la cepa recombinante se realizaron 
experimentos de inoculación directa y de coinoculación con la cepa salvaje empleando alfalfa 
como planta hospedadora (Figura A.2.). Las semillas de alfalfa fueron esterilizadas en 
superficie con NaClO concentrado (55g Ct/1) durante 10 minutos y lavadas 6 veces con 
abundante agua destilada estéril. Las semillas esterilizadas en su superficie fueron germinadas 
en la oscuridad durante 24 - 48 h en cajas de Petri con agar-agua. Cuando las raíces de las 
plantas alcanzaron una longitud de aproximadamente 0,5 cm, las mismas fueron colocadas en 
bolsas plásticas estériles con 10 mi de medio Jensen (íensen, 1942) libre de nitrógeno. Las 
plantas fueron cultivadas en una cámara de plantas con un fotoperíodo de 16 horas,

temperatura 22® C durante el día y 18® C durante la noche. Al quinto día post-germinación las 
raíces fueron inoculadas con 100 pl/planta de una suspensión bacteriana conteniendo 
aproximadamente 1x10  ̂ bacterias en medio Fáhraeus fáhraeus, 1957) Las bolsas fueron 
regadas periódicamente con agua estéril. Los experimentos fueron realizados con las cepas 
S.melilotilOW y S.meliloti 2011::Tc-g/p inoculadas por separado y coinoculadas (relación 1:
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Utilizados fueron para la cepa S.meliloti 2011, 2 .10  ̂ ufc/planta y para S.meliloti 2011:: Tc- 
gfp 3,2 .10  ̂ufc/planta ya sea en ensayos de simple o doble inoculación. Al cabo de 28 días el 
número promedio de nódulos por planta fue 4,25 ± 0,5 para S.meliloti 2011, y 3,56 ± 0,6 para

S. me 2011 
(A)

S.mc 2011-g^-Tc 
(A*)

A
A

A

V

/ \

Inoculación^ 10* ufc/ml

A+A* A*

/

%

/

28 dias despüésf

1) Recuento del número total de nódulos por planta 
en los experimentos de inoculación simple

Cepa A: 4 .2 5 + /-0 .5  
Cepa A*; 3.56 + /-0 .6

2) Ocupación de nódulos en el experimento de coinoculación
Cepa A; 493%
Cepa A*; 50J%

Figura A.2. Experimento de inoculación simple y de co-inoculación de 
alfalfa en las cepas S. meliloti 2011 y S. meliloti 2011 -Tc-gfp.

S.meliloti 201 l::Tc-g/^. En el experimento de coinoculación se analizó a los 30 días el 
número de nódulos ocupados por cada una de las cepas. Para determinar qué cepa ocupaba 
cada uno de los nódulos, los mismos fueron escindidos de las raíces y observados bajo 
microscopio de fluorescencia (Cari Zeiss-Jena) (Figura A.3.). Se utilizó un filtro con un rango 
excitación de 470-490 nm y un filtro de barrera de 520-560nm. El total de nódulos analizados 
fue 67 de los cuales 33 mostraron fluorescencia y los 34 restantes fueron negativos. Como 
control del método de observación microscópica fueron removidos de las raíces 12 nódulos 
que mostraban fluorescencia y 11 nódulos que no la mostraban. Los mismos fueron
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esterilizados en su superficie con agua oxigenada 30 volúmenes 10 min. y las bacterias del 
interior analizadas por plaqueo en medio TY sólido con antibióticos. Los cultivos mostraron 
que de los 12 nódulos positivos por fluorescencia, 11 resultaron resistentes a Te y el restante 
no generó crecimiento bacteriano en ninguna condición. De los 11 nódulos negativos por 
fluorescencia, uno no generó crecimiento 
en ninguna condición y 9 fueron sensibles 
a Te (posible falso negativo, resistente 
espontáneo a Te ó mutante espontáneo 
gfp ). Los resultados obtenidos mostraron 
que la cepa S. meliloti lOWwTc-gfp 
conserva una competitividad para la 
nodulación que es comparable a la cepa 
salvaje S. meliloti 2011 de la que deriva.
Otros usos de la cepa que hemos 
construido en relación a la temática de 
este trabajo de tesis. Los ensayos de 
evaluación de transferencia de genes entre 
bacterias en condiciones naturales 
requiere del desarrollo de cepas de 
referencia que, portadoras de marcadores 
cromo somales apropiados y estables, 
permitan su reconocimiento inequívoco en 
muestras complejas como las de suelo no 
estéril. La cepa que aquí hemos 
construido por marcación con gfp-Tc 
cumple con esas condiciones y podrán ser 
utilizada como atrapadora {trapping 
bacteria) de plásmidos movilizables 
recibidos desde otros genotipos de la 
comunidad bacteriana presentes en 
muestras de suelos. Además, el alto grado 
de conservación de secuencia de la región recA-alaS permite el uso extendido de la 
herramienta que hemos desarrollado para la marcación de otras cepas de S. meliloti.

Figura A.3. Visualizacion de eventos de infección 
usando la cepa *V. meliloti 2011::g/^-Tc. Parte A 
Imagen de un pelo radicular en el que se observa un 
doble hilo de infección. Parte B Imagen de la 
fluorescencia verde del mismo hilo de infección bajo 
irradiación con luz incidente ultravioleta. Partes C y D 
Ídem A y B correspondiente a la observación de un 
nódulo radicular.
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