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ESTRUCTURA Y EVOLUCION DEL GENOMA SIMBIOTICO DE Rhizobium

phaseold

1. INTRODUCCION

1.1 - De una taxonowfs fenotfpica a una taxonomfa genotIpica.

El estudio de la historia biloldgica de las especies
(PILOGENIA) asf como el de la variabilidad genética dentro de la
especie (GENETICA DE POBLACIONES), proveen en la actualidad, dos
enfoques experimentales fundamentales para comprender cud@ndo y

¢dmo evolucionan los organismos.

Inicialmente, los organismos fueron agrupados en
espaciesn tomando como pardmetros fundamentales las estructuras
que poseen y au aspecto fisico (Taxonomfa morfoligica). Este

sistema permitis organizar la diversidad biolSgica en diferentes
reinos y 8e propuso a los seres vivos mids sencillos como an-
tecesores de loe méds complejos. Ademds, a través de la
Paleontologfa, la Anatomfa comparada y la Fisiologfa comparada
también se propuso un tiempo para su aparicidn; es decir, la
diversidad es el resultado de cambios en especiles sencillas que
al ser seleccionadas a lo largo del tiempo, generaron especies
mds complejas.

Bajo estos criterios, 1las c&lulas procariotes (como

las bacterias) tienden a parecerse mds entre s y, por 1lo



tanto, se dificulta hacer una taxonomia de ellas.

A partir del descubrimiento del DNA como molécula por-
tadora de la informacidn genética, 1los bidlogos moleculares
propusieron estudiar la evolucidn con base en las similitudes o
diferencias entre fragmentos de DNA de distintos organismos,
pero que codifican para funciones equivalentes.

Dado que en el DNA se encuentran impresos los distin-
tos genes (genotipo) y que dan las caracterIsticas propias del
organismo (fenctipo), entonces, se pueden comparar entre dos
organismos dados las secuencias, ya sean, nucleotfdicas de un
gene o de aminodcidos para una protefna (Woese, C.R., 1992).

La ventaja mds lmportante de esta contribucidn es que
los nucledtidos y aminodcidos compartidos per los organismos a
comparar, estdn restringidos en nimero y nos permiten generar
términos de probabilidad de semejanza o diferencla,
estableciendo por convencidn, nuevos pardmetres mis objetivos,
en la definicidn de una especle. (Fox, et al., 1980). Sin
embargo, el avance en los estudlos genéticos wmoleculares
indican, que si bien el obtener la secuencla de un gene es
factible, cobtener la secuencia completa de un gencma, ya no lo
es tanto, (aln tomando en cuenta el avance tecnoldgico en el
desarrollo de 1la metodologia de secuenciacidn). Por otra
parte, también ha sldo propuesto que no todos los genes de un
genoma reflejan fielmente Jlas distanclas entre dos especles,
(Woese, C.,R,, 1987}

Para la solucidn de este tipo de problemas se han

selecclonado algunos genes como crondmetres evolutivos. Estos



genes ademds de ser altamente conservados, reiinen las siguientes

caracteristicas:

a) comportamiento de reloj, donde 1los cambifos sean
proporcionales al tiempo y donde cada cawbio se
distribuya azarosamente en la secuencia utilizada.

b) rango de las velocldades de cambio que corresponda
al espectro de las distancias evolutivas que se
quieren determinar, Es decir, debe haber zonas de la
secuencia con relativa constancia y zonas més
variables (algo as!l como las manecillas de horas,
minutos y segundos de un reloj).

c) tawafio del gene lo suficientemente grande como para

proveer la informacidn necesaria.

Los genes mds utilizados para este propdsito han sido
el citocromo € y los genes que codifican para el RNA ribosomal
16§, Con el wuso de estos genes, se construyen los drboles

filogenéticos modernos. (Woese, C.R., 1992) (Ver Fig. 1)

I.2 -Filogenia Bacteriana

El caso del estudio evolutive de las bacterlias es, sin
duda, un campo que se vio altamente beneficiado al cambiar los
parametros fenotfpicos por los genotipicos, ya que
morfoldgicamente las bacterias son muy parecidas,

Debido al lugar que ocupan estos microorganismos en la



escala evolutiva, la tmportancia de conocer su filogenia va a
incidir en varios conceptos, tales como: la naturaleza del
ancestro universal (origen de 1la vida), el origen de las
c8lulas eucariotes, e inclusive sobre nuestros conceptos de
seleccidn y evolucidn,

En la filogenia propuesta por Haeckel en 1896, los
organismos se agruparon en plantas, animales y microorganismos.
Para 1930 E. Chatton construyd una filogenia universal en la
cual separd a los seres vivos en dos grandes grupos: procariotes
y eucariotes (tomado de la tesis doctoral de Segovia, L.). MEs
recientemente, Whittaker, R.H. y, Margulis, L.(1978) propusieron
la organizacién de los seres vivos en cinco reinos: Animal,
Vegetal, Hongos, Protista y Monera. Sin embargo las bacterias a
diferencia de otros organismos, son capaces de transferir la
informacidn genética hereditaria tanto en forma vertical (al
reproducirse vegetativamente) como en forma horizontal (al
participar en procesos sexuales). Esta capacidad de transferen~
cia hortfzontal peramite 1a adquisicién inmediata de nuevas
funciones, es decir, la posibilidad de que una funcidn que haya
evolucionado en un organismo sea transferida & otro mediante
conjugacidn, transduccidn o inclusive transformacidn genética.

Estas observaciones podrfan indicar que las bacterias
participan de una poza comiin de genes y que diffcilmente pueden
ser agrupadas por filogenias (ledges, 1972). En este sentido,
se ha propuesto el término de gencespecie para todas aquellas
bacterias que pueden intercambiar material genético ( ). Sin em-

bargo, cuando estas bacterias fueron analizadas comparativamente



para las secuencias de sus RNA 165 ribosomales, &se pudo obtener
una filogenia,

"Con base en el andlisis realizado sobre la secuencia
del gene i6S ribosomal, se ha establecido también una nueva
filogenia de los organismos. En esta filogenia los organismos
se agrupan en tres dominios que muestran una separacidn clara
donde todos los miembros de un dominio se parecen mds entre &I
que 8 los de cualquier otre dominio. Actualmente, se proponen
los siguientes grupos para el dominic Bacteria: Termotogales,
Flavobacterias, Clanobacterias y Bacterias piérpuras {con cuatro
divisiones: alfa, beta, gama y delta), Bacterias Gram Positivas
y Bacterias verdes no sulfurosas. Los grupos propuestos
provienen del andlisis del RNA riboscomal 165 de méds de 500
egpecies bacterianas. En este andlisis, la mayoria de los
grupos mantuvo caracterIsticas fenotfpicas comunes. Las incon-
sistencias probablemente se deben a Aue las caracteristicas
fenotipicas seleccionadas no reflejan las caracterlsticas
genéticas (Woese, C.R., 1992), o a que el andlisis de esa
secuencia especifica no representa fielmente a la filogenia del

resto del genoma de la bacteria,

1.3 - Especie bacteriana

El concepto de especie de Mayr (propuesto en 1982),
define una especie como: "una comunidad reproductivamente ais-—
lada de otras poblaciones que ocupa un nicho espec{fico en la

naturaleza®.



Desde este punto de vista, las bacterias no cumplen
este requisito, ya que esencialmente su reproduccidn es asexual
y son capaces de una transferencia genética horizontal que no
reconoce las barreras propuestas para las especles,

) En los estudios de genética de poblaciones utilizando
lo8 ensayos de electrofenotipos de lsozimas, se ha encontrado
que la variabilidad genética es mayor en bacterias que en
eucariotes. El 90X de los loci son variables en bacterias,
mientras que 8&lo el 30%, lo son en eucariotes. Ademids, el
promedioc de alelos por locus es tres veces mayor en bacterias
que en eucariotes (Young, P.W., 1992). Se ha observado también,
que laa diferencias geogrdficas contribuyen muy poco en la
diversidad total de la especie y que ademds, el problema de la
transferencia horizontal, implica 1la posible existencia de tipos

intermedios entre especiles.

Al estudiar cepas de E. goli y §. ¢typhimurium, se

observd que todos los aislados de E. coli se parecen mucho mids
entre ellos que a cualquier Salmonella, tanto por criterios de
hibridizacidn de DNA total, como por criterios fenotipicos.
Cuando se transfiere DNA de E. coli a cepas de Salmonella, se
observa que este DNA se integra enlel cromosoma a menor frecuen-
cia que el DNA proveniente de transferenclas intraespecIficas.
BEstas observaciones nos dindican  que el concepto de
eapecie que se utiliza en organismos eucarlotes tilene severas
limitaciones al ctratar de aplicarlas a bacterias. En 1984,
Jhonsen, propuso que todas las bacterias cuyos DNA's mostraran

un 60% o wmls de homologfa se deberlan clasificar dentro de la



misma especie, Sin embargo, cuando se aplican estos criterios a
bacterias cépaces de asociarse con plantas, tanto en el caso de
asociaciones patGgenas (Pseudomonas), como en el caso de
asoclaciones simbiGticas (Rhizobium), forman grupos claros donde
el nivel de homologfa de DNA puede ser s8dlo del 30 al 40%

De acuerdo a las observaciones anteriores, 8se puede
decir que la definicidn del concepto de especile en bacterias, es

un problema actual de investigacidn.

I.4 - Tazxonomfa en Rhizobium

Las bacterias que pertenecen al grupo de las
Rhizobiaceas se caracterizan por su capacidad de interaccionar
con plantas. Al 1gual que en otros grupos de bacterias, la
clasificacién de estas bacterias también se ha hecho por
pardmetros fenot{pices y con base ;n la especificidad por el

. hospedero (ver Fig. 2). En este tipo de relaciones bloldgicas
entre especies tan distantes evolutivamente, hace probable que
la filogenia de ambas se vea afectada por la presencia o ausen=
cia de la otra. En este sentido, la simbiosis entre el Rhizohium
y la planta, es un modelo adecuado para el estudio evolutive en
funcidén de las relaciones interespecfficas y por tante, incide
directamente en un nivel ecoldgico mds complejo.

Durante la simbfosis, las bacterias infectan las
células corticales de 1la rafz y dan lugar a una estructura
altamente diferenciada llamada nddula. Este procesc es ei

resultado de 1la diferenciacidn tanto de las cé&lulas vegetales



como de las bacterias que las infectan. Las bacterias en el
ndédulo llevan a cabo 1la fijacidn bioldgica del Nitrdgeno
atmosférico, reduciéndolo a amonio, el cual se exporta a las
partes aéreas de la planta donde es asimilado. La planta a su
vez suministra a las bacterias 1la energfia que requieren, en
forma de esqueletos de carbono provenlentes de la fotosintesis.
(Segovia 1991, tesis de doctorado).

Dentro de este grupo de bacterias, Agrobacterium tiene
la capacidad de formar tumores en la planta, mientras que

Rhizobium y Bradyrhizobium y pueden establecer una 6imbicsis

con las rafces de las leguminosas.

En Rhizobium, 1la mayor parte de los genes que con-—
trolan ta nodulacidn, la especificidad del huésped y la fijacidn
de NitrSgeno se encuentran localizados en un plismido de alto
peso molecular, llamado pldsmido simbié:ico (pSim). Estos
plasmidos puedgn ser transferidos a otras bacterias por
conjugacidn modificando sus capacidades simbifticas. (Martinez,
1987) (Brom, 1988) '

Estudios rectentes de las filogenias obtenidas con

secuenclas del gene ribosomal 165 de cepas de Rhizobium,

Bradyrhizobium y Azorhizobium (ver Fig. 3) propuesta por Young,
son wuy distintas a la propuesta en 1984 por Jordan. Es decir,
segin este pardmetro genotfIpico, 1las cepas de Rhizobium se

agrupan con Agrobacterium, Rochalimaea quintamna y Brucella

abortus (estas dos dltimas, son patigenas de animales) mientras

que Bradyrhizobium y Azorhizobium se agrupan junto con Rhodobac—

ter Sphaeroides y Methylobacterium.




I.5 ~Rhizobium phaseoli

Actualmente, las cepas de Rhizobium que establecen

una simbiosis con las rafces de Phaseolus vulgaris (frijol), han

sido clagificadas como R, phaseold.

Estas cepas han sido estudiadas ampliamente desde el
punto de vista fisioldgico y de genética molecular. En este
caso, me referiré esencialmente al aspecto de genética
molecular.

La estructura genética de las cepas de R. phaseoli se
caracteriza por la presencia de diferentes pldsmidos de alto
peso molecular siendo uno de ellos, el 1llamado plasmido
simbidtico,

Con el propdsito de estudiar la estructura gendmica de
Rhizobium, se han seguido tres lineas de finvestigacidén, que in-
cluyen el estudio del plismide simbi&éico, de otros plismidos
ademds del simbidtico y del cromosoma bacteriano. Estas inves-
tigaciones, tambi&€n incluyen a otros tipos de Rhizobium como
marco de referencia evolutivo.

Con el fin de conocer la estructura genética del pSim
de R. phaseoli, fue necesario obtener su mapa ffsico. Este mapa
fisico se obtuvo al analizar fragmentos de DNA de pSim clonados
en distintos c¢&smidos.

El pSim de la cepa CFN42 de R. phaseolil es una estruc~
tura cireular de 390 kb, la cual se encuentra clonada integral-
mente en 16 cdsmidos. (Girard, et al.,, 1991)

Al analizar el contenido gené@tico de este plasmido, se



encontrd que contiene al menos 1l familias de secuenclas
relteradas de dos a tres elementos cada una.

Una de estas familias repetidas incluye dos operones
nifHKD separados por 120 kb y un tercer gene nifH. También, se
encontraron que algunas regiones del pSim estdn conservadas en
otros replicones denominados pa {(donde la conservacién es muy
extensa, y pb y pf donde la conservacifén se restringe a un solo
fragmento), lo cual sugiere la posibilidad de coevolucidn para
eatos pldsmidos. En los andlisis de hibridizacidn heterdloga
con otros genes simbidticos, se demostrd que las secuencias
nodABC estdn separadas en dos reglones, cada una de lga cualea
contiene un elemento semejante a una "pod box", ademds de la
presencia de dos coplas de los genes nifA y pnodb (Girard, et
al., 1991),

Las secuencias internamente reiteradas del pliasmido
simbistico de R. phaseoli han sido responsables de los
rearreglos genéticos observados (amplificaciones y deleciones),
(Romero, et al., 1991)

Los rearreglos gena@ticos en Rhizobium phaseoli han

sido identificados en el pldsmido simbidtico (pd), en los otros
replicones pa, pb, pe, pe, pf, f en el cromosoma. Los
rearreglos gendmicos a nivel de los plasmidés en cepas de
Rhizobium, incluyen: amplificacidn, delecidn, cointegracidn e
inclusive pérdida de los pldsmidos (Brom, et al., 1991, Romero
et al,, 1991, Martinez, et al., 1990).

En el pgenoma completo de R. hageoli, se ha estimado

que contiene alrededor de 700 elementos reiterados agrupades en
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200 familias y también se ha encontrado que este fendmeno se
presenta en cepas de Agrobacterium. (Flores et al., 1987).

Estos datos 1indican que tanto el cromosoma como los
pldsmidos de R. phaseoli son estructuras dindmicas y pldsticas;
esto puede ser importante para las capacidades intrinsecas de
adaptacidn a las modificaclones del medio. S5in embargo, salvo
para el caso de las deleclones donde el evento es irreversible,
la amplificacidn y la cointegracifn son rearreglos que permiten
revertir al estado inicial, una vez que se suprime la presidn
ambiental que lo selecciond.

La conclusidn anterior, sugilere un elemento nueveo a
considerar al tratar de hacer una filogenia en Rhizobium, ya que
R. phaseoly es capaz de llevar a cabo la transferencla genética
tanto en forma vertical como horizontal, ademds de intercambilar
informacién genética entre sus plismi{os e inclusive con el
cromosoma.

Tratando de establecer una filogenia en Rhizobium
phaseold a través de una taxonomfa molecular, se analizaron los
cromosonas de un grupo de cepas por andlisis de electrofenotipos
(Pifiero, et al., 1988) y se obtuvo que existfan dos tipos (I y
I1) de R. phaseoli (Martinez, et al., 1988). Actualmente, el
segundo tipo ha sido propuesto como una nueva especie, Rhizobium
tropici. (Martinez-Romero, E., 1991). Por otra parte se ha
observado que existen cepas cuyo cromosoma es muy similar a
Rhizobium, sin que estos sean capaces de nodular, debido a la
augencia del pSim (Jarvis, et al.,, 1989, Segovia, et al.,

1991). Al analizar 1las cepas no-simbidticas y Bu relacidn con

i1



cepas simbidticas tanto por electroforesis de multilocus de
enzimas, como por homologla con el gene ribosomal 16S, se
concluyd que las filogenias asi obtenidas son coherentes entre
8f; es decir, que existen bacterias no simbidticas cuyos
cromosomas se encuentran interdispersos entre los de las
bacterias simbidticas. {Segovia, et al,, 1991)

Cabe mencionar que en el estudio de revisidn
taxondmica (Jordan, D.C., 1984) con una colectidn de cepas de

R. leguminosarum, R. trifoli, R. viciae y R. phaseoli propuse

que la especie R. leguminosarum, contenfa tres biovares
(trifoli, viciae y phaseoli).

El hecho de que 1la diversidad entre los distintos
biovares de R. leguminosarum (P. Young, 1985) sea menor que la
reportada para el casc de R. lepuminosarum bv. phaseold
(Segovia, 1991), tanto por los criterios del gene ribomomal 16S
como por el anidlisis de electrofenotipos, dindica que los ais-
lados americanos presentan mayor diversidad gendtica que los
aislados 1ingleses. Esto puede ser debido a que el frijol tuvo
un origen mesoamericano y, por tanto, la poza gen&tica de
R. phaseoli en América es mayor que en Europa.

Los frijoles europeos tienen un origen americano que
se remonta al Siglo XV, estas cepas llevaron una parte de la
poza genética de R. phagecli, la cual tuvo que interaceicnar con
las cepas nativas hasta seleccionar cepas nodulantes, mientras
que en Amé&rica, la relacién R. phaseoli~frijol era mucho mis

antigua y contiene 1la totalidad de la poza genética de

R. phageoli.
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Estas observaclones, estdn de acuerdo con la propuesta
de que; sl se comparan dos poblaclones semejantes y se encuentra
que una presenta mayor divexsidad genética que la otra, entonces
la primera se encuentra mids cerca del origen de dispersidn.( )

A partir de las evidencias experimentales presentadas
en este capltulo, es obvio que 1la taxonomia fenotIpica en

Rhizobim ya no ofrece una alternativa real para estudiar 1a

filogenia del Rhizobium phaseoli, ya que se han reportado:

a) cepas s8in pS5im incapaces de nodular cuyos cromosomas
son idénticos al de una cepa simbigtica.

b) cepas con capacidades simbiSticas diferentes pero con
cromosomas similares.

c) cepas con la misma composicidn plasmfdica, pero
diferente cromosoma.

d) transferencia genética h;rizon:al de pldsmidos
simbidticos a fondos genéticos distintos, que
permite 1la generacidn de nuevas variantes con
capacidades adaptativas distintas.

e) plasticidad intrInseca del genoma de R. phaseold.

A partir de estos datos, se propone que una alter-
nativa para el estudio filogenético de R, phaseoli es a través
de la caracterfstica mds particular de estas bacterias, sus

pldsmidos simbidticos.
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II. OBJETIVO.

El objetivo principal de esta investigacidn es obtener
la estructura filogenética de 1la poblacién de aislados
naturales, a8l como en un conjunto de cepas pertenecientes a
otros Rhizobia con basé en las secuencias del pSim.

Dentro de este andlisis, estd contemplado comocer la
presencia de secuenclas especfficas como nifH y la presencia de
otras Becuencias provenientes del pldsmido pa de la CFN42, asf
como la presencia y el grado de conservacidn de secuencias del
cromosoma de la cepa CFN42, Esta {(ltima serd utilizada para
comparar la estructura filogenética que se obtiene con la del

pldsmido aimbidtico.
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1II. MATERIALES Y METODOS.
1) Organismos
1.1) Cepas utilizadas de Rhizobium (Ver Tabla I)

1.2) Phaseolus vulparis
Frijol, variedad "Negro Jamapa"

2) Medios de Crecimiento

2.1) Para Rhizobium phaseoli
Medio de cultivoe PY, para 1000 ml.

Extracto de levadura 3 g.
Peptona de caseina 5g.
Hp0 e.b.p. 1000 ml.

Después de esterilizar por autoclave, se adiciond
10 m1. de una solucidn 0.7 M de CaCl,.

En caso de medio s6lido, se agrega 15 g de Agar
bacterioldgico por litro.

2.1.1) ANTIBIOTICOS. Cuando fue necesario utilizar
antibisticos para cepas de R. phaseoli, se usaron las
siguientes concentraciones.

Concentracidn
final en
Solucidn Stock microgramos/ml
Nombre Simbolo (100 x) axn
Rifampicina (R1f) 10 mg/ml en Metanol 100
Ampicilina (Ap) 10 mg/ml en H30 100
Tetraciclina (Te) 1 mg/ml en Etanol 10
Kanamicina (Km) 3 mg/ml en Hy0 30
Estreptomicina (Sm) 10 mg/ml en Hy0 100
Nalidfxico {Nal) 2 mg/ml en NaOH 0.1 M 20
Cloramfenicol (Cm) 1.5 mg/ml en Etanol 15
Espectinomicina (Sp) 10 mg/ml en Hp0 100
Neomicina (Neo) 6 mg/ml en Hp0 30
Gentamicina {Gm) 10 mg/ml en H,0 . 100
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2.2) Para Phageolus vulgaris

Solucidn nutritiva Fahraeus.

Compuesto Solucién Stock (100 X) Para 1000 ml (1 X)
NayHPO, . THZ0 (1.5 g /100 ml) 10 ml
KHyPOy (1 g /100 ml) 10 ml
call, (lg /100 ml) 10 ml
Mg50,.7H,0 (1.2 g /100 ml) 10 m1
Citrato Férrico (0.05 g/100 ml) 10 ml
Trazas Gibsén (1000 x) 1 ml
Hy0 c.b.p. 1000 ml
Trazas Gibson 1000 X para 1000 ml
H3B04 2.860 g
MnS0;.4H,0 2.030 g
Zn50,.7H50 0.022 g
CusS04.5H50 0.080 g
NaoMoO, . Hp0 0.100 g
Hp O c.b.p. 1000 ml,
3) Condiciones de Crecimiento
3.1) Para R. phaseoli. Los 1indculos se obtuvieron de
colonias.
- En medio 1fquido, se utilizd un tubo de 16 X 150 mm

con 3 ml de medio PY y se incubd a 30°C, 200 rpm, por

14 horas aproximadamente,

- En medio Bdlido, las cajas se incubaron a 30°
8 3 dias.
3.2) Para P. vulgaris.
- Germinacidn. Las semillas se lavaron con

C, por 2

agua,

después se 1incubaron por un minuto en
etanol, seguido de ur lavado con agua y
después se incubaron en una solucién de

cloralex al 30X durante 15

minutos,

seguido de un lavado exhaustivo con

agua.
Las semillas asf tratadas se

sembraron

en agar al 0.7 y se incubaron por dos

dfas en completa obscuridad.
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- Crecimiento en matraz.

En matraces de 250 ml, conteniendo 200
ml de solucidn nutritiva Farraheus y
0.7X de agar en condiciones estériles,
Be plantaron las semillas germinadas y
se incubaron en oscuridad por 3 dias a

30°c.

Al término de esta incubacidn, 1las
plantas se pasaron al cuarto de
cultivo. Las condiciones ambientales
son las sigulentes: Humedad 60%,

Fotoperlodo 12 horas, Temperatura 29°C,
Tiempo entre 13 y 15 dfas.

~ Crecimiento en jarras.

Las jarras contienen vermiculita y
500 ml de solucién nutritiva Fahraeus
en condiciones estériles, En este caso
Be plantan las semillas germinadas y se
incuban directamente en el cuarto de
cultivo.

- Crecimiento en jarras
con tierra.
En este caso, se agrega la vermiculita
hasta 5cm antes de la boca de la jarra,
se agrega 3 cm de tierra y se termina
de llenar con vermiculita. También
lleva 500 mnl de soluciBn nutritiva
Fahraeus.

4) Inoculacifn de P. vulgaris coun R. phaseoli.

En todos los cases en los que se van a inocular
plantas con una cepa especifica de R. phaseoli, &sta proviene
de un crecimiento en lIiquido de PY de 3 ml Los cultivos se
centrifugan y se lavan con 3 ml de MgS0410mM. (Centrifugacidun
3000 rpm/10 minutos) Se concentran en 1l ml y s8e 41mnocula con
200 ul de esta suspensidn para cada planta germinada,

5) Alslamiento de R.phaseoli de ndduloes.

Las plantas que presentan nbtdulos de los cuales se
quiere aislar R. phaseoli, se tratan de la sigulente manera:

Dentro de una campana de flujo laminar, se saca 1la
planta deseada ya sBea de matraz o de jarra de cultivo y se
cortan las puntas de la rafz y el tallo (facilidad de manejo).
Las rafces noduladas se lavan con agua varias veces y al final
se lava con agua estéril. Los nddulos se desprenden con pinzas
de diseccidn y se lavan con agua estérll en cajas de petri,
Después, ee agrega una solucidn de Cloralex al 30% y se incuban
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por 5 minutos. Se decanta la solucién y se lavan exhaus-
tivamente de 3 a 5 veces con agua estéril, Los nddulos asf
tratados son aplastados con lss pinzas de diseccidn y estriados
en cajas de Petrl conteniendo PY, WNal (8e recomienda hasta 8
nédules por caja). Las cajas as inoculadas, se Lncuban por 3
dfas a 30°C,

6) Alslamiento de cepas de Rhizobium phaseoli naturales del-
suelo de Tepoztlin, Mor.

Se recolectd tfierra de un campo de Tepoztldn, Mor.
(Piflero, et al.,), s8e cirnid por una malla aproximadamente
0.8 ¢m y o8e almacend a 4°C en el laboratorio. En las con-
diciones de crecimiento anteriormente descritos, 8se puso esta
tierra en contacto con Phaseolus vulgaris y al té&rmino de la
incubacidn, se aislaron ndédulos. De los ndodulos se obtuvieron
cepas de Rhizobium phaseolli en PY Nal. Estas cepas fuerom
reinoculadas en P. vulgaris en condiciones de nodulacidn en
mactraz, Se repitid el paso anterior y se seleccionaron iniecial-
mente 200 cepas.

7 Obtencidn de patronen electroforéticos de pliasmidos de alto
peso molecular por la técnica de Eckhardt.

| ] A partir de su cultivo de 3 ml en PY de R. phaseoli
crecido 12 horas, se toman 0.6 ml y se centrifugan por
1 minuto en la microcentrifuga y ae decanta el
sobrenadante con jeringa.

2) Se agrega 0.5 ml de Sarcosyl 0.l2 en TE 50:20, pH8.0 ¥y
se resuspende la pastilla celular. Centrifugar por 1
minuto y descartar el sobrenadante con jeringa.

3 Almacenar la pastilla celular a -20°C (al menos, 10
minutos)

4) La 1isis celular se realiza en el pozo de un gel de
agarosa al 0.71 en amortiguador de Tris-Boratos pH
8.2.

5) Con 10 ul de TE 50:20, pH B.0 se resuspende 1la pas-
tilla celular y se deposita suavemente en un pozo del
gel que contiene 40 ul de solucidn A. Se homogeniza
cuidadosamente y se deja por 10 minutos en esta

condiciédn.,

6) Se agrega 40 ul de solucidn B y Be mezcla
cuidadosamente con tres pasadas de un &mbolo de
micropipeta.

7) Se agrega 100 ul de solucidn C y se sella el pozo con
la misma agarosa fundida «con la que se prepard el
gel.
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8) Se asomete el gel a electroforesis por I hora a cor-
riente constante de 8 mA por gel. Después, se aumenta
la corriente de 35 mA a 40 mA por gel (170 V) por 4
horas.

9) El gel se tifie con EtBr, (10') y se lava con Hz0 por
15 minutos para ser observado &4 la luz ultravioleta.
Para el caso de fotografla, conviene dejarlo en H30
durante toda la noche en el cuarte frfo.

Soluciones

Amortiguador Tris-Boratos, pH 8.2 1 X TB., 5 X (1000 ml)
Tris~hidroximetil-amino metanoc - B89 mM Trizma Base 54 g
EDTA (Naz) - 12,5 mM 0.5 MEDIA,pH8 20 nl
Acido Bérico - 8.9 mM Acido Bbrico 27.5 g

Hp0 c.b.p. 1000 ml

Las soluciones para Eckhardt, se diluyen en amortiguador de
Tris~Boratos (TB IX, pH 8.2)

Solucidn A (para 10 ml)

1) Pesar 2 g de Ficoll y disolver en 7 ml de amortiguador
TB 1X, pH 8.2

2) Agregar 2 mg de Lisozima (37 500 u/mg) y disclver.

3) Afiadir 3.5 ul de una solucidn de RNA asa (85 u/mg) 10
mg/ml en TB 1X, pH 8.2, hervida a 98°C/2 ninutos ¥y
disolver,

4) Agregar 5 mg de azul de bromofenol y 5 mg de xilen-
cianol.

5) Aforar a 10 ml con TB 1X, pH 8,2

Alicuotar en | wl y almacenar a 4°C

Solucidn B Solucidn €

SDS 0.2% sDS§ 0.27
FICOLL 107 FICOLL 5%

TE 1X,pHB.2 c.b.p. TB 1X, pH 8,2 c.b.p.

El ficoll utilizado es 400 000
8) Alslamiento de DNA total de Rhizobium

1) De un cultivo de 3 ml en PY incubado de 14 a 16 horas
a 3o0°c, 8e recuperan las células por tres
centrifugaciones sgsucesivas 3000 rpm en tubos
Ependorff de 1.5 ml.



2)

H

4)

5)

6)

n

8)

9)

10)

La pastilla celular se lava por centrifugacidn con
1 ml de amortiguador Tris 50 mM, EDTA 20 mM, pH 8.

Resuspender en 0.4ml de TE 50:20 pH 8, se agrega 0.05
ml de wuna solucidn de pronasa (5 mg/ml predigerida 1|
hora, a 37°C en TE 50:20, pH 8) y 0.05 ml de SDS al
10% en TE 50:20, pH 8.
Mezclar por inversidn.

El resuspendido se pasa 3 veces con una jeringa al
través de una aguja del # 20 después otras 3 veces con
una aguja del f# 25.

Extraer dos veces con 0.5 ml de una mezcla de
fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1) ¥ una vez con
0.5 ml de cloroformo. Durante cada extraccidén la fase
acuosa se separa por centrifugacifn en una microfuga a
velocidad mdxima durante 10 minutos a 4°c,
recuperando la fase acuosa con una micropipeta
automatica de | ml,

Agregar 1 ml de Etanol y dejar precipitando 2 horas a
-20°c.

Centrifugar y descartar el etanol (15' a 4°C en
microcentr{fuga), secar la pastilla por 5 minutos en
el evaporador SAVANT, resuspender en 0.5 ml de TE
50:20, pH 8, Agregar 200 ul incubande por 1 hora a
37°C de una solucidn de RNAasa (tratada a 98°C, 15
minutos (10 mg/ml) en TE 50:20 pH 8).

Repetir extraccidn de fenol:cloroforme:isoamIlice como
en los pasos 5 y 6

Centrifugar 15 minutos a 4°C en una micrefuga y decan-
tar el sobrenadante, secar la pastilla por 5' en el
evaporador SAVANT y resuspender en 0.05 ml de Tris 10

mM, EDTA | mM, pH 8, guardando las soluciones a
-20°C.
Con 2 ul de esta solueién, se determina 1la

concentracidn de DNA por medio de una electroforesis
en un gel de agarosa corrido a 100 V durante una hora,
y tifiiéndelo con Brumuro de Etidio.

Sgluciones

Tris L M, pH 8
: Trizma~base (SIGMA) 121.14 g
HoO 950.00 ml
El pH se ajusta con HCl (concentrado)
Aforar a 1000 ml con Hp0, filtrar y
esterilizar,
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EDTA 0.25 M/pH 8 EBTA (SIGMA) 93.05 g
Hp0 950.00 mwl.

Ajustar el pH con NaOH (5M) se afora

a 1000 ml ge filtra y se esteriliza.

TE 50:20, pH 8

Tris 1 M, pH 8 50 ml
EDTA 0.25 M, pH 8 80 ml
Hp0 e.b.p. 1000 ml.
TE 10:1, pH 8

Tris 1 M, pH 8 10 ml
EDTA 0.25 m, pH 8 4 ml

Hp0 c.b.p. 1000 ml

9) Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Esta electroforesis se realiza en geles de agarosa al
IZ en amortiguador TRIS~BORATOS 1 X, como en el caso de
Eckhardt, pero en este caso, se corren a 100 V por una hora.
(Esta condicidn es adecuada tanto para analizar concentracidn de
DNA como para corroborar la digestidn de DNA al ser sometido a
la accidn de una enzima de restriccidn). Los geles se tifien por
10 minutos con Bromuro de Etidio (EtBr 50 Pg/ml) y se lavan en
Hy0 por 15 minutos.

10) Obtencidon de patrones electroforéticos de DNA digerido con
enzimas de restriccién.

Las enzimas de restriccidn wutilizadas para la
digestidn del DNA fueron BamHl o EcoRi obtenidas junto con los
amortiguadores de Amersham, Co, La digestidn se llevo & cabo en
un horno de microondas suministrando pulsos de 0 segundos a
poder mdximo y descansos de 3 minutos cada vez, para un total de
cinco pulsos (0.2 wug DNA/U Enzima).

Los patromes electrofor@ticos se obtuvieron de geles
de agarosa al 1% en amortiguador de Tris-Acetatos 1 X, pH 8, a

30 V por 14 horas a 4°C. ]
Soluciones
Trizma base - 48.4 g
Acido Acétice - 11.42 nl
0,54 EDTA, pH 8 - 20 ml
HoO - c.b.p., 1000 ml

11) Transferencia de DNA de geles de agarosa a filtros de
nitrocelulesa.

Esta técnica permite transferir DNA tanto de pldsmido
como de DNA digerido en enzimas de restriccidn.
Los geles son tratados de la siguiente manera a 4°C.

1) Lavado en HCl 0.25 M por 20 minutos dos veces.
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2) Lavado con NaOH 0.5 M y NaCl 1.5 M por 15 minutos, dos
veces.

3) Lavado con Tris-HC1 0.5 M/NaCl 1.5 M por 30 minutos,
dos veces.

La transferencia se 1lleva a cabo en forma de
"gandwich". Los filtros de nitrocelulosa (previamente hervidos
por 10' en Hy0) se embeben en una solucién de SSC6X, y se ponen
en contacte directo con el gel, encima se ponen 2 filtros de
papel Whatman 3 MM y 10 toallas Kleenex dobladas. Todo este
paquete s8e encuentra entre dos vidrios, al cual se le pone un
peso de 1| kg y se deja a temperatura ambiente por 12 horas,

Al término de 1a transferencia, los filtros de
nitrocelulosa se marcan de acuerdo a los pozos del gel y se
embeben en SSC6X. Los filtros asi tratados, se secan a

temperatura ambiente entre toallas kleenex y se hornean por 2
horas a B0°C sometidos & vaclo.

Soluciones

1) HCl 0.25 M 2) NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M
HC1l 20.4 ml NaOH 19.99 g
H0 c.b.p. 1000 ml, NaCl 87.6 g

HoQ cebep. 1000 nl
k)] Tris-HC1l 0.5 M, NaCl 1.5 M, pH 7.4

Trizma-Base 60,57 g

NaC1 87.6 g

Ajusta pH a 7.4 con HC1

Hy0 c.b.p. 1000 ml

4) §SC 20 X 5) ss¢ 6 X

Citrato de Sodio 88.2 g S5C 20 X - 300 ml
NaCl 175.2 g Ho0 ¢.b.p., 1000 ml
Hy0 ceboepe 1000 ml

12) Bibridizacidn tipo Southern.

1) Los filtros de nitrocelulosa que se van a hibridizar,
se 4incuban en 25 ml de solucidén de prehibridizacidnm,
durante 2 horas a 65°C, (Para el caso de Eckhardt,
se recomienda incubar toda la noche),

2) Se descarta la solucidn de prehibridizaciSn y se
agregan 25 ml de solucidn de hibridizacidén, mds el
volueen de sonda radiactiva y se incuban por 12 horas
a 65°C,

3) . Al término de la hibridizacidnm, se descarta la
solucidn en el lugar de desecho radiactivo y se agrega
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20 mwl de SSC 2 X, 0.1Z 'SDS para enjuagar y descartar
como desecho radiactivo.

4) Los filtrocs son lavados con 40 ml de SSC 2 X, 0.1X SDS
por 15 minutos.

5) Se descarta la golucidn anterior y se incuban a 55°C
con 40 ml de SSC 0.1 X, 0.12 SDS, por 15 minutos.

6) Se descarta la golucidn anterior y en las mismas con-
diciones se lavan por 30 minutos mis,

7) Al término, se descarta la solucidén y los filtros se
lavan a 55°C por 30 minutos con 40 ml de SSC 0.l X.

8) Los filtros se secan entre hojas de papel absorbente a
temperatura ambiente y luego se incuban por 10 minutos
en el horno a 65°C,

9) Los filtros se fijan dentro de los "cassettes" de
autorradiograffa con una placa autorradiogrdfica
colocada en la obscuridad y se exponen a -70°C.

10) Las placas se revelan y se fijan. (S1i por carril hay
2 X 10° cpm, bastan 4 horas de exposicidn).

13) Marcade radiactive con CTP ( 32 P) de sondas especfficas
con el m@todo de "Nick translation” de Amersham. Co.

Generalmente, s8e utilizan los sigulentes criterios de
marcaje radiactivo:

a) Si los carriles a hibridizar son de DNA digerido,
basta 1 X 10° cpm por carril

b) 51 se trata de Eckhardt, entonces son necesarios 2 X
10° cpm por carril,

En nuestras condicliones  de marcadg se obtienen
aproximadamente 100 X 107 cpm con 1 ul de CTP{ 2P = 10 u Ci,
es decir 1 u €1 = 1 X 108 cpm, La radiactividad especifica
varfa de acuerdo con la pureza y el tamafio del fragmento de DNA
que va a marcarse.,

Se utiliza el "kit de Nick translation” de Amersham
incubande la reaccidn por 2 horas & 14°C,

La separacién de marca radiactiva libre se realiza a
través de una columna de | ml con Sephadex G-75.

.La mezcla de reaccidén se lleva a 0.3 ml, los cuales se
aplican a la columna, se dejan pasar y se agrega 0.6 ml de amor-
tiguador de columna. Se colecta esta fraccidn 5 ul de la
muestra, se cuantifica usando un "PROBE COUNTER" para determinar
los CPM y se multiplica el resultado por 1860 (factor del
aparato) para conocer el nlmero de CPM totales en la sonda
radlactiva. La sonda radiactiva se desnaturaliza a 98°C por 10
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minutos colocindola inmediatamente & 4°C por 10 minutos. Una
vez tratada asl, se agrega a los filltros para hibridizacién,

Soluciones

PREHIBRIDIZACION (100 =mnl)

H 0 (HPLC) - 50 ml

FOSFATOS - 10 m1

SSC 20 X - 25 ml

DENDHARDT - 10 ml .

DNA carrier - 5 ml (previamente incubade a 98°C, 10' y
4°c, 10').

HIBRIDIZACION (100 ml)

H,0 (HPLC) - 52.5 ml

FOSFATOS - 10 ml

$8C20X - 25 ml

DENHART - 10 ml

DNA carrier - 2.5 ml (igual al anterior)

DNA ( 3% P) - & lo mis 0.6 ml.

FOSFATOS 1 M (1000 ml1), pH 6.7

NaHpP0,.Hy0 (0.5 M) 34.39 g
NapHPO,.7H,0 (0.5 M) 67.019 g

Hy0 c.b.p. 1000 ml

DENHART

Ficoll - 2Z

PVP - 27 (POLIVINILPIRROLLIDONA)
BSA - 22 (SERQOALBUMINA)

(Conviene preparar 100 ml y almacenar a -20°C)
DNA carrier
5mg DNA soluecidn/ml Hy0
Este DNA es pagade por agujas de jeringa varies vecee y
almacenando a -20°C. :

Buffer de Columna
(Concentracidn final)

Tris 1 M, pH 8 - 2 ml (10 mM)

NaCl5 M : - 4 ml (100 nM)

EDTA ¢.25 M, pi 86 - 0,8 ml {1 uM)

SDS - 0,02 g 0.012)
HyO - c,b.p. 200 ml

Resina

10 g Sephadex G-75/200 ml de buffer de columna, se esteriliza en
la autoclave por 20 minutos, se deja enfriar y se almacena a
4°GC.
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METODO DE MAXIMA PARSTIMONIA PARA LA CONSTRUCCION DE ARBOLES
FILOGENETICOS.

£l programa computacional utilizado para la
construceidn de los drboles filogen&ticos, fue el PHYLIP 34,
Este tipo de programa construye topologlas (arreglos probabiles
de similitud entre cepas) por el méEtodo de midxima parsimonia. El
método consiste en 1inferir el nimero minimo de cambios
necesarios pata que las cepas se parezcan entre si.

En nuestro caso, los datos suminjistrados son los frag-
mentos de DNA total de cada cepa obtenidos al restringir con la
enzima Bam Hl o Eco Rl, revelados en patrones de hibridizacién
contra diferentes secuencias del pSim o del cromosoma de la
CFN42,
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RESULTADOS Y DISCUSION

1) ANALISIS DE R.phaseoli, DE AISLADOS NATURALES DEL SUELO DE

TEPOZTLAN, MOR.

El genoma de R. phaseoll tiene wuna gran capacidad
para camblar su organizacldén gendtica a través de rearreglos
gendmicos que incluyen tanto a secuencias plasmIdicas como
cromosomales y que comprenden entre otros: deleciones,
amplificaciones e inversiones (Flores, et al., 1988, Flores et
al., Girard, et al.,, 1991, Brom et al., 1991, Romero, et al.,
1991}, Estos fenomenos han sido estudiados en condiciomes con-
troladas de laboratorio. 51 R. phaseolil es capaz de generar
tanta varilabilidad en su genoma en condiciones 3in yvitro, en-~
tonces, B8e espera encontrar una varjiabilidad mayor en con-

diciones in viva.

Esta hipdtesis fue sometida a experimentacidn al ais-
lar cepas naturales de una poblacifn de R. phaseoli procedentes
de una drea mencr a un metro cuadrado de suelo, de un terreno

donde se cultiva Phaseolus vulgaris (frijol). En estas con-

diciones, 8e buscd que el hdbitat fuera muy restringide ¥y por
- tanto el nicho ecoldgico, ya que la hipotesis a evaluar, es que
a pesar de lo restringido de la zona, R, phaseoli es capaz de
generar una gran variabilidad en cuanto & su organizacién
gendmica, medida por el niimero de pldsmidos gue contiene cada
cepa, asi como la posicidén relativa de migracién electroforética

por la técnica de Eckhardt.
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Los aislados naturales de R. phaseoli del suelo de
Tepoztldn, fueron obtenidos como se describe en Materiales y
Métodos. Los criterios utillzados para definir a las cepas como
R. phaseocli fueron los siguientes: 1) capacidad de nodulacidn

de Phaseolus vulgaris (frijol variedad "Negro Jamapa'), 2)

crecimiento & 30°C en medio de cultivo PY Nal120 y 3) incapacidad
de crecimiento a 37°C o en medio de cultive Luria,

Las 207 cepas que se aislaron de los nédulos y que se
mantuvieron en medio sdlide PY Nal?0, fueron corroboradas como
cepas nodulantes al relnocularse en plantas de frijol enm con-
diciones de cultivo del laboratorio.

Cabe mencilonar que todas las cepas eran capaces de
producir melanina en condiclones de medio s6lido PY Nalzo,
aunque en diferente cantidad y a distintos tiempos, Posterior-
mente, se analizaron 50 cepas (ver Tabla I) con la adicidn de
tirosina y cobre, seguida de una lisi; celular con SDS para ob-
servar la produccién de melanina. En estas condiciones, todas
las cepas producen melanina en urna concentracidn y en un tilempo
muy similar.

Las 207 cepas fueron sometidas a la t-Ecnica de Eck-
hardt a fin de conocetr el nimero y el perfil de pldsmidos que
contenia cada cepa.

En la Figura 4, se muestran algunos perfiles de
plismidos y se observa una grafica de distribucidn de cepas, de
acuerdo al niimero de pldsmidos que contienen. De acuerdo con
estos datos, encontramos que la distribucidn de plasmidos por

tablas de contingencia no es homogénea para una pP0.001l; y que
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el 542 de la poblacién, son cepas que contienen 4 pldsmidos. No
se detactaron cepas con mds de siete pléahidos 0 cepas carentes
de ellos. El ndmero de pldsmidos por cepa en la poblacidn
presenta un comportamiento estadistico de distribucidn normal.

En cuanto a los perfiles plasmidicos , definimos nueve
tipos distintos, de 1los cuales, cuatro tipos contienen
diferente nlmerc de subtipes y los 5 restantes no (Fig. 5).
Para el caso wds abundante, el del tipo llamado 1, lo forman LI
subtipos diferentes; hay 9 subtipos para el tipo 3, cuatro para
el tipo 2 y tres para el tipo 4. Cabe mencionar que el 46X de
las cepas analizadas pertenecen al tipo 1. Un andlisis por
tablas de contingencia indica que la frecuencia de aparicidn
del nimero de plasmidos por tipo no es homogénea.

Estos datos sugleren que si bien hay una variabilidad
en cuanto al niimero y tamafio de los plismidos en la poblacién
natural de R. phaseoli, cuande se ailslan cepas capaces de
nodular existe una estructura gendmica. mds frecuente y que hay
limites bien definidos en cuanto al niimero de plasmidos en la
poblacidn (ya que no se detectaron cepas sin pldsmidos ni con un
nimero superior a 6).

La existencla de patrones plasmidicos representados
por una sola cepa indica que el universo genético es mis amplio
que el encontrado, pero con una frecuencia para su aislamiento
menor a 1077, Para demostrar que se han alaslado cepas repre-
sentativas de todos loe tipos posibles seria necesario hacer un
aislado de R. phaseold de otro metro cuadrado y demostrar que en

esta poblacidn no se presenta ningdén tipo diferente a los nueve
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descritos.

tCufles son los factores que determinan la
organizacidn gendémica en Rhizobium phaseoli?, tEs posible que
la presencia de la planta contribuya en eata seleceidn?. Es

importante sefialar que los aisladoe de R. phaseoli analizados en
este trabajo, =se obtuvieron de un terreno donde se cultiva el
frijol desde hace mds de 50 afios, por lo que probablemente, la
poblacidn existente de R. phageoli ha estado en contacto con el
frijol.

El hecho de que todos los aislados obtenidos nodulen a

Phaseolus vulgaris indica que contienen la informaecidn genética

necesaria para la simbiosis. A fin de evaluar en estos aislades
la presencia y el tipo del pldsmide simbidtico, se realizé el
giguiente experimento: para 1dentificar la presencia de las
secuencias nifHUK, se sometieron las cepas a una extraccidn de
DNA total y para evaluar la presencia del pSim la técnica de
Eckhardt. Los DNAs fueron fragmentados con la endonucleasa de
restriccidén Bam Hl y transferidos a filtros de nitrocelulosa
para ser hibridizados contra el pCQl5 (contiene nifHDK),
mientras que el DNA proveniente de Eckhardt fue hibridizado con~
tra pl5b (nifH) y pCQl2(nifHDK).

Para el caso de pCQl2 y pl5b encontrames que las 109
cepas dieron sefial positiva {ver Fig. 6) en un pldsmido que
era de un tamafio similar en todas ellas.

Al analizar las cepas que mostraron sefial positiva con
pCQL5 en su DNA total, el 55% presentd un patrdn de

hibridizacidén semejante al de la CFN42, en tanto que el 452
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restante mogtra un patrdn diferente,

En este ltimo caso, mientras que la reiteracidn de
nifib migra en forma similar a la cepa CFN42, las
reiteraciones de niflHa y niflic 1o hacen en forma distinta, {Ver
Fig. 7). Estos datos son similares a los reportados por
Martinez, et al., (1985).

Otra estrategia utilizada para esta caracterizacidn,
fue analizar la presencia de secuencias localizadas en el
pldsmido a de la cepa CFN42 en los aislados de R. phaseoli. En
este experimento, de L60 cepas analizadas, sSlo 42 dileron seiial
positiva; 3B cepas mostraron un patrdn semejante de wmwigracidn
molecular al que presenta la CFN42 y 4 de ellas mostraron
hibridizacidn en un pldsmido de menor tamaiio, (Fig. 8).

La cepa que se utilizd como modele de comparacién fue
aislada en el Estado de Guanajuato (CFN42), mientras que la
poblacifn de R. phaseold analizada en este trabajo proviene del
Estado de Morelos.

De los datos presentados podemos concluir que:

1) La distribucidn de los pldsmidos no es homogénes para
una p 0,001 y el 54% de 1la poblacidn contlene 4

pldasmidos.

2) De los nueve tipos descritos por el.ﬁerfil plasm¥fdico,
las tablas de contingencia indican que la frecuencia
de aparicidn del niimero de pldsmidos por tipo no ea

homogénea, y que el 462 de las cepas se agrupa en el
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3)

4)

5)

6)

tipo 1.

La presencia del plismido simbidtico en 1las cepas
analizadas 1indica que el peso molecular es semejante
en todas las cepas y un poco mayor al de la CFN&4Z.

(aproximadamente 550 kb).

En todos los casos, se observd la reiteracidn de los
genes nifHDK, aunque s8e& encontraron dos tipos de
patrdn de hibridizacidn. Uno semejante al observado
en la CFN42 en el 55X de la poblacidn y en el 45% res-

tante un patrdn diferente.

De 160 cepas analizadas, 8dlo 42 dieron seifial positiva
contra secuenclas de pa de la CFN42, Treinta y ocho
cepas hibridizaron con é&ste en un pldsmido de peso
molecular equivalente mientras que & de ellas lo

hiclarcn con un plidsuldo de menor tamafc,

El hecho de encontrar en la poblacidn de R. phaseoli
de Tepoztldn un patrin semejante de relteracidn de los
geneg nifHDK al presentado por la CFN42 (aislada de
Guanajuato), asl <comoe la presencia de estos genes en
un plismido, puede indicar un origen comin para el

pSim de estas dos poblaciones.

A fin de evaluar esta hipdtesis, decidimos analizar la
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estructura filogenitiqn entre los distintos aislados naturales
de R. phasecli, comparando con distintas secuencias del pldsmido
simbidtico de la cepa CFN42,

Para realizar este experimento, seleccionamos 50
cepas, las cuales vrepresentan a todos los tipos y subtipos

definidos, que hibridizan claramente con los genes nif,

2) ANALISIS DE LA SIMILITUD ENTRE CEPAS AISLADAS DE
TEPOZTLAN, A TRAVES DE LAS SECUENCIAS DEL PLASMIDO SIM-
BIOTICO DE LA CEPA CFN42.

Las 50 cepas utilizadas en este andlisis se en-
cuentran descritas en 1la Tabla I. Como se puede observar en
esta tabla, las cepas representan a todos los tipos 1den-
tificados, ademds de que 6e indican algunae caracterfsticas
relevantes como niimero de pldsmidos, tipo de hibridizacidén <con
los genes nif y el pa de la CFN42,

Los DNA's de estas cepas fueron obtenidos como se
describe en Materiales y Métodos, fragmentados ¢on la
endonucleasa de restriccidn Bam Bl, sometidos a electroforesis
en geles de agarosa, seguidos de una transferencia a fileros de
nitrocelulosa para ser hibridizados contra césmidos del plasmido
simbidtico de la cepa CFN42,

El pSim de la cepa CFN42 ha sido purificado en nuestro
laboratorio y se ha obtenido un mapa de su estructura flsica

(Girard, et al., 1991), el cual se encuentra representado en la
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Fig. 9. En el andlisis, s8e utflizaron 10 de los 16 cSemidos
que contienen clonada la informacidn genética del pSim, 1los
cuales se encuentran indicados en la Fig. 9 y representan el 90%
de todo el pSim,

En la Fig. 10 s8e 1indica el tipo de secuencias
contenidas en cada uno de los cdsmidos utilizados en estos
experimentos. En la Fig. 11 se ejemplifica el tipo de patrones
de hibridizacidn que se observa en estas cepas con tres cdsmidos
distintos. Los patrones de hibridizacidn resultan sumamente
complejos y contienen en promedio hasta 22 bandas diferentes.

El hecho de que todos los cOsmidos dieran sefial con
todas las cepas analizadas, y que esta sefial cuando se analilza

por Eckhardt, se observe en el pldsmido que hibridiza con los

genes nifHDK (dato no mostrado), suglere fuertemente un origen
comin para el plasmido simbidtico. Como se muestra en la Fig.

12, las secuencias contenidas en el cdsmido cGDLIO3 presentaron
mayor variabilidad para la poblacidn analizada, mientras que
¢GD7, cGP170 y cGD51 resultaron los menos variables.

La variabilidad observada en los patrenes de
hibridizacidén que se revelan con los distintos césmidos, no
guarda una relacidn directa con algunos genes simbidticos que
sabemos que los contienen.(Ver Fig. 10) Topolégicamente, les
cdsmidos e¢GD170 -y c¢GD51 se encuentran uno al lado del otro,
mientras que el eGD7 se localiza enfrente de ¢GD170 (ver
Fig. 9). Sin embargo, tampoco es evidente buscar una relacién
antre la topologfia de los fragmentos en relacidnm al pliasmido

simbidtico y su grado de wvariabilidad o conservacién en 1la

33



poblacidn de R. phaseol{ analizada. Estos datos nos sugleren
que dentro de la estructurna del pldsmido simbiftico, existen
reglones sujetas a mayor presidn de seleccidn que otras. El
criterio que utilizamos para el andlisis de esta dinformacidn,
consistid en comparar el patrén de hibridizacién observado en
cada cepa; sdle en el caso de que todas las bandas fueran com-
partidas con la misma relacidn de intensidades, se consideraron
como idénticos. La informacidén asi evaluada, se sometid a un
andlisls por computadora y e obtuvo el dendrograma que se
muestra en la Fig. 13

En este tipo de andlisis cada patrdn idéntico
encontrado para cada c¢dsmido utilizado, se considerd como un
electroferotipo de una enzima, sometiéndolo al mismo tipo de
andlisis.

Como puede observarse, las cincuenta cepas analizadas
se hallan agrupadas en 4 grandes grupos (L,I1,II1,1Y);
sorpresivamente, 8 de ellas resultaron ser id&nticas en su
patrdn de hibridizacién para todos los césmidos,

Con respecto al primer grupoc (I),es de llamar 1la
atencidn que todas las cepas que lo integran pertenecen al tipo
nif2 de hibridizacidn, mientras que en el grupo III, se carac~
teriza porque todas las cepas pertenecen al patrdn de
hibridizacidn nifl, semejante al de la cepa CFN42. Tanto el
grupo II, como el grupo IV, contienen cepas de ambos tipos, pero
el patrdn de hibridizacidn tipo nifl es mayoritario en el grupo
I1 y el tipo de hibridizacidn nif2 es mayoritario en el grupo
1v.
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Adends, en el grupo IV se encuentran 13 de 1las 15
cepas que contienen secuencias similares al pa de la CFN42 y en
el grupo II no existen cepas con estas caracteristicas.

Respecto a las 8 cepas que resultaron idénticas en su
patrén de hibridizacidn con todos los cOemidos, también se
observa que todas ellas muestran sefial de hibridizacidn con el
pldsmido pa, pertenecen al tipo de hibridizacidn nif2 y todas
gllas se agrupan en el tipo 3 de perfil plasmIdico. Es decir,
bajo todos estos criterios de evaluacidn, estas cepas 8dlo se
distinguen por su perfil plasmfdico. (Ver Fig. 14)

Con estos datos, podemos concluir que:

1) El hecho de que los césmidos analizados revelen una
cantidad de bandas semejante a la que aparece en la
CFN42 para cada césmido, indica un grado  de
congervacidn cercano al 100%., Sin embarge, para cada
edsmido se observd tambi&n polimorfismo en 1los
patrones de hibridizacidén, 1lo que indica un grado de

variabilidad especifica para cada regidn,

2) El hecho de que el 16X de la poblacidn analizada
resulte idéntica en s5u patrdn de hibridizacidn para
los 10 cdsmidos y que s5lo sean distinguibles por su
patrdn plasmfdico, puede indicar que la organizacidn
de la {informacidn extracromosomales distinta o que
teniendo una ovganizacidn idéntica otros elementos

extracromesomales pueden ser adquiridos por trans-
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ferecia horizontal.

3) El hecho de que haya zonas mids varisbles dentro de la
estructura del pldsnido simbidtico puede estar en
relacidén directamente con tasas de camblo diferentes
en funcidn de la dispensabilidad que para la simbiosis

tenga la regidn.

Con el fin de analizar la informacidn genética con-~
tenida en el pldsmido simbidtico de estas cepas desde el punto
.de viata filogenético. se realizd un experimento gemejante al
Anterio:. pero ge incluyeron otros R. phasecli de distinto
origen pgeogrdfico y se selecclonaron cepas representativas de

los cuatro grupos {(I1,1I,II11,IV) reportados em el dendrograma.

3) ANALISIS FILOGEKETICO ENTRE CEPAS AISLADAS DE TEPOZTLAN Y
OTROS TIPOS DE Rhirzrobium, A TRAVES DE LAS SECUENCIAS DEL

PLASMIDO SIMBIOTICO.

Las cepas de que se utilizaron se encuentran listadas
en la Tabla II. Para este andlisis, 8e incluyeron distintas

especies de Rhizobium (R. fredii, R. tropiei, R. meliloti,

R. trifoli, R. wviciae) y Rhizobium phaseoli de distintos

orfgenes geogréficos (Belice, Brasil, Hawaii, E.U.A, y México).
Ademés, de cepas aisladas de Tepoztldn, representativas de los

cuatro grupos reportados en el dendograma.

36



Los DNA's de estas cepas fueron obtenidos como se
deacribe en Materiales y Mé&codos, fragmentados con la
endonucleasa de restriccidn Bam Hl, eeguidos de una transferen-
cia a filtros de nitrocelulosa, para ser hibridizados contra la
coleccién de 10 césmidos que contienen el 901 de las secuencias
del pldsmido simbidtico de la cepa CFN42.

A partir de los patrones de hibridizacidn obtenidos,
sBe realizd el siguiene andlisis:

El nimeroc de bandas de hibriéizaciin que presenta la
cepa CFN42 com un cdsmido particular, se le aslgnd un valor de
100% de hibridizacién. Con este valor, se calculd el porcentaje
de hibridizacidén para cada cepa en funcidn del nimero de bandas
que se observan, Cabe mencionar, que en este tipo de andlisis,
no se tomd en cuenta las intensidades relativas de
hibridizacién. {(Ver Fig. 15)

Con este criterio de andlisis, encontramos que el
promedio de hibridizacién para los 10 c&smidos utilizados fue el
sigulente: 12.42 para los distintos tipos de Rhizobium, 83.2%

para los Rhizobium phaseoli de distinto origen geogrédfico y

102.2% para los R. phaseoli aislados de Tepoztlén.

En el caso de los cosmidos ¢cGD28 y eGD51, no se
ohservo hibridizacidn con ninguna de las cepas representativas
de las otras especies de Rhizobium, 1lo cwal nos sugiere
fuertemente que estas regiones del pldsmido simbidtico de 1la

cepa CFN42 son especificas de Rhizobium phaseoli.

Agrupando las cepas en el orden decreciente para el

porcentaje de hibridizacién tenemos: R. tropici con el 22.9%

37



18,8 para R. frediti; 12,47 para R. meliloti; 4X para

R. trifolii y 3.3 para R. viciae.

Para los Rhizobium phaseoli de distinto origen

geogriafico encontramos el sfguiente orden: 901 para VIK
(Belice); B85.7% para TAL (Hawaii, E.U.A.,); 85% para NIT
(E.U.A.) y 722 para BRA (Brasil).

Estas observaciones apoyan nuestre hipitesis de que el
plismido simbidtico puede ser una alternativa de estudio para la
filogenia de Rhizobium; ya que aiin con un andlisls grueso es
posible distinguir diferentes tipos de Rhizobium.

A partir de éstos datos; decidimos profundizar mds en
el andlisis a través de la construccidn de fArboles filogenéticos
mediante un programa computacional denominado PHYLIP 34, el cual
construye drbocles filogenéticos por el método de maxima
parsimonia.

Para 1llevar a cabo este andlisis fue necesario
construir matrices, en las cuales, los renglones son las cepas ¥y
lah columnas indican la presencia de una banda dé hibrdizacién
como "1" y su ausencia como un "O0", Estas matrices fueron
construidas especificamente para cada patrdén de hibridizacidn de
todas las cepas con un cdsmido particular,

Con estos datos, el programa realiza arreglos
espaclales de similitud entre las distintas cepas y- genera el
niimero mdximo de arreglos igualmente probables. Una vez
obtenidos estos arreglos, se pide al programa que construya el
arreglo consenso y de esta manera se obtiene el &rbol

filogendtico deseado.
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Es evidente, que el grado de distorsidn emn un &rbol
filogendtico depende tanto del nimers como de la calidad de los
datos que se utilicen. Por tal razidn; en este tipo de andlisis

no se incluyeron las ccpas pertenecientes a otras especles de

Rhizobium, ya que el niimero de bandas de hibridizacion es bajo.

'Cnbe mencionar que cuando se incorporaron los distin~
tos Rhizobia al andlisis, el &rbol filogenético resultante
siempre presentd una rama lejana que agrupa a todas estas cepas
(date no mostrado).

La metodologfa empleada para la comparacidn entre
distintos drboles filogenéticos se basd en el hecho de que:
cada nodo en un.étbol filogenético une a tres ramas. Cuando las
cepas agrupadas en cada rama son las mismas entre dos drboles se
le asigna un valor de 0. Cuando sdlo se cupple para el caso de
una rama, se le asigna un valor de 2/3 y cuando las tres ramas
agrupan cepas distintas, se le asigna un valor de 1.

De esta forma, se puede tener un valor numérico de
comparacién y se puede establecer un porcentaje de diferencia
entre digtintos drboles filogenéticos.

Para la consgrucciﬁn de los 4droboles filogenéticos,

utilizamos las siguentes estrateglas;
1) Construccidn del ARBOL FILOGENETICO SIMBIOTICO, este

se obtlene con los patrones de hibridizacidn de todas

las cepas con todos los cdsmides.
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2) Construccidn del ARBOL SIMBIOTICO-], este se obtiene
con el drbol consenso y suprimiendo la informacidn de

un césmido a la vez.

3) Construccion del ARBOL TRICOSMIDO, este se obtiene con
la informacidén de tres cismidos y se va corriendo uno
a la vez (cGD7-cGD101-cGDP28; cGDI0L-cGD28-cGD1S, etc.)
4) Construccidén del ARBOL COSMIDO, este se obtiene con la

informacidn de cada cdsmido,

Debido a que en la obtencidn de estas construcciones
filogenéticas, la cepa CFN42 se mostraba en una rama lejana al
resto de las cepas, se realizd el mismo tipo de analisis pero en
ausencia de la CFN&42.

El drbol consenso obtenido con todos 1los datos de
hibridizacién, que incluye los diez cdsmidos y las catorce cepas
le donominamos ARBOL FILOGENETICO SIMBIOTICO (drbol simbidtico)
(Fig. l6a).

Con el objeto de evaluar cual era el peso especffico
de la informacidn contenida en cada c¢dsmido en el d&rbol
eimbidtico, se compararon por porcentaje de diferencias, drboles
gimbidticos a los cuales se les fue suprimiento un césmide
(10-cGD7, 10-cGD101, 10-cGD28, ete.). (Ver Fig., 17).

El porcentaje de diferencias fue igual a 0, para los
casos del ARBOL SIMBIOTICO con 10-cGD28, 10-¢GDLS, 10-cGD51, y

10-cGD47, 1lo cual implica que estos drboles son I1dénticos al
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simbidtico. Estos datos sugleren que para R. phaseoll las
secuencias contenidas en estas reglones, tienen pococ pesSo
filogenético para distinguir entre cepas y probablemente sean
regiones conservadas,

Para los casos 10-cGD7 y 10-eGD101 el porcentaje de
diferencias con el ARBOL SIMBIOTICO fue de 147, para c¢GD103
fue del 34%. Siguiendo el argumento anterjor cGD2B, eGDl5, cGD7
y ¢GDl0l contienen secuencias nif y nod, 1lo cual indica que
son secuencias altamente consevadas en R. phaeoli y por tanto,
al excluirse de la filogenia no generan distorsiones.

El caso contrario a los anteriores lo encontramos en
10=-cGD45 «con 76% de diferencias al ARBOL SIMBIOTICO, 10-cGD179
con 66% y cGD170 con 56%. Estos cdsmidos parecen contener
informacidn importante para distinguir filogenéticamente las
cepas de R. phaeoli.

El promedio de diferencias de los diez arreglos con el
Arbol simbiftico es de 25.9%.

Cuando se comparan cada uno de @&stos arreglos (por
ejemplo 10-¢GD?7 vs 10-cGD2B, 10-cGDl5, etc.) con los otros
nueve, los resultados son consistentes con las observaciones
anterlores. Las méximas diferencias siempre se observan al
comparar l0-cGD179, 10-c¢GD170 y 10-cGD45 y el resto son propor-
clionales.

Como se observa en la Fig. 18 donde se muestran los
diferentes drboles filogenéticos obtenidos. Las cepas VIK, NIT,
TAL y BRA egilempre se encuentran agrupadas y en 6 de los 10

drboles, la cepa CFN42 forma una rama independiente, en la cual
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se divide el &rbol entre las cepas aisladas de Tepoztldn y los
R.phaseoli de diatinto origen geogréfico.

El drbol filogenético simbiftico muestra que la
agrupacidn de cepas alsladas de Tepoztldn es congruente con la
organizacidn obtenda en el dendrograma, ya quec las cepas Se man-
tienen unidas por los grupos ya identificados. (I,II,III,IV).

Cuando se hizo el andlisis en ausencia de CFN42, 1la
modificacién mis lmportante en el drbel simbidtico, es en la
grupacidn de cepas del tipo I y II, ya que aparecen mezclados.
Sin embargo, 1los R. phaseoli de distinto origen geogrifico se
siguen agrupando en una sola rama diferente a la de los aislados
de Tepoztldn. (Ver Fig. 17b)

El promedio en porcentaje de diferenclas entre el
drbol aimbidtico construido en presencia de CFN42 y en ausencla
de la misma es solo del 2,82, ya que el promedio de diferencias
con el &rbol simbiftico en presencia de CFN42 es de 25.9% y en
el caso que no se incluyd CFN42 es de 28.7%.

Tratando de buscar zonas en el plismido simbidtico que
coﬁtribuyetan con mayor peso en este estudlo filogenético, se
hiclieron an8lisis de drboles tricosmidos, en los cuales sge
agruparon de tres en tres los césmidos contiguos. Los Arboles
obtenidos fueron comparades entre sl y con el Arbol filogenético
simbidtico tanto en presencia como en ausencia de la CFN42, '

El promedioc de diferencias con el drbol simbidtico
construfdo con CFN42 fue de 65%, mientras que en ausencia de
CFN42 fue de 64.42 lo que hace una diferencia entre ambos de

sdlo 0.6%, Sin embargo, en la Fig. 19, se puede observar que en
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ausencia de la CFN42 hay una distribucidn en forma de campana
donde los wméAximos se encuentran en los arreglos cGD45-cGD103-
cGD170 y cGD170—cGD5i-cGDI79. Cuando se incluye CFN42 1la
distribucidn no es homogénea y se detectan cuatro mdximos;

¢GD7~cGD101~-cGD28; c¢GD101-cCD28-¢GD15 y eGD170-eGD51-cGD179;
¢GD17%~cGD47-cGD?. Curiosamente, en el primer caso el porcen-
taje mayor de diferencias se encuentra en el centro y en el
segundo caso, BSe encuentra a 1os extremos. Lo cual sefiala 2
regiones una en frente de la otra dentro de la estructura del
pléasmido simbidtico, como zonas de mayor peso filogené&tico.

Al analizar los dArboles filogenéticos obtenidos para
cada uno de los cdsmidos por separado y compararlos con los
drboles gimbidticos construidos tanto en presencia como en
ausencia de la cepa CFN42, se observa que el promedio de
diferencias encontrado en presencia de CFN42 es de B80.81 y de
74.2% para el caso donde no se incluye CFN42. La diferencia
entre ambos es de 6.6%.

Los cdsmidos con menor diferencias al drbol simbidtico
fueron cGD101 y cGD51 tanto en presencia como en ausencia de
CFN42. Ver Fig. 20.

E1 aumento en el porcentaje de diferencias es debido
al nimero de datos que se analizan, ya que al construir el
drbol simbidtico se utilizd una matriz de 14x230 y en el caso de
¢GD15 y cGD170 son matrices de 14 x 16. 5in embargo, a pesar de
la gran diferencia de datos es sorprendente que haya al menos un
202 de similitud entre los &rboles filogenéticos que se

construyen con un 86lo cdsmido vs el construido con 10.
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Esta observacidn, es indicativa de que el peso de la
informacidn en la conmstruccidn de drboles filogen&ticos por el
método de mixima parsimonia depende de la cantidad y calidad de
los datos. Por tal razdn, el programa genera todos los drboles

de semejante probabilidad y es necesario construir el consenso.

4) ANALISIS DEL AGRUPAMIENTO DE CEPAS AISLADAS DE TEPOZTLAN Y
DE R. phaseoli DE DISTINTO ORIGEN GEOGRAFICO A TRAVES DE
COSMIDOS CON SECUENCIAS EXCLUSIVAS DEL CROMOSOMA DE LA CEPA

CFNA2.

Este experimento se llevd a cabo en forma similar al
anterior, s88le que en este caso los DNA's fueron restringidos
con la endonucleasa de restriccidn ECO Rl y la hibridizacidn
tipo Southern se realizd, utilizando cuatro clonas aisladas del
DNA de la cepa CFN42, las cuales se probaron por su falts de
hibridizacidén con cualquiera de los megapldsmidos identificados
por Eckhardt en la cepa CFN42,

Las clonas se encuentran en el cdsmido de P
LAFRycontienen: a) La clona 1; 18 kb b) La clona 2; 20 kb c¢) La
clona 3; 22 kb y D La cloma 4; 24 kb.

Los resultados de este andlisis, tambi&n pueden ser
sometidos a una comparacidn del patrdn de hibridizacidn banda a
banda de cada cepa y para cada clona y con estos datos Be

alimento el programa de agrupamiento de cepas por el método de
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wixima parsimonia a fin de generar Erholeg filogenéticon. En el
drbol consenso de todas las clonas cromosomales (ver Fig. 21) se
observa que 1la cepa CFN42 es la mids separada del agrupamiento,
en uno de los extremos se agrupan las cepas 2Gl8, 2M21, MMlé y
en una derivacidn quedan 1M1l y 2M20 mientras que en la otra
derivacidn 162 y 1CHY9 quedan relacionadas. Hacia el otro ex-
tremo de la rama Be forman dos derivaciones claras. Una de
ellas que agrupa a BRA, MM30, y 2CH3 y otra en 1a que B8e
encuentran VIK, NIT y TAL. '

S4 comparamos el drbol filogenético consenso obtenido
con secuencias cromosomales vs el 4drbol filogenético consenso
obtenido con secuencias del pldsmido simbidtice podemos con-

cluir que las historias evolutivas del cromosoma y del plismide

simbidtico en Rhizobium phaseoli son distintas ya que en=-

contramos un 83,3% de diferencias entre ellas.
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CONCLUSIONES

a) El trabajo presentado en esta tesis; es el primer caso
donde se realiza un andlisis filogenético tomando como pardmetro
evolutivo el 902 del DNA contenido en el plédsmido simbidtico

(pSim 390 kb) de la cepa CFN42.

b) El hecho de encontrar una conservacidn cercana al 100%
de las secuencias contenidas en el pSim de la CFN42 aislada del
estade de Guanajuato al compararla con cepas de distintos

orfgenes geograficos, nos sugiere un origen comin para el pSim.

) c} Las diferencias observadas en el grado de polimorsismo

nos indica un grado de variabilidad especifica para cada regidn.

d) En el pSim no todas las secuencias participan con el
mismo peso filogendtico; ya que hay regiones altamente conser-
vadas y otras con mayor variabllidad. En este sentido el pSim

-cumple con los requisitos para ser wusado como crondmetro

evolutivo.

e) Dado que al comparar el Arbol filogenético simbidtico
con el &rbol filogen&tico cromosomal obtuvimos un 83,92 de
diferencias, esto bsuglere; que 1la historia evolutiva del
cromosoma y del plasmido son diferentes, o bien que el grado de
dietorsion interna en cada una de estas dos estructuras es muy

elevado.
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PERFILES PLASMIDICOS DE AISLADOS NATURALES DE

Rhizobium phaseoli
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DIAGRAMA DE LOS DIFERENTES TIPOS Y SUBTIPOS DE PERFILES
PLASMIDICOS DE R. PHASEOL! AISLADOS DEL SUELO DE TEPOZTLAN
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PATROMES DE HIBRIDIZACION DE GENES nif EN ECKHARD DE AISLADOS
NATURALES DE R.phaseolf DE TEPOZTLAN.

HIBRIDIZACION CON pCQl2

CEPA CFNAZ 2GI0 2G11 2G1Z 2G13 2G14 2G15 2Gl6  2G17 2G18

HIBRIDIZACION CON plSh

CEPA CPN42 2G10 2G11 2612 2G13 2Gl4 2G15 2Gl6 2B17 2618

Fig. 6



PATRONES DE BIBRIDIZACION DE GENES pif, EN DNA TOTAL DE
Rhizobius phaseoli AISLADOS DEL SUELO DE TEPOZTLAN

HIBRIDIZACION CON pCQl3
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PATROW DE HIBRIDIZACLON DEL PLASNIDO pa DE LA CEPA CFN&2
EN ECKHARD DE AISLADOS NATURALES DE Rhizobium phaseolf.
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Fig. 8



XAPA FISICO DEL PLASMIDO SIMBIOTICO (pd) DE LA CEPA CFN42
LOCALIZACION DE LOS COSMIDOS UTILIZADOS PARA EL
ANALTSIS DE DISTANCIA GENETICA.
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EJEMPLOS DE DISTINTOS PATRONES DE HIBRIDIZACION CON DIFERENTES
COSMIDOS EN AISLADOS NATURALES DE Rhizobium phaseolf.
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PATRONES PLASMIDICOS Y DE DNA TOTAL RESTRINGINO CON Bam H!
DE OCHO CEPAS IDENTICAS POR PATRON DE HIBRIDIZACION CON COSMIDOS
COMPARADAS CON CFN42 Y MMI3
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ZCH1G “a nif2
2CH25 6 nif2
162 la nif2
MML3 3h nif2
2M43 ba nif2
2M21 4b nif2
261 b al nif2
ICH31 2a nif2
269 6 nif2
2CH) [ nifl
1M2 la nifl
ICH22 11 nifl
1M19 la nifl
MM1 1k nif2
2616 ig nifl
MG8 5 nifl
2M13 8 nifl
1M1l ba nif2
2G18 2a nifl
MGl2 le nifl
2G8 2b nifl
2G6 3a al nifl
2CH1 5 nifl
1CHY be nif!l
2cH2 ib nifl
1CHL8 3] nifl
1M18 lh nifl
1M24 1b nifl
2619 7 nifl
2G15 le nif2
MM16 3e al nif2
2M20 3a al nif2
2M40 31 al nif2
2CH7 34 al nif2
1M12 3¢ al nif2
1M13 Ja al nif2
1CcH28 b al nif2
MM22 3t al atf2
MCHY Je al nif2
2CH8 3 al nifl
ICH20 Ja al nifl
ML6 3e al nif!
M7 4b nifl
2G11 s nifl
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1cill 2a nif2
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2M24 2d a2 nif2
262 7 nifl
CFN&2 0 01 nifl

No.

Plismidos

e

4

LV LUV POV VN SCRLLUNVMLUE P NOLOUSELN R AU DR BLEN AN

nifl
nif2

al
82

nif CPN&2
nif C7N42

s CFN42
s CFN42



Capa
249
2011
USDAL91
ARU263
VF19

© CPN42

VIK

" BRAS

NIT

TAL

162

mzl
2CHY
iMll
2618
LCHY
M6
220
30

TABLA 1l

Especis
R.eropicti
Remelilott
R.fredii
R.trifold

R, leguminosarum bv, viciae

R.leguminosarum bv, phaseoli

Origen geogr&fico

{Gto., México)
(Belice)
(Brasil)

(EUA)

(Hawail, EUA)

(Mor,, Mixice) Cpo. 1

Gpo.
Gpo.
Gpo.
Gpo.
Gpo.
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Gpo.
Gpo.

Gpo.



	Portada
	Índice
	I. Introducción 
	II. Objetivo 
	III. Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión 
	Conclusiones
	Referencias Bibliográficas
	Tablas



