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RESUMEN 

 

 

 Los rizobios son bacterias del suelo capaces de asociarse 

simbióticamente con plantas leguminosas, llevando a cabo la fijación 

biológica de nitrógeno (FBN). En la agricultura, son empleados como 

fertilizantes biológicos, que a diferencia de los químicos, promueven el 

crecimiento de los cultivos sin riesgo de contaminación ambiental. 

 

Los procesos del establecimiento de la simbiosis son bien conocidos en 

rizobios pertenecientes al orden Rhizobiales (alfa-rizobios). 

Contrariamente existe escasa información sobre los mecanismos 

implicados en asociaciones que involucran rizobios pertenecientes a 

géneros dentro de las beta-proteobacterias (beta-rizobios). En Uruguay, 

se han hallado rizobios pertenecientes a los géneros Burkholderia y 

Cupriavidus asociados a diversas leguminosas nativas. El estudio de 

estos beta-rizobios puede promover el desarrollo de nuevas tecnologías 

en favor de la producción agrícola-forestal. 

 

El modelo de este estudio es la cepa UYMMa02A, aislada de nódulos de 

Mimosa magentea colectada en el país. Mediante análisis filogenéticos se 

demostró que pertenece al género Cupriavidus, pero no coincide con 

ninguna especie antes descrita. La secuenciación del genoma evidenció 

un grupo de genes homólogo al operón nod caracterizado en otros 

rizobios. Con la finalidad de avanzar en la caracterización de los procesos 

involucrados en la interacción beta-rizobios-Mimosa, se propuso poner a 

punto herramientas moleculares: se implementó un sistema de 

recombinación homóloga para generar mutantes por deleción, y se 

crearon vectores para estudiar la dinámica de expresión de genes 

presuntamente implicados en la nodulación.  

 

Se generó un vector que validó el uso del sistema de expresión XylS-pm 

en la cepa y se avanzó en la construcción de un vector para generar 

mutaciones dirigidas. Un tercer vector fue construido para observar la 

dinámica de expresión del operón nod cuando UYMMa02A se expone a 

extractos radiculares u otros posibles inductores. Estas son nuevas 

herramientas moleculares aportadas a la comunidad científica que 

permitirán avanzar en el estudio de la interacción entre beta-rizobios y 

leguminosas hospederas. 
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Palabras clave: Rizobios; FBN; Cupriavidus; herramientas moleculares; 

sistema de expresión XylS-pm; mutaciones sitio-dirigidas; recombinación 

homóloga; GFP; factores Nod; dinámica de expresión; simbiosis; 
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1 INTRODUCCIÓN 

 
 

1.1 Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) 

 

 

El nitrógeno es un elemento indispensable para todos los seres 
vivos ya que es necesario para la elaboración de diversas moléculas 
como lo son las proteínas y los ácidos nucléicos (ADN y ARN), 
responsables de mantener y propagar la vida. El nitrógeno es también un 
factor clave en la agricultura ya que es frecuentemente un nutriente 
limitante del crecimiento vegetal (Vitousek & Howarth, 1991). Si bien es el 
gas más abundante en la forma química N2, la gran mayoría de los seres 
vivos, entre ellos las plantas, no están metabólicamente adaptados para 
asimilarlo. En el suelo, el nitrógeno se encuentra en moléculas 
químicamente asimilables por las plantas (NO3

- y NH4) (Madigan et al., 
2012), sin embargo su abundancia es insuficiente según ciertos 
requerimientos agrícolas. Debido a esta limitante es que son necesarios 
los fertilizantes nitrogenados. El uso de fertilizantes acarrea problemas 
ambientales; ha puesto a la producción agrícola como la principal fuente 
de contaminación del agua por nitratos y fosfatos. El uso indiscriminado 
de fertilizantes nitrogenados provoca la acumulación de nitratos en el 
suelo, los que por lixiviación pueden incorporarse a las aguas 
subterráneas o ser arrastrados por cauces y reservorios de agua 
superficiales. El exceso de nitrato en estos medios favorece la 
proliferación de algas y cianobacterias que consumen grandes cantidades 
de oxígeno, por lo que las especies animales no pueden subsistir a tal 
presión ambiental. Incluso la vegetación subacuática perece debido a la 
escasez de luz. Por otro lado, no solamente las aguas son afectadas; las 
especies reactivas de nitrógeno (N2O, NH4

+) que son liberadas tras el uso 
de fertilizantes nitrogenados forman parte del total de factores causantes 
del cambio climático. El uso de fertilizantes no solo ha demostrado ser 
dañino para la biósfera sino también ineficiente. Solo el 50% del 
fertilizante suministrado es asimilado por el cultivo. El deterioro ambiental 
y los perjuicios sobre la población humana debido al mal uso de estos 
fertilizantes hace evidente la urgencia de implementar prácticas 
alternativas (FAO, 2016). 

 
Ventajosamente, el nitrógeno atmosférico puede ser naturalmente 
asimilado e integrado en los suelos por bacterias cuyo metabolismo así lo 
permiten. Este proceso se conoce como Fijación Biológica de Nitrógeno 
(FBN) y es llevado a cabo únicamente por ciertos procariontes 
denominados diazótrofos, los cuales convierten el N2 a amonio (NH4

+) 
(Madigan et al., 2012). De esta manera, el nitrógeno atmosférico entra en 
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el ciclo del nitrógeno en formas aprovechables por el resto de los seres 
vivos (figura 1). 
 
A causa de esta exclusiva propiedad, los microorganismos del suelo son 
los vanguardistas en el desarrollo de tecnologías que prometen mejorar la 
producción agrícola de forma ambientalmente sostenible. Las bacterias 
capaces de realizar la FBN tienen por lo tanto una gran importancia 
económica y ambiental, ya que su utilización permite disminuir el uso de 
fertilizantes químicos nitrogenados con la consiguiente disminución de los 
efectos nocivos asociados (Crews & Peoples, 2004). 
 
 

 
Figura 1. Fijación Biológica del Nitrógeno (FBN). La FBN comienza cuando las 
bacterias fijadores de nitrógeno metabolizan el nitrógeno atmosférico (N2) para elaborar 
los biopolímeros que necesitan. Su descomposición en los suelos aporta amoníaco 
(NH3), el cual se convierte rápidamente en amonio (NH4

+
). El amonio, también 

producido por amonificación, es aprovechado tanto por las plantas como por las 
bacterias nitrificantes, las cuales producen nitrato (NO3

-
). El nitrato es otra forma en que 

el nitrógeno es metabólicamente asimilable por las plantas. Finalmente, completando el 
ciclo, las bacterias dinitrificantes producen N2 a partir de NO3

-
. Adaptado de 

http://www.bio.miami.edu/dana/226/226F08_22.html 

 

 

1.2 Nitrogenasa 

 
 
Los procariotas diazótrofos son los únicos capaces de fijar el 

nitrógeno atmosférico. Esta particularidad metabólica se debe a que 
poseen el compleo enzimático de la nitrogenasa. Se trata de una 
metaloenzima dependiente de Mg-ATP que reduce N2 a dos moléculas de 
NH3 en la forma estequiométrica siguiente: 

http://www.bio.miami.edu/dana/226/226F08_22.html
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N2 + 8e- + 8H+ + 16MgATP             2NH3 + H2 + 16MgADP + 16Pi 

 
Como se especifica en la ecuación, el proceso de FBN es altamente 
costoso energéticamente ya que se requieren cerca de 16 moles de ATP 
para reducir 1 mol de N2. El complejo de la nitrogenasa está formado por 
dos componentes metaloprotéicos, una ferro-molibdenoproteína (MoFe) 
que se asocia a una ferroproteína (Fe-proteína) durante la reducción del 
nitrógeno. La Fe-proteína es codificada por el gen nifH, mientras que 
MoFe se forma por los productos de los genes nifD (subunidad α) y nifK 
(subunidad β). Contiene 30 átomos de Fe y  2 átomos de Mo organizados 
en dos pares de grupos metálicos llamados P (Fe8S7-8) y cofactor FeMo 
(Fe7S9 Mo-homocitrato) (Peters, Fisher & Dean, 1995). 
  
Hasta la fecha se han descrito tres familias de nitrogenasas que se 

diferencian por el metal encontrado junto al hierro en el centro activo. La 

nitrogenasa de hierro y molibdeno (Fe-Mo) es la más eficiente y es 

encontrada en casi todas las especies bacterianas que fijan nitrógeno. La 

nitrogenasa de hierro y vanadio (Fe-V) es la segunda en abundancia y en 

ser descubierta. Por último, existe una forma de nitrogenasa que contiene 

únicamente hierro en su centro activo (Fe-Fe) y fue descrita por primera 

vez en Rhodobacter capsulatus (Ruiz et al., 2007); esta es menos común 

y también menos eficiente que las anteriores. Muchos microorganismos 

diazótrofos contienen genes codificantes para más de un tipo de 

nitrogenasa, los cuales pueden ser expresados en distintas condiciones 

ambientales (Ruiz et al., 2007).  

 
  
Aunque muchas de las bacterias diazótrofas son aerobias, la enzima 

nitrogenasa es muy sensible al O2, por lo que se inactiva en su presencia. 

Para limitar la difusión de oxígeno hacia la nitrogenasa, los diazótrofos 

utilizan diferentes estrategias según su estilo de vida; los rizobios, por 

ejemplo, solamente expresan la nitrogenasa cuando se encuentran en el 

ambiente microaeróbico proporcionado por los nódulos simbióticos en las 

raíces y tallos de las leguminosas que los hospedan (ver más adelante) 

(Soto-Urzúa & Baca, 2001). Las bacterias fijadoras de nitrógeno capaces 

de formar asociaciones simbióticas con leguminosas son las que aportan 

a la planta el nitrógeno fijado en forma más eficiente. Además, todos los 

rizobios poseen la nitrogenasa de molibdeno, de eficiencia mayor 

respecto a las otras. 
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1.3 Asociación simbiótica rizobio-leguminosa 

 

 

 El género Rhizobium fue nombrado por primera vez en 1889;  

significa en latín “raíz viviente”  (Frank, 1889). Los rizobios son un grupo 

parafilético de bacterias de la división Proteobacteria, la más amplia y 

diversa dentro del dominio Bacteria (Kobayashi & Broughton, 2008; Lloret 

& Martínez-Romero, 2005). El término rizobio se utiliza generalmente para 

designar a las α y β-proteobacterias capaces de establecer asociaciones 

simbióticas con leguminosas (Weir, 2016), aunque también se han aislado 

γ-proteobacterias (Enterobacterias y Pseudomonas) en nódulos presentes 

en raíces de leguminosas del género Hedysarum (Benhizia et al., 2004). 

La mayoría de las especies de rizobios descritas pertenece al 

orden Rhizobiales dentro del filo de las α-proteobacterias. Más de 80 

especies se agrupan en los géneros Bradyrhizobium, Ochrobactrum,  

Azorhizobium, Devosia, Microvirga, Methylobacterium, Mesorhizobium, 

Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella y Sinorhizobium (Ensifer). Dentro de 

las β-proteobacterias, los rizobios se encuentran en el orden 

Burkholderiales representados por los géneros Burkholderia, Cupriavidus 

y Herbaspirillum (Weir, 2016), los cuales presentan la capacidad de 

establecer simbiosis rizobio-leguminosa por medio de la formación de 

nódulos (Nápoles, Gómez, & Costales, 2007).  

 

La simbiosis rizobio-leguminosa comienza mediante un diálogo químico 

que le permite a la bacteria adherirse a los pelos radiculares, los cuales 

reaccionan enrollándose alrededor de la infección. Las bacterias 

atrapadas inducen la hidrolización local de la pared celular, lo que 

produce la invaginación de la membrana plasmática y por ende la 

formación del tubo o cordón de infección. Es a través del  tubo de 

infección que finalmente las bacterias alcanzan las células corticales 

(Gualtieri & Bisseling, 2000) (figura 2). Los rizobios tienen actividad 

mitogénica sobre las células meristemáticas de las raíces y tallos de las 

plantas hospederas, lo cual genera la formación de un nuevo órgano 

llamado nódulo. (Kijne, 1992) (figura 3). Es en los nódulos donde se 

alojan los rizobios  y se lleva a cabo la FBN, que favorece el  crecimiento 

de la planta (Howard & Rees, 1996). A su vez, los rizobios se benefician 

del carbono que aporta la planta, necesario para soportar el alto coste 

energético que tiene la FBN. En los nódulos, el rizobio encuentra un 

ambiente microaerobio donde la nitrogenasa es activa. La baja carga de 

oxígeno se debe a que las células de la leguminosa presentes en los 

http://www.bacterio.net/qr/rhizobium.html
https://es.wikipedia.org/wiki/Rhizobiales
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nódulos maduros producen una proteína homóloga a la hemoglobina, la 

leghemoglobina. Esta limita la libre difusión del oxígeno hacia el interior 

del nódulo mediante un transporte controlado, proveyendo las cantidades 

necesarias para el funcionamiento del metabolismo aeróbio del rizobio sin 

que se inactive la nitrogenasa (Soto-Urzúa & Baca, 2001).  

 

 

 

 
Figura 2. Formación del nódulo. Una comunicación química se desencadena entre 
rizobio y raíz de leguminosa (A), lo que permite un reconocimiento entre las partes y la 
formación del cordón de infección (B). El cordón de infección crece en dirección al cortex 
de la raíz (C) donde las bacterias son liberadas y comienzan a secretar citoquinas que 
activan la división de las células corticales (D). La división celular resulta en la formación 
del nódulo donde la bacteria realiza su función simbiótica (E). Adaptado de 
http://evolution-textbook.org/content/free/figures/06_EVOW_Art/26_EVOW_CH06.jpg 

 

 

Rizobios 
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Figura 3. Apariencia de un nódulo producido en la 
raíz de Mimosa uragüensis. 

 

 

1.4 Genes Nod: diálogo molecular bacteria-hospedero 

 

 

En 1990, Patrice Lerouge identificó la molécula química 

responsable del proceso de nodulación en Sinorhizobium meliloti, a la 

cual se atribuyó el nombre de factor de nodulación o factor Nod. En su 

trabajo, Lerouge observó que el factor Nod tenía la función de inducir un 

cambio en los pelos radiculares, iniciándose así la formación del nódulo 

(Lerouge et al., 1990). Desde entonces, los estudios sobre la nodulación 

han podido constatar que el establecimiento de la simbiosis ocurre tras un 

complejo intercambio de señales entre la bacteria y la planta hospedera 

(Masson-Boivin et al., 2009). La mayor parte de las investigaciones al 

respecto se han centrado en lo que ocurre entre alfa-rizobios y sus 

plantas hospederas, las cuales muestran que una de las primeras señales 

tiene lugar tras la secreción de flavonoides o chalconas por la raíz de la 

planta. Los flavonoides están formados por compuestos aromáticos de 

dos anillos bencénicos unidos por un compuesto pirano. Según las 

sustituciones presentes en los anillos existen hasta un total de 4000 tipos 

de flavonoides. Estas sustancias median la especificidad en el 

reconocimiento por parte de la bacteria y provocan la inducción de los 

genes nod (genes de nodulación) en ella (Hirsch, Lum, & Downie, 2001). 

La figura 4 muestra la proteína reguladora NodD interactuando de forma 

específica con los flavonoides secretados por la planta. NodD es un 



14 
 

regulador transcripcional de la familia AraC (Vlassak et al., 1998), que se 

activa en presencia de flavonoides específicos. En su forma activa, NodD 

es capaz de unirse a regiones promotoras presentes en el ADN conocidas 

como cajas nod y activar la expresión de los genes nod responsables de 

la síntesis de los factores de nodulación o factores Nod. Este 

reconocimiento de flavonoides por parte de la bacteria consitutye el primer 

nivel de especificidad en la interacción leguminosa-rizobio. Los factores 

Nod son moléculas de lipoquitinoligosacáridos producidas por las enzimas 

expresadas por los genes de nodulación. Estas moléculas son secretadas 

al medio donde son reconocidas por la planta hospedera, lo que 

constituye el segundo nivel de especificidad en la interacción simbiótica 

entre bacteria y leguminosa (Kamst et al., 1998).  

 

 

 
Figura 4. Esquema de intercambio de señales moleculares entre bacteria y planta 
hospedera. En primera instancia, los flavonoides secretados por la raíz de la leguminosa 
(i) son captados en el rizobio por la proteína reguladora NodD (ii), la cual, según el 
flavonoide, activa diferentes genes de nodulación (iii) que producen la síntesis de los 
factores Nod causantes de la formación del nódulo. Estos lipoquitinoligosacáridos son 
identificados por el hospedador provocando varias respuestas simbióticas en la raíz, 
tales como flujos de iones, aumento de calcio, deformación del pelo de la raíz, división 
de las células corticales y formación del cordón de infección que guía a las bacterias 
hacia el primordio emergente; todo lo cual da paso a la formación del nódulo. Adaptado 
de Masson-Boivin et  al. (2009). 
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La estructura química básica de los factores Nod es bastante conservada 

en todos los rizobios y consta de una cadena de tres a cinco unidades de 

N-acetil glucosamina (quitina), unidas por enlace β-1,4. Esta estructura 

básica tiene en el extremo no reductor una cadena alifática de longitud e 

insaturación variables y distintas sustituciones  en el extremo reductor 

(acetil, carbamoil, metil, sulfato y grupos azúcares) (figura 5). Estas 

sustituciones en la estructura conservada son generadas por la acción de 

enzimas codificadas por genes nod específicos y determinan la 

especificidad del establecimiento de la simbiosis con las leguminosas 

hospederas. Muchos rizobios son capaces de sintetizar una amplia 

diversidad de factores Nod, lo que les posibilita colonizar distintas 

leguminosas. Sin embargo, está claro que solamente ciertos tipos y 

mezclas específicas de factores Nod permiten al rizobio nodular 

determinada leguminosa (Spaink, 1995); por esto, estas moléculas son 

conocidas como “la llave para la puerta leguminosa” (Relic et al., 1994).   

 

 

 
Figura 5. Estructura molecular de los factores Nod. Cada proteína Nod está 
codificada por su gen equivalente llamado nod. Las proteínas NodA, NodB y NodC son 
comunes a todos los rizobios. El resto de las proteínas Nod son responsables de las 
modificaciones que confieren especificidad con las leguminosas  hospederas. Tomado de 
Wais, Keating, & Long (2002). 
 
 

Como ya se mencionó, los factores Nod afectan diferentes procesos 
fisiológicos en la planta; inducen la deformación de los pelos radicales 
(Spaink et al., 1991), la ontogenia de la estructura completa del nódulo, la 
división de las células corticales (Dénairé, Debellé, & Promé, 1996; Fisher 
& Long, 1992) y la expresión de los genes nodulina esenciales para la 
formación del cordón de infección (Horvath et al., 1993; Minami et al., 
1996; Pichon et al., 1993). En esto último, en algunos casos están 
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involucrados los sistemas de secreción de tipo III (T3SS), tipo IV (T4SS), 
y posiblemente también del tipo VI (T6SS) (Plá,  2015; Pastor, 2013). 
Okazaki et al. (2013) demostraron que, para lograr la simbiosis, el 
microsimbionte de la soja Bradyrhizobium elkanii utiliza el sistema de 
secreción de tipo III (T3SS), el cual, si bien es conocido por liberar 
factores de virulencia en bacterias patógenas, en este caso promueve la 
infección intercelular. Este sistema también es utilizado por Cupriavidus 
taiwanensis  en la infección de Mimosa pudica (Chen et al., 2001). Se ha 
constatado además que cuando T3SS es inactivado en C. taiwanensis, 
este beta-rizobio es también capaz de nodular en la leguminosa arbórea 
Leucaena leucocephala (Saad et al., 2012).  
 

Al contrario de los trabajos antes mencionados, Giraud et al. (2007) 

demostraron que no en todos los casos los genes nod están involucrados 

en la nodulación. Tras analizar las secuencias genómicas completas de 

dos cepas de Bradyrhizobium simbióticas y fotosintéticas (BTAi1 y 

ORS278), los autores observaron que los genes nodABC y los factores 

Nod codificados por estos no son requeridos para la simbiosis en algunas 

leguminosas. Análisis mutacionales indicaron que estos rizobios utilizan 

una vía alternativa para iniciar simbiosis, donde un derivado de purina 

sería clave en la formación del nódulo.  

 

Si bien estas cuestiones son bien conocidas para los alfa-rizobios, hasta 

el momento continúan siendo pocos los estudios que contribuyen al 

conocimiento sobre los mecanismos utilizados para el establecimiento de 

la simbiosis beta-rizobios-leguminosas. Sería de gran aporte el desarrollo 

de técnicas moleculares y protocolares que permitan responder a las 

preguntas de cuándo, cómo y por qué los beta-rizobios logran colonizar 

las raíces de sus hospederos. Aunque la evidencia genética muestra que, 

al igual que en alfa-rizobios, los genes nod también se encuentran en 

beta-rizobios (Amadou et al., 2008; De Meyer et al., 2015; Iriarte et al., 

2016), es necesario demostrar el rol que cumplen estos genes en las 

distintas especies y dilucidar los mecanismos implicados en su expresión. 

Los estudios que describen los mecanismos de expresión de los genes 

nod en beta-rizobios se basan principalmente en la especie C. 

taiwanensis, donde se ha demostrado que la luteolina y la apigenina 

(flavonoides secretados por muchas leguminosas) son capaces de inducir 

la expresión del gen nodB (Marchetti et al., 2010; Marchetti et al., 2011; 

Saad et al., 2012). Sin embargo aún resta por determinar si los genes nod 

se expresan in vivo, y si son realmente imprescindibles en el 

establecimiento de una simbiosis efectiva, o si existen otros genes 

involucrados en el proceso.  
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1.5 Aproximaciones moleculares al estudio de la interacción bacteria-

hospedero  

 

1.5.1 Mutaciones sitio-dirigidas 

 

 

 Una de las actividades comúnmente empleadas en la biotecnología 

es la manipulación genética de organismos. Sea mediante mutación 

generalizada o dirigida se busca modificar el fenotipo del organismo de 

interés con la finalidad de estudiar la función de ciertos genes o de 

resolver problemáticas ambientales, médicas, agrícolas u otras. Una de 

las limitantes más relevantes para la mutagénesis es la falta de sistemas 

de experimentación genética compatibles con genomas de bacterias 

gram-negativas no emparentadas con E.coli. Sin embargo, metodologías 

que utilizan transposones son aplicables a un amplio rango de bacterias 

gram-negativas. Estos transposones pueden mantenerse en cultivos de E. 

coli para transformar por conjugación otras bacterias y así producir 

mutaciones que se seleccionan por la resistencia a antibióticos conferida 

por el mismo transposón (Ruvkun & Ausubel, 1981; Simon, Priefer, & 

Puhler, 1983). Éste es un ejemplo de mutagénesis generalizada, donde el 

investigador selecciona fenotipos de interés entre una población de 

mutantes diversos. Por otro lado, en la mutagénesis dirigida se busca 

modificar el genoma a voluntad para obtener el fenotipo deseado 

(Hutchison et al., 1978). La mutagénesis sitio-dirigida in vitro es una 

técnica esencial para el estudio de la relación estructura-función en 

proteínas, la expresión de genes y para la modificación de vectores. 

Generalmente, las distintas metodologías desarrolladas para este 

propósito requieren de múltiples pasos enzimáticos, vectores 

especializados y sitios de restricción convenientes, o el subclonado de las 

secuencias de ADN a ser mutadas en un cierto vector para producir y 

recuperar ADN simple hebra. Este tipo de metodologías son muy 

laboriosas y requieren mucho tiempo (Kunkel, 1985; Sayers et al., 1988). 

Sin embargo, otros procedimientos para la mutagénesis sitio-dirigida 

facilitan la tarea, como por ejemplo el propuesto por Deng & Nickoloff 

(1992), que elimina la necesidad del subclonado generando templados de 

ADN simple hebra mediante el empleo de plásmidos de ADN doble hebra. 

El procedimiento involucra el apareamiento simultáneo de dos cebadores 

a la misma hebra de ADN plasmídico desnaturalizada por calor, que 

contiene sitios de restricción no esenciales y únicos. El cebador 

mutagénico introduce la mutación deseada en el plásmido y el cebador de 



18 
 

selección altera la secuencia del sitio de restricción no esencial y única en 

el plásmido. La extensión de estos cebadores tras desnaturalización y 

acción de la ADN polimerasa T4, se obtiene una población de plásmidos 

en la cual algunos contienen la mutación deseada, y a su vez, carecen del 

sitio único de restricción. Cuando todos se exponen a la enzima de 

restricción correspondiente, los plásmidos parentales no mutados son 

digeridos, mientras que los mutados permanecen sin digerir. Debido a que 

los plásmidos mutados circulares son transformados más eficientemente 

que los lineales, la transformación de este ADN en cualquier molécula de 

ADN de E. coli resulta en colonias que contienen el plásmido mutado 

(figura 6). 
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Figura 6. Esquema de la metodología desarrollada por Deng & Nickoloff (1992) para 
mutagénesis sitio-dirigida. Se escoge un plásmido con único sitio de restricción y un 
sitio blanco para mutar. Se utiliza un cebador de selección y otro mutagénico. Tras 
desnaturalización y acción de la ADN polimerasa T4, se obtiene un plásmido con su 
único sitio de restricción faltante y la mutación deseada. Se efectúa una selección con la 
enzima de restricción correspondiente para linearizar los plásmidos parentales, previo a 
la transformación en células E. coli competentes. Adaptado de Braman, Papworth, & 
Greener (1996). 

 

 

En el presente trabajo se adoptó la metodología para mutación sitio-

dirigida empleada por Martínez-García & de Lorenzo (2011) aplicable a 

bacterias gram-negativas no relacionadas con E. coli. Esta metodología 

se basa en los mecanismos de reparación del ADN y recombinación 

homóloga bacterianos que se desencadenan tras un corte de doble 

cadena (DSB; del inglés double-strand break) en el genoma, con el fin de 

generar mutantes por deleción. Requiere tan solo de dos plásmidos. El 

primero tiene la función de integrarse al genoma de la bacteria modelo 

aportando sitios de corte específicos y secuencias adyacentes al gen a 

deletar. La integración ocurre por presión selectiva en presencia del 

antibiótico al cual confiere resistencia. El segundo plásmido contiene el 

gen para una endonucleasa que reconoce los sitios de corte específicos 

aportados por el primer plásmido. Se introduce en la bacteria modelo para 

producir los DSBs que dan paso a la recombinación homóloga. El 

resultado buscado es que las secuencias adyacentes aportadas por el 

primer plásmido ocupen el lugar del gen a deletar. Esta metodología se 

explica en mayor detalle en la sección Materiales y Métodos (ver página 

31). 

 

1.5.2 Plásmidos de amplio rango de huésped 

 

 

Debido a la necesidad de disponer de vectores estandarizados que sean 

compatibles con el mayor número de bacterias, se han desarrollado 

diversas colecciones de plásmidos de amplio rango de huésped 

(Bagdasarian et al., 1981; Santos et al., 2001; Scherzinger et al., 1984). 

Una de estas colecciones está compuesta por plásmidos de arquitectura 

modular llamados pSEVA por las siglas de Standard European Vector 

Architecture (Silva-Rocha et al., 2013). En esta colección, los plásmidos 

mantienen una estructura estándar que consta de tres partes básicas: un 

origen de replicación (ori), un gen que codifica para la resistencia a 

antibióticos y un cargo donde se puede colocar el material genético 
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deseado mediante el corte con enzimas de restricción y ligación (figura 7). 

El origen de replicación determina el rango de huésped en que puede 

replicarse y el número de copias del plásmido. La resistencia a 

antibióticos permite su selección, y el cargo dependerá de la aplicación 

que se le quiera dar al plásmido; por ejemplo, pueden clonarse allí 

secuencias de ADN de interés o genes cuales quiera estudiarse su 

expresión mediante fusiones con genes reporteros. Entre los genes 

reporteros, son de mucha utilidad aquellos que codifican para proteínas 

fluorescentes, ya que hacen evidente la expresión del gen fusionado 

cuando la bacteria transformada con esta construcción emite 

fluorescencia. Esta técnica tiene la ventaja de ser más sencilla y 

económica que otras técnicas aplicadas al estudio de expresión de genes 

como la PCR cuantitativa o el uso de reporteros que utilizan sustratos 

cromogénicos, sin embargo requiere la disponibilidad de equipos capaces 

de cuantificar la fluorescencia.  

 

 

 
Figura 7. Estructura de un plásmido de la colección Standard European Vector 

Architecture. Estos vectores están formados por tres módulos variables: un cargo 

(azul), un origen de replicación (verde), y un marcador de antibiótico (magenta). Las 

enzimas utilizadas para cambiar los segmentos de ADN funcionales se muestran en el 

mismo código de colores y los módulos están separados por tres regiones permanentes 

que son compartidas por todos los vectores, los terminadores transcripcionales T0 y T1 y 

el origen de la conjugación oriT. Tomado de Silva-Rocha et al., (2013). 
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1.6 Cupriavidus como modelo de investigación 

 

 

 El género Cupriavidus fue caracterizado por primera vez por 

Makkar & Casida (1987) cuando describieron la especie Cupriavidus 

necator como una bacteria del suelo predadora no-obligada de bacterias y 

hongos del suelo. Los autores describen también a esta especie como 

altamente resistente al cobre y además, aseguran que su crecimiento 

inicial se ve estimulado por la presencia de este metal, de lo cual deriva 

su nombre (Cupria=cobre, vidus=amantes). La capacidad de metabolizar 

metales es explícito en la especie Cupriavidus metallidurans; esta bacteria 

no solo es resistente a metales pesados (Monchy et al., 2007), sino 

también capaz de precipitar reductivamente metales como Ag(I), Zn(II), 

Cd(II), Co(II), Pb(II), Hg(II), Ni(II) y Cr(VI). Además, C. metallidurans es 

conocida por precipitar oro mediante la reducción de AuCl4 (Reith et al., 

2009). Se ha demostrado también la capacidad degradativa de 

compuestos aromáticos por parte de varias especies de Cupriavidus; 

entre ellas se destacan C. necator (Berezina, Yada, & Lefebvre, 2015) y 

Cupriavidus pinatubonensis (Pérez-Pantoja et al., 2008), atribuyéndole a 

este género un gran potencial para el desarrollo de diversas 

biotecnologías.  

 

Pasados más de diez años del trabajo de Makkar y Casida, en el año 

2001, se registró para el género Cupriavidus una especie capaz de formar 

nódulos en las raíces de las leguminosas Mimosa pudica y Mimosa pigra. 

Fue nombrada inicialmente como Ralstonia taiwanensis, aislada de 

nódulos presentes en raíces de estas Mimosas en suelos de Taiwán 

(Chen et al., 2001). Vandamme & Coenye (2004) reubicaron esta especie 

en el género Cupriavidus. Recientemente, da Silva y colaboradores 

describieron a C. necator como una especie nodulante tras recuperar 

varios aislamientos a partir de nódulos de Phaseolus vulgaris y demostrar 

su capacidad de reinfectar y fijar nitrógeno en asociación con varias 

especies de leguminosas (da Silva et al., 2012). 

  

Se ha comprobado que tanto C. taiwanensis como C. necator son 

capaces de colonizar varios géneros de leguminosas (da Silva et al., 

2012; Saad et al., 2012; Taulé et al., 2012), sin embargo, en la naturaleza, 

ambas especies han demostrado conservar una relación muy estrecha 

con leguminosas de la familia Mimosoideae, y en particular con el género 

Mimosa (Chen et al., 2001; Platero et al., 2016; Taulé et al., 2012). 
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Las Mimosas se encuentran ampliamente distribuidas desde México hasta 

Argentina y Uruguay, alcanzando alrededor de 500 especies (Simon et al., 

2011). Mediante el análisis de muestras de raíces de Mimosas 

provenientes de distintas partes de América, se ha demostrado que los 

beta-rizobios son más comunes de lo que se creía. Incluso se han hallado 

más de un género de beta-rizobios coexistiendo en una misma raíz en 

distintas especies de Mimosas (Barrett & Parker, 2005). Estudios 

realizados en México, uno de los mayores centros de diversidad de 

Mimosas con más de 100 especies descritas, muestran que las Mimosas 

endémicas de esta zona del mundo están asociadas preferentemente a 

alfa-rizobios (Rhizobium sp. y Ensifer) (Bontemps et al., 2016). Por otra 

parte, Brasil es posiblemente el país que reúne el mayor número de 

especies endémicas de Mimosas, contándose cerca de 200 especies 

(Simon, 2011). En un estudio exhaustivo llevado a cabo en las regiones 

del  Cerrado y Cattinga de este país, se encontró que la gran mayoría de 

las Mimosas estaban noduladas por beta-rizobios del género Burkholderia 

(Bontemps et al., 2010; Bueno dos Reis et al., 2010). Por otro lado, 

estudios realizados en nuestro país han demostrado que si bien se 

observa la co-existencia de alfa y beta rizobios en las raíces de algunas 

Mimosas nativas (Ríos Mendaro, 2014; Lagurara, 2016) la mayoría de las 

especies de Mimosas analizadas están asociadas a bacterias del género 

Cupriavidus (Platero et al., 2016). Estos hallazgos ofrecen suficiente 

evidencia de que los beta-rizobios tienen un rol clave en la ecología de 

suelos, siendo su importancia comparable con la de los alfa-rizobios, los 

cuales han sido mucho más estudiados hasta hoy día. 

 

El Departamento de Bioquímica y Genómica Microbianas (BIOGEM) del 

Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable (IIBCE), 

desarrolla entre sus principales líneas de investigación el estudio y 

caracterización de bacterias promotoras del crecimiento vegetal 

asociadas a leguminosas nativas de Uruguay. Desde hace ya algunos 

años, los esfuerzos de caracterización de simbiontes se han centrado en 

especies de Mimosas nativas. En concordancia con los trabajos antes 

mencionados, los resultados obtenidos en Uruguay también constatan 

que estas leguminosas son colonizadas por beta-rizobios, tanto por 

Cupriavidus como Burkholderia (Sandes, 2015; Platero et al., 2016; Ríos, 

2014). El potencial que estas bacterias presentan para promover el 

crecimiento vegetal no solamente se limita a las Mimosas sino que 

también se extiende a especies leñosas y de interés forestal como lo es 

Parapiptadenia rigida (regionalmente conocida como Angico), una 
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leguminosa perteneciente a la subfamilia Mimosoideae (Taulé et al., 

2012). En este sentido, las investigaciones realizadas permitieron 

identificar una cepa de Cupriavidus y otra de Burkholderia capaces de 

promover el crecimiento del Angico tanto a nivel de vivero como en campo 

(Taulé et al., 2012; Zabaleta et al., 2015). Estas investigaciones 

demuestran que el estudio de estos nuevos rizobios puede promover el 

desarrollo de nuevas tecnologías a favor de la producción agrícola y 

forestal, que mitiguen a la vez el impacto ambiental. 

 

El modelo bacteriano seleccionado para este trabajo fue la cepa 

UYMMa02A, la cual fue aislada a partir de nódulos de una planta de 

Mimosa magentea colectada en la zona del Abra de Zabaleta del 

Departamento de Lavalleja. Mediante el análisis filogenético de los genes 

“housekeeping” 16S rRNA, gyrB y recA, se demostró que UYMMa02A no 

pertenece a ninguna de las especies de Cupriavidus nodulantes descritas 

hasta ahora, aunque podría estar emparentada con las especies C. 

numazuensis y C. pinatubonensis (Platero et al., 2016). UYMMa02A es 

capaz de formar nódulos en las raíces de las Mimosas nativas M. 

ramulosa y M. uragüensis, así como en las cosmopolitas M. pudica y M. 

polycarpa (Sandes, 2015; Ríos, 2014).  

 

La secuenciación del genoma de UYMMa02A comprobó la presencia de 

un grupo de genes con homología a los genes nod caracterizados en 

otros modelos de rizobios (Iriarte et al., 2016). De acuerdo con estudios 

previos, nodD codifica para un regulador transcripcional capaz de unirse a 

flavonoides producidos por leguminosas hospederas. Esta unión conduce 

a su activación, lo cual lleva a que actúe como inductor de la expresión de 

los genes nodB, nodC, nodI y nodJ pertenecientes a un mismo operón. 

Los productos de estos genes están implicados en la síntesis de factores 

Nod o de nodulación, los cuales son reconocidos a su vez por la planta 

hospedera, y en muchos casos, fundamentales para el establecimiento de 

una simbiosis efectiva (Masson-Boivin et al., 2009). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

 Teniendo en cuenta los antecedentes planteados se estableció la 

siguiente hipótesis: El operón nod presente en el genoma de la cepa 

UYMMa02A de Cupriavidus sp. es fundamental para la expresión de los 

factores de nodulación y sin ellos UYMMa02A es incapaz de establecer 

una simbiosis efectiva con leguminosas hospederas del género Mimosa.  

 

A manera de obtener resultados empíricos que demuestren esta hipótesis, 

se estableció como objetivo principal del presente trabajo, la puesta a 

punto de herramientas moleculares que permitan estudiar el rol del 

operón nod en el establecimiento de una simbiosis efectiva entre la cepa 

UYMMa02A de Cupriavidus sp. y leguminosas hospederas.  

 

 Los siguientes objetivos específicos guían la metodología hacia 

la puesta a punto de las herramientas moleculares a emplear: 

 

1. Puesta a punto de un sistema de recombinación homologa para 

manipulación del genoma de UYMMa02A (Ej. Generación de 

mutantes limpias)   

1. a. Validar el uso de los sistemas de expresión XylS-pm en 

UYMMa02A 

1. b. Determinar la cinética y condiciones óptimas de 

inducción de estos sistemas 

1. c. Generar una cepa ΔnodD utilizando este sistema 

 

2. Estudiar la función del operón nod en la interacción planta-

bacteria  

2. a. Construir un vector que permita estudiar la dinámica de 

la expresión del operón nod 

2. b. Estudiar la dinámica in vivo de la inducción del 

promotor pnodB en leguminosas hospederas y no hospederas. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

3.1 Cepas bacterianas 

 

 

 Las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo y sus 

principales características se listan en la tabla 1. 

 

 
Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas  

Cepa/plásmido Características Usos Referencia 

Cupriavidus sp. 
UYMMa02A 

Aislada de 

Mimosa 

magentea. 

Genoma 

secuenciado 

Cepa de estudio 

Iriarte et al. 

(2016); 
Platero et 
al. (2016) 

Escherichia coli DH5α-λ-
pir 

Nalr, cepa para 

mantenimiento 

de plásmidos 

Para 

transformaciones 

y conjugaciones 

tri-parentales. El 

gen pir permite la 

propagación de 

plásmidos con 

origen ori6K 

Stock del 
laboratorio 

Escherichia coli HB101 

Cmr, Helper. 

Contiene 

plásmido 

pRK600 con los 

genes tra 

Asiste la 

conjugación tri-

parental 

De 

Lorenzo & 

Timmis 

(1994) 

 

 

3.2 Medios de cultivo 

 

 

 Las cepas de E. coli se cultivaron en medio Luria Broth (LB) 

(Ausubel et al., 1992) a 37ºC. Las cepas de Cupriavidus sp. fueron 

conservadas en Yeast Mannitol Agar (YMA) (Vincent, 1970) o M9-citrato 

(Ausubel et al., 1992), pero se cultivaron en LB para experimentación. En 

los casos necesarios se utilizó el antibiótico Kanamicina (Km) en la 

concentración 50µg/ml. La composición de los medios se detalla en el 

anexo. 
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3.3 Uso de fuentes de carbono por UYMMa02A 

 

 

 Para conocer las fuentes de carbono usadas por la cepa de 

Cupriavidus sp. UYMMa02A se realizó un ensayo en el cual se cultivó la 

cepa en medio mínimo M9 en presencia de diferentes fuentes de carbono 

en las concentraciones recomendadas: maltosa, manitol, glucosa, 

fructosa, sacarosa y citrato de sodio. Los cultivos se incubaron por 72 

horas a 30ºC y se registró el crecimiento. 

 

3.4 Selección de antibióticos  

 

 

 UYMMa02A fue crecida en presencia de diversos antibióticos a 

concentraciones determinadas (tabla 2) con el fin de verificar la ausencia 

de resistencia intrínseca a antibióticos y así mismo seleccionar los 

antibióticos adecuados para la posterior selección de cepas 

transformadas con los plásmidos utilizados en la metodología. Los 

antibióticos ensayados fueron Ampicilina (Amp), Cloranfenicol (Cf), 

Gentamicina (Gm), Kanamicina (km), Estreptomicina (Str) y Tetraciclina 

(Tc). Se tomaron 10 µl de cada uno y se colocaron en discos de papel 

sobre el cultivo de células. Cada cultivo se preparó con 15 ml de medio 

LB, sobre el cual se depositó una capa de 15ml de TOP-Agar (0,7% agar) 

mezclado con 150µl de un cultivo líquido de la cepa UYMMa02A crecido 

durante toda la noche.  

 

 
Tabla 2. Antibióticos ensayados en 
UYMMa02A y sus concentraciones. 

Antibióticos (ng/µl) 

Amp 50 

Cf 25 

Gm 40 

Km 50 

Str 100 

Tc 10 
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3.5 Plásmidos 

 

 

 En la tabla 3 se listan los plásmidos utilizados y producidos en el 

presente trabajo. 

 

 
Tabla 3. Plásmidos utilizados y generados  

Plásmido Características Referencias 

pSEVA 238 Kmr, pBBR1, XylS-Pm (Silva-Rocha et al., 2013) 

pSEVA 247Y Kmr, pRO1600/ColE1, yfp (Silva-Rocha et al., 2013) 

pEMG 

Kmr, R6K, sitio de clonado 

múltiple, (MCS) flanqueado 

por sitios de corte I-Scel. 

Secuencia αlacZ 

(Martínez-García & De 

Lorenzo, 2012) 

pBAM-gfp Kmr, R6Kγ, EGFP (Martínez-García et al., 2011) 

pSW Apr, XylS-Pm, I-SceI (Pósfai et al., 1999) 

pFO1 
Derivado de pSEVA238. 

Contiene EGFP en el MCS 
Este trabajo 

pFO0115 

Derivado de pSEVA247Y. 

Contiene la región 

promotora del gen nodB de 

UYMMa02A en el MCS 

Este trabajo 

 

 

En los siguientes apartados se describen las principales características de 

los plásmidos utilizados: 

 

3.5.1 pBAM-gfp 

 

 

 El plásmido pBAM-gfp contiene el gen gfp que codifica para la 

variante EGFP de la Proteína Verde Fluorescente (GFP). Este gen se 

amplificó y posteriormente se clonó en el plásmido pSEVA 238. Las 

características estructurales del plásmido pBAM-gfp se esquematizan en 

la figura 8. 

 



28 
 

Figura 8. Esquema de la estructura del vector pBAM-gfp.  

 

 

3.5.2 pSEVA 238 

 

 

 El plásmido pSEVA 238 (figura 9) presenta el sistema de expresión 

XylS-Pm. Se utilizó para construir el plásmido pF01 para estudiar la 

cinética de inducción por medio de la expresión del gen reportero gfp 

obtenido del plásmido pBAM-gfp.  

 

3.5.3 pSEVA 247Y 

 

 

 El plásmido pSEVA 247Y (figura 9) contiene un sitio de clonado 

múltiple (MCS) delante del  gen yfp que codifica para la Proteína Amarillo 

Fluorescente (YFP). La expresión de yfp está sujeta a la actividad 

promotora del ADN que se inserte en el MCS. En esta región se clonó el 

promotor pnodB, obteniéndose el plásmido pFO0115 con el cual se 

estudió la expresión de este gen en ensayos con extractos radiculares. 

 

 



29 
 

 
Figura 9. Estructura y nomenclatura de los plásmidos pSEVA. Cada plásmido de la 
colección SEVA presenta elementos genéticos particulares útiles para el desarrollo de 
diversas experimentaciones. La nomenclatura en números de cada vector hace 
referencia a estos elementos como se indica en las tablas. La disposición de cada 
elemento se representa en los esquemas de los plásmidos pSEVA 247Y y pSEVA 238. 
Tomado de Silva-Rocha et al. (2013). 

 

 

3.5.4 pSW 

 

 

 Este plásmido expresa la endonucleasa I-Scel por inducción del 

promotor pm cuando su regulador XylS es activado por 3-metil benzoato 

(3MB). I-Scel genera un corte de doble hebra en los sitios de corte 

aportados por el vector pEMG, previamente integrado en el genoma de la 

cepa en estudio. El DSB promueve los mecanismos de recombinación 

homóloga entre secuencias específicas del genoma bacteriano también 

insertadas con anterioridad en el plásmido. 
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3.5.5 pEMG 

 

 

 Es usado para generar mutaciones dirigidas por deleción. Posee el 

origen de replicación R6K, el cual le hace un vector suicida en bacterias 

que no presentan el gen λpir, por lo que una vez introducido en la cepa de 

estudio y bajo presión del antibiótico Km, se integra a su genoma 

aportando el material genético previamente clonado en su región MCS, el 

cual se encuentra flanqueado por sitios de corte para la endonucleasa I-

Scel. 

 

3.6 Análisis de secuencias y diseño de cebadores  

 

 

 El genoma de la cepa UYMMa02A fue analizado utilizando el 

servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (Aziz et 

al., 2008). Los genes de interés se identificaron en el servidor BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (National Center for Biotechnology 

Information, U.S. National Library of Medicine) mediante búsqueda de 

homología. Con el fin de amplificar secuencias de ADN de interés se 

utilizó la técnica de PCR. Los cebadores necesarios se diseñaron 

utilizando los programas ApE 

(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) y Primer 3 

(Untergrasser et al., 2012; Koressaar & Reem, 2007). Con el fin de clonar 

los fragmentos de ADN amplificados se adicionaron sitios de corte 

adecuados en los extremos 5’ de los cebadores. En la tabla 4 se 

describen los cebadores utilizados en este trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://rast.nmpdr.org/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/


31 
 

 

Tabla 4. Lista de cebadores utilizados en este trabajo. Las siglas F y R identifican a los 
cebadores forward y reverse respectivamente. En mayúsculas se indican los sitios de 
corte para las enzimas de restricción EcoRI (GGAATTC) y BamHI (GGATCC). A ambas se 
les agregó un par CG al inicio. En el cebador forward para GFP, las mayúsculas 
subrayadas son el sitio RBS (AGGAGG), al cual le sigue una cola poli-A y el ATG de inicio, 
que se lee en las primeras tres minúsculas cursivas. En el cebador TS1R2, la secuencia 

subrayada corresponde al reverso complementario del TS2F2, lo que permite que se 
amplifiquen los dos fragmentos (TS1 y TS2) juntos.  

Fragmento Cebadores Secuencias de cebadores 

Tamaño 
de 

amplicón 
(pb) 

Origen 

GFP 
GFP-F-RBS-EcoRI 

 
GFP-R-BamHI 

CGGAATTCAGGAGGAAAAA- 
atggctagcagtaaaggagaagaacttttcac 

 
CGGGATCCtttgtatagttcatccatgccatgtg 

742 pBAM-gfp 

pnodB 
pnodB-F-EcoRI 

 
pnodB-R-BamHI 

CGGAATTCgattgcggtgcgttatcag 
 

CGGGATCCagacaaacgcctcgatgtttc 
320 UYMMa02A 

TS1 
nodD-TS1F-KpnI 

 
nodD-TS1R2 

GGGGTACCgcattttgacagatcggaatgc 
 

ctaggctccttcgcgtcaacagttgaggcatccacatgacg 
609 UYMMa02A 

TS2 
nodDcupria-TS2F2 

 
nodD-TS2R-BamHI 

tgttgacgcgaaggagcctag 
 

CGGGATCCagataacgcagcgatctgtcc 
610 UYMMa02A 

Plásmidos 
pSEVA 

PS1 
PS2 

agggcggcggatttgtcc T1 terminador 
gcggcaaccgagcgttc T0 terminador 

1000 pSEVA 

 

 

3.7 Construcción de herramientas moleculares  

 

 

 En las figuras 10 y 11 se esquematiza la forma en que los vectores 

pEMG y pSW-I participan en el desarrollo metodológico.  
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Figura 10. Esquema de obtención de la mutante UYMMa02A nodDΔ por 
recombinación homóloga. En una primera etapa se amplifican por PCR las secuencias 
adyacentes al gen nodD (TS1 y TS2). Estos amplicones se utilizan como molde para 
obtener, tras una segunda PCR, un único fragmento TS1-TS2. Este producto de PCR se 
inserta en el vector suicida pEMG generando el plásmidos pEMGΔnodD. Los plásmidos 
pEMGΔnodD y pSW se introducen en UYMMa02A por medio de conjugación triparental. 
pEMGΔnodD se integra al genoma de la bacteria por recombinación (A). La 
endonucleasa I-Scel expresada por pSW en presencia del inductor 3-metilbenzoato 
(3MB) reconoce e introduce un corte de doble hebra en los sitios de corte para I-Scel 
aportados por pEMGΔnodD (B). El corte de doble hebra induce los mecanismos de 
reparación de ADN de la cepa hospedera permitiendo la recombinación homóloga entre 
el fragmento TS1-TS2 presente en el vector plasmídico y las regiones genómicas 
adyacentes al gen nodD.  La resolución puede derivar en la deleción del gen nodD o la 
reversión a la versión salvaje (C). Adaptado de (Martínez-García & De Lorenzo, 2012) 

 

 

El vector pEMG es usado para generar deleciones dirigidas como 

reemplazos alélicos en el genoma blanco. El procedimiento se basa en la 

recombinación homóloga forzada por la aparición de cortes en la doble 

hebra de ADN por acción in vivo de la nucelasa I-Scel. Esta endonucleasa 

sólo puede cortar en un sitio específico de 18pb aportado por pEMG al 

integrarse al genoma bacteriano, ya que este sitio de corte no existe en 

ninguno de los genomas bacterianos secuenciados hasta el momento 

(Martínez-García & De Lorenzo, 2012). El plásmido pEMG porta la 

resistencia a kanamicina pero tiene un origen de replicación (ori6K), que 

no es replicable en Cupriavidus. En un medio con kanamicina, solamente 

sobreviven las bacterias que integran el plásmido en su cromosoma, lo 

cual se facilita por las regiones de homología TS1 y TS2 del gen nodD 

(figura 10). En el plásmido pSW-I, la expresión de la endonucleasa I-SceI 
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está bajo el control del promotor pm inducible con 3-metil-benzoato (3MB) 

(figura 11). En definitiva, los pasos a seguir en este procedimiento para 

mutagénesis sitio-dirigida son: 1) clonación de regiones homólogas a las 

secuencias flanqueantes a la deleción/reemplazo deseado en pEMG; 2) 

cointegrado del plásmido resultante (en este caso pEMGΔnodD) en el 

genoma del hospedero elegido; 3) introducción de pSW en las células que 

contienen el cointegrado; 4) inducción de los DSB provocados por I-SceI; 

y 5) selección de los genomas deletados/reemplazados.  

 

 

 
Figura 11. Estructura del plásmido pSW. Este plásmido posee valor metodológico por 
aportar la endonucleasa I-Scel, la cual es regulada por el promotor Pm. A la izquierda se 
presenta la estructura del plásmido con sus respectivos elementos genéticos. El 
esquema a la derecha representa el mecanismo de inducción por 3MB cuando éste 
activa la proteína reguladora XylS. Tomado de Wong & Mekalanos (2000). 

 

 

Para poner a punto el uso de las de los plásmidos anteriores con el fin de 

generar mutantes por deleción, fue necesaria la construcción previa de 

otra herramienta molecular con la finalidad de conocer las condiciones de 

expresión del sitema XylS-Pm. En esta etapa se usaron los plásmidos 

pSEVA 238 y pBAM-gfp. A continuación se detalla el procedimiento para la 

construcción de cada herramienta molecular.  

 

 

 

 

pSW  
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 PCR 

 

 

 Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo de acuerdo al 

protocolo recomendado por el fabricante de la ADN polimerasa utilizada 

DreamTaq (Thermo #EP0702). Cada reacción de 50µl se preparó con 

1,25 U de polimerasa, 1µM de cada cebador, 0,2mM de cada dNTP, entre 

0,1 y 1µg de ADN molde y 5µl de DreamTaq Buffer 10x con MgCl2 

incluído. Se usó H2O c.s.p. para completar el volumen final. 

 

Los programas de PCR empleados se comentan para cada construcción. 

Los productos de PCR fueron purificados usando kit de purificación 

PureLink Quick Gel Etraction Kit (Invitrogen #K210012) para ser luego 

usados en las construcciones.  

 

 Minipreparación  

 

 

 Todos los plásmidos fueron extraídos de células de E. coli DH5α 

usando el kit PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen #K210011, 

Germany) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

 

 Digestiones y ligaciones 

 

 

 Cada reacción de digestión y ligación se llevó a cabo conforme al 

protocolo recomendado por el fabricante de las enzimas; Fermentas en el 

caso de las digestiones y Thermo en las ligaciones. En las ligaciones, 

vector e inserto se utilizaron en una relación 1:2 y se preparó un control 

con la relación inversa o con agua en la cantidad correspondiente al 

inserto. Estas reacciones se mantuvieron a 25ºC por una hora y 30 

minutos. 

 

 Electroforesis  

 

 

 Los productos de PCR, digestiones, ligaciones y minipreps se 

sometieron a electroforesis a 85 volts por 50 minutos para ser verificados 

por tamaño de banda en gel de agarosa 0,8%,  con tinción SyBR Safe 
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Dna Gel Stain, en buffer Tris-Acético-EDTA (TAE 1X). En todas las 

electroforesis se utilizaron 1,2 µl (0,5 µg) del marcador Gene Ruler 1Kb.  

 

 Obtención de células competentes y transformación  

 

 

 En el proceso de obtención de células competentes de E. coli, el 

crecimiento bacteriano se midió por espectrofotometría a 600nm, a 

intervalos de 30 minutos a una hora, hasta alcanzar una D.O. entre 0,2 y 

0,3. El protocolo de preparación de células competentes se encuentra en 

el anexo adjunto. Luego de obtener las células competentes DH5α λpir, se 

transformaron con el producto de ligación correspondiente siguiendo el 

protocolo para transformación (ver anexo). 

 

3.7.1 Construcción de pFO1 

 

 

 El plásmido nombrado como pFO1 se construyó a partir de la 

ligación del plásmido pSEVA 238 y el gen de la GFP. El gen gfp fue 

amplificado desde el plásmido pBAM-gfp utilizando los cebadores GFP-F-

RBS-EcoRI y GFP-R-BamHI (tabla 4). Para identificar la temperatura 

óptima de amplificación, el volumen total de la reacción de PCR se dividió 

en 10 tubos para someter a un gradiente de Tm (temperatura de fusión o 

melting) desde 48 a 60ºC. El fragmento obtenido fue purificado a partir del 

gel de electroforésis, digerido con las enzimas EcoRI y BamHI, y ligado al 

vector pSEVA 238, digerido también con las mismas enzimas. El producto 

de la ligación se utilizó para transformar células quimocompetentes de E. 

coli DH5α. Las transformantes se seleccionaron en placas de petri con 

medio LB el cual poseía 3MB 15 mM y Km 50 µg/ml. 

 

Se seleccionaron colonias Km-resistentes y fluorescentes cuando fueron 

iluminadas con luz azul. La presencia del plásmido en las colonias 

fluorescentes fue corroborada mediante recuperación por miniprep y 

digestión. Se comprobó la identidad del fragmento clonado mediante la 

secuenciación de este fragmento usando el cebador universal de los 

pSEVA, el PS2.  
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3.7.1.1 Conjugación UYMMa02A-pFO1 y ensayo de fluorescencia 

 

 

La cepa en estudio Cupriavidus sp. UYMMa02A recibió la 

construcción pFO1 por conjugación triparental (ver protocolo en anexo). 

La cuantificación de fluorescencia emitida por la expresión de GFP en las 

células transconjugantes se realizó mediante un ensayo de 

fluorimetría/fotometría. En este se compararon los valores entre las cepas 

UYMMa02A, UYMMa02A-SEVA238 y UYMMa02A-pFO1 en ausencia del 

inductor 3MB y a las concentraciones de 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 5; 

10 y 15mM. Se utilizó para ello una placa de ELISA en la que cada 

muestra se ensayó por duplicado. También se dispuso un control 

únicamente con medio LB. El espectrofluorímetro (Varioskan, Termo) fue 

programado para registrar los valores de fluorescencia y densidad óptica 

(D.O.) cada dos horas, por un total de 18 horas, manteniendo la 

temperatura a 30ºC y realizando un programa de agitación de 20 

segundos cada una hora. Para cuantificar el crecimiento bacteriano, se 

midió la D.O. de los cultivos empleando una longitud de onda de 620nm. 

La excitación de la GFP se logró iluminando con luz en el rango, de 480-

520nm, considerando que el máximo de excitación de esta variante EGFP 

(S65T) es de 485-489nm (Miller & Lindow, 1997). La emisión fue 

registrada en el rango 509nm-530nm. Todas estas medidas se realizaron 

en el equipo Varioskan del Instituto de Investigaciones Biológicas 

Clemente Estable. Los valores de fluorescencia fueron normalizados por 

el número de células.  

 

Alternativamente, la fluorescencia de las colonias o cultivos debido a la 

presencia de proteínas fluorescentes fue observada y fotografiada bajo 

iluminación con luz azul a una longitud de onda de entre 450 y 500nm 

(max. 470nm), empleando transiluminador Safe Imager 2.0 (Invitrogen, 

USA). 

 

3.7.2 Construcción de pEMGΔnodD 

 

 

 El servidor RAST fue utilizado para identificar el operón nod en 

UYMMa02A. Se amplificaron por PCR regiones de aproximadamente 

600pb adyacentes al gen nodD, nombradas como TS1 (corriente arriba) y 

TS2 (corriente abajo). Los cebadores usados fueron nodD-TS1F-KpnI y 

nodD-TS1R2 para amplificar TS1, y nodDcupria-TS2F2 y nodD-TS2R-
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BamHI para amplificar TS2 (tabla 4). Los productos de PCR de TS1 y TS2 

se purificaron y usaron como molde en una segunda reacción de PCR 

para obtener un único fragmento TS1-TS2. Los cebadores aquí usados 

fueron nodD-TS1F-KpnI y nodD-TS2R-BamHI  (tabla 4).  

 

3.7.3 Construcción de pFO0115 

 

 

 Con el fin de conocer las condiciones de inducción del promotor 

pnodB, se propuso construir y poner a punto la herramienta molecular 

pFO0115. Este vector tiene la finalidad de medir la expresión de pnodB 

por emisión de fluorescencia tras exposición a extractos radiculares. Fue 

amplificado por PCR en un gradiente de Tm de 58 a 60ºC. Los cebadores 

usados fueron previamente diseñados tras analizarse la secuencia 

intergénica nodD-nodB, incluyendo secuencias de corte para las enzimas 

de restricción EcoRI en el cebador forward y BamHI en el reverse (ver 

tabla 4). Un control negativo sin ADN molde se ubicó en la posición de 

58ºC y el resto de la reacción completó el volumen final. El ADN molde se 

obtuvo picando colonias de UYMMa02A. El vector pSEVA 247Y se 

recuperó por kit de miniprep a partir de cultivos de E.coli en LB y 

kanamicina. El amplicón puro y el plásmido pSEVA 247Y fueron digeridos 

con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI y posteriormente ligados. 

La construcción fue transferida mediante conjugación triparental a 

UYMMa02A (ver anexo). Las transconjugantes se seleccionaron en 

placas de petri con medio mínimo M9, con citrato de sodio como fuente de 

carbono y kanamicina.  

 

 

3.7.3.1 Ensayo de inducción de pnodB con extractos radiculares 

 

 

 De acuerdo a protocolos puestos a punto previamente en nuestro 

laboratorio (Zabaleta et al., 2015; Rios, 2015), 20 semillas de Mimosas 

con las cuales UYMMa02A es capaz de formar asociaciones simbióticas 

(M. polycarpa, M. pudica, y M. uragüensis)  (Sandes, 2015), se incubaron 

en agua destilada estéril por 24 horas para obtenerse extractos 

radiculares. Luego de este tiempo, el sobrenadante acuoso conteniendo 

los exudados fue filtrado en condiciones asépticas utilizando filtros 

estériles de nitrocelulosa con un tamaño de poro de 0,45µm. Estos 

extractos fueron alicuotados y conservados a -20ºC hasta su uso.  
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Las transconjugantes UYMMa02A-pFO0115 fueron cultivadas en placa, 

medio LB, incorporadas justo antes de alcanzar la temperatura de 

solidificación. En pocillos realizados en la superficie de las placas se 

agregaron 10µl de los distintos exudados obtenidos. Como control se 

incluyó un pocillo con agua. Las placas fueron observadas bajo luz azul 

periódicamente. La inducción del promotor pnodB se monitoreó por medio 

de la expresión de la Proteína Amarillo Fluorescente (YFP). 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

4.1 Utilización de fuentes de carbono por UYMMa02A 

 

 

 Se observó el crecimiento de la cepa en estudio, UYMMa02A de 

Cupriavidus sp., en presencia de diferentes fuentes de carbono. Como se 

muestra en la tabla 5, entre maltosa, manitol, glucosa, fructosa, sacarosa 

y citrato de sodio. La cepa creció en manitol y citrato de sodio, pero 

mayormente en éste último. 

 
 
Tabla 5. Crecimiento de UYMMa02A en diferentes fuentes de carbono. Fue 
ensayado el crecimiento de UYMMa02A en diferentes fuentes de carbono. Se observó 
crecimiento en presencia de citrato de sodio y manitol (+), mientras que el crecimiento 
fue nulo para las demás fuentes de carbono; fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa (-). 

Fuente de carbono Crecimiento 

Citrato + 

Fructosa - 

Glucosa - 

Maltosa - 

Manitol + 

Sacarosa - 

 

 

4.2 Selección de antibióticos  

 

 

 UYMMa02A fue crecida en presencia de diferentes antibióticos con 

el fin de constatar cualquier resistencia intrínseca y poder seleccionar 

antibióticos adecuados para la posterior selección de cepas 

transformadas con plásmidos utilizados en la metodología. Los halos de 

inhibición observados alrededor de cada papel de filtro indicaron 

sensibilidad relativa de UYMMa02A a los antibióticos ensayados 

Tetraciclina (Tc), Kanamicina (Km), Cloranfenicol (Cf), Streptomicina (Str), 

Ampicilina (Am) y Gentamicina (Gm) (figura 12). 
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Figura 12. Ensayo de resistencia a antibióticos. La cepa UYMMa02A de 
Cupriavidus sp. fue crecida en presencia de diferentes antibióticos para estudiar su 
resistencia intrínseca. En la figura de la izquierda se muestra el ensayo con los 
antibióticos Tetraciclina (Tc), Kanamicina (Km) y Cloranfenicol (Cf).  A la derecha, los 
antibióticos fueron Streptomicina (Str), Ampicilina (Am) y Gentamicina (Gm). El medio 
empleado en ambos casos fue Luria Broth (LB)-Agar. Los halos oscuros alrededor de 
los discos de papel indican la ausencia de crecimiento de la cepa UYMMa02A debido 
a la exposición a los diferentes antibióticos. 

 

 

A partir de los resultados de los ensayos anteriores se escogió al medio 

mínimo M9, con Citrato de Sodio como fuente de carbono y antibiótico 

Kanamicina, como medio selectivo para la selección de Cupriavidus 

transconjugantes frente a E. coli. La mayoría de las cepas de E. coli de 

laboratorio no son capaces de utilizar citrato de sodio como fuente de 

carbono, por lo que no pueden desarrollarse en este medio. 

 

 

4.3 El vector pFO1 valida el sistema XylS-Pm en UYMMa02A 

 

 

 El gen que codifica para la endonucleasa I-SceI en el plásmido 

pSW, se encuentra bajo la regulación del promotor meta (Pm). Este 

promotor es inducido por la proteína reguladora XylS, que a su vez es 

activada por la presencia del inductor 3-metilbenzoato (3MB). De esta 

forma, cuando el 3MB se encuentra presente, se activa la expresión de 

los genes bajo el control de Pm (Marqués et al., 1999). Para determinar la 

cantidad de 3MB necesaria para inducir al promotor Pm en la cepa 

UYMMa02A de Cupriavidus sp., se construyó el plásmido pFO1 

(pSEVA238-gfp). El gen que codifica para la proteína verde fluorescente 

(Green Fluorescent Protein, EGFP) se clonó en el sitio de clonado 

múltiple del plásmido pSEVA238 (Silva-Rocha et al., 2013).  De esta 

manera, la expresión de gfp quedó bajo la regulación del sistema XylS-

Pm. 
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4.3.1 Obtención de una variante de la proteína verde fluorescente 

compatible con el formato pSEVA 

 

 

 El molde utilizado para obtener el gen de la gfp fue el vector pBAM-

gfp (Martínez-García et al., 2011). Esta versión de gfp codifica para la 

variante S65T (EGFP). Su secuencia ha sido editada para ser compatible 

con el formato SEVA. Esta versión del gen no cuenta con un sitio de unión 

a ribosomas (RBS) ni con el ATG de inicio necesarios para su expresión, 

ya que el vector pBAM-gfp fue diseñado para estudiar la expresión de 

promotores bacterianos que tengan su propio RBS y ATG (Martínez-

García et al., 2011). Por este motivo, se incluyó en la secuencia del 

cebador forward un RBS canónico y un sitio de inicio ATG. El resultado fue 

un cebador llamado GFP-F-EcoRI de 21pb extra en su extremo 5’ (tabla 

6).  

 

 
Tabla 6. Resultado del diseño de cebadores utilizados en la amplificación de gfp 
por PCR. Las siglas F y R identifican a los cebadores forward y reverse respectivamente. 
En el cebador forward, las secuencias especificadas en letras mayúsculas cursivas 
corresponden al sitio de corte de la enzima de restricción EcoRI (GGAATC); las 
mayúsculas subrayadas son el sitio RBS (AGGAGG), y el ATG de inicio en minúscula 
cursiva. Para el cebador reverse, las cursivas en la secuencia corresponden al sitio de 
corte de la enzima de restricción BamHI (GGATCC). 

Cebadores Secuencia 

GFP-F-EcoRI CGAATTCAGGAGGAAAAAatggctagcagtaaaggagaagaacttttcac 

GFP-R-BamHI CGGGATCCtttgtatagttcatccatgccatgtg 

 

 

Debido a la cantidad de bases extra presentes en el cebador GFP-F-

EcoRI, se realizó una PCR con gradiente de Tm (temperatura de fusión o 

melting) de 48 a 60ºC para ajustar la temperatura óptima de amplificación. 

Como puede observarse en la figura 13A, se obtuvo exitosamente un 

único amplicón del tamaño esperado (742pb) para todas las temperaturas 

ensayadas.  
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4.3.2 Inserción del gen gfp reconstruido en el plásmido pSEVA238 

 

 

 Los productos del gen de GFP por PCR en gradiente fueron 

purificados y reunidos en una única muestra, la cual fue utilizada en todo 

el procedimiento. El resultado de la purificación se muestra en la 

electroforesis de la figura 13B.  

 

El plásmido pSEVA238 se recuperó por miniprep a partir de células de E. 

coli  DH5α en las cuales se encontraba conservado. El producto se 

visualizó por electroforesis (figura 13C). 

 

El plásmido pSEVA 238 y el amplicón de GFP fueron digeridos con las 

enzimas de restricción EcoRI y BamHI de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante. Los fragmentos digeridos se visualizaron 

y cuantificaron en base a la intensidad relativa de las bandas respecto al 

marcador de peso molecular utilizado en la electroforesis (figura 13D). 

 

Los productos de digestión fueron ligados, creándose así el plásmido 

pFO1 que se utilizó para transformar células de E. coli DH5α 

quimiocompetentes. Las bacterias transformadas fueron seleccionadas en 

placas con medio sólido LB y Km. Las colonias Km-resistentes fueron 

repicadas en LB-Km y luego crecidas en medio líquido para corroborar la 

presencia de la construcción deseada; los plásmidos fueron recuperados 

por miniprep y digeridos con EcoRI y BamHI para liberar el inserto (figura 

13E). Finalmente, para corroborar que se tratara de la construcción 

deseada, el vector pFO1 fue enviado a secuenciar (Macrogen, Corea) 

utilizando el cebador universal M13F (R24). En la figura 14 se 

esquematiza la obtención de pFO1 a partir de pSEVA 238 y pBAM-gfp. 
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Figura 13. Construcción de pFO1. Electroforesis en gel de agarosa 0,8%. Marcador 
Gene Ruler 1Kb DNA Ladder, Fermentas (carril M). A: Amplificación del gen gfp por 
PCR en gradiente de Tm. Las bandas de los carriles 1 al 8 corresponden al amplicón 
de 742pb esperado para el gen gfp. B: Producto de PCR del gen gfp purificado. C: 
Miniprep del plásmido pSEVA238. Se visualiza el plásmido pSEVA 238 en sus tres 
formas: circular (C), lineal (L), y superenrollado (S). D: Digestiones de pSEVA238 y 
gfp con EcoRI y BamHI. La banda de 5081pb corresponde al plásmido pSEVA 238 y 
la de 742pb a gfp. E: Recuperación del plásmido pFO1 por miniprep de células 
de E.coli transformantes y digestión con enzimas de restricción EcoRI y BamHI. 
El plásmido pSEVA238 corresponde a 5081pb y el inserto gfp a 742pb. 
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Figura 14. Esquema de obtención del plásmido pFO1 a partir de los plásmidos 
pBAM-gfp y pSEVA238. En el plásmido pBAM-gfp se identifica la GFP con un óvalo 
celeste. El plásmido pSEVA238 contiene el promotor Pm, señalado con un recuadro en 
negro; y a XylS, correspondiente a la flecha verde superior entre las 19 y 984pb. En el 
plásmido pFO1, la GFP se identifica con un óvalo celeste entre los sitios de corte de las 
enzimas de restricción EcoRI y BamHI, downstream del promotor Pm, en un recuadro en 
negro. XylS corresponde a la flecha rosada entre las 984 y 19pb. La flecha negra indica 
el sentido de la expresión. 

 

 

4.3.3 Funcionalidad de pFO1 

 

 

 Para corroborar la funcionalidad del vector pFO1, las bacterias 

transformantes fueron repicadas en placas de LB-Km en presencia del 

inductor 3MB en la concentración recomendada para Pseudomonas 

(Martínez-García & de Lorenzo, 2011). Al exponer los cultivos a radiación 

UV las células de E. coli se vieron en un tono verde fluorescente 

característico de la expresión de GFP.  

 

Una vez comprobada la funcionalidad de pFO1 en E. coli, el vector fue 

transferido mediante conjugación triparental (ver protocolo en anexo) a la 

cepa de estudio UYMMa02A. Las transconjugantes UYMMa02A-pFO1 

fueron seleccionadas en placas de petri con medio mínimo M9, citrato de 

sodio como fuente de carbono, kanamicina y el inductor 3MB. Las 
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colonias Km-resistentes capaces de crecer en este medio y que emitieron 

fluorescencia cuando fueron estimuladas con luz azul, fueron repicadas y 

conservadas para futuros ensayos.  

 

El efecto del inductor 3MB sobre el sistema XylS-Pm en UYMMa02A, se 

cuantificó por medio de un ensayo de fluorimetría/fotometría (figura 15). 

Simultáneamente se evaluaron el crecimiento bacteriano (mediante la 

determinación de la densidad óptica del cultivo a 620nm) y el nivel de 

inducción del promotor Pm (mediante la cuantificación de la fluorescencia 

emitida por la GFP) en respuesta a concentraciones crecientes del 

inductor. Al finalizar el ensayo, la placa de ELISA sembrada se expuso y 

se fotografió bajo luz azul, donde se pudo observar que las siembras 

correspondientes a UYMMa02A-pFO1 efectivamente emitían 

fluorescencia en color verde para todas las concentraciones del inductor 

utilizadas (figura 16). 

 

 

 
Figura 15. Esquema de ensayo de fluorimetría/fotometría. La tabla representa una 
placa de ELISA. Los colores corresponden a las concentraciones en mM del inductor 
3MB. Cada ensayo fue realizado por duplicado. Columnas 1: medio LB sin inóculo; 2: 
UYMMa02A; 3: UYMMa02A-SEVA238; 4: UYMMa02A-pFO1. 

 

 
Figura 16. Fluorescencia emitida por las transconjugantes UYMMa02A-pFO1 
fotografiadas bajo iluminación de luz azul. Los cuadrantes en la placa de ELISA 
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refieren a cada una de las concentraciones de 3MB ensayadas (0 a 15mM) por 
duplicado. Los cultivos de UYMMa02A-pFO1 corresponden a los pocillos que presentan 
emisión de fluorescencia. La ausencia de fluorescencia en el pocillo señalado por la 
flecha se debe seguramente a un error en el procedimiento metodológico. Se utilizó 
transiluminador de luz azul SafeImager

TM
 2.0 para excitar la fluorescencia de la GFP. 

Columnas 1: medio LB sin inóculo; 2: UYMMa02A; 3: UYMMa02A-SEVA238; 4: 
UYMMa02A-pFO1. 

 

 

El ensayo de fluorescencia en placa de ELISA demostró que el sistema 

XylS-Pm en UYMMa02A es activado a concentraciones del inductor 3MB 

de entre 0.1 y 15mM, lo cual se demuestra por la fluorescencia emitida 

por UYMMa02A-pFO1. La ausencia de fluorescencia en los pocillos de 

medio LB, UYMMa02A y UYMMa02A-SEVA238 comprueba que no existe 

fluorescencia intrínseca propia del medio o de las cepas. Por otro lado, el 

hecho de que UYMMa02A-pFO1 no haya emitido fluorescencia en 

ausencia del inductor es evidencia de que el sistema XylS-Pm no genera 

expresión basal. Este resultado asegura que la construcción UYMMa02A-

pFO1 es funcional únicamente bajo condiciones controladas por inducción 

con 3MB, lo que demuestra que el sistema XylS-Pm puede ser usado en 

la cepa de estudio para la expresión de la endonucleasa I-Scel, sin temor 

de que la enzima se exprese en momentos no deseados. 

 

A continuación se muestran los valores de DO620 obtenidos durante el 

ensayo (tabla 7). A partir de estos valores, en la siguiente gráfica (figura 

17) se exhibe la relación entre el crecimiento de UYMMa02A-pFO1 y las 

diferentes concentraciones del inductor 3MB ensayadas. 
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Tabla 7. Valores de DO620 de UYMMa02A-pFO1. La primera columna indica el tiempo 
en que fueron tomadas las medidas de DO620 en un total de 18 horas de ensayo, para 
cada concentración de 3MB, expuestas en la primera fila. 

 
 

 
 

 

 
Figura 17. Fotometría del crecimiento de UYMMa02A-pFO1. Las líneas en color 
representan el crecimiento de UYMMa02A-pFO1 según los valores de DO620 alcanzados 
respecto a las diferentes concentraciones en mM del 3MB, tras 18 horas de ensayo. 
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Como puede verse en la figura 17, a medida que la concentración de 3MB 

aumenta, el crecimiento celular disminuye. A las 18 horas del ensayo, en 

ausencia de 3MB y a la concentración de 0,1mM el cultivo celular alcanza 

una DO620 de 0,9, mientras que a 15mM apenas alcanza una DO620 de 

0,3. Este resultado sugiere que el 3MB podría resultar tóxico para 

Cupriavidus si se utiliza a la concentración de 15mM recomendada 

originalmente para Pseudomonas (Martínez-García & de Lorenzo, 2011). 

Este efecto inhibitorio puede apreciarse mejor en la siguiente gráfica 

(figura 18), en la que se muestra el crecimiento celular relativo alcanzado 

para cada concentración de 3MB a las 18 horas finales del ensayo.  

 

 

 
Figura 18. Porcentaje de crecimiento celular relativo a la concentración de 3MB. 
Cada barra representa el porcentaje de crecimiento de la cepa UYMMa02A-pFO1 
expuesta a las diferentes concentraciones del inductor 3MB, a las 18h. 

 

 

En la gráfica de barras de la figura 18 se observa que el crecimiento 

máximo (100%) corresponde a los cultivos de UYMMa02A-pFO1 en 

ausencia de 3MB y a la concentración de 0,1mM. Los cultivos expuestos 

a mayores concentraciones mostraron menor crecimiento. Los valores 

correspondientes a la gráfica y el desvío estándar de cada muestra se 

especifican en la siguiente tabla. Las medidas de DO620 tomadas por 

duplicado (valor positivo y valor negativo) se utilizaron para hallar el 

desvío estándar de cada muestra. El porcentaje máximo de crecimiento 

se halló a partir de la D.O. media obtenida para la cepa en ausencia de 

3MB (ver tabla 8). 
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Tabla 8. Valores referentes al crecimiento de UYMMa02A a las 18 horas finales del 
ensayo de fluorimetría/fotometría. Para cada concentración de 3MB ensayada se 
registraron los valores de DO620  por duplicado (valor negativo y valor positivo), la DO 
media y el desvío estándar. Se muestran los porcentajes de crecimiento relativo hallados, 
correspondiendo el máximo (100%) a la DO media en ausencia de 3MB. 

 
 

 

La construcción de pFO1 se empleó con éxito tanto en E. coli como en 

UYMMa02A. Se demostró que el sistema XylS-Pm funciona en 

Cupriavidus, es inducible por 3MB y no se expresa en forma basal. Estos 

resultados garantizan que pFO1 sea una herramienta funcional 

únicamente en condiciones controladas. 
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Si bien la expresión de GFP fue exitosa para todas las concentraciones de 

3MB ensayadas, las altas concentraciones del inductor demostraron ser 

inhibitorias del crecimiento de UYMMa02A. Debido a esto, se resolvió 

utilizar las concentraciones de 3MB para las cuales el crecimiento fue 

mayor al 70%. 

 

4.4 Construcción de la herramienta molecular pEMGΔnodD  

 

 

Si bien los plazos pautados para este trabajo fueron excedidos, por lo cual 

la creación del vector pEMGΔnodD y su uso para generar la mutante 

deseada debieron suspenderse, los siguientes resultados obtenidos 

descritos a continuación garantizan que esta parte del trabajo puede ser 

concretada en el futuro.  

 

4.4.1 Identificación del operón nod en el genoma de UYMMa02A 

 

     

 Como primer paso se identificó el operón nod en el genoma de 

UYMMa02A. Esto se hizo en el servidor RAST. En la figura 19A, se 

muestra la organización génica del operón nod en UYMMa02A, donde los 

genes nod se encuentran de forma contigua, siendo nodD codificado en 

un sentido y los genes nodB, C, I, J, H, A, S, etc., en el sentido opuesto. 

Este arreglo génico es idéntico al observado en C. taiwanensis (Amadou 

et al., 2008), lo que sugiere que el factor Nod producido por ambas cepas 

es el mismo (figura 19C). 

 

La secuencia de la figura 19B corresponde a la región intergénica entre 

nodD y nodB, donde se observa una posible caja nod (nod-Box) en color 

fucsia, que correspondería al sitio de unión del regulador NodD. 
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Figura 19. Operón nod de Cupriavidus sp. UYMMa02A. A: Organización génica del 
operón nod en el genoma de UYMMa02A. B: Región intergénica entre los genes 
nodD y nodB. En amarillo se resaltan las secuencias utilizadas para diseñar los 
cebadores para amplicar pnodB. En rojo, el codón de inicio del gen nodB. En fucsia, la 
posible caja nod (nod-Box). En verde, el codón de inicio del gen nodD. C: Esquema de 
la molécula de un factor Nod producido por Cupriavidus. Las flechas señalan los 
sitios de acción de las enzimas codificadas por el operón nod. Tomado de Amadou et al., 
2008. 

 

 

4.4.2 Avances en la construcción del vector pEMGΔnodD 

 

 

 Si bien los plazos pautados para este trabajo fueron excedidos, por 

lo cual la creación del vector pEMGΔnodD y su uso para generar la 

mutante deseada debieron suspenderse, los siguientes resultados 

obtenidos descritos a continuación permiten proyectar esta parte del 

trabajo en el futuro.  

 

El primer paso consistió en amplificar por PCR fragmentos 

correspondientes a las regiones inmediatamente adyacentes corriente 

arriba y corriente abajo de nodD, TS1 y TS2 (por las siglas en inglés de 

targeting sequences), respectivamente. En una tercera PCR, se utilizaron 

los productos anteriores para obtener un único fragmento de ADN llamado 

TS1-TS2. Esto se consiguió por el uso de cebadores complementarios 

(ver tabla 4 en Mat. y Mét.). El siguiente paso no realizado consiste en 

clonar TS1-TS2 en el vector pEMG, obteniéndose pEMGΔnodD.  
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4.4.2.1 Obtención de las secuencias adyacentes al regulador nodD: 

TS1-nodD  y TS2-nodD 

 

 

 Para la amplificción de TS1 y TS2 se usó como molde el ADN 

genómico de UYMMa02A y los cebadores que se especifican en la tabla 4 

en Mat. y Mét. Los amplicones TS1 (610pb) y TS2 (609pb) se obtuvieron 

con éxito como lo demuestran las dos bandas que aparecen de forma 

definida en la figura 20A. Si bien la marcada diferencia en la migración de 

las bandas indicaría una diferencia mayor a 1pb entre ambos amplicones, 

se estima que TS2 presentó mayor concentración de ADN, lo cual retrasó 

la migración. En la corrida electroforética del pocillo de TS2 puede verse 

al final una banda no esperada que puede corresponder a un exceso de 

cebadores que no hibridaron.  

 

4.4.2.2 Obtención de la secuencia TS1-TS2-nodD a clonar en pEMG 

 

 

 Una vez obtenidos los productos de PCR de TS1 y TS2 se 
purificaron y utilizaron como molde en una segunda PCR a fin de obtener 
el amplicón TS1-TS2. Esto se facilitó debido a que los cebadores nodD-
TS1F-KpnI y nodD-TS1R2 se diseñaron con regiones que hibridan 
perfectamente (ver tabla 4 en Mat. y Mét). El producto se observa en la 
figura 20B. Además del fragmento de 1200pb esperado para TS1-TS2, se 
obtuvieron productos no buscados o inespecíficos. Por su peso molecular,  
la penúltima banda podría corresponder a TS2, posiblemente resultado 
del arrastre de cebadores de la primera PCR. La banda observada al 
frente de la corrida electroforética podría corresponder a cebadores libres. 
Esto ocurre de igual manera en la electroforesis anterior, en la cual 
aparece una banda adicional al final de la corrida del pocillo para TS2. Se 
intentó mejorar las condiciones para obtener una única banda de 
amplificación, pero al no lograrse, se optó por  recuperar el amplicón TS1-
TS2 a partir de la banda correspondiente, la cual fue recortada y 
purificada a partir del gel de electroforesis. 
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Figura 20. Construcción del plásmido pEMGΔnodD. Electroforesis en gel de agarosa 
0,8%. Marcador Gene Ruler 1Kb DNA Ladder, Fermentas (carril M). A: Amplificación 
por PCR de TS1 y TS2. Las bandas de TS1 y TS2 corresponden a 610 y 609pb 
respectivamente. La marcada diferencia en la migración de las bandas pudo deberse a 
una diferencia en la concentración de ADN. La banda al frente de la corrida 
electroforética en el pocillo de TS2 puede atribuirse a un exceso de cebadores. B: 
Producto de PCR puro de TS1-TS2. La banda de TS1-TS2 corresponde a 
aproximadamente 1100pb. Las bandas adicionales son probablemente producto de 
amplificación de residuos de cebadores de la PCR anterior. La banda media coincide en 
su peso molecular con TS2. La banda al frente de la corrida electroforética puede 
corresponder a un exceso de cebadores. 

 

 

4.5 Estudio de la inducción del promotor pnodB 

 

 

 Una fusión entre el promotor del gen nodB y el gen reportero lacZ, 

ha demostrado que en C. taiwanensis, nodB se expresa tanto en la 

rizósfera como en nódulos de plantas hospederas, en presencia de 

flavonoides tales como Luteolina y Apigenina (Marchetti et al., 2010; Saad 

et al., 2012). Sin embargo, no se conocen cuáles son las condiciones en 

las que se expresa este operón en UYMMa02A. Para ello, se construyó 

una herramienta que permitiría conocer las condiciones necesarias para la 

inducción del promotor pnodB mediante ensayos con exudados 

radiculares. A continuación se exponen los resultados obtenidos en el 

procedimiento. 
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4.5.1 El promotor pnodB es identificado en la región intergénica 

nodD-nodB 

 

 

 En el esquema del operón nod de UYMMa02A mostrado en la 

figura 21, puede observarse que el gen nodB es el primero de los 

implicados en la síntesis y exportación de los factores de nodulación. En 

la región intergénica entre este gen y nodD, se pudo identificar una caja 

nod, la cual podría ser reconocida por el regulador NodD para modular la 

expresión del operón. Se utilizó el programa Ape para alinear esta 

secuencia con la correspondiente en el genoma de C. taiwanensis 

LMG19424 (Amadou et al., 2008) (figura 22). La secuencia superior 

pertenece a UYMMa02A y la inferior a C. taiwanensis LMG19424.  

 

 
New DNA from 1 to 354

region intergenica nodD-nodBnodD 

nodB

nodBox Primer pnobRprimer pnodBF

ATG nodBATG nodD (rev)  
Figura 21. Esquema de la región intergénica nodD-nodB en UYMMa02A. Mediante la 

herramienta informática BLASTN se identificó una posible caja nod o nodBox (flecha en 

rojo) en la región intergénica nodD-nodB del genoma de UYMMa02A. La localizacón de 

los cebadores pnodbF y pnodBR utilizados se marcan en amarillo y fucsia, 

respectivamente. Las flechas verdes indican los sitios de inicio (ATG) de los genes nodB 

y nodD. 

 

 

 
Figura 22. Análisis comparativo de las regiones intergénicas nodB-nodD en 

UYMMa02A y Cupriavidus taiwanensis LMG19424. La secuencia superior 

corresponde a Cupriavidus taiwanensis LMG19424, y la inferior a la cepa en estudio 

UYMMa02A de Cupriavidus sp. La secuencia en mayúsculas y enmarcada en rojo 

corresponde a nodBox. Las regiones marcadas con # corresponden a bases no 

compartidas, mientras que las coincidencias se marcan con I. Los bloques rojos indican 

bases presentes en una sola de las secuencias. 
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Si bien existen algunas diferencias genómicas entre UYMMa02A y C. 

taiwanensis, como por ejemplo que la región intergénica nodB-nodD en 

UYMMa02A es 32pb más larga, el análisis genómico comparativo reveló 

la presencia de una caja nod, secuencia que aparece muy conservada en 

ambas cepas, conocida como promotor pnodB Este resultado fue el punto 

de partida para la elaboración de la herramienta molecular.  

 

4.5.2 Construcción del vector pFO0115 

 

  

 A partir del ADN genómico de la cepa UYMMa02A de Cupriavidus 

sp. se amplificó por PCR la región intergénica nodB-nodD (incluyendo 

parte de ambos genes) donde se presume que se encuentra el promotor 

de gen nodB, pnodB. El producto obtenido se muestra en la figura 23A. 

 

El amplicón pnodB se purificó y digirió con las enzimas de restricción 

EcoRI y BamHI, al igual que el plásmido pSEVA247Y (figura 23B). Luego, 

vector e inserto fueron ligados y utilizados para transformar células de E. 

coli quimiocompetentes. Las colonias Km-resistentes obtenidas fueron 

repicadas y usadas para recuperar el plásmido resultante, el cual fue 

nombrado pFO0115. Para comprobar la presencia del inserto en los 

plásmidos obtenidos, éstos fueron digeridos con las enzimas EcoRI y 

BamHI. Las bandas correspondientes al vector y al inserto se observaron 

en gel de agarosa (figura 23C). Finalmente, pFO0115 fue secuenciado 

para corroborar que la inserción fuera correcta (ver más adelante).   

 

4.5.2.1 Conjugación UYMMa02A-pFO0115 

 

 

 Células E. coli transformadas con pFO0115 fueron utilizadas para 

transferir el vector a UYMMa02A por conjugación triparental. Las 

transconjugantes fueron seleccionadas en medio M9 citrato con Km. Para 

verificar que dichas transconjugantes contuvieran la construcción 

pFO0115, se las usó como molde en una PCR para amplificar el inserto. 

Los cebadores empleados fueron PS1 y pnodBR-BamHI (ver tabla 4 en 

Mát. y Mét). Los amplicones se observaron en gel de agarosa (figura 

23D), comprobándose la presencia de pFO0115 en UYMMa02A. 

 

 



56 
 

 
Figura 23. Construcción de UYMMa02A-pFO0115. Electroforesis en gel de agarosa 
0,8%. Marcador Gene Ruler 1Kb DNA Ladder, Fermentas (carril M). A: Amplificación 
del promotor nodB. La banda pnodB es de aproximadamente 320pb. El carril a la 
derecha corresponde al control negativo de una PCR sin ADN molde. B: Miniprep y 
digestión del plásmido pSEVA247Y.  El plásmido pSEVA 247Y digerido con las 
enzimas EcoRI y BamHI corresponde a una banda de 4573pb. C: Digestión de 
pFO0115. Para verificar que la construcción fuera la esperada, se digirió con las enzimas 
EcoRI y BamHI para obtenerse vector e inserto por separado. Las bandas de 
pSEVA247Y son de aproximadamente 4500pb y la banda del pnodB de 320pb. El carril 
de la izquierda es un control sin incerto. D: PCR con transconjugantes UYMMa02A-
pFO0115. Se corroboró la presencia del inserto por PCR usando lisado de 
transconjugantes. Se observa en la electroforesis la banda correspondiente a pnodB. Las 
bandas al principio de la corrida electroforética corresponden a ADN genómico. 
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4.5.3 Ensayos de expresión del promotor pnodB 

 

 

 Una vez obtenida la cepa UYMMa02A-pFO0115, se estudió la 

producción de fluorescencia en presencia o ausencia de exudados 

radiculares de una planta hospedera. Si bien se observó crecimiento 

bacteriano en todas las placas, no se evidenció un aumento en la 

fluorescencia de las bacterias alrededor de ninguno de los pocillos cuando 

las mismas fueron observadas bajo luz azul, lo cual se esperaría si 

hubiese expresión de YFP debido a la activación del promotor pnodB 

(resultados no mostrados).  

 

Para comprobar la funcionalidad de la herramienta no se usaron controles 

positivos con sustancias que se sepa induzcan la expresión de los genes 

nod en rizobios, como por ejemplo los flavonoides, luteolina y apigenina 

(Masson-Boivin et al., 2009). Es posible que los exudados empleados no 

contengan las sustancias activadoras, ya que fueron obtenidos a partir de 

semillas y no de raíces en crecimiento. Sería importante obtener y evaluar 

exudados radiculares en diferentes condiciones para utilizar en futuros 

ensayos. 

 

Las diferencias observadas entre las regiones intergéncias de los 

genomas de LMG19424 y UYMMa02A (figura 22) podrían significar que 

en estos dos microorganismos cercanos la regulación del operón nod sea 

diferente. Una forma de comprobar esto sería ensayar la funcionalidad de 

pFO0115 en C. taiwanensis o, por el contrario, utilizar el vector construido 

en el trabajo de los autores antes mencionados (Marchetti et al., 2010; 

Saad et al., 2012) en UYMMa02A. Cabe advertir que en estos trabajos, la 

secuencia amplificada es ligeramente diferente a la escogida en este 

proyecto, por lo que se podría repetir la amplificación utilizando los 

mismos cebadores utilizados por los autores mencionados e integrarla en 

un plásmido reportero como el utilizado. 

 

Paralelamente a la realización de estos ensayos, se obtuvo la secuencia 

del plásmido pFO0115. El análisis de la secuencia mostró que había 

ocurrido una doble inserción del fragmento pnodB en el vector. La misma 

no había sido identificada en la prueba de digestión ya que la digestión 

produce dos fragmentos, pero de idéntico tamaño. En la figura 24 se 

esquematiza la estructura de la construcción obtenida y la esperada. Es 

posible que esta doble inserción interfiera en la correcta expresión del 
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promotor, por lo que lo correcto sería volver a realizar la construcción y 

estudiar su expresión. Alternativamente se podrían emplear otras técnicas 

para evaluar la activación del operón nod, como por ejemplo PCR 

cuantitativa en tiempo real.  

 

 

 
Figura 24. Esquema del plásmido pFO0115 obtenido (A) vs. esperado (B). La 
construcción obtenida (PnodB2X-247Y) presenta una doble inserción del promotor nodB 
entre los 128 y 705 pares de bases del vector. Downstream se encuentra YFP, entre los 
756 y 1475 pares de bases del vector. El total de pares de bases de la construcción 
obtenida es de 4901 contra 4573pb en la construcción esperada.  
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5 OBJETIVOS ALCANZADOS Y PERSPECTIVAS 

 

 

 En consideración del objetivo principal de este proyecto: puesta a 

punto de herramientas moleculares que permitan estudiar la importancia 

del operón nod en el establecimiento de una simbiosis efectiva entre beta-

rizobios y leguminosas hospederas; puede decirse que se lograron 

avances significativos. En primer lugar, se obtuvo con éxito una 

herramienta molecular que permitió establecer las condiciones óptimas 

para la inducción del módulo XylS-Pm, parte fundamental del protocolo 

para la obtención de mutantes por recombinación homóloga. El plásmido 

construido; pFO1, ha permitido validar el uso del sistema de expresión 

XylS-Pm en la cepa de estudio Cupriavidus sp. UYMMa02A. Más aún esta 

herramienta podría ser utilizada en otros modelos bacterianos utilizados 

en nuestro grupo de investigación con el mismo fin, por lo que se ha 

contribuido con una nueva herramienta molecular a la comunidad 

científica.  

 

Para el estudio de la función del operón nod en Cupriavidus sp. 

UYMMa02A, este proyecto propuso dos vías paralelas: por un lado, 

generar una mutante ΔnodD en la cepa UYMMa02A, la cual sería utilizada 

para ensayos de nodulación en planta; por otro lado, la construcción de 

una herramienta molecular que permita estudiar la dinámica de la 

expresión del operón nod in vivo. Para concretarse la primera vía, se 

avanzó en los primeros pasos de la construcción de un vector 

(pEMGΔnodD), el cual se utilizaría juntamente con el sistema de 

expresión XylS-Pm para obtenerse la mutante deseada. Los resultados 

preliminares obtenidos muestran que los cebadores disponibles son útiles 

para obtener la construcción deseada por lo que podrán ser usados en un 

futuro para lograr este objetivo.  

 

En cuanto a la segunda vía, se logró construir el plásmido pFO0115, en el 

cual la región promotora del gen nodB fue clonada delante del gen que 

codifica para la proteína amarilla fluorescente. pFO0115 fue construido 

con el propósito de observar la dinámica de la expresión del operón nod a 

través de la emisión de fluorescencia cuando la cepa UYMMa02A que lo 

contenga sea expuesta a extractos radiculares u otros posibles 

inductores. En los ensayos preliminares realizados no se observó 

fluorescencia en presencia de extractos radiculares, sin embargo éstos 

fueron obtenidos a partir de semillas que podrían no contener inductores, 
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por lo que habría que ensayar distintos tipos de exudados para descartar 

su funcionalidad. Además, la secuenciación del plásmido muestra que se 

insertaron dos copias consecutivas del inserto. Ya que se desconoce cuál 

puede ser el efecto de esto, se propone volver a construir pFO0115 para 

obtener una única inserción de pnodB y repetir la exposición a extractos 

radiculares. Por otro lado, se ha demostrado, utilizando una herramienta 

similar, que pnodB de C. taiwanensis se expresa en la raíz y nódulos de 

Mimosa púdica (Marchetti et al., 2011) así como  en presencia de los 

flavonoides Luteolina y Apigenina (Marchetti et al., 2010; Saad et al., 

2012). Finalmente debe notarse que al realizar un alineado entre las 

regiones intergénicas nodD-nodB de C. taiwanensis LMG19424 y 

Cupriavidus sp. UYMMa02A, se observan ligeras variaciones; la más 

notable es que en la cepa de Uruguay esta secuencia tiene una extensión 

mayor, difiriendo en un bloque de unas 35pb con respecto a C. 

taiwanensis, lo cual podría tener implicancias en la regulación del operón 

nod en la cepa de estudio.  

 

Si se comprobara la funcionalidad de pFO0115 en UYMMa02A, se podría 

utiliza esta construcción para estudiar la inducción del promotor pnodB 

tanto in vivo, durante su interacción con leguminosas hospederas y no 

hospederas; como in vitro, exponiendo a las bacterias transconjugantes a 

diversos flavonoides. 

 

En suma, la experiencia acumulada y los resultados obtenidos en esta 

pasantía de grado constituyen un avance en el desarrollo de herramientas 

moleculares para el estudio de la interacción entre beta-rizobios y 

leguminosas hospederas. 
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7  ANEXO 

 

 

7.1 Composición de los medios de cultivo 

 

Medio LB 

Por litro:  

En 950 ml de agua desionizada, 10 g de bacto-triptona  

5 g de extracto de levadura 

10 g de NaCl 

Ajustar el volumen de la solución a 1 litro con agua desionizada. 

Autoclavar por 20 minutos a 15 lb/sq en ciclo líquido.  

 

Medio M9 

Por litro:  

En 750 ml de agua desionizada, 200 ml sales M9 5x 

    agua desionizada hasta 1 litro 

    2 ml  de 1M MgSO4 

    20 ml de solución de fuente de carbono 

apropiada al 20% 

0.1 ml de 1M CaCl2 

 

Sales M9 5x para 1 litro: 64 g de Na2HPO4 

   15 g KH2PO4 

   2.5 g de NaCl 

   5  g de NH4Cl 

 

Esta solución se divide en alícuotas de 200 ml y se esteriliza por 

autoclave por 15 minutos a 15 lb/sq en ciclo líquido. Las soluciones de 

MgSO4 y CaCl2 deben prepararse por separado, esterilizarse por 

autoclave y añadirse después de llevar las sales 5x a 1 litro con agua 

desionizada. 
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7.2 Protocolo de preparación de células competentes y transformantes 

por CaCl2  

 

 

Preparado de células competentes frescas de E. coli usando CaCl2. 

Este protocolo es usado para obtener entre 5 x 106 y 2 x 107 colonias 

transformadas por microgramo de ADN plasmídico. 

1- Picar una sola colonia desde un cultivo fresco en placa (16-20 hrs a 

37ºC) y transferir en 100 ml de medio líquido LB en un matraz de 1 

ltr. Incubar el cultivo por aproximadamente 3 horas a 37ºC en 

shaker a 300 ciclos por minuto. El número de células no debe 

exceder 108 células/ml. Debe medirse la DO600 cada 20-30 minutos. 

Es importante determinar el número de células viables cultivando 

en placas con LB sin antibiótico. 

2- Transferir asépticamente las células a tubos de centrífuga de 50 ml 

previamente enfriados. Mantener el cultivo en hielo por 10 minutos. 

Todos los pasos subsecuentes deberán hacerse asépticamente. 

3- Recuperar las células por centrifugación a 4000 rpm por 10 minutos 

a 4ºC. 

4- Descartar el medio y dejar drenar todo resto de medio invirtiendo el 

tubo por 1 minuto. 

5- Resuspender el pellet en 10 ml de CaCl2 0.1 M previamente 

enfriado y dejar reposar en hielo. 

6- Recuperar las células por centrifugación a 4000 rpm por 10 minutos 

a 4ºC. 

7- Descartar el fluido de igual manera que en el paso 4. 

8- Resuspender el pellet en 2 ml de CaCl2 0.1 M frio por cada 50 ml 

del cultivo de origen y mantener en 4ºC por 24 a 48 horas. La 

eficiencia de transformación incrementa  entre 4 y seis veces entre  

las 12 y 24 horas en frio y luego decrece al nivel original. 

 

Protocolo de transformación de células E.coli competentes por 

CaCl2. 

1- Transferir asépticamente con pipeta 200 µl de células competentes 

a un tubo de microcentrífuga. Agregar ADN (no más de 50 ng en un 

volumen de 10µl o menos). Mezclar  suavemente invirtiendo el tubo 

varias veces. Dejar reposar en hielo por 30 minutos. Se incluyen al 

menos los siguientes controles: 

a) Control 1: Bacterias competentes que reciben una cantidad 

conocida del plásmido 
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b) Control 2: Bacterias competentes que no reciben ningún ADN. 

2- Transferir los tubos en un flotador  a “baño María” a 42ºC por 90 

segundos. 

3- Rápidamente transferir los tubos a hielo y dejar enfriar por 1 o 2 

minutos. 

4- Agregar LB liquido e incubar por 45 minutos a 37ºC con agitación. 

5- Transferir la cantidad apropiada de células competentes 

transformadas a placas con medio LB y el correspondiente 

antibiótico. Incubar a 30ºC por 24 horas. 

 

7.3 Protocolo de conjugación triparental 

 

 

Cepas utilizadas 

 

 DH5α + pRK2013 (cepa helper). Resistente a Km 50μg/ml 

 DH5α + plásmido de interés (cepa donadora) 

 Cepa receptora (cepa a la que se quiere introducir el plásmido) 
 

Día 1: Sembrar cultivo primario de las tres cepas (receptora, helper y 

donadora) en 5ml de medio líquido adecuado con el antibiótico 

correspondiente. Si la cepa receptora tarda mucho más que E. coli en 

crecer, sembrar los primarios de la receptora y al siguiente día los 

primarios de las cepas de E. coli. 

Día 2:  

- Hacer un cultivo secundario inoculando 5ml del medio apropiado 
sin antibiótico, con 100μl de cultivo crecido O.N. (o el tiempo que 
corresponda). 

- Se crecen los cultivos durante aproximadamente 4 horas  
- En un eppendorf se mezclan 200μl de cada una de las cepas de E. 

coli y 300μl de la cepa receptora. 
- Se sentrifuga a  4.000-5.000 rpm 
- Se elimina el sobrenadante y se resuspende el pellet en 20μl de 

medio  
- Se establecen controles: en un filtro se colocan 200μl de cada cepa 

de E. coli y en otro filtro, 300μl de la cepa receptora 
- En placas con el medio apropiado para la cepa receptora, sin 

antibiótico, se colocan los filtros estériles de 45μm con pinzas 
estériles (una placa para cada filtro). Los filtros deben colocarse 
con las células hacia arriba, es decir, que las células queden 
separadas del agar por el filtro.  
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- Se colocan los 20μl del pellet resuspendido en el medio sobre la 
placa. 

- Incubar las placas a 30ºC O.N. (o a la temperatura óptima de la 
cepa receptora). Las placas se colocan con el filtro hacia arriba. 
 

Día 3:  

- Se toman las células con un anza y se coloca en un eppendorf con 
1ml de medio apropiado para la cepa receptora. Hacer los mismo 
para cada controles. 

- Se lleva el eppendorf a vortex para que las células se resuspendan 
en el medio. 

- Se plaquean los controles y la conjugación en placas con medio 
apropiado para la cepa receptora, conteniendo todos los 
antibióticos necesarios (el antibiótico de selección de la cepa 
receptora y antibiótico que permita determinar que la cepa 
receptora contiene el plásmido deseado). Típicamente se plaquean 
100μl. El eppendorf con el resuspendido restante se guarda a -
80ºC en glicerol. 
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