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Las investigaciones sobre fijacibén bioldgica de nitrdgeno,
especialmente en la simbiosis Rhizobium-leguminosa, constitu-
yen ya una 1inea cldsica de trabajo en el Departamento de Mi-
crobiologia de la Estacion Experimental del Zaidin. Dentro de
ella, el trabajo que se describe en la presente memoria ha es
tado dedicado a la puesta a punto de una metodologia adecuada
para el andlisis genético de R. meliloti, con vistas a los es
tudios de localizacién, expresibn, regulacién, transferencia
y manipulacién de genes simbiéticos.

La falta de plasmidos conjugativos autéctonos, que podrian
ser (tiles para el andlisis genético de Rhizobium spp., ha po-
dido ser suplida por el uso de pldsmidos promiscuos, como los
factores R del grupo de incompatibilidad P1 de Pseudomonas ae-
ruginosa. Uno de ellos, el factor R68.45 (Haas y Holloway, ---
1976), fue el elegido para la construcci6n de un mapa cromosé-
mico de ligamiento de R, melilots,

Los mapas construidos a partir de las experiencias de conju
gacion mediada por los factores R P] son relativamente impreci
$0s y se ha sugerido el uso de 1a ecuacibn de Wu para su correc
cion (Kondorosi et af, 1977). Sin embargo, la adaptaci6n de 1a
formula de Wu al mapeo conjugacional presenta problemas tefri--

0S, por lo que ha sido necesario desarrollar nuevos métodos de
correccion.

Con este fin, se ha estudiado la transducci6n generalizada -
por el fago DF2.1 y se ha 1levado a cabo el anélisis cotransduc
cional de varias regiones del cromosoma de R, melifoitl.

Simultaneamente, una extensa coleccifn de mutantes, obteni--
dos en nuestro laboratorio por medio de diferentes técnicas, --
han sido estudiados con vistas a la deteccién de fenotipos sim-
bidticos alterados. Aun admitiendo que los fenotipos simbifti--




cos Inf y Eff son conceptos amplios y que, en consecuencia, pueden
ser el resultado de la cooperacidn de un cierto ndmero de genes, -
s61o deben considerarse genes simbi6ticos aquellos cuya mutacién -
determine un cambio fenotipico de tipo "todo o mada".

En Ta coleccidn de razas estudiadas no se ha detectado ninguna
mutacion que pudiera corresponder a un gen simbiético. Por ello, -
el mapa cromosémico incluye Gnicamente marcadores nutritivos y de
resistencia a antibiéticos.

Aunque se describen algunas mutaciones que afectan inespecifi-
camente al cardcter Eff' de R. meliloti, la mayor parte de los -
estudios de genética de las propiedades simbiéticas se han dedica 1
do a la infectividad, utilizando una técnica cuantitativa mis ---
simple que la tradicional de competicidn entre razas. Se describe
el efecto que la auxotrofia posee sobre el grado de infectividad

de R. meliloti y se discute la influencia de otras caracteristicas
genéticas.
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CONSIDERACIONES GENERALES

Una de las teorfas mds conocidas del historiador Arnold Toyn
bee es la que se conoce con el nombre de "el reto y la respuesta”.
Segin Toynbee, 1a evolucién de las sociedades humanas es consecuen-
cia de sucesivos retos histéricos, cada uno de los cuales ha exigi-
do una respuesta ineludible. En la historia reciente de la tecnolo-
g7a agraria existe un ejemplo que se adapta perfectamente al modelo
de Toynbee. A principibs de siglo, los dep6sitos chilenos de nitra-
to comenzaron a dar sefiales de agotamiento. Como consecuencia, fue
necesario desarrollar la fabricacién industrial de abonos nitrogena
dos, mediante el proceso Haber-Bosch. Desde 1913 hasta hoy, la pro-
duccién de fertilizantes basada en el proceso Haber-Besch se ha in-
Crementado continuamente. Segdn un cdlculo de Sweeney, previo a la
depresiln econfmica iniciada en 1974, el gasto mundial en abonos ni
trogenados podria fijarse en unos 10.000 millones de ddlares anua-
les.

E1 progresivo aumento del coste de Tos combustibles fésiles,
que son la fuente de hidrégeno para el proceso Haber-Bosch, repercu
te seriamente en la economia agricola. Y es previsible que, a medi-
da que el petroleo y el gas natura) vayan agotdndose, muchas explo-
taciones agrarias dejen de ser rentables.

La trascendencia histérica de estos hechos es agravada por -
las circunstancias en que la humanidad debe afrontarlos. La superpo
blacién del planeta y la amenaza de deterioro ecolfégico son retos -
estrechamente ligados al problema agricola. Existe una necesidad im
periosa de aumentar la productividad, pero el uso de abonos quimi--
cos, ademds de caro, puede resultar peligroso. La aplicacifn exhaus
tiva de fertilizantes nitrogenados (en el caso de que fuera posible,
gracias a la utilizaci6n de nuevas fuentes de energfa) significarfia
un grave peligro ecolégico, derivado de Ja eutrofizacibn de las ---
aguas y el aumento de nitratos en e) agua potable,
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En estas circunstancias, 1a creciente atencién dedicada a
los procesos biolégicos fijadores de nitrdgeno se halla mds que -
justificada. Dicha atencién ha crecido de forma espectacular en -
Ta G1tima década y es previsible que crezca aln mis, dada su tras
cendencia socio-econémica.

Los procesos bio]égicos son, en realidad, los contribuyen-
tes mayoritarios al ciclo del nitrégeno en la biosfera; su aporta
cibn puede evaluarse en mis de un 90% del nitrégeno fijado (Post-
gate, 1974),

La Tista de organismos fijadores de nitrégeno se halla res
tringida a Procariotas: bacterias Yy algas verde-azuladas. En los
d1timos afios, gracias al empleo de la técnica de reduccién de ace
tileno (Koch y Evans, 1966) la lista ha crecido de forma especta-
cular, e incluye a representantes de grupos taxon6micos muy varia
dos.

Sin embargo, la mayor parte de los m1croorgan1smos fijado-
res carecen, hoy por hoy, de interés agricola, inc]uso los cldsi-
cos fijadores 1ibres, como Azotobacter, aportan a la produccién -
vegetal una cantidad irrelevante de nitrégeno. Desde el punto de
vista de la productividad agraria, los fijadores verdaderamente -
importantes son aquellos que 1levan a cabo su actividad en asocia
cidn con plantas superiores. El prototipo de todos ellos es, sin
duda, Rhizobium.

La simbiosis Rhizobium-leguminosa representa el mayor gra-
do de especializacién en 1a fijacién y es el sistema mis eficien-
te en términos de nitrégeno fijado; asf 1o avalan tanto la practi
ca ancestral de la rotacion de cultivos, como los modernos cdlcu-
los de rendimiento de cosecha. De ahf que la fijaci6n simbi6tica
haya sido un objetivo primordial en todos los programas de inves-
tigaci6n para el desarrollo.




Ahora bien, por su complejidad, las simbiosis fijsdoras son
Tos sistemas menos asequibles al analisis bioquimico y geritico. -
Ello ha determinado que, en muchos casos, la investigaciér haya te
nido que ser desviada hacia sistemas mas simples, como son los fi-
jadores libres. Pero el estudio de 1la fijacidén libre no se ha limi
tado a aportar datos que pudieran extrapolarse a la simbiosis, si-
no que ha abierto nuevos campos de aplicacién. Como consecuencia,
la potenciaci6én de las simbiosis ya no es el dnico objetivo propues
to ni siquiera el mds ambicioso. Todo ello se discutird mis adelan
te.

Obviamente, el caracter multidisciplinario de las investiga
ciones sobre fijacitn de nitrégeno se ha acentuado como consecuen-
cia del propio progreso. Las p&ginas que siguen se refieren Gnica-
mente a aspectos genéticos; enfoques correspondientes a otras dis-
ciplinas pueden hallarse en varios libros recientes: los Proceedings
correspondientes al Symposium sobre fijaci6n de nitrégeno de Pull-
man (1974) y al de Salamanca (1976), los voldmenes 6 y 7 del Inter
national Biological Programme (editados respectivamente por Stewart
y Nutman, 1976) y el compendio "A Treatise on Din’trogen Fixation"
(editado por Hardy y Silver, 1977).



GENETICA DE Rhizob{um: ASPECTOS GENERALES

Taxonomia.

Se incluyen dentro del género Rhizobium todas las especies
bacterianas capaces de formar asociaciones simbi6ticas con las le
guminosas. Los estudios de taxonomSa numérica y de composicidn de
bases del ADN han mostrado 1la conveniencia de revisar la clasifi-
cacion tradicional.

La propuesta de confeccionar dos géneros con las actuales -
especies de Rhizobium, bas&ndose en los resultados proporcionados
por el andlisis adansoniano (Graham, 1964) ha sido apoyada por los
estudios de composicién de bases del ADN (de Ley y Rassel, 1965) y
el andlisis por computadora ('t Mannetje, 1967). Sin embargo, ape-
nas ha encontrado eco,

La principal causa del rechazo de estas innovaciones radica
- &n-que proponen la inclusi6n de dos especies de Agrobacternium, A.
naddobacten y A. Lumefaciens, dentro de uno de 1os nuevos géneros
constituidos a partir de Rhizobium. Norris (1967) considera mis -
16gico seguir agrupando en un solo género a las especies simbi6ti
cas de las leguminosas. En la actualidad, los mismos autores que
han propuesto la revisién taxon6mica muestran un cierto pesimismo
(Graham, 1976): hoy por hoy, el hecho intuitivo de 1a simbiosis es
mds poderoso que la racionalizacién de los datos.

A nivel de especies, la taxonomfa actual del género Rhizo--
bium se basa en el supuesto tradicional de que cada especie s6lo
puede inducir la formaci6n de nédulos en su leguminosa especifica
(Fred et af. 1932). Los defectos de esta clasifdéaci6n basada en la
infectividad selectiva. son notables. En primer lugar, porque la -
promiscuidad simbidtica es un hecho frecuente, hasta el punto de -
que s6lo Rhizobium meliloti cumple estrictamente el criterio origi
nal de nodulaci6n especifica (Graham, 1976). En segundo lugar, por



que han sido descritas hasta 14.000 especies de leguminosas, de -
las que s6lo han sido estudiadas un 8-10% desde el punto de vista
de 1a nodulacion (Graham, 1976). E1lo sin contar que Rhizobium --
puede formar asociaciones simbidticas con no leguminosas (Trinick,
1973; Akkermans et af. 1978).

E1 contenido del ADN en guanina + citosina varia desde 59.0
a 63.5 en el grupo de Rhizobium de crecimiento rdpido (R. Legumino
darum, R. trifolid, R. meliloti y R. phaseoli) y desde 59.0 a 65.5
en el grupo de lento crecimiento (R. japonicum, R. Lupini, Rhizo--
bium spp. “"cowpea"). Las menores desviaciones se encuentran en R.
meLiloti: 62.0-63.5 (de Ley, 1968). Los datos de la taxonomia numé
rica coinciden en sefialar que Rhizobium meliloti es la Gnica espe-
cie actual que deberia ser conservada.

Replicacién.

La replicacién del cromosoma de Rh{zobium spp. ha sido muy -
poco estudiada. Al-Ani (1972) construyé un mapa de replicacifn de -
baja resolucién en R. trifoLii. Recientemente, se ha demostrado que
l1a replicaci6n del cromosoma de R. tigolil es bidireccional (Zur-
kowski y Lorkiewicz, 1977).

Mutaciones

La variabilidad genética de Rhizob<um ha sido ampliamente es
tudiada, con diversos objetivos. Uno de los mis frecuentes ha sido
establecer Tos principios de seleccidn de razas de Rhizob.ium para -
a producci6n de in6culos industriales. Una serie de revisiones ac-
tuales .al 'respecto puede hallarse en el libro "Symbiotic Nitrogen
Fixation in Plants" (P.S. Nutman, editor; 1976). Como los caracte--
res simbidticos de Rhizobium no son seleccionables en placa, la Ge-
nética molecular no ha podido aportar nuevas técnicas en este campo.
Los trabajos de selecci6n de razas en razén de su efectividad, com-
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petividad, capacidad de supervivencia o de multiplicacién en el
suelo adolecen de las limitaciones de Tos métodos genéticos cla-
sicos. E1 tamafio reducido de las muestras, especialmente si se -
requiere un ensayo en planta, explica que muchos de los resulta-
dos obtenidos sean conflictivos (Véase Schwinghamer, 1974).

En el laboratorio, la seleccién de mutantes por los méto-
dos genéticos usuales no ofrece: ningdn problema. Para el estu--
dio de Tas propiedades simbi6ticas se suele recurrir a técnicas
indirectas, examinando a posZerioni el comportamiento simbidtico
de mutantes previamente caracterizados 4n vitno (véase Dénarié
et al. 1976; Beringer et af.1977).

También es necesario trabajar con mutantes en los estudios
de tipo ecol6gico. La determinaci6n de las mutaciones mis adecua-
das para el seguimiento de RhAizobium en el suelo ha sido un fre--
cuente objeto de controversia. Es evidente que deben elegirse mar
cadores que no posean efectos pleotrépicos sobre la eficiencia sim
bidtica. En los trabajos mis recientes (Schwinghamer, 1973; Amar-
ger, 1975) se tiende a usar marcadores de resistencia a antibiSti-
cos,

P1&smidos .

Como en otras muchas bacterias, en Rhizobium §pp. la existen
cia de pl&smidos es un hecho frecuente, si no general, Algunas refe
rencias $610 son indirectas: la existencia de un pl&smido se deduce
de la pérdida de determinados caracteres fenotfpicos tras el trata-
miento con naranja de acridina o agentes similares (Higashi, 1967;
Parijskaia, 1973). Otros trabajos, en cambio, han aportado pruebas
bioffsicas (centrifugacién en gradiente, microscopfa electrfnica,
etc). Estos trabajos se relacionan en la Tabla 1,




Tabla 1

Plasmidos de Rhizobium spp.

Especie

b I B~ D~ B~ B~ S I S

»

-

NARAR RN

japonicum
sp. "vigna"
Tmigolid
fapondicum

. oL
. Ugolid

meliloti
Leguminosarun
Leguminosarum

. UgoliL

ifolii
faponicum
sp. "dolichos™

. meliloti

melilots

Fuente

Luyindula et af. 1975

Tshitenge et af. 1975
ibid.

Klein 1975

Zurkowski & Lorkiewicz 1976

Dunican et af. 1976
Horvath et af. 1977
Nuti et af. 1977
ibid.
ibid.
ibid.
ibid.
ibid.
Palomares et af, 1978

Bechet y Guillaume, 1978

Peso molecular

6 4alton)

No desctito

>26
>26

No descrito

64
28

No descrito

130
70-100
350-400
140
160
110
5.9

No descrito

Algunos de estos pl&smidos y otros no demostrados fisicamen
te han sido relacionados con las propiedades simbi6ticas de Rhizo-
bium, como se mencionarf mis adelante.

No se ha descrito la existencia de factores sexuales en Rh{
zobium. En general, los pldsmidos estudiados no han resultado auto
transmisibles. La dnica excepcién estd constituida por el pequefio
pl&smido de R, melifoti detectado por Palomares y colaboradores; a
pesar de que su informaci6n genética debe reducirse a 6-10 genes,
resulta transmisible a razas curadas <n vitro, con una frecuencia
comparable & la del Factor F de E, cof( (Bedmar, 1978).



Por 1o que se refiere a factores R, disponemos dnicamente -
de los datos obtenidos por Cole y Elkan (1973). DIchos autores ais
laron una raza de R. japonicum que mostraba resistencia maltiple -
penicilina G, neomicina y cloramfenicol). E1 tratamiento con naran
ja de acridina producia la pérdida de la resistencia maltiple. El
factor R responsable pudo ser transferido desde R. faponicum a A.
Lumefaciens. No se ha descrito si este factor puede promover trans
ferencia cromosémica como los factores R de Enterobacterisceas (Wa
tanabe, 1963; Meynell y Datta, 1966).

La pobreza de Rhizob{um en pl&smidos autotransmisibles ha -
podido ser compensada por la introduccién de pldsmidos ex6genos, -
con vistas al andlisis genético. Como otras muchas bacterias gram-
negativas (Richmond y Wiedeman, 1974), Rhizobium muestra una amplia
tolerancia a los pldsmidos ajenos y en algunos casos el grado de ex
presion de los mismos no parece diferir del que alcanzan en el hués
ped original. Asf ocurre con algunos factores R procedentes de Pseu
domonas aeruginosa, cuya utilidad para el andlisis genético de Rhi-
zobium se describe mis adelante.

Interacciones entre Rhizobium y sus fagos.

E1 aislamiento de bacteri6fagos de Rhizobium spp. & partir
de extractos de suelo rizosférico no ofrece dificultad alguna (ved
se Vicent, 1970). Desde las primeras experiencias en este sentido
(Vandecaveye y Katznelson, 1936) hasta hoy, se han aislado bacte--
ri6fagos especificos de todos los grupos de inoculacién de Rhizo--
bium.

Hasta ahora, los bacteriffagos m&s estudiados han sido los
de Rhizobium meliloti. Por las colecciones de microfotograffas de
que disponemos (Krsmanovic-Simic y Werquin, 1973; E. Corral, comu-
nicacién personal) resulta evidente que existe una gran variedad -
de morfologfas, con predominio de los bacteri6fagos de tipo comple
jo.



Un estudio exhaustivo de cardcter quimico y genético ha si-
do 1levado a cabo por Sik y Orosz (1971) en el fago 16-3 de R. me-
Likoti. Se trata de un fago ADN, y la composicién de bases del aci
do nucléico es muy parecida a la de la bacteria. El peso molecular
del ADN es de 3-4 x106 dalton. Los mismos autores han obtenido un
mapa genético del fago, localizando en el mismo varios cistrones -
de expresidon temprana, genes reguladores Yy algunos genes de expre-
sibn tardia (como los correspondientes a la cola y a la sintesis -
de lisozima).

Con respecto a la naturaleza de la relacién bacteria/fago,
se han descrito todo tipo de bacteri6fagos, desde muy virulentos a
muy moderados. También es frecuente que el comportamiento de un --
bacteri6fago se halle sujeto a las condiciones ambientales, espe--
cialmente a la temperatura. Sik y Orosz (1971) han descrito el ais
lamiento de mutantes termosensibles y termoinducibles.

La 1isogenia ha sido descrita précticamente en todas las es
pecies de Rhizobium: R. trifofii (Marshall, 1956; Takahshi y Qua--
dling, 1961; Salmond y Primrose, 1976), R. Leguminosarum (Schwin--
ghamer y Reinhardt, 1963), R. meLiloti (Kowalski, 1966) y R. Lupi-
ni (Heumann et af. 1974). En general, todas las razas 1isogénicas
de Rhizobium, inclufdas aquellas en las que es diffci] demostrar -
la liberaci6n espont&nea de viriones, son fécilmente inducibles me
diante el tratamiento con mitomicina C o la exposici6n a la luz ul
travioleta. De esta forma se ha podido establecer que, en R, meli-
Loti, al menos un 70% de las razas que se aislan del suelo son 1i-
sogénicas (Kowalski, 1966). Esta proporci6n debe considerarse como
la minima, puesto que la detecci6n del fago depende de l1a disponi-
bilidad de una raza sensible. También debe tenerse en cuenta la po
sibilidad de que existan sistemas 1isogénicos defectivos, cuya pues
ta en evidencia exige una metodologfa mis compleja que la usada por
Kowalski.

Szende (1971) ha demostrado que el profago 16-3 es capaz de



integrarse en el cromosoma de R. mefiloti. Recientemente, Svdb et
ak. (1978) han precisado que el punto de integracién de dicho pro-
fago se halla entre los marcadores cys-45 y met-5 del mapa de Kon-
dorosi et af. (1977).

Aparte de su utilidad para el andlisis genético, que serd -
considerada posteriormente, los bacteriéfagos de Rhizobium pueden
servir para la tipificacién de razas (Staniewski, 1970). Es mds, -
puede ser necesario recurrir a los fagos para clasificar como Rhi-
zobium Tos mutantes Inf . Ahora bien, cabe la posibilidad de que -
determinadas mutaciones que afectan a las estructuras bacterianas
superficiales pudieran alterar simultdneamente la infectividad y -
la sensibilidad a los fagos. Asf ocurre en R. tuifolil (Kleczkowska,
1950, 1965). En R. mefiloti, las razas "curadas", que se muestran
resistentes a toda una serie de fagos pl&smido-dependientes (Corral
et af. 1978) son menos infectivas que la raza silvestre sensible a
los fagos (Olivares et al. sometido a publicaci6n). Por otra parte,
Staniewski et al. (1973) han observado que las razas de R. trifo-
Li4 que 1levan mutaciones que afectan al antfgeno somdtico pueden -
sufrir alteraciones en su fagotipo. Lo mismo ocurre cuando las alte
raciones del antfgeno somftico son debidas a la conversién 1isogé-
nica (Barnet y Vincent, 1970). En cambio, no existe ningiin dato --
que pudiera indicar que la conversitn 1isogénica afecte a las ca--
racteristicas simbifticas.

Finalmente, se debe mencionar que en R. fLeguminosarum y R.
tuifolid se han descrito fen6menos de restriccién y modificaci6n -
controlada por el huesped (Schwinghamer, 1964, 1966). Se conoce --
con cierto detalle la modificacibn fenotfpica del ADN de dos fagos
moderados de R, Leguminosarum y el reconocimiento de dicho ADN mo-
dificado por parte de diferentes razas restrictoras.
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Bacteriocinogenia

La literatura sobre produccién de bacteriocinas por Rh{zo-
bium no es muy abundante, a pesar de que los primeros trabajos en
este campo fueron publicados hace poco mds de una década (Roslycky,
1967). Algunas de las bacteriocinas descritas son probablemente co
las de fago (Lotz y Mayer, 1972) o particulas de fago incompletas
(Schwinghamer et a£. 1973). En R. tifolii se han descrito tam--
bién bacteriocinas de bajo peso molecular, de tipo no fagico (Sch
winghamer, 1975).

No se tienen suficientes datos genéticos sobre la bacterio-
cinogenia de Rhizobium. A priord, la produccibn de rhizobiocinas -
de tipo "phagelike" debe ser atribuida a profagos defectivos. Se--
ria interesante determinar si la sintesis de bacteriocinas del se-
gundo tipo estd codificada en plasmidos, como ocurre en otras bac-
terias (véase Novick, 1969).




GENETICA DE LA SIMBIOSIS Rh{zobium-LEGUMINOSA

Por su complejidad, la simbiosis Rhizobium-leguminosa es
un sistema biolégico de difici] acceso, particularmente a nivel
molecular. E1 nédulo fijador de nitrégeno es producto de 1a in-
teraccion de los dos genomios implicados Y, aunque conocemos al
gunas manifestaciones de dicha interaccidn, estamos muy lejos -
de poder elaborar un modelo global.

Ya se ha citado la imposibilidad de seleccionar en placa -
los caracteres simbiSticos de Rhizobium. Es obvio que la genéti-
ca de 1a planta se halla sometida al mismo tipo de Timitaciones
estadisticas (y en este caso es imposible recurrir al método in-
directo).

En una revisidon de Holl y LaRue (1974) se hace una estima-
cién del nimero de genes de la planta supuestamente implicados en
la fijaci6n; evidentemente, los datos proceden del andlisis de po
blaciones. Este tipo de trabajos, de indudable interés con vistas
a la mejora vegetal, contribuyen muy poco a la comprensién de los
hechos bésicos de 1a simbiosis.

Es posible que los estudios de manipulacibn genética de --
plantas superiores, actualmente en desarrollo, puedan poner a pun
to técnicas analfticas mds fructiferas (véase Ledoux, 1975), Ya -
existen precedentes; el establecimiento de simbiosis entre Rhizo-
bium y cultivos de tejidos de leguminosas (Holsten et af, 1971) y
de otras plantas (Child, 1975; Scowcroft y Gibson, 1975).

E1 ejemplo cldsico de 1a cooperaci6n de los dos simbiontes
es la sfntesis de 1a leghemoglobina. De hecho, es la Gnica interac
ci6n Rhizobium-planta bien conocida. Se han obtenido diferentes -
evidencias de que la informacién genética para la sintesis de la
globina se halla codificada en la planta, mientras que el corres-
pondiente Rhizobium aporta el grupo hemo (Cutting y Schulman,1969,
1971; Verma et af., 1974; Sidlei-Lumbroso et af. 1878). Por el con
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trario, la hipbtesis tradicional de que la planta podria cooperar
en la sintesis de nitrogenasa se derrumbg en 1975, como consecuen
cia del descubrimiento de 1a fijacidén 1ibre por Rhizobium (Pagan
et af. 1975; Kurz y LaRue, 1975; McComb et af. 1975).

E1 resto de las interacciones son poco o mal conocidas y
en muchos casos ha sido necesario aceptar como hipbtesis de tra-
bajo 1os modelos obtenidos en sistemas fijadores mds simples.




GENETICA DE Rh{zob{um: CARACTERES SIMBIOTICOS

Conceptos y nomenclatura.

Tradicionalmente, las propiedades simbiéticas de Rhizobium
han sido clasificadas en tres grandes fenotipos: especificidad de
huésped (Hsp) o capacidad de nodular un huésped especifico, in--
fectividad (Inf) o capacidad de inducir la formaci6n de nédulos y
efectividad (Eff) o capacidad de fijar nitrégeno en el nédulo.

Esta clasificaci6n adolece de una cierta confusién entre -
los caracteres Hsp e Inf y algunos autores han renunciado a dis--
tinguirlos (véase Dunican y Cannon, 1971). Sin embargo, los Gl1ti-
mos descubrimientos sobre la especificidad, que serdn citados més
adelante, permite introducir un nuevo enfoque en la cuestién. Con
cretamente, el fenotipo Hsp podria englobar todas las caracteris-
ticas relativas a la etapa de preinfeccién, en la que tienen lu--
gar los fenbmenos de reconocimiento y de anclaje de la bacteria a
los receptores estereoespecificos de la superficie radical. Utili
zaremos, pues, el término Hsp con este criterio y reservaremos el
término ambiguo Hsp/Inf para aquellos casos en que los autores --
han considerado globalmente ambos caracteres y/o cuando las expe-
riencias realizadas no permiten efectuar la distinci6n.

Con respecto al fenotipo Eff, debemos precisar que los ge-
nes que controlan la capacidad fijadora de nitr6geno pueden ser -
de tres tipos (Dénarié y Truchet, 1974);

a) Genes que controlan tanto el caracter Eff como otras ca
rasteristicas definidas in vitno (Leu, ade, nar).

b) Genes que controlan el carécter Eff y no estdn relacio-
nados, al menos aparentemente, con ninguna caracterfstica defini-
da {n vitro: genes egf.

¢} Genes que codifican Ta sfntesis de la hitrogenasa o ge-



nes nif. Son, por tanto, un subgrupo de genes e44.

De acuerdo con estas distinciones, utilizaremos (nicamente
el término eff§ para designar a los genes del segundo grupo y, de
forma genérica cuando, aun pudiendo tratarse del operdn nif, no -
existan evidencias al respecto.

Especificidad de huésped.

Ya hemos mencionado que la supuesta especificidad de Rhizo-
bium, en la que se basa la taxonomia a nivel de especies, carece -
de un rigor absoluto. Sin embargo, y con todas las reservas necesa
rias, se puede definir el caracter Hsp como el conjunto de caracte
risticas que permiten a una determinada especie de Ralzobium en---
trar en asociaci6n con un nimero limitado de eventuales huéspedes.

La naturaleza de los mecanismos responsables de la especifi
cidad ha comenzado a ser desvelada recientemente. La base del reco
nocimiento esterecespecifico parece consistir en una interaccién -
de las lectinas de la rafiz y el antigeno 0 del 1ipopolisacérido --
bacteriano (Wolpert y Albersheim, 1976). Ha sido aislada y purifi-
cada una lectina superficial de la rafz de trebol, 1a "Trifolina"
(Dazzo y Hubbel, 1975; Dazzo et af. 1978). La capacidad de agluti-
nar con la trifolina ha sido transferida de R. trifolii a Azotobac
tern vinelandii, por transformaci6n (Bishop et af. 1977). Tambi&n -
han sido transferidos de R, faponicum a A, vinelandii 10s genes --
que codifican el antfgeno 0, antfyeno que no existe en las razas -
de R. japonicum incapaces de producir nodulacién (Maier et al.1978).

Estas experiencias permiten, a nuestro juicio, distinguir -
claramente el caracter Hsp+ (aglutinacién especifica) del caracter
Inf’ (Formaci6n de nédulos). Es obvio que en las experiencias cita
das fue transferido a Azotobacter el primero, pero no el segundo.



E1 descubrimiento de los genes hsp abre al fin posibilida-
des de estudio de las bases genéticas de la especificidad. No hay
por el momento, datos acerca de la localizaci6n, funcionamiento y
expresion de dichos genes.

Infectividad.

La capacidad de Rhizobium spp. para invadir el cértex radi
cal del huésped apropiado e inducir la formacién de de nédulos ha
sido objeto de numerosos estudios en las pasadas décadas. Sin em-
bargo, no existe ningin modelo que explique satisfactoriamente el
proceso. EI Gnico modelo global sigue siendo el de Nutman (1965),
y los trabajos posteriores que 1o han aceptado como hip6tesis de
trabajo han proporcionado resultados contradictorios. Un intere-
sante andlisis de la validez actual del modelo de Nutman se en--
cuentra en la revisi6n de Olivares (1976).

Mutaciones que afectan a La infectividad.

A excepcién de Riizobium mefiloti, la pérdida esponténea -
del carader Inf'es muy frecuente. Determinadas especies y razas -
de Rhizobium mutan a Inf~ como consecuencia del simple manteni--
miento en condiciones asimbi6ticas, es decir, en medios de culti-
vo (cfr. Schwinghamer, 1969). E11o debe interpretarse en el senti
do de que Tos genotipos mis ventajosos en los medios de cultivo -
no coinciden con los mds eficientes simbi6ticamente.

Asimismo, excepto en R. melifoti, resulta relativamente fa
cil aislar fenotipos Inf  por medio del tratamiento con agentes -
mutagénicos (Maier y Brill, 1976). También se han ais)ado mutantes
Hsp/1nf de tipo promiscuo (Inshenetskii y Parijskaya, 1973).
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De todos modos, la mayor parte de los trabajos en los que
se da cuenta de mutaciones que afectan al caracter Inf han utili-
zado el método indirecto ya citado o "asociacién 4n vitro-in v{vo",
segln la denominaci6n de Dénarié et al. (1976).

Historicamente, el primer cambio fenotipico 4n vitro asocia
do con elteracién de las propiedades simbidticas fue descrito por
Kleczkowska (1950) en R. trnifoLii; més de un 50% de los mutantes
resistentes a fagos resultaban Inf” . Un trabajo posterior abunda -
en los mismos resultados (Kleczkowska, 1965).

También se han realizado numerosos estudios con mutantes re
sistentes a antibifticos. Solamente las razas Str" de R. trifolid
son con toda seguridad Inf~ (Zelazna-Kowalska, 1971; Zelazna-Kowals
ka y Lorkiewicz, 1971). La mutacién acarrea otros efectos pleotro-
picos, tales como modificaciones de la morfologia de 1a colonia.

Las mutaciones de resistencia a inhibidores metabblicos, --
principalmente aminodcidos y andlogos de aminodcidos, han sido ex-
tensamente estudiadas por Schwinghamer (1968). Casi un 50% de es--
tos mutantes muestran alteraciones simbi6ticas, pero la mutacién -
Eff" es mds frecuente que Inf .

Finalmente, debemos resehar que en R. thifolii se ha descri
to la pérdida de la infectividad como consecuencia de la auxotro--
fia (Lorkiewicz et af. 1971). Dos razas Met™, tres Cys , una His ,
una Ser y cuatro Ade resultaron Inf~. En cambio, en R. mefiloii
no se ha hallado relacién entre la auxotrofia y la pérdida de la -
infectividad (Scherrer y Dénarié, 1971; Malek, 1974).

Contrnol porn pllsmidos.

La inestabilidad del caracter Inf'en algunas razas, correla
cionada con la frecuente aparici6n de fenotipos Inf” después del -




tratamiento con agentes eliminadores de plamidos, ha conducido a
diversos autores a proponer que los genes {nf de Rhizob{um spp. po
drian estar localizados en un plasmido (Higashi, 1967; Dunican y
Cannon, 1971).

En las experiencias de Higashi, el caracter Hsp/Inf, trans-
misible por conjugacién de R. tigolii a R. phaseofi, podia ser -
curado mediante el tratamiento con naranja de acridina. Zurkowski
et al. (1973) han mostrado que Ta acriflavina y el laurilsulfato -
s6dico poseen el mismo efecto. Aunque las experiencias de curacidn
no son concluyentes por si mismas y deberfan ser completadas con
estudios formales de transferencia, los datos anteriores sugieren
que, en R. trifolit, la infectividad podria estar codificada por
determinantes genéticos extracromofomicos. ’

En R. meliloti la cuestién parece mis compleja. Aunque Pa-
rijskaya (1973) informé de que el 30% de los clonos tratados con
naranja de acridina perdian la capacidad infectiva, los estudios
1levados a cabo por el grupo de Granada sugieren la existencia de
un control mas complejo. Palomares (1975) pudo comprobar que la -
curacion del pequefio pldsmido PG, ya citado, producfa alteracio--
nes en la composicidén del polisac&rido capsular. Ello repercutia
en la capacidad de inducir la producci6n de poligalacturonasa en
las células radicales; en las razas curadas, la capacidad inducto-
ra desciende hasta en un 85% (Palomares et af. 1978). Sin embargo,
las razas curadas segufan siendo infectivas.

Recientemente, se ha desarrollado una técnica que permite
cuantificar el grado de infectividad. Su aplicaci6n ha revelado -
que las razas de R. mefiloti que han sido curadas del pl&smido PG
poseen un grado de infectividad menor que las silvestres (0liva--
res et al. sometido a publicacién).

Del resto de las especies de Rhizobium las referencias son
ambiguas o inexistentes.



Efectividad.

E1 conocimiento del proceso de diferenciacién de los bacte
roides y de la formacién del nédulo fijador de nitrégeno es muy -
Timitado. No se conoce la secuencia de aparicién de las diferen--
tes enzimas implicadas en el transporte de electrones y en la fi-
jacidn y transporte de nitrdgeno. Tampoco se poseen datos acerca
de los mecanismos genéticos que gobiernan la diferenciacién.

La conversidn de las bacterias vegetativas en bacteroides
que se produce paralelamente al comienzo de la fijacién, supone -
una disminucién del contenido de ADN por célula. En R. Lupini la

cantidad de ADN por bacteroide desciende a un 40% y en R. japond
cum @& un 25% (Dilworth y Williams, 1967). Esta pérdida de material
genético podria deberse a una degradacién parcial del genomio, lo
cual explicaria la subsiguiente incapacidad del bacteroide para -
dividirse. Cabe también la posibilidad de una pérdida aparente; -
admitiendo que en las bacterias vegetativas puede existir mds de
una copia del genomio (lo cual es corriente en el mundo bacteria-
no, por el retraso de la citocinesis con respecto a la replicacidn
del cromosoma), en los bacteroides podria existir s6lo una copia.

De las interacciones bacteria/planta que hacen posible la
fijacion simbi6tica, s6lo es relativamente conocida la coopera--
cion, ya mencionada, en la sintesis de leghemoglobina.

Mutaciones que alteran fa efectividad.

Disponemos de gran cantidad de referencias acerca de muta-
ciones que alteran el caracter Eff. En la Tabla 2 se ofrece un re
sumen de las mismas.

Aunque se han descrito algunas mutaciones que afectan posi
tivamente a la efectividad, se trata de referencias muy esporddi-
cas y su significado es dudoso. La mayor parte de los efectos des
critos corresponden a mutaciones que producen un fenotipo Eff .,



Tabla 2

Algunas mutaciones que producen un fenotipo Eff / en Rhizobium spp.

Comprotamiento de
los revertientes.

Especies Fuente Mutaciones Origen

Rhizobium spp. Schwinghamer, 1968 Resistencia a inhib. Espontaneo
metab6licos

R. melilotdi Hendry y Jordan, 1969 Vior Espontédneo

R. trnifolil Schwinghamer, 1969 Rib~ uv

R. trnigolid Lorkiewicz ef al. 1971 HEt_’Ade',Cys—, uv
His™, Gua ,Ser

R. tLifolid Lorkiewicz et at. 1971 Met_,Cys_, Ade ,Gua", NTG
Ser ,Thi .0rn

R. melilots Scherrer y Dénarié,1971 Pur™, pyr” NTG

R. meliloti Kowalski y Dénari€,1972 pde” |eu”.Ura .I1v" NTG

No descrito

No descrito

EFf

EFf

Eff”, excepto
0rn+y Thi

EFf’

Eff’



Ahora bien, los resultados deben ser convenientemente mati
zados, ya que en Tos ensayos de efectividad es corriente que apa-
rezcan diferencias graduales. Estas diferencias existen entre las
propias razas silvestres, por lo que, en rigor, s6lo debe hablar-
se de un fenotipo Eff en aquellos casos en que la capacidad fija
dora se pierde por completo. Cabe la posibilidad de que algunos -
resultados intermedios puedan ser debidos a la presencia de rever
tientes; pero, en general, es necesario admitir que la fijacién -
puede ser afectada inespecificamente por problemas de bBloqueo meta
b6lico.

Por otra parte, la mutaci6n Eff puede no deberse a un efec
to pleotrépico de la mutacién seleccionada 4n vitro, sino a la de
otro gen no detectable a primera vista. Tal es el caso de la raza
L5 de R. meliloti, caracterizada como Lys . E1 andlisis genético,
1levado a cabo por Kowalski (1971) mediante transducci6n, demostré
que el fenotipo Eff  no era regido por la mutacién Lys™, sino
por 1a de otro gen no cotransducible (ef§-2).

Con respecto a las mutaciones de resistencia a antibigti--
cos o a antimetabolitos, cabe otro tipo de consideraciones. Suele
resultar muy dificil aislar revertientes sensibles a partir de --
los mutantes resistentes, 1o cual invita a pensar que en ciertos
casos, puede haber delecciones (Dénarié et at. 1976).

La relativa variabilidad de los resultados puede proceder
de los factores incontrolados que acabamos de describir. Muchos -
de estos factores podrdn ser eliminados cuando se disponga de un
detallado mapa genético que permita localizar con precisién las -
diferentes mutaciones. Otros pueden ser soslayados mediante el --
anflisis genético apropiado (Dénarié et af. 1976).

Aunque las salvedades anteriores obligan a aplazar la inter
pretacién de muchos datos, en algunos casos es posible afirmar que
una Gnica mutaci6n es simulté&neamente responsable de l1a alteraci6n
metab6lica y de la pérdida de la efectividad. Tales son las muta--



ciones Ade’, Leu , Ura , e .11y de R. meliloti y la mutacidn Rij
de R. trnifolil. E1 nimero de mutantes de cada tipo ha sido sufi-
cientemente alto y los resultados han sido uniformes. Ademds, to-
dos los revertientes prototr6ficos de esos mutantes son efectivos
(Schwinghamer, 1970; Dénarié y Bergeron, 1975). En el caso de la
mutacién Leu , la recuperaci6n simultdnea de la prototrofia y la
efectividad ha sido también obtenida por transduccién (Kowalski y
Dénarié, 1972). Ademds, en todos los casos citados, la adicién --
del nutriente requerido restaura la efectividad en un 100% (Schwin
ghamer, 1970; Truchet y Dénarié, 1973b).

Los mecanismos bioquimicos por los que una mutacién aparen
temente no relacionada puede bloquear la fijacién de nitr6geno no
han sido estudiados, aunque en buena 16gica debe tratarse del blo
queo de determinadas vias metabGlicas. En cambio, existen algunos
estudios sobre la ultraestructura de los nédulos Eff .

En el caso de Tos mutantes Rib™ de R. trnifolii y los Ade”
de R. meliloti el fenotipo Eff” ha sido atribufdo a la incapaci-
dad de las bacterias vegetativas para convertirse en bacteroides
(Pankhurst et af. 1972; Truchet y Dénarié, 1973a,b). En los n6du-
los formados por mutantes Ura  de R. melifoti la efectividad pare
ce hallarse bloqueada en una etapa ain m&s temprana, debido a que
las bacterias vegetativas son incapaces de multiplicarse en el ci
toplasma de las células radicales (Dénarié et al. 1976). Los mu--
tantes Leu"de R. meliLoti son incapaces de salir del cord6n de in
fecci6n (Dénarié et af. 1976).

En contraste con los anteriores, se ha descrito un mutante
en el que la efectividad debe resultar bloqueada en una etapa mu-
cho mds avanzada de la formaci6n del n6dulo. Se trata de un mutan
te nitrato-reductasa (Nar ) de Rhizobium melifoti, aislado por -
Kondorcsiet af. (1973). E1 hecho de que la mutacién Nar~ pueda --
acarrear la pérdida simulténea de la efectividad ha sugerido que



podrian existir determinantes genéticos comunes para ambos siste-
mas enzimaticos.

Se conocen también tres mutaciones Eff  de R. mefifoti no
relacionadas con caracteres seleccionables .in vitro. Una de ellas,
ya citada, corresponderia a un gen denominado e$4-2 (Kowalski, --
1971). E1 mismo autor ha descrito el descubrimiento de otros dos
genes, eff-1, préximo a un locus Leu y contransducible con &1, y
e4§-3, no Tigado. (Dénarié et af. 1974; Kowalski, 1974).

Conthol pon pldsmidos.

La idea de que la efectividad de Rhizobium pudiera hallar-
se bajo el control de un plasmido procede de una serie de traba--
jos de Dunican y colaboradores en R. lgoliL.

E1 tratamiento de Tos cultivos de R. uUigolil con naranja
de acridina, bromuro de etidio o floroglucinol incrementa signifi
cativamente la aparici6n de clonos resistentes a la viomicina --
(Dunican y Cannon, 1971; Cannon, 1972). Todos los mutantes Vfa"-
son Eff . E1 andlisis del ADN por centrifugacidn isopicnica reveld
la existencia de una fracci6n extracromosémica, pero las experien
cias de transferencia fracasaron; el pldsmido no era autotransmi-
sible (Cannon, 1972).

Una vez obtenida la transferencia del operén nif de R. i
folii a Keebsiella aerogenes (Dunican y Tierney, 1974), un andli-
sis de las frecuencias de transmisi6n sugirié a los autores que -
el gen eff detectado en R, trifolii podria ser el propio opern
nif. En la revisién de Dunican ef al. (1976), después de conside-
rar las caracteristicas de arrastre del hipotético plasmido-nif
autbctono por parte del factor R1-19rd, las propiedades de los hi
bridos n£6+de K. aenogenes y el efecto de la irradiacifn con luz
UV sobre la transferencia de los genes nif, los autores concluyen
en que existen suficientes evidencias para considerar que los ge-
nes nif de R. trifolii se hallan en un pl&smido.



GENETICA DE LA FIJACION DE NITROGENO

La mayor parte de los conocimientos actuales en torno a -
las bases genéticas de la fijacién de nitrégeno han sido obteni-
dos en fijadores 1ibres, obviamente mds accesibles que Ta simbio
sis Riizobium-leguminosa.

A todo lo largo de Tos afios sesenta se habfan realizado es
tudios bioquimicos relativamente detallados de la fijacién de ni-
trégeno por dos bacterias asimbi6ticas, CLostridium y Azotobacten.
Desgraciadamente, la genética de ambos se halla, aln hoy, en una
fase rudimentaria de desarrollo.

A principios de la década actual, dos grupos de investiga-
dores se decidieron a aprovechar las técnicas de andlisis genéti-
co desarrolladas en E. col{ y aplicarlas al estudio de un parien-
te proximo, Klebsiella pneumoniae, bacteria fijadora en vida 1i--
bre.

Los sistemas de transferencia genética mejor conocidos en
KCebsiella, 1a conjugacién (Matsumoto y Takazi, 1971) y la trans
duccién por un fago especifico (MacPhee et af. 1969) no han sido,
al menos incialmente, aprovechables. Streicher et af. (1971) ob-
servaron que ninguna raza sexualmente fértil de K. pneumonige era
fijadora de nitrégeno. Lo mismo ocurria con las razas de K. preunog
niae era fijadora de nitrégeno. Lo mismo ocurria con las razas de
K. pneumoniae y K. aerogenes sensibles a un fago especifico. En -
cambio, hallaron que algunas razas fijadoras de K. pneumonide ---
eran sensibles al fago transductor general P1l, que también es ac-
tivo contra E. coli y Shigefla {Lennox, 1955).

La transducci6n generalizada mediada por el fago Pl permi-
ti6 transferir los genes nif a razas K. penumoniae nif {Streicher
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et at. 1971). E1 subsiguiente andlisis por contransduccion revel6
que los genes nif se hallan proximos al oper6n his en el mapa de
Tigamiento de Kfebsielfa (Streicher of af. 1971).

Simulténeamente, el grupo de la Universidad de Sussex obtu
vo la transferencia de los genes nif deK. prneumoniae por conjuga-
cion. E1 plasmido conjugativo utilizado fué un factor R "I-1ike"
desreprimido, denominado R144drd3, previamente transferido a Keeb
44ella desde el huésped primario, E. coli (Dixon y Postgate, 1971).

Aunque la mayor parte de las mutaciones que producen un fe
notipo Nif en Kfebsiella se localizan efectivamente en el minuto
38-40, es decir, préximas a his, ocasionalmente aparecen fenoti--
pos no fijadores que no 1levan ninguna mutaci6n en esa regi6n ---
(Streicher et at. 1972b). La interpretacién de este hecho no ofre
ce dificultad admitiendo 1a existencia, en zonas lejanas, de ge--
nes correlacionados con la funcién nif (equivalentes a los genes
eff de Rhizobium). Hay que admitir, ademds la posibilidad de un -
efecto pleotr6pico de genes no relacionados.

Algunas mutaciones nif  pueden ser facilmente caracteriza-
das desde el punto de vista bioquimico, especialmente aquellas --
que s6lo afectan a una subunidad de la nitrogenasa (Streicher et
al. 1972b).

También se han detectado delecciones que afectan al operén
nig (Streicher et al. 1972a). E] estudio de los mutantes que 1le-
van delecciones en esa zona ha permitido determinar que el operdn
nif de Kebsiella es vecino del gen ashiA por el extremo contra
rio a his (Shanmugam et af. 1974).

Los genes nif de Klebsiella han sido transferidos a una ra
za no restrictora de E. cofd por medio del pldsmido R144rd3 (Dixon
y Postgate, 1972). Previendo que la selecci6n directa de recombi-
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nantes nLﬂ+ podia ser afectada por problemas de expresién fenoti-
pica, el marcador seleccionado fue his® Gran parte de los exconju
gantes E. cofi his® eran también n&ﬁf En su nuevo huésped, los ge
nes nif de Kfebsiefla continuaban siendo sensibles a la represion
por amonio, lo cual parece indicar que habian sido transferidos -
tanto los genes estructurales como los reguladores.

E1 hecho de que algunos hibridos E. cols niﬂ+ produjeran -
con alta frecuencia segregantes nif indicé la posibilidad de que
el exogenote no hubiera sido recombinado en el cromosoma recipien
te, hecho frecuente en los cruces intergenéricos (Baron et al. --
1968). E1 andlisis 1levado a cabo por Cannon et af. (1974a,b) re-
veld la existencia de dos tipos de hfbridos E. cols niﬁf En los -
hibridos estables el exogenote habfa sido integrado en la region
his en el orden nb - nif - gnd - his, es decir, con algunos rea-
justes atribufbles a las operaciones de inserci6n del ADN heter6-
Togo. En cambio, en los hibridos E. coli n16+ inestables los ge--
nes nif formaban parte de pldsmidos de peso molecular muy varia--
ble. Aunque podian ser movilizados por factores R, ninguno de esos
pladsmidos era autotransmisible.

Con posterioridad ha sido posible aislar factores de tipo
F-prima capaces de arrastrar el operfn nif de Klebsiella (Dixon,
1974; Cannon et af. 1976). Algunos de estos factores son transfe-
ribles a Safmonefla, Proteus y Emuinia y pueden constituir herra-
mientas Gtiles para el estudio de 1a expresién y la regulacién de
los genes nif en diferentes huéspedes. Sin embargo, su uso ha si-
do desplazado por el de los factores R del grupo de incompatibili
dad P1 de Pseudomonas aeruginosa, que poseen mayor promiscuidad.
E1 factor RP4.1 (Dixon et af, 1976) ha servido para la transferen
cia intergenérica de 10s genes nif de Klebsiella desde el fijador
artificial E, cols ni6+ a Azotobacter vinelandii (Cannon y Postga
te, 1976). Los autores utilizaron 1a coleccitn de mutantes nif -
de A. vinefandii caracterizados bioqufmicamente por Shah et af.
(1973).
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Con respecto a Rhizbium, (nicamente es posible citar las -
experiencias de transferencia del operén nif deR. trifolii a KLeb
sdiella aerogenes (Dunican y Tierney, 1974), que son comentadas -
en otros apartados. Dado el momento en que aparecieron, estas ex-
periencias fueron el primer indicio de que Rhizobium portaba los
genes nif, un afio antes de que aparecieran 1os primeros trabajos
sobre fijacidn en vida libre.

Los trabajos mds recientes sobre genética de la fijacidon -
constituyen intentos de profundizar en el anilisis de ]a organiza
cién, funcionamiento y regulacién del operdn nif. La expresién de
Tos genes nif e his de Kfebsiefla en Salmonella Typhimwiium ha -
sido estudiada en detalle por Postgate y Krihsapillai (1977). Aun
que no es el caso de Salmonefla, los exogenotes nig podrian hallar
dificultades para expresarse en sus nuevos huéspedes. Con vistas
a los estudios de expresién, Alden y Rogers (1977) han ensayado -
la introduccién de plasmidos-nif en minicélulas de E. col«.

Por otra parte, se han 1levado a cabo experiencias de com-
plementacién intragénica del oper6n nif de Kfebsielfa con objeto
de obtener un mapa de estructura fina (Dixon et al.1977). Parale-
lamente, Ausubel et af, (1977b) han recurrido al uso de endonuclea
sas restrictivas. para la construccibn <n vitho de pequefios plés
midos amplificables a partir de fragmentos de RP4.1-ni{.
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REGULACION DE LA FIJACION DE NITROGENO

La expresion fenotipica de los genes nig, aparte de estar
sometida al control, especifico o no, que sobre ellos ejercen --
otros genes (ej. genes e44 de Rhizobium) posee su propio sistema
de regulacién. Dicho sistema es particularmente bien conocido en
Kebsiella pneumoniae, gracias a 1os trabajos del grupo de la --
Universidad de California en San Diego. La regulacion de Klebsie
La estd sirviendo, ademds, como modelo de trabajo  en Rhizobium.

Modelo de Kfebsiella pneumoniae.

En Tos fijadores libres, la biosfntesis de 1la nitrogenasa
es reprimida por el producto de la fijacién, el amonio, o0 por --
otras fuentes de nitrégeno disponible (Wilson et al. 1943; Strei
cher et al. 1972). La ausencia de represor, es decir, la caren--
cia de nitrégeno fijado en el entorno celular, dispara la biosin
tesis de la nitrogenasa.

E1 modelo de regulacién propuesto para Klebsiella pneumo-
niae ha tomado como ejemplo el mecanismo de regulaci6n de la uti
Tizacién de la histidina (hut) en Klebsiella aerogenes (Prival y
Magasanik, 1971).

La represi6n de la nitrogenasa por el amonio no se reduce
a una inhibicién "feed-back" de la actividad catalftica; se tra-
ta de un sofisticado mecanismo de modulacién en e] que intervie-
ne de forma decisiva la glutamina-sintetasa. La glutamina-sinte-
tasa de Klebsiefla posee, ademds de la actividad catalftica (sfn
tesis de glutamina a partir de amonio y glutamato),una funci6n -
reguladora: en ausencia de amonio, la glutamina-sintetasa activa
la transcripcién del operédn nig, posiblemente por facilitar el -
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anclaje de Ta ADN-ARN polimerasa (Streicher et af.1974; Shanmugam
et al. 1976).

Segin este modelo, la adicién de amonio (o de cualquier otro
de los compuestos que reprimen la biosintesis de la nitrogenasa) -
dispara el sistema enzimdtico que regula la actividad de 1a gluta-
mina-sintetasa. Dicho sistema, conocido como "cascada enzimitica -
de adenilacién", cataliza la modificacién covalente de la glutami-
na-sintetasa, por adicién de radicales adenilo a restos tyr de la
proteina. La adenilaci6n bloguea el enlace de la glutamina-sinteta
sa al promotor nif y la transcripci6n cesa. Es decir, en presencia
de su substrato, la glutamina-sintetasa adquiere la actividad cata
Titica y pierde la capacidad reguladora. Inversamente, en ausencia
de amonio se produce la desadenilacién y la glutamina-sintetasa --
puede anclarse de nuevo al promotor nif y activar la transcripcién.

Existen abundantes pruebas experimentales que aboyan la vali
dez de este modelo. Determinados mutantes que requieren glutamina
(gZnA”) son incapaces de sintetizar nitrogenasa (Shanmugam et af.
1974). Ello parece indicar que la mutaci6n que destruye la activi-
dad catalitica de Ta glutamina-sintetasa puede, al mismo tiempo, -
bloquear la actividad reguladora. Pero ademds, cuando 10s mutantes
K. neumoniae g€nA~ adquieren de nuevo el alelo g£n+ silvestre por
conjugacién con E. cofi F' 133, los hibridos inestables K. preumo-
niae F' 133 / gzn* se comportan como nL5+. (Shanmugam et af. 1974).

E1 hecho de que la glutamina-sintetasa de E. cof( resulte to
talmente activa en K. pneumoniae concuerda con resultados previa--
mente conocidos: la represi6n por amonio de 10s genes nif de KLeb--
siella en E. coli (Dixon y Postgate, 1972) y la afinidad serolégi
ca de ambas glutamina-sintetasas (Tronick et af. 1973).

Otras pruebas a favor del modelo de Streicher et af. {1974)
proceden del trabajo con mutantes constitutivos para la glutamina-
sintetasa (g&€nC™). Aunque no se han obtenido resultados uniformes;



algunos mutantes gfnC~ se comportan como nitrogenasa-constitutivos.
La variabilidad de los resultados no constituye una objeci6n a la
validez del modelo, pues hay que admitir la posibilidad de que la
afinidad de la glutamina-sintetasa por el promotor ni§ pueda ser
diferente en cada mutante (Shanmugam et af. 1974). Una detallada
descripcién del aislamiento de mutantes del tipo inverso, es de-
cir, del promotor nig, se encuentra en Ausubel et af. (1977b). -
Las mutaciones del promotor afectan a la regulacién por la gluta-
mina-sintetasa. Otra elegante prueba ha sido obtenida por Cannon
et al. (1974); cuando se introduce el factor F'nif de E. coli en
K. aernogenes nif ginC™, la actividad nitrogenasa no es reprimida
por la presencia de amonio.

Algunos descubrimientos recientes indican que el mecanismo
de regulacion es mds complejo adin y que la glutamina-sintetasa sé
lo es un elemento de la red de control. Shanmugam y Morandi (1976)
han seialado que la adici6n de casaminodcidos reprime la biosinte
sis de la nitrogenasa. Posteriormente, se ha indicado que combina
ciones mds simples de aminodcidos ejercen el mismo efecto (Shanmu
gam et af. 1977). Por tanto, el mecanismo global de regulacién de
pende de la conversi6n del amonio en aminodcidos; esta conversidn
constituirfa un requisito previo para la represi6n por el amonio
(Shanmugam et al. 1977).

Por otra parte, se ha especulado con la posibilidad de que -
en el operador-promotor nif, ademds del£Locus de anclaje de la ADN-
ARN polimerasa y el punto de fijaci6n de la g]utamina-sintetasa, -
existan otros Loci para la fijaci6n de protefnas reguladoras no co
nocidas. Por ejemplo, se ha sugerido la existencia de algin meca--
nismo de regulaci6n que pudiera reprimir los genes nif en presen--
cia de oxTgeno; podrfa tratarse de una protefna reguladora capaz -
de responder al estado redox de la célula (StJohn et af. 1974). Au
subel et af. (1977a) han aislado mutantes de K. pneumoniae en los



que la expresion de la nitrogenasa es independiente del control de
la glutamina-sintetasa; algunos de estos mutantes "iﬁGS ind SON --
sensibles a la represién por amonio. E11o sugiere la existencia de
un represor sensible al amonio que pudiera ejercer un control nega
tivo sobre la expresién del operdn nif.

Regulacion de la fijacién en Rhizobium.

0'Gara y Shanmugam (1976) han descrito que las especies de Rhi
zobium que fijan nitrégeno en vida 1ibre excretan en forma de amo-
nio la mayor parte del nitr6geno fijado. E11o coincide con los re-
sultados obtenidos en bacteroides de nédulos de soja (Bergersen y
Turner, 1967). Tubb (1976) indica que la raza fijadora libre RhL;g
bium sp. 32H1 excreta amonio al medio cuando el crecimiento tiene
lugar en glutamato, pero no si el amonio es la dnica fuente de ni-
trogeno fijado. Pero 1o mds sorprendente es que, a diferencia de -
los fijadores cldsicos, la presencia de amonio no reprime la acti-
vidad nitrogenasa. (Ludwig, 1978a).

Sin embargo, se ha descrito que la glutamina-sintetasa de Rh{-
zob{um, como la de Klebsiella y la de E. coli, es sensible a 1a re
presién por amonio. Este hecho plantea serios interrogantes en tor
no a la posibilidad de extrapolar a Rhizobium el modelo de Streicher
et al. En los bacteroides existe un bajo nivel de glutamina-sinte-
tasa, insuficiente para utilizar todo el i6n amonio producido por
Ta nitrogenasa (Brown y Dilworth, 1975; Robertson et af. 1975; Kurz
et al. 1975). De esta forma, existe siempre un exceso de amonio, -
susceptible de ser excretado.

Ahora bien, Ludwig y Signer (1976) han obtenido un mutante de
Rhizobium sp. 32H1 gen” que es deficiente en actividad nitrogena-
sa y han demostrado que los mutantes gznc son al mismo tiempo ni-
trogenasa-constitutivos. Estos resultados coinciden con los de Kon
dorosi et al. (1973) en R. mefifoti y, por supuesto, con 10s obte-



nidos en KLebsiella.

Para deshacer la aparente contradicién de los datos se pue-
de interpretar que la clave de la regulacidén, en Rhizobium, se ha
11a en el glutamato. Puesto que el glutamato inhibe no sélo la --
utilizacion del amonio exdgeno sino también la utilizacién del --
amonio intracelular producido por la fijacién, se supone que el -
glutamato es capaz de reprimir las enzimas responsables de la asi
milacibn de NH4, entre las cuales se halla la glutamina-sintetasa
(Tubb, 1976). Si es asi, el glutamato, como responsable de la ex-
crecion de amonio, ejercerfa una funcién crucial determinando el
caracter simbiético y no parasitico de la asociacién Rhizobium-Te
guminosa (Tubb, 1976; Shanmugam et af. 1976).

Evidentemente, Tos datos disponibles son demasiado fragmen-
tarios para obtener de ellos alguna conclusién firme. Si el gluta
mato Unicamente inhibe la capacidad catalitica de la glutamina-sin
tetasa, el modelo de Streicher et al. podria adaptarse a la fija-
cién simbiética. Si, por el contrario, la actividad del glutamato
consiste en una represién de la sintesis de GS, serd necesario ad
mitir que Tos bacteroides se comportan como los mutantes nif des-
reprimidos K. pneumoniae.

Ludwig (1978b) indica que en Rhizobium sp. 32H1 de detec--
tan dos discretas actividades de glutamina-sintetasa. Una de ellas
es practicamente constitutiva; la otra es inducible bajo condicio
nes de limitaci6n de amonio, pero se halla totalmente reprimida -
en exceso de amonio. Estos resultados sugieren que la GS convencio
nal actda proporcionando la glutamina necesaria para la biosfinte-
sis y que la forma inducible facilita el crecimiento en amonio co
mo fuente de nitr6geno. Cualquiera de las dos formas podrfa regu-
lar la expresién de la nitrogenasa.
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TRANSFERENCIA GENETICA EN Rhlzobium

Transformacién

Lo que podemos denominar "la prehistoria de la genética de
Rhizobium" estd representada por una serie de experiencias de --
transformacién 1levadas a cabo en los afios cuarenta y cincuenta.
E1 momento histérico era propicio, puesto que la genética molecu
Tar se hallaba en plena efervescencia. Como la transformacifn --
fué el primer sistema de transferencia descubierto (Griffith, --
1928) y en los afos cuarenta ya era relativamente bien conocido,
es 16gico que las primeras investigaciones en Rhizobium se diri-
gieran en este sentido.

Pero ademds, hasta la reciente introduccién en Rhizobium -
spp. de plasmidos conjugativos exdgenos, la transformacién ha si
do el sistema de transferencia mds eficaz y mis ampliamente usa-
do.

Se han 1levado a cabo experiencias de transformacién con -
ADN, con extractos celulares y con filtradosde cultivo y se ha -
dado cuenta de la transferencia de marcadores de resistencia a -
antibiéticos, nutritivos y de caracteristicas simbi6ticas (espe-
cialmente Hsp/Inf). Desde la perspectiva actual, la significaci6n
de muchos trabajos, y especialmente de los mis primitivos, es du
dosa o puramente simb6lica; en muchos casos la metodologia no --
ofrecia Tas garantfas suficientes. Como sefialaron en su momento
Humphrey y Vincent (1963), los resultados dnicamente son fiables
cuando se usan razas receptoras marcadas. Se citardn pues, las -
experiencias que han cumplido este requisito y alguna de las que
no cumpliéndolo, poseen sin embargo un valor histérico.

La primera referencia a la transformacién de Rhizob{ium spp.
procede de los trabajos de Krassilnikov (1941), relativos a la --
transferencia interespecffica del caracter HSp/Inf+ por medio de



filtrados de cultivos. De todos modos, como sefiala Schwinghamer
(1974), el mayor estimulo para el desarrollo de los estudios de
transformacion en Rhizob{um provino del extenso trabajo explora-
torio de Balassa y colaboradores.

Balassa (1954) di6 cuenta de la transferencia del caracter
Hsp/Inf+usando Tisados obtenidos por ruptura ultrasénica o por -
tratamiento con penicilina. Dichos lisados podfan ser reemplaza-
dos por ADN purificado y la transferencia genética era sensible
a la ADN-asa, hechos que indican fehacientemente que el princi--
pio transformante era ADN. Al transformar una raza de R. Lupind
con ADN procedente de R. trifolii, la raza receptora adquiria la
capacidad de formar nédulos en alfalfa. Para estas experiencias
se utiliz6 un donador Str* y un receptor,Strs, pudiéndose compro
bar que las bacterias aisladas de los n6dulos conservaban el ca-

racter Stx,

ET mismo autor, en trabajos sucesivos (1957, 1960) con ra-
zas de R. Lupini, R. japonicum y R. meliloti, demostré que la fre
cuencia de transformacién depende de tres factores: la transforma
bilidad de 1a raza receptora, la naturaleza de la mutacién que es
transformada y el grado de homologfa genética entre las razas do-
nadora y receptora. En las razas transformables estudiadas por Ba
lassa, la competencia alcanzaba el méximo al principio de la fase
logaritmica de crecimiento y la concentraci6n saturante de ADN se
hallaba entre 0.2 y 0.5 pg/ml.

Muchos de los resultados obtenidos por Balassa han sido con
firmados posteriormente por otros autores. Existe una absoluta una
nimidad en sefialar que el momento de mixima competencia se alcan-
za en la fase logarftmica temprana (Balassa y G&bor, 1961; Zelazna
1963; Mareckova, 1970; Raina y Modi, 1969, 1971). En los trabajos
de Zelazna et af. (1963, 1964) se describe que la competencia de
R. tnifolii se presenta en ciclos, que coinciden aproximadamente
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con el tiempo de generacidén. La frecuencia de Tos ciclos depende
de diversos factores, tales como la concentracién de células, la
aireacibn, la cantidad de polisacdrido extracelular producido y
el medio usado. Resultados similares han sido obtenidos en R. me
Likoti (Zelazna-Kowalska y Lorkiewicz, 1971) y R. fupini (Raina
y Modi, 1972).

En cambio, no existe uniformidad a 1a hora de determinar la
concentracion de saturacién de ADN. Los valores dados por distin-
tos autores desde 0.2 a 40 pg/ml.

Otro punto de controversia se refiere al efecto que el ADN
no transformante tiene sobre el rendimiento del proceso. Balassa
(1957) describe que el ADN no transformante disminuye 1a eficien
cia del ADN transformante, mientras que Zelazna-Kowalska y Lorkie
wicz (1971) dan cuenta del efecto contrario, que atribuyen a una
proteccién inespecifica contra la acci6n de las necleasas. La hi-
potesis de Zelazna-Kowalska y Lorkiewicz parece muy plausible. De
hecho, Raina y Modi (1971) han purificado parcialmente dos nuclea
sas de Rhizobium sp. “"cowpea" y han sugerido que las nucleasas --
pueden ser responsables de la alta concentraci6n de ADN requerida
para la transformaci6n de Rhizobium (sobre todo, si se compara --
con Bacillus subtilis o Haemophilus influenzae).

Un factor particularmente interesante es la cantidad de po-
lisacdrido extracelular producido. E1 polisacdrido capsular inter
fiere 1a transformaci6n; por tanto, es aconsejable utilizar como
receptoras razas mutantes de tipo semirrugoso o rugoso en lugar -
de las razas silvestres de tipo mucoso (Balassa, 1960; Zelazna, -
1963).

En todos los casos, para la expresi6n fenotfpica de la trans
formacién es necesario un perfodo de crecimiento correspondiente a
2-3 divisiones celulares (Balassa y G&bor, 1961; Zelazna, 1963).
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Las frecuencias de transformacién obtenidas con marcadores
nutritivos y de resistencia oscilan desde 10'7 hasta valores cer
canos al 1% (Balassa, 1963; Raina y Modi, 1971). En general, la
frecuencia depende del grado de homologia aparente entre el dona
dor y el receptor. Las frecuencias mis bajas se obtienen en la -
transformacioén interespecifica y las mds altas en la transferen-
cia dentro de una misma raza, particularmente si se usa ADN de -
donadores ya transformados.

Zelazna (1964) sefiala también que la frecuencia de transfor
macién registra un incremento si los cultivos de la raza recipien
te se someten a un enfriamiento previo, de acuerdo con el método
clasico desarrollado para la transformacién pneumoccécica (Hotch-
kiss, 1954).

La lista de marcadores transferidos por transformacién es,
curiosamente, menos extensa que el nidmero de trabajos. La mayor -
parte de las publicaciones mds antiguas se refiere invariablemen-
te a la transferencia de caracteres simbiéticos, sobre todo Hsp/
Inf. Ya se ha indicado anteriormente . la dudosa significaci6n de
algunos trabajos. Esta observacidn es especialmente vdlida para -
aquellas experiencias en las que se usé polisacdrido capsular co-
mo material transformante (Lange y Alexander, 1960; Ljunggren, --
1961), por no existir garantias de la esterilidad de dicho mate--
rial.

Posteriormente, un gran nimero de trabajos han dado cuenta
de la transferencia de marcadores de resistencia y especialmente
del caracter Str’. En 1a Tabla 3 se ofrece un resumen de las ex-
periencias de transformaci6n intra e interespecifica.

Existen también abundantes referencias de transformaci6n in
tergenérica usando Rhizobium como donador o como receptor. Crono-
16gicamente, los primeros datos se hallan en los trabajos de Kras
silnikov (1945), que informé de la transferencia del caracter Hsp/
Inftde Rhizobium a Pseudomonas. Este resultado debe ser juzgado -
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con alguna reserva: en ausencia de bacterias infectivas, las rafi-
ces de lTeguminosas desarrollan con cierta frecuencia pseudondu--
los de origen desconocido.

También se han 1levado a cabo experiencias de transformacién
entre Rhizobium y Agrobacterium. La transformacién es facilmente
demostrable en ambos sentidos. De los marcadores transferidos, po
see particular interés la transferencia a Rhizobium Leguminosarum
de los genes tumorales de Agrobacterium tumefaciens (Kern, 1969).

Un grupo importante de experiencias se refiere a la trans--
formacién, con fines diversos, de Azotobacter con ADN de Rhizobium
spp. Los primeros datos en este sentido fueron facilitados por Sen
et al. (1969), quienes transformaron razas de A. vinelandii y A. -
chrwococcum con ADN procedente de R. Leguminosarum, R. japonicum,
R. melifoti y R. trhifolii. Los marcadores transferidos fueron la -
resistencia a la estreptomicina y la resistencia al cristal viole-
ta.

Sin embargo, estas experiencias han sufrido grandes dificul-
tades, debido a que los factores que regulan la competencia en Azo
tobacter no eran bien conocidos. Los trabajos de Page y Shadoff -
(1976, a,b) han supuesto una gran aportaci6n en este terreno y sus
efectos no se han hecho esperar.

Bishop et a£.(1977) han transformado A. vinelandii nif con
ADN de R. trifolii, obteniendo transferencia del operdn nif y de -

los genes responsables de la aglutinacién con la trifolina. La trans

formacién de A. vinelandii nif a ruﬁﬁ+ también ha sido obtenida --
por Page (1978).

En una experiencia ya mencionada, Maier et af. (19778) des--
criben la transformacibn de A. vinelandii nif con ADN de R. japoni
cum. De 50 transformantes n15+ examinados, 3 habfan recibido tam--
bién los genes que codifican la sintesis del antfgeno 0, que s6lo

+ . ,
estd presente en las razas Inf de R, japonicum.
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Tabla 3

/ Transformacién en Rhizobium spp. /

Fuente

Rhizobium spp.

Rhizobium spp.

R. Lupini

R. meliloti

R. trigolil

R. trnifolii

R. fapondicum

Rhizobium sp."cowpea"

R. tifolii

R. meliloti

Krassilnikov, 1941

Balassa,1953,1957,1960

Balassa y Gabor,1961

Szende et af., 1961

Kleczkowska, 1965

Zelazna, 1963

Mareckova,1969

Raina y Modi,1969,1971

Zelazna-K. y Lorkiewicz,1971

Zelazna-K. y Lorkiewicz,1971

Caracteres
Generales

Strr,Strd,PenF,
Cys™ y otros
Strl", Strd

Profago

Strl
Strl
Ade*
Str¥

Strf

transferidos
Simbidticos

Hsp/Inf+

Hsp/Inf'.Eff"

-

Eff

Inf

Hsp/Inf~



Finalmente, debemos citar que la transformacién intergenéri-
ca ha sido usada para transferir a Rhizob{um algunos plasmidos, con
cretamente el factor RP4 desde E. cofi (0'Gara y Dunican, 1973) y
el factor R1-19drd desde Pseudomonas aeruginosa (Dunican y Tierney
1973). Aparentemente, estas experiencias han perdido relieve desde
que se ha generalizado el uso de la conjugacidén mediada por facto-
res R. Sin embargo, constituyen un precedente interesante de cara
a una eventual introduccidén en Rhizobium spp. de plasmidos no con-
jugativos.

Transfecci6n

S610 se han 1levado a cabo experiencias de transfeccién en R.
meliloti. En todos los casos, tanto la frecuencia de infeccién co-
mo la eficiencia de transfeccién han sido muy bajas (Sik y Orosz,
1971; Staniewski et af. 1971). E1 uso de un fago coadyuvante pue--
de incrementar la frecuencia desde 10'8 hasta los alrededores de -
1076 por molécula de ADN de fago (Kondorosi et af£.1974). E1 uso de
esferoplastos en lugar de células intactas también mejora el rendi
miento del proceso (Staniewski y Rugala, 1975).

Las mayores limitaciones parecen derivarse de la baja compe-
tencia desarrollada por los cultivos, puesto que el incremento de
Ta concentraci6n de ADN no produce un aumento del ndmero de trans-
fectantes (Staniewski y Rugala, 1975).

Conjugacién

Aparte de su interés para la comprensi6n del comportamiento
natural de Rhizobium, la conjugaci6n es un sistema analfitico de -
primera magnitud. La transferencia de amplios segmentos de cromo-
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soma puede ser una herramienta de gran utilidad en el estudio de
la simbiosis. Deben distinguirse, por tanto, dos enfoques (Déna-
rié y Truchet, 1974):

a) la bisqueda de sistemas naturales de conjugacion en Rhi-
zobium spp.

b) la introduccién en Rhizobium spp. de pldasmidos conjugati
vos procedentes de otras bacterias.

Todas las experiencias de bisqueda de un sistema conjugati-
vo natural en Rhizobium spp. han tomado como referencia los traba
Jjos, ya mencionados, de Higashi (1967). En ellos se daba cuenta -
de la transferencia, supuestamente mediada por un pldsmido, del -
caracter Hsp/Inf+ de R. trifolii a R. phaseof(. Sin embargo, a ex
cepcidn del detallado estudio de Heumann y colaboradores en R, -
Lupini, la descripci6én convincente de sistemas conjugativos natu-
rales en Rhizobium spp. ha fracasado. Los trabajos de Bose y Ven-
kataraman (1969), Lorkiewicz et al. (1971) y Kaushik y Venkatara-
man (1972) no han obtenido transferencia con frecuencias suficien
temente alejadas de la de retromutacién espontdnea, por 1o que su
significaci6n es dificil de precisar.

Heumann (1968) describi6 un sistema natural de conjugacién
en R. Lupini, usando marcadores nutritivos y de pigmentaci6n. Por
desgracia, la raza empleada no es capaz de formar nédulos, por lo
que no es Util para el estudio genético de la simbiosis. Heumann
et al. (1971, 1973), Puhler (1972) y Sch¥ffl et af. (1974) han es
tudiado en profundidad dicho sistema de conjugacibn, descubriendo
la existencia de dos factores de fertilidad, Fc y Fd, que activan
1a transferencia de regiones diferentes de) cromosoma. Las célu--
las de R. Lupini son isosexuales Y, en los apareamientos, el ca--
racter de donador y receptor es determinado por el estado fisiold
gico: las células en fase logarftmica actdan como donadoras; las
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células en fase estacionaria actdan como receptoras (Heumann et
al. 1974). Los factores de fertilidad son cromosémicos y duran-
te la transferencia preceden al resto de marcadores del segmen-
to transferido.

Utilizando marcadores de pigmentacién y analizando la se-
gregacion de transconjugantes merodiploides de R. Lupini, Heu--
man y Springer (1977) han demostrado la existencia de verdadera
recombinacidn, haploidizacién y estabilizacién del exogenote den
tro del cromosoma. E1 comportamiento de R. fupini no parece di-
ferir, en este aspecto, del de E. cofi (Laderberg, 1949; Johnson
et al. 1975).

Independientemente del interés de estos trabajos, la ten--
dencia mds general, en los Gltimos afios, ha sido la introduccitn
de plasmidos conjugativos ex6genos en Rhizob<um spp.

E1 factor F'-Lac ha sido transferido de E. cofi K12 A R.2u
pini (Datta y Hedges, 1972). También se ha ensayado la conjuga--
cibn de merodiploides estables de E. coli K12 que 1levan los epi
somas F131, F110 o F133 con mutantes auxotr6ficos de R. Lupini -
(Mergeay et af. 1973). La frecuencia de transmisién de marcadores
nutritivos oscilaba entre 5 x 10'4 y 10-6 por receptor. Los excon
Jjugantes prototr6ficos no resultaron estables Y se supuso que se
trataba de heterogenotes. Los mismos autores obtuvieron el pri--
mer test de complementacién en Rhizobium, mediante la transferen-
cia del factor F'110-met a R. Lupini Met™. Desgraciadamente, la -
raza silvestre usada inducfa la formaci6n de n6dulos inefectivos
en todos los huéspedes probados; su utilidad para el estudio de -
la simbiosis es evidentemente escasa.

Hasta el momento, los pl&smidos ex6genos que proporcionan -
mejores resultados para el anilisis genético de Rhizob{um son los
factores R del grupo de incompatibilidad P1. Dichos pl&smidos, --
que son capaces de promover transferencia cromosémica en su huds-
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ped primario, Pseudomonas aeruginosa (Stanisich y Holloway, 1971),
poseen una gran promiscuidad dentro de Tas bacterias gramnegativas
(Datta et af. 1971; Olsen y Shipley, 1973). Son facilmente trans-
feribles a E. cofi (Sykes y Richmond, 1970), pero su mayor utilidad
es la promocién de transferencia cromosémica en algunas especies
bacterianas que no parecen poseer factores sexuales propios: Acdine
tobacter caleoaceticus (Towner y Vivian, 1976), Pseudomonas glyci-
nes (Lacey y Leary, 1976), Agrobacterium tumegfaciens (Chilton et
al. 1976), etc.

Los pldasmidos R del grupo de incompatibilidad P1 poseen, CO-
mo otros muchos factores R, unidades complejas de transposicifn, -
del tipo denominado Ty segiin la nomenclatura de Campbell et al. --
(1977). La genética de los elementos de insercién y de transposi--
cion explica algunas particularidades del comportamiento de los --
factores R del grupo P1. Se supone que las secuencias Tn sSOn res--
ponsables de l1a inserci6n del plasmido en el cromosoma bacteriano
(Heffron et al. 1975) o en otro plasmido (Jacobyy Jacob, 1977). La
construccidn {n vitho de R-primas no incrementa la eficiencia del
factor RP4 para movilizar cromosoma, a diferencia de 1o que ocurre
entre los factores F y F' de E. coli (Low, 1972). Ello parece indi
car que el nivel de homologfa no es el factor limitante de la movi
11zaci6n de cromosoma por el factor RP4 y similares. Como ademfs -
todos los factores R del grupo P1 pueden insertarse en miltiples -
lugares del cromosoma huésped, puede aventurarse la hip6tesis de -
que la capacidad de insercién reside en las secuencias Tn. En cual
quier caso, se ha comprobado que la inserci6n del factor R68.45 en
el cromosoma de £. coli requiere una funcién iecA (Kondorosi et af.
1977).

E1 factor RP4 (Datta et al., 1971) ha alcanzado gran populari
dad. Es f&cilmente transmisible de E. coli a R. trnifolii (Datta y
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Hedges, 1972), R. metiloti (Datta y Hedges, 1972) R. Leguminosarum
(Beringer, 1974) y R. Lupini (PUhler et af. 1974). Es igualmente
transmisible en cruces intraespecificos de R. Leguminosarum (Berin
ger, 1974, 1976), R. Lupini (Pihler et af. 1974) y R. meliloti --
(Meade y Signer, 1977). En todos los casos se ha demostrado movili
zacibn de cromosoma. Meade y Signer (1977) han usado el factor RP4
para construir un mapa de ligamiento de R. mefifoii. Hooykaas et
al. (1977) han obtenido la transferencia, mediada por RP4, del plas
mido tumorogénico TI de Agrobacterium Lumegaciens a una raza (no -
especificada) de Rhizobium. Boucher et af. (1977) han introducido,
por medio de RP4, el bacteri6fago Mu de E. coli en Pseudomonas s0-
Lanacearum y en R. meliloti.

Ultimamente, el factor RP4 estd siendo desplazado por un nue
vo factor R del mismo grupo de incompatibilidad, denominado R68.45
(Haas y Holloway, 1976). Se trata de un pldsmido mds eficiente pa-
ra arrastrar cromosoma y por tanto de gran utilidad para la cons--
truccién de mapas de ligamiento. Con este fin ha sido usado en R,
mefiloti (Kondorosi et al. 1977) y R. Leguminosarum (Beringer et
al. 1978). Se ha demostrado que el factor R68.45 puede promover cru
ces interespecificos, al menos entre R. Leguminosarum y R. meliloitsi
(Johnston et af. 1978). Los primeros autores describen la forma--
cién de R-primas.

E1 mapeo cromosémico es de capital importancia para la detec
cibn y localizacién de los genes simbi6ticos de Rhizobium. Ya se -
ha indicado que las mutaciones de dichos genes no son selecciona--
bles in vitro; pero es importante disponer de un mapa cromosémico
para poder localizar las que se vayan descubriendo. Antes de la in
troduccién del uso de factores R, se habfa intentado la construc--
ci6n de mapas de 1igamiento por conmutacién, aprovechando la capa-
cidad de la Nitrosoguanidina para "barrer" las zonas en replicacién
(Cerdd-0lmedo et af. 1968). No se han obtenido resultados relevan- -
tes (véase Dénarié y Truchet, 1974). ‘

Hoy por hoy, los mapas de ligamiento elaborados son relativa




Tabla 4

/ Mapas cromosdmicos de ligamiento en Rhizob.<um spp. /

Promocién de

Especie Fuente la_transferencia N° marcadores
R. Lupinc Heumann et al. 1971 Factores endégenos 18
fc y 4d
R. meliloti Meade y Signer, 1976 RP4 20
R. melilots Kondorosi et af. 1977 R 68.45 19

~

. Leguminosasum Beringer et af. 1978 R 68.45 16



mente cortos. Todos ellos, sin embargo, representan la puesta a
punto de la metodologia adecuada. Es de suponer que podrdn ser an
pliados en breve. En la Tabla 4 se ofrece una relacién de los ma-
pas disponibles.

Transduccion

Aunque Heumann et af. (1972) han descrito brevemente un sis
tema de transduccidn general por el fago p-1 en R. Lupini, la ma-
yor parte de las referencias sobre transduccién en Rhizobium pro-
ceden de trabajos 1levados a cabo en R. mefifoti.

Sik y Orosz (1971) descubrieron que el fago 16-3 de R. meld
Loti (Szende y Ordogh, 1960) era capaz de 1levar a cabo transduc-
cidon especializada. Trabajos posteriores (Svdb et af. 1973; Svéb
et al. 1978) han precisado las caracteristicas del sistema R. me-
Likots / 16-3. La transducci6n especializada se restringe a un mar
cador cys, con una frecuencia de 10'6-10'7 por unidad formadora -
de placa. La mayor parte de los transductantes son heterogenotes
para el marcador cy¢+ y producen lisados HFT (10'2
madora de placa).

por unidad for

También se ha descrito un sistema de transducci6n generali-
zada por medio del fago de R. mefifoti denominado L5 (Kowalski, -
1967). Dicho sistema ha sido aprovechado para el estudio de mutan
tes auxotroficos de R. meliloti con alteraciones del caracter Eff.
En esos mutantes, es importante saber si un mismo gen controla si
multaneamente la capacidad fijadora y la via metab6lica alterada
o si, por el contrario, existen dos mutaciones vecinas (posibili-
dad a tener muy en cuenta si los mutantes han sido obtenidos con
nitrosoguanidina). Las experiencias de cotransduccién en mutantes
Leu” y Lys™ (Kowalski, 1970, 1971, 1976; Kowalski y Dénarié,1972)



han permitido detectar la existencia de los tres hipotéticos ge-
nes eff descritos en el apartado de mutaciones que alteran la --
efectividad.

Hasta ahora, la transducci6n no ha podido ser usada mas am
pliamente por la falta de un mapa "bruto" de ligamiento que per-
mita planificar, con unas minimas posibilidades de éxito, los --
andlisis de estructura fina.
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ORIGEN Y EVOLUCION DE LOS SISTEMAS FIJADORES DE NITROGENO

Filogenia de la nitrogenasa

La nitrogenasa posee dos caracterfsticas que parecen indi-
car un origen muy antiguo: el caracter reductor y el requerimien
to de anaerobiosis. Estos rasgos parecen los mis adecuados para
un enzima que hubiera de funcionar en la primitiva atmbsfera anae
robia (Postgate, 1971). Téngase en cuenta que el desarrollo de la
nitrogenasa en la atmdsfera oxidante actual exigiria la existen--
cia previa de los sofisticados mecanismos de exclusién del oxige-
no y del sistema de transporte de electrones a la nitrogenasa, no
menos complejo. Resulta dificil admitir que las ferredoxinas y la
flavodoxina de Azotobacter, a las que no se conoce otra funcién -
que la cesidn de electrones a la nitrogenasa, hubieran podido sub
sistir sin ser eliminadas antes de la adquisicidn de 1a capacidad
fijadora (Dilworth, 1974).

Si la nitrogenasa es, en efecto, un sistema enzimitico anti
guo y se desarrollé durante la fase de evolucién bi6tica en que -
el NH3 era abundante (atmésfera NH3/CH4), pudiera darse la parado
ja de que su funcién original no fuera la fijaci6én de nitr6geno,
sino Ta destoxificacién del medio en andlogos de substratos, ta--
les como cianida o acetileno (Silver y Postgate, 1973). Ahora bien
Ta imposibilidad de determinar las condiciones geoquimicas en que
surgid la nitrogenasa de pie a otra hip6tesis: el sistema pudo sur
gir bajo la atmbsfera de N2/002 Y, al desarrollarse la atmosfera
oxigénica, persisti6 en los organismos anaerSbios que posefan me-
canismos de proteccifn, mecanismos que resultaron favorables en -
las nuevas condiciones. La irregular e impredecible distribucifn
de la nitrogenasa en los diferentes grupos taxondmicos de microor
ganismos y la escasez de fijadores anaer6bios avalan esta hip6te-
sis (Postgate, 1974).
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Las objeciones en contra del origen ancestral de la nitroge
nasa resultan menos convincentes que las pruebas a favor. Se ha -
interpretado que la similitud de] sistema nitrogenasa en todos --
Tos organismos fijadores podria indicar un origen reciente, pues
una larga evolucidn habria dado oportunidades de diversificacién.
Sin embargo, existen sistemas enzimdticos de probada antiguedad,
como el citocromo C, que no se han diversificado: cuando hay razo
nes funcionales poderosas, la naturaleza es conservadora (véase -
Monod, 1970).

Otra objecién se basa en la inexistencia de eucariotas fija
dores de nitrégeno; se ha sugerido que la nitrogenasa pudo surgir
demasiado tarde para ellos, de manera que 1a rigidez genética y -
la aerobiosis les impidieron adquirir los genes nif. Pero también
es posible que los predecesores ancestrales de Tos eucariotas fue
ran anaerobios no fijadores o anaerobios que perdieron algunos --
sistemas enzimdticos, quizds la nitrogenasa, al sobrevivir en la
atmosfera oxidante.

E1 registro fésil no proporciona datos importantes respecto
a la fijaci6n de nitrégeno. Sin embargo, si el alga fosil Gunglin
ta minuta poseia heteroquistes,la existencia de organismos fija-
dores podrfa remontarse a 2.000 millones de afios (Dilworth, 1974).

Dentro del mundo bacteriano, la existencia de los genes nif
en bacterias coliformes (KLebsiella), que poseen refinados siste-
mas de transferencia genética, indica la posibilidad de que la fi
Jjacion haya sido transferida de unos microorganismos a otros. El
cardcter promiscuo de algunos plasmidos potencialmente conjugati-
vos, como los factores R de Pseudomonas, acentla esta posibilidad.

Shanmugam y Valentine (1976) proponen, como hipétesis de --
trabajo, que el segmento nig§ de Klebsiella puede provenir de otro
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microorganismo del suelo. Un estudio comparativo de los mapas de
Tigamiento de Klebsiella.y E. coli revela una gran homologfa; con
Cretamente, la regidn gnd- his - shiA de E. coli y Ta hombloga de
Klebsiella s61o se diferencian en la interposicidon del operdn nif
entre his y shiA. E110 da pie a la idea de una insercidn. ‘

Por otra parte, el hecho de que los genes nif sean facilmen
te expresados en E. cofi y sean regulados, como en Klebsiella, por
la glutamina-sintetasa autoriza otras consideraciones. Es posible
que E. cofi haya podido adquirir, en algin momento, 10s genes wni{;
pero dado el escaso valor adaptativo que poseen en el medio natu-
ral de este microorganismo, han podido ser eliminados. Desde el -
punto de vista de la economia celular, las mutaciones y/o deleccio
nes que significan una simplificacién del metabolismo pueden resul
tar ventajosas (Zamenhoff y Eichhorn, 1967).

Origen y evolucién de la simbiosis RAilzobium-leguminosa

Aparte de la complejidad del sistema, los planteamientos en
torno a la filogenia de la asociaci6n Rhizobium-leguminosa encuen
tran otro obtdculo: no conocemos ningdn sistema intermedio entre
la estricta simbiosis y las asociaciones laxas. Los n6dulos folia
res de Psychotria, que podrian ser un ejemplo de simbiosis bacte-
riana intracelular, no son fijadores de nitrégeno (Becking, 1971).

Segln la hip6tesis de Parker (1957), Rhizobium podria proce
der de un fijador libre, del que la seleccién natural ha extrafdo
formas cada vez mis dependientes de la planta. La primitiva aso--
ciacién Rhizobium-leguminosa pudo, por tanto, reducirse a una adap
taci6n ecolégica, del tipo de las que actualmente establece Azos
piilbum brasiliense (antes Spirnillum Lipoferum, Dobereiner et al.
1973).




La seleccién pudo hacerse a favor de caracteres tales como
la represién de la nitrogenasa en vida libre, la capacidad de in
vadir el cortex radical y la dificultad de replicaci6n en el ci-
toplasma eucariético. En la hipétesis de Dilworth y Parker (1969)
se 11egd a sugerir que Rhizobium podia haber depositado en la --
planta una parte de 1a informacién genética necesaria para la fi
jacion. Pero el descubrimiento de la fijacién 1ibre y las expe--
riencias de transferencia genética han indicado que estas bacte-
rias poseen la informacién nig y que las limitaciones se hallan
inicamente a nivel de expresién.

E1 parentesco taxondmico entre Rhizobium y Agrobacterium -
plantea otra posibilidad. La simbiosis Rhizobium-leguminosa po--
dria ser el resultado de la atenuaci6n de una relaci6n parasiti-
ca. La planta habria conseguido imponer determinadas modificacio
nes; el control del glutamato sobre la excrecién de amonio podria
~ Ser una de ellas.

Reijnders (1976), baséndose en 1a descripci6én de algunas -
infecciones anémalas de Riizobium, propone que Rhi{zobium y Agro-
bacterium podrfan derivar de un antecesor comin. La infeccidn a
través de lesiones, semejante a la de Agrobacterium, reflejaria
los primeros estadios de la simbiosis. La infeccién "normal" en
la actualidad, a través de Jos pelos radicales, que no es comin
a todas las leguminosas, serfa una modificacién secundaria, se-
leccionada bajo la presién de la planta; para ésta, la localiza
ci6n de los nédulos en los puntos mds adecuados para la asimila
cion del amonio liberado posee sin duda un gran valor adaptati-
vo. Reijnders supone que la divergencia entre Rhizobium y Agro-
bacterium a partir de un ancestral "Proto-Rhizobium" pudo ser -
consecuencia de la adquisici6n de un fragmento de ADN, quizds -
un plasmido, que contuviera los genes nig.
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PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Los progresos realizados en la Gltima década han abierto un
gran nimero de posibles vias de aplicacion de la fijacion bioldgi
ca. Postgate (1977) sefiala las siguientes l1ineas maestras:

1. Intensificar la explotacién de sistemas fijadores ya exis
tentes, tales como las leguminosas exdticas, las asociaciones con
no leguminosas de tipo arbustivo, las asociaciones de bacterias -
fijadoras libres con plantas herb&ceas y un mayor uso del "abona-
do en verde".

2. Aumentar la efectividad de los sistemas existentes, ase-
gurando la expresi6n de los genes nif, alterando los sistemas de
control genético para evitar la represién por el nitrégeno fijado,
evitando la pérdida de capacidad fijadora por evolucién de hidré-
geno, modificando 1a eficiencia de captacion de metales especia--
les como Mo y Fe y/o alterando el comportamiento de la planta en
la simbiosis.

3. Construir nuevos sistemas fijadores de nitrégeno, obte--
niendo hibridos somdticos de plantas de cultivo y plantas natural
mente fijadoras y/o introduciendo los genes nif dentro de nuevas
razas de microorganismos comensales o simbifticos.

4. Transferir a plantas la capacidad fijadora.

a) construyendo virus ADN o pldsmidos transferibles y utili-
zarlos como vectores para introducir en la planta los genes nif.

b) asociando los genes nif a ADN de las mitocondrias o los -
cloroplastos de la planta.

c) intentando que la planta capte como orgdnulos potenciales
a microorganismos fijadores de nitrdgeno.

5. Introducir los genes nif en bacterias del rumen y usar mi
croorganismos fijadores de nitr6genocomo pienso animal.



Tanto el aislamiento de mutantes nitrogenasa-constitutivos
como la obtencién de nuevos fijadores parecen objetivos asequi--
bles a corto plazo. A partir de los datos conocidos en K. preumo
niae, Shanmugam y Valentine (1975) han sugerido la posibilidad -
de aislar mutantes ni4-desreprimidos de algas verde-azuladas. Co
mo estos organismos utilizan una fuente de energfa ilimitada (la
energia solar) constituirfan un sistema ideal para la produccion
de nitrbgeno fijado. Ahora bien, recientemente se ha advertido -
que el incremento de 1a produccién de amonio por microorganismos
del suelo y del agua puede representar un peligro ecoldgico (No-
ta aparecida en Science, 7196, 639; 1977). La superproduccion de
amonio puede provocar descensos en la temperatura, a]ca]inizacidn
del agua y del suelo y contribuir al adelgazamiento de la capa de
o0zono atmosférico.

La introduccion del operdn nif en nuevos huéspedes, aunque
en £. coli haya sido facil, puede presentar dificultades. De he-
cho, la transferencia de los genes nif a A. tumegaciens ha falla
do a nivel de la expresi6n (Dixon et al. 1976). Pero ademds, su-
puesto que la transferencia indiscriminada del operédn nif fuera
posible, convendrfa actuar con prudencia, en previsidon de efectos
pleotrbpicos inesperados, de tipo patégeno (A.H. Gibson, en el -
Symposium de Brookhaven).

La posibilidad de modificar las caracteristicas de la sim-
biosis Rhizobium-leguminosa, o de extender la capacidad nodulati
va de Rhizobium a plantas de otras familias parece un objetivo -
nds ambicioso. Quizds las mayores esperanzas puedan derivarse de
la obtencién de hibridos somiticos de leguminosas y otras plan--
tas (Constabel et af. 1975), aunque es dificil prover el compor-
tamiento de los hibridos.

Pero la especulaci6n mds sugestiva es, sin duda, el proyec
to de construir plantas fijadoras de nitrégeno. En un trabajo re
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ciente (Schell y Van Montagu, 1977) se examina detenidamente 1la
posibilidad de utilizar el pldsmido TI de A. Lumefaciens para in
troducir los genes ni§ en plantas. Por otra parte, las experien-
cias de Ausubel et af. (1977), transfiriendo partes del operfn -
niy de K€ebsiellfa a un pequefio pldsmido amplificable, muestran -
que Ta construccién 4n vitro de un plasmido o un virus nif es ase
quible a la ingenieria genética.

Un problema que puede presentarse en cualquier sistema fi-
Jador nuevo es la exclusién del oxigeno. Los métodos desarrolla-
dos por Tos sistemas existentes son sin duda el producto de una
larga evolucidn. Es dificil predecir si en algin huésped nuevo -
podrd existir algdn mecanismo, aunque sea inespecifico, de pro--
teccin de la nitrogenasa. Lo que es evidente es que un ciclo fa
til de sintesis y degradaci6én de la enzima no poseerfia ninglin ren
dimiento.

En cambio, un problema te6ricamente grave, la expresi6n del
operbn nif bacteriano en las células eucariéticas, parece salva-
ble gracias a los recientes progresos de la genética molecular de
plantas (véase Ledoux, 1975). |

Estas brillantes perspectivas, algunas de las cuales son --
bien préximas a la realidad a pesar de que parezcan rozar la cien
cia-ficcidn, son el fruto de una década de esfuerzos en diferen--
tes comunidades cientfficas. La urgencia de los problemas socia--
les que la agricultura debe resolver exige proseguir, o incluso -
multiplicar, dichos esfuerzos. E1 reto existe ya; es necesario es
perar que la sociedad sepa dar, a tiempo, su respuesta.
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Microorganismos

Rhizobium meliloti, razas silvestres Rm2, Rm203, Rm402, aisla-
das de nédulos de raices de alfalfa en los laboratorios de la Sec-
cién de Microbiologia de la Estacién Experimental del Zaidin.

R. meliloti, raza Rmdc, curada del plasmido PG por tratamien-
to con naranja de acridina (Palomares et af.1978). Es resistente -
al fago AL1 (Corral et af. 1978).

R. meldiloti, coleccidn de mutantes.Las mutaciones auxotréficas
han sido inducidas por tratamiento, simple o secuencial, con Nitro
soguanidina. Las mutaciones de resistencia a la estreptomicina y -
rifampicina son de origen espontdneo.

R. meldiloti GRC3, lisogénica para el fago AL1l, aislada en los
laboratorios de la Secci6n de Microbiologia de la Estacién Experi-
mental del Zaidfn. |

E. coli X193 (Curtiss y Renshaw, 1969).

Pseudomonas aeruginosa PAO25 ang 10 Leu (R68.45), proporciona
da por B.W. Holloway, Monash University, Clayton (Australia).

Pldsmidos

PG de R. melilotl (Palomares et af. 1978). Codifica la induc--
cion de poligalacturonasa (Olivares et al. 1977) y la sensibilidad
al fago AL1 (Corral et af. 1978).

R68.45 de P. aeruginosa (Haas y Holloway, 1976). Confiere re--
sistencia a la ampicilina, neomicina/kanamicina y tetraciclina. Es
autotransmisible y puede promover transferencia cromosémica. Perte
nece al grupo de incompatibilidad P1.
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Bacteriffagos

DF2 y AL1, ambos especificos de las razas silvestres de R. me-
Likoti. ALL es incapaz de infectar a las razas curadas del pldasmi-
do PG (Corral et af. 1978). Han sido proporcionados por el Departa
mento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de Granada.

T4 de E. coli, procedente del Centro de Distribucién de Microor
ganimos de Lausanne.

Planta

Medicago sativa L. (alfalfa).

Medios de cultivo

E1 medio base utilizado para el aislamiento Yy conservacién de
las razas de Rhizobium en el laboratorio ha sido el medio 79 de -
Allen (1951), cuya composicién de detalla a continuacién:

POLHK, ol 0.6 g
SO4Mg CTHSO e 0.2 g
CO3Ca ................ 3.0g
CiNa ..., 0.2 g
Manita ............... 7.6 g
Glucosa .............. 2.4 g

Extracto de Tevadura (1)260 m1
Agua corriente ....... 740 ml

Agar(para medio s61ido) 17 g

Esterilizaci6n a 155°C ...... 20 minutos




(1) E1 extracto de levadura es el filtrado de la mezcla de

250 g de Tevadura de panaderia con dos litros de agua, al cabo

de 3 horas de ebullicidn.

En las experiencias de ajslamiento, este medio se usa adi--
cionado de cristal violeta a la concentracién 1: 80.000, ya que

ademas de inhibir el crecimiento de hongos y de muchas bacte---
rias Gram-positivas, facilita la identificacién de Rhizob<ium en
- presencia de los posibles contaminantes.

Para el crecimiento de Ri(zobium en medio 1iquido se ha uti-

lizado fundamentalmente el medio YGT.

Glucosa ............... 1.5¢
Triptona .............. 0.5¢
C]2Ca . 2H20 .......... 5 mM
Extracto de levadura .. 0.25 g
(@xoid)
Agua ... .ot 100 ml
2] S 6.5-7.0
Esterilizacion a 115°C ..... 20 minutos

Como medios minimos (M) se han empleado indistintamente el
de Ferry et al. (1959) y el de Hooykaas et af. (1977) modifica-

Medio de Ferry et af,

PO4H2K ................ 2.26 g
P04HNa2 . 12H20 ....... 11.94 ¢
SO4Fe . 7H20 .......... 0.07 g
SO4Mg . 7H20 .......... 0.19 g
C12Ca . 1H20 .......... 0.01 g

Biotina ............... 12 ug



Glucosa ............... 18 g
SO4(NH4)2 ............. 6.6 g
Agua desionizada ...... 1 Tlitro

Agar purificado(BBL)... 17 g

Esterilizacidon a 115°C ...... 20 minutos
(1) Conviene esterilizar la glucosa por separado.

Medio de Hooykaas et af. modificado.

Manita ................. "10 g
N03K ................... 0.6 g
504(NH4)2* ............. 0.4 g
C12Ca . 2H20 ........... 0.1g
SOzMy . Ho0 vevinnnnt 0.25 g
P04H2K ................. 1.0¢g
P04HK2 ................. 1.0g
ClaFe vvvvniniiiini, 0.01 g
Citrato férrico ........ 10 ml
S0 Mn . THoO iy 1 m
SO4Cu . 5H20 ........... 0.1 ml
SOgZn wviiiiiiiniilt 0.1 ml
BO3H3 .................. 0.1 ml
M004Na2 ................ 0.1 ml
Agua desionizada ....... 1 Titro

PH vttt 6.5-7.0

(*) Inclufdo por nosotros.



Cuando para la preparacidn de medios selectivos es necesaria
la adicion al medio minimo de determinados factores de crecimien
to, se preparan soluciones concentradas de los mismos, que se es-
terilizan por el calor o filtracién y se afiaden para obtener la
concentracién final de 1mM/1.

En las experiencias de purificacibn, enriquecimiento y titu-
lacion de fagos de R. mefiloti se han empleado los medios YSA --
(yeast-sucrose-agar) e YSB (yeast-sucrose-broth) (Vincent, 1970):

SaCaArosSa ...c.eevenenen.. 2.5 g
P04HK2 ................. 0.5¢
SO4Mg. 7H20 ............ 0.2 g
504Ca .................. 0.16 g
CiNa .. it 0.14g
C13Fe ....... Cereeeeaes 0.02 g
Extracto de Tevadura ... 0.5 g
(0Oxoid)
Agua ..........ciivinnnn 1 Titro
Agar (para YSA) ........ 15 g
pH ..... e teeretea e 6.5-7.0

Esterilizacién a 115°C ..... 20 minutos
Para la preparacifn de YSA semiblando, el agar se adiciona

a la concentraci6n de 0.7%.

Los cultivos de E. coli y P. aeruginosa se han llevado a ca-
bo en agar nutritivo y caldo nutritivo (Harrigan y McCance, 1969):
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Agua ................... 1 Titro

Agar ... ... ol 15 ¢
¢ 7.2
Esterilizacion a 115°C .... 20 minutos

En las experiencias de conjugacién se ha utilizado como so--
porte el medio Nutrient Agar (BBL): 2.3 g/100 ml1 agua.

Antibidticos

Los antibi6ticos empleados en los diferentes medios selecti-
vos fueron previamente disueltos en agua y esterilizados por fil
tracion (poro de 0.45 u). Se han usado a las siguientes concen--
traciones finales (mg/1):

Estreptomicina, sulfato (CEPA) ............ 1000
Kanamicina, sulfato (Beecham) ............. 25
Tetraciclina base (ICN) ........oouvrnon... 10
Rifampicina (Sigma) ....................... 10

Ampicilina(Beecham) .................... v 10

Solucibn nutritiva

Los cultivos hidropénicos de alfalfa, en los que se han rea-
lizado las experiencias de infectividad y las curvas de viabili-
dad de razas, se han 1levado a cabo indistintamente en la solu--
Cion nutritiva de Hewitt (1952) o en la de Rigaud y Puppo (1975).

Solucibn de Hewitt:
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P04H2Na . 1H20 .......... 0.20 g
SO4Mg . 7H20 ............ 0.36 g
Citrato férrico ......... 0.02 g
SO4Mn . 4H20 ............ 0.02 g
SO4Cu . 5H20 ............ 0.002 g
SO4Zn ................... 0.003 g
BO3H3 ................... 0.018 g
M004Na2 ................. 0.00035 g
Agua destilada .......... 1 Titro

P04HK2 .................. 0.2 g
SO4Mg. 7H20 ............. 0.2 g

[ G 0.2 g
SO4Ca . 2H20 ............ 0.12 g
EDTA FeNa2 .............. 0.025 g
M004Na2 . 2H20 .......... 0.004 ¢
Agua destilada ....... oo 1 litro

Los restantes microelementos se adicionan a las concentracio
nes descritas para la solucién de Hewitt.

Tampén Tris-maleico

La preparacién del tamp6n tris-maleico se ha 1levado a cabo
segiin las indicaciones de Jiménez S&nchez (1974).

Solucién A: Tris-hidroximetil-aminometano ....... 0.2 M
Acido maleico ....vvivriinnnennnennns 0.2 M
Solucion B: NaOH ............... e reneeeoaesnae 0.2 M




Se mezclan 50 ml de Ta solucién A y 56 ml de la solucién B.
Se adiciona agua hasta 200 ml y se ajusta el pH a 7.5, si es ne-
cesario. E1 tamp6n debe esterilizarse por filtracion.

Obtencidn de mutantes auxotréficos de R. meliloti por tratamiento
con Nitrosoguanidina (NG)

Se ha utilizado 1a técnica de Cerdd-Olmedo et af. (1968), --
adaptada a R. melifoti. La concentracién 6ptima de N-metil-N'ni-
tro-N-nitrosoguanidina (Sigma) se halla alrededor de 180 ug/ml.
E1 cultivo debe hallarse en fase logaritmica y la densidad debe
ser, al menos, de 107 células/ml. E1 cultivo se centrifuga y se
lava dos veces con tamp6n Tris-maleico (pH 7.5): y a continua--
cidn se resuspende en la solucién de Nitrosoguanidina. Dicha so-
tucidn, previamente preparada en tampén Tris-maleico, debe guar-
darse congelada y en la oscuridad hasta el momento de ser usada.
E1l tratamiento se realiza a 28°C, en agitacién, durante una hora.

Transcurrido el tiempo de contacto, el cultivo se centrifu-
ga y se lava dos veces con tampén Tris-maleico, con el fin de eli
minar la Nitrosoguanidina. E1 sedimento se resuspende en medio -
complejo (YGT 1fquido) y se incuba durante 5-6 horas. Se hace una
diluci6én 1/5 se incuba de nuevo, durante un minimo de 5-6 horas.
Entonces el cultivo es centrifugado en medio minimo adicionado de
penicilina (1000 U/m1), con el fin de eliminar los prototrofos su
pervivientes. '

AT cabo de 10-12 horas de incubaci6n, el cultivo se centrifu
ga y se lava con medio minimo, para eliminar los restos-de peni-
cilina. Tras 2-3 lavados, se siembran placas de medio completo -
(Medio 79 adicionado cristal violeta).

Esta metodologfa puede simplificarse considerablemente sin -
que ello afecte a la eficacia del tratamiento (Cerdd-01medo, co-



municacion personal). Los lavados con tamp6n y el enriquecimiento
con penicilina han sido suprimidos. E1 cultivo en contacto con la
Nitrosoguanidina puede ser diluido 1/10 Yy sembrado directamente -
en placas de medio completo.

Aislamiento, purificaci6n y caracterizaci6n de los mutantes auxo-
trofos

Al cabo de 5-7 dfas de incubacién a 28°C, las colonias super-
vivientes del tratamiento con Nitrosoguanidina son replicadas en
dos series de placas (Medio 79 y medio minimo) para seleccionar -
las posibles auxotrofas. Usualmente, las réplicas se han 1levado
a cabo con palillos estériles. Cuando se 1leva a cabo una mutagé-
nesis secuencial, deben afadirse al medio minimo los nutrientes -
cuyo requerimiento ya habfa sido detectado previamente.

Las colonias supuestamente auxotrofas son purificadas 3-4 ve-
ces como garantfa de homogeneidad. Cumplido este requisito, se pro
cede a determinar la frecuencia de reversién. De forma rutinaria,
se han desechado las razas cuya frecuencia de reversién era supe-
rior a 1077,

La caracterizaci6n de las razas auxotr6ficas se ha 11evado a
cabo siguiendo el esquema de Holliday (1956).

Seleccibn de mutantes resistentes a antibidticos

Se ha utilizado el medio s61ido 79, adicionado de cristal vio
leta y del antibiético. En el caso de la estreptomicina, la concen
tracién final adecuada es de 1000 ug/ml; en el caso de la rifam-
picina, 20 ug/ml.

Las placas de Petri con el medio apropiado se siembran con una



suspensidn densa de la raza elegida de R. meliloti. La densidad
del cultivo debe ser como minimo de 1, que corresponde aproxima-

damente a 2 x 109 celulas/ml.

La frecuencia de aparicién de mutantes naturalmente resisten
tes se halla entre 107/ y 107
suelen ser mds bajas. Usualmente, las colonias resistentes apare
cen al cabo de 5-7 dias de incubacién a 28°C.

» pero las frecuencias de reversion

Enriquecimiento y titulacién de las suspensiones de los fagos de
R. meliloti y E. cofi que han sido usados

Se han utilizado matraces de 250 ml conteniendo 50 ml del me
dio adecuado en cada caso (YGT para R. meliloti y caldo nutriti-
vo para E. coll). Se adiciona simultdneamente 1 ml de suspensién
densa de la bacteria especifica y 1 ml de la suspensién del fago
correspondiente. En todos los casos se ha mantenido un testigo,
no inoculado con fago.

Los matraces se incuban en agitaci6n durante 18-24 horas, a
26°C para Rhizobium y a 37°C para E. coli. Pasado este tiempo,
los lisados obtenidos se someten al tratamiento con cloroformo -
(1%) y posterior centrifugacién a 5.000 rpm durante 15 minutos;
de esta forma se eliminan las bacterias supervivientes.

Los sobrenadantes se reparten en tubos estériles y se mantie
nen a 28°a 37°C durante 24 horas; la ausencia de turbidez se to-
ma como garantfa de esterilidad. La conservaci6n de las suspen--
siones de fago se 1leva a cabo a 4°C.

Para la titulaci6n de las suspensiones de fago se han segui-
do las recomendaciones de Winkler et af. (1976) y utilizando la
técnica de la doble capa (Adams, 1966).

La bacteria y el fago se mezclan en tubos que contienen 3 ml



del medio semiblando apropiado, mantenidos en sobrefusidn en un
bafo termostatizado (45°C). Es conveniente utilizar una serie -
de diluciones al décimo de la suspension de fago. Se inocula 0.1
ml de la dilucidén de fago correspondiente.

Después de la incubacidn en condiciones apropiadas (28°C pa-
ra R. meliloti; 37°C para E. coli) durante 24-48 horas, se cuen-
ta el nimero de placas 1iticas y se calcula el nimero minimo de
unidades formadoras de placa (Luria, 1940).

Induccién de estirpes lisogénicas de R. mefifoti con Mitomicina C

La induccién com mitomicina C (Sigma) ha sido usada con varios
fines: caracterizacion de razas lisogénicas, obtencién de lisados
transductores y estudio de las propiedades de los transductantes.

Se 1levaron a cabo experiencias previas para determinar las
concentraciones 6ptimas de Mitomicina C. De los datos obtenidos
con la raza R. meliloti GRC3 se dedujo que las concentraciones -
Optimas para la induccién de las razas lisogénicas de R, meflilo-
Z{ son mds altas que las requeridas en E. col(.

Todas las experiencias ‘de ‘induccién se han 1levado a cabo adap
tando a R. meliLoti la técnica descrita por Otsuji et af. (1959).
Un cultivo de una noche de R. meliloti se diluye en medio YGT 17-
quido y se incuba con agitacién hasta que alcanza una densidad 6p
tima pr6oxima a 0.3. En ese momento el cultivo es centrifugado y
resuspendido en medio YGT adicionado de mitomicina C. Las concen
traciones 6ptimas son 0.3, 0.6 y 1.2 ug/ml. Los cultivos se incu
ban con agitacién y a intervalos regulares (30 minutos, por ejem
plo) se miden las densidades 6pticas. Conviene afiadir un testigo
no adicionado de mitomicina C.

Las soluciones de mitomicina C deben prepararse en el acto.



Si se preparan con unas horas de antelacién es aconsejable conser
varlas congeladas. La esterilizaci6n debe 1levarse a cabo por fil
tracién; la adici6n al medio YGT se realiza momentos antes de su
utilizacion. '

Cuando interesa aislar la poblacion de fagos liberada, se afia
de cloroformo al 2% y se centrifugan los lisados durante 20 minu-
tos a 5.000 rpm. Para mayor seguridad puede usarse la filtracidn
por membrana de 0.45 u.

Transferencia del factor R68.45 desde Pseudomonas aeruginosa @ E.
coll |

Para transferir el pldsmido R68.45 desde Pseudomonas aerugino
sa PA025 ang 10 Zeu 10 (R68.45) a E. cofl X193, se ha utilizado
la técnica descrita por Jacob et af. (1976). Consiste en mezclar
1 ml de un cultivo del donador y 1 ml de un cultivo del receptor,
afiadir agua destilada estéril hasta 10 ml y retener por filtra--
ci6n en una membrana Millipore de 0.45 u de tamafio de poro.

Los cultivos deben ser suficientemente densos, conteniendo -

al menas 108

células/ml. Los mejores resultados se obtienen cuan
do el donador se usa en fase logarftmica y el receptor en fase -

estacionaria.

Las membranas que contienen la mezcla conjugante se colocan
sobre placas de medio NA y se incuban durante 15-18 horas. Pasa-
do ese tiempo, se recoge la mezcla con 10 ml de aguadestilada es
téril y, previa filtracién, se siembra en las placas del medio -
selectivo correspondiente. En este caso, como el donador es auxo
trofo, puede eliminarse usando medio minimo. A su vez, los recep
tores no exconjugantes se eliminan adicionando al medio los anti
bidticos a los que el factor R68.45 confiere resistencia. Por --
tanto, el medio selectivo utilizado ha sido Medio Mfnimo (MM) adi



cionado de Tetraciclina y Kanamicina.

Las frecuencias de transferencia del factor R68.45 de P. aeru
ginosa a E. col{ se han calculado por donador. Para ello se han -
11evado a cabo recuentos del nimero de células viables en los mis
mos cultivos de donador que se usaron para la conjugacion.

Transferencia del factor R68.45 desde E. coli a R. meliloti

Las experiencias de transferencia del factor R68.45 desde E.
coli X193 (R68.45) a las razas de R. meliloti se han realizado em
pleando una técnica similar a la descrita en el apartado anterior.
Las Unicas diferencias se refieren a la eliminacién del donador y
a la seleccién de los exconjugantes R* de R. meliloti.

En todas las experiencias realizadas, la eliminaci6n del dona
dor se ha efectuado por medio del fago T4. Después de resuspender
la mezcla conjugante, se afiade a 1a misma 1 m1 de una suspensién
de alto titulo de fago T4 y se incuba con agitacién durante 30 min,
a 37°C. La seleccibn de los exconjugantes R. meliloti R+ se ha 1le
vado a cabo sobre medio 79 adicionado de antibi6ticos.

E1 tratamiento-con fago T4 elimina la poblaci6n donadora en -
mds de un 99%. E1lo evita considerablemente el peligro de aislar
clones mezclados. Sin embargo, para obtener una seguridad absolu
ta de pureza, los exconjugantes R. meliloti RY aislados deben ser
examinados-a ‘posterioni, por medio de resiembras. La aparicién -
de colonias de E. coli, facilmente distinguibles por su pronta -
aparicién y por su morfologfa, indica la existencia de un culti-
vo mezclado. Con todo, tras 1-2 purificaciones se aislan fécil--
mente clones puros de R. melifoii R+.

Las frecuencias de transmisién del Factor R68.45 han sido -
calculadas sobre la misma base que en apartado anterior.



Transferencia del factor R68.45 entre razas de R. meliloti

La transferencia del factor R68.45 entre razas de R. meliloti
se ha 1levado a cabo por medio de la técnica, ya descrita, de con
Jjugacion sobre membrana. La seleccién de los exconjugantes R+ se
ha 1levado a cabo sobre el medio selectivo apropiado para cada ca
so: medio minimo adicionado de antibi6ticos y de los requerimien-
tos nutritivos propios de la estirpe receptora.

Transferencia de marcadores cromosdémicos mediada por el factor -
R68.45 en R. meliloti

Los mismos métodos y condiciones que permiten el aislamiento
de clones R. melifoti R* son adecuados para la obtencién de recom
binantes para marcadores cromosémicos. De acuerdo con las recomen
daciones de Beringer et at. (1978) y teniendo en cuenta que la in
mensa mayoria de los recombinantes son de tipo R+, la seleccibn -
se 1leva a cabo en medio adicionado de antibi6ticos. Aun a costa
de pequefios errores en los cdlculos de la frecuencia, ello permi-
te eliminar de la mezcla de apareamiento a los revertientes que -
hubieran podido surgir dentro de la poblaci6n receptora.

La selecci6n se 1leva a cabo para marcadores individuales. Si
el receptor es una estirpe miltiple marcada, se adicionan al me--
dio los requerimientos determinados por los alelos mutantes cuya
complementacién no se desea analizar.

Obviamente, a partir de una (nica experiencia de conjugacidén:
pueden seleccionarse en diferentes medios selectivos los diferen-
tes tipos de recombinantes que puedan haber surgido.

Las frecuencias de transferencia de los diferentes marcadores
cromosémicos estudiados se calculan por donador, de 1a forma des-
crita anteriormente.



Andlisis de los cruces intraespecificos de R. mefiloti mediados por
el factor R68.45

La seTeccién inicial de los recombinantes cromosémicos se 1le-
v6 a cabo para marcadores individuales. Los transconjugantes fue-
ron posteriormente estudiados con vistas a determinar el alcance
y caracteristicas de la transferencia cromosémica, de la recombi-
nacidn y de la haploidizacién.

Estas experiencias se 1levan a cabo replicando las colonias -
transconjugantes en los medios selectivos apropiados.

Construccidn del mapa de ligamiento de R. melifoti 4c

Para determinar las relaciones de ligamiento, las colonias re
combinantes para el marcador seleccionado inicialmente fueron re-
plicadas en los medios selectivos correspondientes para determi--
nar la herencia simultdnea de Tos marcadores no seleccionados.

Los porcentajes de herencia simultdnea indican las relaciones
de Tigamiento. Para cada par de marcadores estudiados se han ana-
Tizado 150-300 colonias. E1 establecimiento del orden de los ge--
nes en el mapa de ligamiento se determiné en cruces de tres facto
res, segiin 1a técnica descrita por Jacob y Wollman (1961).

La representacion grdfica del mapa de ligamiento se 1levé a -
cabo suponiendo que los porcentajes de herencia simultdnea son di
rectamente proporcionales a las distancias fisicas.

Transduccidén generalizada por el fago DF?

Los lisados transductores fueron preparados mediante la técni
ca de la doble capa (Adams, 1966) y titulados en medio YSA.
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Para la transduccién, se adapté a R. meliloti la técnica des
crita por Caro y Berg (1971). Un cultivo bacteriano apropiado, -
conteniendo alrededor de 108 células/ml se mezcla en relacidn 1:1
con un lisado que contenga 108 unidades formadoras de placa (p.f.
u.)/ml. La mezcla se incuba con agitacién durante 20 minutos a --
28°C y a continuacién se centrifuga para eliminar las particulas
de fago no adsorbidas, antes de sembrar el cultivo transducible -
en 1os medios selectivos apropiados.

Se Tlevaron a cabo controles de esterilidad del fago y de re
version de la raza receptora. Como control suplementario, en las
experiencias preliminares se adicion6 DNA-asa (10 ug/1) a la mez
cla bacteria/fago.

Las frecuencias de transduccién se han calculado por unidad
formadora de placa.

Estudio de 1a influencia de la multiplicidad de infeccién sobre
la frecuencia de transduccién

Se utilizaron diferentes multiplicidades de infecci6n (m.o.i.),
desde 1072
mente concentrada de fago (10

a 102, diluyendo convenientemente una suspensién alta-
10 p.f.u./ml). Las experiencias de -
transduccién a diferentes multiplicidades se realizaron de la for

ma ya descrita.

Estudio de las propiedades de los transductantes

La estabilidad de los transductantes para el marcador o marca
dores transducidos fué examinada por medio de estudios de segrega
cion, utilizando los medios selectivos apropiados.

La sensibilidad de los transductantes al fago DF2 fué examina
da en medio YSB, en las condiciones mis apropiadas para la obten-
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tencidn de un ciclo 17tico: la bacteria debe hallarse en fase lo-
garitmica temprana y la multiplicidad de la infeccién debe ser, -

al menos, de 103.

Para Los tests de l1isogenia de los transductantes se utilizé
mitomicina ¢ (Sigma), de la forma ya descrita.

Andlisis cotransduccional

Se ha realizado de la misma forma que los andlisis de trans-
ferencia simultdnea por conjugacién. Se 1leva a cabo una selec--
cion inicial para un solo marcador; los transductantes aislados
se examinan posteriormente para determinar si ha habido cotrans-
duccidon de otros marcadores. Los porcentajes de cotransduccién -
proceden del andlisis de 100-150 clones transductantes en cada -
~ experiencia.

Preparacidn de pléntulas asépticas

Las semillas de alfalfa fueron esterilizadas de acuerdo con
Ta técnica descrita por Bonnier y Brakel (1969), utilizando C1,Hg
(Merck) al 2.5%. Tras 8-10 lavados con agua destilada estéril, -
las semillas se dejan en imbibicién durante 5-6 horas.

La germinacion se 1leva a cabo en placas Petri. Al final del
perfodo de imbibicién, las semillas son trasladadas en condicio-
nes asépticas a placas Petri que contienen un cfirculo de papel -
de filtro humedecido con 3 ml de agua estéril. Las placas se co-
locan a 28°C, en la oscuridad, durante 36-40 horas.

Cultivo hidropbnico de plantas asépticas de alfalfa

Se ha empleado la técnica descrita por Olivares (1964). Una



vez que las plantulas han alcanzado 1-2 cm de longitud, son tras
ladadas en condiciones de esterilidad a tubos 20 x 200 (5 pléntu
las por tubo) que contienen 10 m1 de solucién nutritiva y un so-
porte de papel de filtro. Es aconsejable quitar previamente los
restos de la cubierta, usando unas pinzas flameadas.

La mitad inferior de los tubos debe recubrirse con papel ma-
te de color oscuro, para evitar la luz directa sobre las raices.
Los tubos se colocan en una cdmara termostatizada (25°C) y conve
nientemente iluminada (16 horas de luz/8 de oscuridad). Al cabo
de 20-25 dias, las plantas se hallan en condiciones de ser inocu
ladas.

Medida del grado de infectividad de diferentes razas de R. mefiloti

Se ha empleado la técnica de Olivares et al. (1978), basada en
la adici6n de tetraciclina. Para determinar el grado de infectivi-

dad de una raza, se inoculan dos series de tubos. La concentracidn
bacteriana en la solucion nutritiva debe ser aproximadamente de -

100.000 cel/ml. Pasadas 48 horas, una de las series de tubos es -

adicionada de tetraciclina (Tc), en cantidad suficiente para obte
ner una concentracién final de 10 pg/ml. En determinadas circuns-

tancias, el tiempo de adicién de tetraciclina fue retrasado a las

72 6 96 horas para obtener datos comparativos de razas poco infec
tivas. E1 tamafo de las muestras ha sido, usualmente, de 10 tubos

(50 plantas) por serie.

La determinaci6n del coeficiente de infectividad se obtiene -
segin la formula
NTc

C,i = - X 100
N

siendo NTC el nimero de nédulos producidos en presencia de Tetra
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ciclina y N el nimero de nédulos producidos en los tubos sin anti
bidtico.
Para la comparacién del grado de infectividad de diferentes -

mutantes, se ha tomado como G; = 100 el coeficiente de infectivi-
dad de la raza silvestre.

Medida de la efectividad de diferentes razas de R. mefifoii

Para conocer la actividad nitrogenasa de las diferentes ra-
zas de R. meliloti estudiadas, se ha utilizado la técnica de re-
duccion de acetileno a etileno (Koch y Evans, 1966).

Las medidas son 1levadas a cabo utilizando nédulos intactos.
Después de cortar las rafces en las zonas adyacentes, los nddu--
los son colocados en tubos de vidrio, a los que se afade una go-
ta de agua para conservar la humedad, siendo posteriormente cer-
rados con tapones de rosca provistos de un orificio y un circulo
de silicona que permite el cierre hermético y la introduccidn de
la aguja de la jeringa para la toma de muestras de la atmosfera
interna. Después de hacer el vacfo en el interior de los tubos,
se introduce en los mismos la mezcla de gases adecuada:

Argén 70%
Oxigeno 20%
Acetileno 10%

La determinacién de 'la produccién de etileno se 1le
v6 a cabo por cromatografia de gases, en un cromatégrafo Perkin-
Elmer F7 equipado con un detector de ionizaci6n de 1lama, con una
columna de aldmina de 80 mesh, 45 cm de Tongitud y 1.75 mm de diéd
metro interior, a la temperatura de 100°C. Como gas portador se -
ha utilizado nitr6geno a un flujo de 80 mi/minuto. Rutinariamente,
las medidas se hacen a tiempo O y 30 minutos, inyectando 100 Y:1
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de cada muestra-problema. La actividad especifica de nitrogenasa
se calcula como umoles de C2H2/mg de peso seco de nbdulos/hora.

Reaislamiento de razas de R. mefifoti a partir de nddulos

Cuando se ha juzgado necesario, se ha procedido a identifi-
car las razas formadoras de nddulos. Para ello se esterilizan su
perficialmente con soluci6n de C12Hg al 0.25% durante 5 minutos,
lavande varias veces con agua destilada estéril.

Los nédulos se colocan en una placa Petri, a la que se adicio
nan 2-3 gotas de agua destilada estéril y se aplastan con una va-
rilla de vidrio flameada. Con un asa, se toma una pequeiia canti-
dad del jugo resultante y se siembra en estria sobre una placa de
medio 79 de Allen adicionado de cristal violeta. Una vez han cre-
cido las colonias, puede estudiarse su genotipo por las réplicas
usuales sobre medios selectivos.

Viabilidad de las razas de R. melifoti en la solucién nutritiva

Los estudios en este sentido se han 1levado a cabo indistin-
tamente en la soluci6n de Hewitt o en la de Rigaud y Puppo, siem
pre en presencia de la planta.

Los tubos correspondientes fueron inoculados con 100.000 cel/
ml. Cada 24 horas se extrajo una alfcuota y se procedi6 a reali-
zar recuentos del niimero de células viables. Se han 1levado a ca
bo recuentos comparativos en series de tubos inoculados con célu
las lavadas frente a otras series en que no se tomdé tal precau--
cibn.

Asimismo, se han estudiado las curvas de viabilidad de dife-
rentes mutantes auxotr6ficos segin que se afiadieran o no los re-
querimientos nutritivos de dichos mutantes.
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Curvas de crecimiento de diferentes razas de R. melifoti

Se ha seguido la técnica usual, utilizando varios matraces -
inoculados con la misma cantidad de cé&lulas (100.000) y extrayen
do 1 ml cada 2 horas. Los cultivos se han 1levado a cabo en me--
dio YGT, enriquecido o no con los factores de crecimiento reque-
ridos por las razas auxotr6ficas empleadas,

Los recuentos se han realizado en medio 79 de Allen adiciona-
do de cristal violeta.

Obtencidn de polisacdridos extracelulares de R. meliloii

Se ha utilizado la técnica descrita por Palomares (1975). Un -
cultivo de nueve dfas en medio 79 de Allen se centrifuga a 5000 -
rpm durante 30 minutos. Se adicionan dos volidmenes de acetona al
sobrenadante. E1 precipitado se lava con acetona y se seca con ai
re caliente (40-50°C).

Utilizacion de los polisacdridos en los ensayos de infectividad

Las soluciones de polisacdridos, previamente tyndalizadas o es
terilizadas al autoclave, se adicionan al cultivo hidropénico si-
multdneamente a la inoculacion de forma que se obtenga una concen
tracion final de 1 mg/ml.



RESULTADOS Y DISCUSION
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EXPERIENCIAS DE CONJUGACION Y TRANSDUCCION. CONSTRUCCION
DEL MAPA CIRCULAR DE LIGAMIENTO DE R{izobium meliloti 4c

Los microorganismos y bacteriéfagos utilizados en estas expe
riencias ya han sido resefiados. Las razas derivadas de R.. meliloti
4c que han servido para la construccién del mapa circular de liga-
miento se relacionan en la Tabla 5.

Transferencia del Factor R68.45 de P. aenuginosa a E. cold.

Aunque el Factor R68.45 es directamente transmisible desde P.
aeruginosa a R. meliloti, en las experiencias iniciales se obtuvie
ron frecuencias relativamente bajas (alrededor de 10'4), mientras
que la transferencia a E. coli se realiza a frecuencias mayores de
10'2. Este hecho debe atribuirse a que R. melifoti 4c es mis sensi
ble que E. coli X193 a Tas sustancias antimicrobianas producidas -
por P. aerugdinosa. En consecuencia, se us6 E. cofi como intermedia
rio de la transferencia.

La técnica de conjugacién en membrana permite obtener frecuen
cias de transmisién de 3- 8 x 10"1 por célula donadora, mucho mayo
res que las obtenidas por conjugacién en medio s61ido (alrededor de
10'4). Como el donador es auxotr6fico, la seleccién de los exconju
gantes E. cols R* resulta muy facil, sobre medio minimo adicionado
de antibiéticos (Kan, Tc, Amp).

Transferencia del factor R68.45 de E. cofd a R. meliloti

La introducci6n del factor R68.45 en R. mefiloti se ha lleva



Tabla 5

Razas derivadas de R. mefiloti 4c utilizadas para
]a construccion del mapa cromosémico de 1igamiento

Razas Caracteristicas principales
GRC 18 alal senl
GRC 18.1 alal senl stn
GRC 30 ALlv3 his?9
GRC 50 ornl
GRC 51 angl7 phelb

GRC 51.2 arngl7 phel5 stn ni4
GRC 54 cysd thil

GRC 54.2 cysd thil stn nif
GRC 55 Leub his31 Lys?5
GRC 56 ade9 metl una?

GRC 56.1 ade9 met] wwa? stn
GRC 59 ade3 argl7

GRC 61 Leu5 adel

GRC 38 alal sernl glylo
GRCX 1 Leub5 glyl0 stn

GRCX 2 alal Lys25 stn
GRCX 6 wwi? alal

Para los sfmbolos de genes se ha ha utilizado la nomenclatu-
ra propuesta por Demerec et al. (1966).

Los ndmeros de los alelos son arbitrarios. Para los marcado-
res sir y nig han sido suprimidos, debido a que todos los
alelos fueron mapeados en la misma regién.

Las estirpes GRCX1 y GRCX2 proceden de un cruce GRC55 x
GRC38B. La estirpe GRCX6 procede de un cruce GRC56 x GRC38.
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“vado a cabo desde E. cofi X193 (R68.45). La contraseleccidn de E.
coli por medio del fago T4 simplifica el aislamiento de los excon-
Jjugantes R. meliloti R+ y disminuye en un 99% el peligro de aislar
clones contaminados con células donadoras.

De todos modos, 1a pureza de los clones de R. melifoti RT de
be comprobarse mediante diseminacién en placa. La prdctica ha de--
mostrado que esta precaucién suplementaria se halla plenamente jus
tificada: en algunos casos, en las placas donde se diseminaron clo
nos exconjugantes, aparecieron colonias de E. cofi. Normalmente, -
una segunda purificacién fue suficiente para aislar con garantfa -
absoluta &n clon R. melfifoti R.

Las frecuencias de transmisién del Factor R68.45 desde E. co
L{ a R. meliloti oscilaron, en diferentes experiencias, entre 4-9

x 10 °.

Estabilidad del Factor R68.45 dentro de R. meliloti 4c

En su huésped original, Pseudomonas aeruginosa; el Factor --
R6Y.45 posee gran estabilidad y la pérdida del pldsmido completo -
ocurre con una frecuencia de 10'6, aproximadamente (Haas y Holloway,
1976). Sin embargo, la capacidad de R68.45 para movilizar cromosoma
es relativamente inestable y se pierde con una frecuencia de un 3-
8% (Haas y Holloway, 1976). En nuestro laboratorio se estdn 1levan
do a cabo estudios similares en R. mefifoti. Por el momento, los -
datos disponibles indican que el comportamiento del Factor R68.45
dentro de R, meliloti no difiere en gran medida del que manifiesta
en su huésped original, aunque las frecuencias de pérdida total o
parcial pueden diferir en 1-2 grados de magnitud.

Para eliminar los eventuales segregantes R™, la conservacién
de R. mefitoti RT se ha 1levado a cabo en medio adicionado de los
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antibiéticos a los que el Factor R68.45 confiere resistencia. El
caricter Cda’ no es seleccionable in vitro, por lo que los segre--
gantes Cda  s6lo pueden ser desechados a posteriond.

Transferencia intraespecifica del Factor R68.45 y movilizacién de
cromosoma en R. meliloti 4c

La transferencia del Factor R68.45 en R. melifoti no presen-
ta ningiin problema. La frecuencia de transmisién se halla siempre
alrededor de 10'2, por donador.

La transferencia de marcadores cromosémicos es fécilmente de
tectable. Todos los marcadores estudiados poseen aproximadamente -
Ta misma probabilidad de ser transferidos: alrededor de 10'5. Te--
niendo en cuenta que todos los marcadores utilizados poseen una --

8

frecuencia de reversién a 10~ » las frecuencias de transferencia -

cromosémica ofrecen una confianza absoluta.

En Ta Tabla 6 se ofrecen algunos ejemplos de transferencia -
intraespecifica del Factor R68.45 y de arrastre de marcadores cro-
mosémicos. Los resultados se hallan de acuerdo con los obtenidos -
por Kondorosi et af. (1977).

Andlisis de los cruces intraespecificos de R. melifoti 4c mediados
por el factor R68.45

Algunas caracteristicas importantes de los cruces mediados -
por el factor R68.45 pueden ser establecidos a partir del andlisis
de las poblaciones transconjugantes.

Para ello es necesario aislar un nimero suficientemente alto
de clones transconjugantes y estudiar a posterioni su genotipo. Es
te tipo de andlisis proporciona datos acerca de las siguientes cues
tiones:




Tabla 6

Transferencia del Factor R68.45 y movilizaci6n de cromosoma en R. melifoti 4c

+ Frec.transmisifn Marcador Marcador Frecuencia
Donador (R') Receptor R68.45 contraseleccionado seleccionado recombinantes

GRC 51.2 GRC 55 9.1 x 1072 gl 2eus® 2.2 x 107°
2ys25* 8.8 x 1074

his31? 8.2 x 1074

stn 2.1 x 107°

nif 2.7 x 107°

GRC 54.2 GRC 59 1.5 x 1072 cysd ades* 9.4 x 1074
arg17" 7.5 x 107

GRC 18.1 GRC 30 8.8 x 1072 alal iev3t 3.0 x 107°
his29* 1.1 x 1072

GRC 61 GRC 18 1.1 x 1072 Leus sent? 2.6 x 107°
geyt* 8.6 x 107

Las frecuencias de transmisi6n del Factor R68.45 fueron calculadas como frecuencia de exconjugantes T
por bacteria donadora. Las frecuencias de recombinacidn se calcularon sobre la misma base.
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1. Alcance de la transferencia cromosémica

E1 uso de las razas receptoras que 1levan varios alelos mu-
tantes permite estudiar si existen limitaciones en 1la longitud de
los segmentos cromosémicos transferidos. Obviamente, si se pudie-
ran detectar clones transconjugantes que hubieran recibido mdlti-
ples alelos del donador, ello indicarfa la posibilidad de transfe-
rencia de grandes longitudes de cromosoma o incluso, del cromoso-
ma entero.

La técnica de conjugaci6n sobre membrana es especialmente -
adecuada para este tipo de estudios, puesto que garantiza el con-
tacto de los pares conjugantes. E1 tiempo de conjugacion debe ser
suficientemente largo (18-24 horas). E1 donador y el receptor de-
ben usarse en proporcién 1:1, para evitar eventuales riesgos de -
zigosis letal.

Como puede observarse en la Tabla 7, la conjugacion exhaus-
tiva s6lo permite obtener algunos tipos de recombinantes mdltiples.
Ello constituye un indicio de que existen limitaciones en el tama-
ho de los segmentos cromosémicos que el Factor R68.45 puede arras-
trar. Obviamente, la aparici6n de algunos tipos de recombinantes -
miltiples sugiere que los marcadores implicados puedan estar rela-
tivamente ligados; todo ello se confirmé posteriormente.

Los datos resefiados en la Tabla 8 corresponden al andlisis -
completo de una poblacién trnsconjugante. Puede observarse que ca-
da tipo de recombinantes aparece con una frecuencia relativamente
definida y que algunas clases de recombinantes estén siempre ausen
tes.

Ello confirma definitivamente que 1a longitud de los segmen
tos cromosémicos transferidos es limitada. Por consiguiente, cabe
esperar que aquellos marcadores que se hallen muy alejados entre
sT nunca podrdn ser cotransferidos en un mismo cruce. Inversamente,
la frecuencia de aparici6n de cada tipo de recombinantes indicara




Tabla 7

Transferencia simulté@nea de diferentes marcadores de R. meliloti 4c en un solo cruce
mediado por el Factor R68.45

Donador (R+)

GRC56.1
GRC51.2

GRC51.2
GRC51.2

GRC54.2

Receptor

GRC18
GRC56

GRC30
GRC55

GRC61

Marcador
seleccionado

alat?
+
ade9

Genotipo recombi-
nante miltiple

% de recombinantes
miltiples

atal® sentt stn
+ + +

ade9 metl wra?

metd’ wnazt str

iev3t hisz9t stn

Leus’ Lys25t nif

eys?5” nis31t Leus’

2ys25" hisstt sta
adel” teus® nif
adel’ Leus® stn

25

11

Los porcentajes de transferencia miltiple proceden del andlisis de 150-300 clones seleccionados para

un solo marcador.
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el grado de ligamiento.

2. Alcance de la recombinacién y de la haplodizacién

Como puede observarse en la Tabla 8, en los recombinantes
pueden ser indistintamente expresados alelos silvestres o mutan-
tes procedentes del donador. E110 sugiere que los transconjugan-
tes son haploides, producidos tras los correspondientes entrecru

“zamientos ("crossing over"). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Meade y Signer (1977) usando el Factor RP4 y con -
los de Beringer et al. (1978) en R. Leguminosarum /R68.45.

Una comprobacidn adicional ha sido obtenida por medio de -
las pruebas de segragaci6n. Ninguno de los clones transconjugan-
tes examinados segregaba total o parcialmente el tipo parental.
Por tanto, estos cruces no pfoducen merodiploides estables; los
transconjugantes son haploides verdaderos.

Sin embargo, la recombinaci6n presenta una caracteristica
singular, que ya ha sido descrita por otros autores (Meade y Sig
ner, 1977; Beringer, 1978): la tendencia a integrar segmentos en
teros de cromosoma, sin recombinacién interior, como si los ex--
tremos del fragmento transferido fueran cohesivos ("end effects",
segiin la denominacién de Beringer et af. 197§). Ello determina -
que, en ciertos casos, los transconjugantes reciban obligatoria-
mente determinados alelos mutantes del donador. Por ejemplo, en
un cruce GRC56 x GRC55, un 97% de los recombinantes his31° Lys25
habfan recibido el marcador met!. Este fen6meno es la causa de -
que, aparentemente, algunos cruces no produzcan recombinantes. -
En estos casos, la seleccion debe 1levarse a cabo en diferentes
series de medios, a cada uno de los cuales se adiciona un reque-
rimiento nutritivo del donador. Resulta entonces muy f&cil descu

+




brir cual es el alelo mutante intercalado en el segmento cromosd
mico recombinado por los transconjugantes seleccionados.

De esta forma, un hecho que en principio constituye un proble
ma con vistas a los andlisis de ligamiento puede proporcionar su

gerencias acerca de la localizaci6n relativa de determinados ge-

nes. En el caso anteriormente citado, se supuso que el gen metl
se hallaba entre Leu5 y £ys25, hipotesis que fue confirmada pos-
teriormente.

Todas las experiencias en las que se han presentado hechos de
este tipo han sido aprovechadas como sugerencias, pero no han si
do utilizadas para los andlisis de ligamiento. La recepci6n de -
alelos mutantes puede plantear problemas a efectos de una segura
contraseleccion del donador.

3. Caracterfisticas de la transferencia cromosémica.

Todos los marcadores estudiados poseen aproximadamente la mis
ma probabilidad de ser transferidos (véase la Tabla 6). Ello in-
dica que el Factor R68.45 es capaz de promover transferencia cro
mosémica desde miltiples puntos.

Este hecho, que es comiin a todos los factores R del grupo P1,
y @ muchos otros factores R, debe atribuirse a la existencia de
secuencias complejas de insercién, del tipo denominado Tn (Trans

posones) segln la nomenclatura propuesta por Campbell et af.(1977) .

En 1a Tabla 9 se exponen los an&lisis de dos poblaciones trans
conjugantes desde el punto de vista del cardcter R'/R™. Puede ob
servarse que los recombinantes cromosémicos son mayoritariamente

de tipo R, Ello parece indicar que la transferencia no se ajus

ta al modelo Hfr ( vEase Adelberg y Pittard, 1965 ), sino que -



Tabla 8

Andalisis de un cruce mediado por el Factor R68.45 en R. meﬁé&até 4c: GRC56.1 ade9 ura?
met! stn (R68.45) x GRC18 alal senl

Marcador Marcador Clases de recombinantes
contraseleccionado seleccionado no seleccionados Nimero %

ade9 alal® senl” wia? 0 -
senl wra? 10 6.5
senl’ metl 0 -
senl metl 1 0.6
senlt st 0 -
senl stn
senl

ade9 senl atal’ wwaz
alal ura?
atal® meti
alal metl
alal® stn
alal sth
alal




Marcador Marcador Clases de recombinantes

contraseleccionado seleccionado no seleccionados Ndmero %
ade9 stn sent’ agar? 0 -
senl” akal 1 0.6
senl atal® 4 2.8
Aeﬂ7+ wwa? 0 -
senl wna? 0 -
atal” wraz 0 -
) alal wra? 0 -
* senl” meti 0 -
senl metl! 0 -
atal® metl 0 -
alal metl] 0 -

senl alal 147 96.6
152 100

La seleccion inicial se 1levé a cabo sembrando las mezclas de apareamiento sobre medios selectivos
adicionados de los requerimientos no contraseleccionados del donador. Ello permite el crecimiento de los
transconjugantes que hayan recibido alelos mutantes del donador. La caracterizacién para los marcadores
no seleccionados se 11evé a cabo replicando las colonias en los medios apropiados para la seleccifn de -
cada tipo de recombinantes.



Tabla 9

Incidencia del cardcter R™ en tres poblaciones transconjugantes

Cruce: GRC55 x GRC38 '
~Genotipo recombinante seleccionado: fLeu5 glyl0

Nam. recombinantes analizados .........vevvevvennnn.. cee. 121
R e, 119
R e e e e e 2
T 2%

Cruce: GRC55 x GRC 38
Genotipo recombinante seleccionado: alal £Lys25

Nim. recombinantes analizados ........evveveonnnnennannns 78
R e e, 77
R et e 1
2 1%

Cruce: GRC56 x GRC38
Genotipo recombinante seleccionado: wwa? alal

Nam. recombinantes analizados ..........oeeevneenerennnn. 152
R e 150
S Ceeerensenesanens C et i seieestene e teee e 2
R ... Crreiecaees G teeieeetie e Cereeeniane 1%

Estas determinaciones se llevaron a cabo replicando sobre
medios con y sin Tetraciclina las colonias recombinantes previa
mente seleccionadas.
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la transferencia del factor R completo precede a la de los mar-
cadores cromosémicos.

La aparicidon de recombinantes cromosémicos R™ a frecuen--
cias muy alejadas de las de reversién espontdnea indica que, --
ocasionalmente, podrian existir variantes "Hgr-1ike" en la trans
ferencia. Este hecho ya ha sido descrito por Meade y Signer (1977
para el Factor RP4 y por Beringer et af. (1978) para el Factor -
R68.45.

Construccidn del mapa cromosémico de 1igamiento de R. melfiloti 4c

por conjugacidén mediada por el Factor R68.45

Aunque se tuvieron en cuenta las sugerencias proporciona-
das por experiencias del tipo descrito en las Tablas 8 y 9, en
las que se detectd transferencia de alelos mutantes, los an&li-
sis rutinarios de ligamiento se 1levaron a cabo a partir de los
datos de transferencia de alelos silvestres y de resistencia a -
antibiéticos. Se han seguido, pues, los métodos cldsicos de cons
truccion de mapas (véase Taylor y Adelberg, 1961; Taylor y Trotter,
1967; Hayes, 1968; Carlberg, 1976).

En Ta Tabla 10 se relacionan los porcentajes de ligamiento
de una serie de pares de marcadores. Dichos porcentajes son me--
dias aritméticas de los obtenidos en diferentes cruces. En cada
cruce se han analizado rutinariamente 152 colonias para cada par
de marcadores.

Algunos porcentajeé de ligamiento varfan significativamen-
te de un cruce a otro, 1o cual debe atribuirse a que los segmen-
tos cromosémicos transferidos poseen un tamafio variable. Ellp --
coincide con las apreciaciones de otros autores (véase Beringer
et al. 1978). Para clarificar los resultados ambiguos se ha dwli_
cado el nimero de colonias analizado.




Tabla 10

Andlisis del ligamiento de varios pares de marcadores
de R. meliloti 4c

Donador Receptor Pares de marcadores Ligamiento(%)
GRC54.2 GRC51 argl? pherst 71
GRC51.2 GRC55 Leus® his31” 31
Leus”  gys2st 10
his31®  ays25t 18
GRC51.2 GRC56 ade9” stn 21
ade9” nif 22
metd” waz’ 13
nif str 95
GRC54.2 GRC59 ade3’ ang17* 2
| ade3’ stn 30
GRC51.2 GRC18 atal” stn
atal® nif
GRC51.2 GRC18.1 sent”  geyrt 68
GRC51.2 GRC30 w3t his29* 72
iLvs’ stn 20
his?9"  stn 26
v3t nif 11
his29"  nig 18
GRC51.2 GRC50 onl®  stn 91
onnl® nif 89
stn nig 99
GRC51.2 GRC54 cysdt  nif 10
GRC54. 2 GRC61 Leus’ adel” 5
GRC50 GRCX1 atal®  eys25t 11
GRC54. 2 GRCX1 -alal® nig
GRC50 GRCX2 Leus” aby10® 7
GRC50 GRCX6 atal® wa?’

En la Tabla se omiten los resultados inferiores a un 2%.




Grupos provisionales de ligamiento determinados a partir de los
datos de conjugacidén mediada por R68.45

Figura 1
|
|
i

Grupo 1:
his31  metl £Lys25
Leus his 31 Lys25
metl wwua? adel
wa? adel alal
Leu5 met! Lys25 alal his29
ALv3 his29
Grupos 2:
g Ath onl
alal LG sth
iAv3 | nif  stn
his29 g
stn ade3 ade9
g onnl ade9
Grupo 3:
ade3 cysd angl7
phel5 angl?
cysd senl glylo
gLyl0 Leub

La delimitacidén de tres grupos de ligamiento es arbitraria.
Supone Unicamente un artificio Gtil para la construccién del puzz
Te cromosémico; no refleja, tanto, ningln 1imite real de la trans

ferencia mediada por R68.45.



Figura 2
Mapa preliminar de ligamiento de Rhizob.ium melifoti. dc
5 31 1 25 2 1 1 3 29 1 3 9 4 1 10

Leu his met Lys ura ade ala ifv his nif sth omn ade ade cys sen gly pPle a/t; Lzu
31 7 | 21 n
10 12 95-99 - B A
18 | e 68
13 _ 4 |
| 3 89 7
11 91
10
18 30
20
26
5 21

11
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E1 establecimiento del orden de los genes estudiados se --
11ev6 a cabo confeccionando los pequefios segmentos de la Figura
1, en los que se observan las relaciones entre distintos genes.
Para ello se tuvieron en cuenta los datos de ligamiento (Tabla -
10), la ausencia de ligamiento y las sugerencias proporcionadas
por la transferencia de alelos mutantes.

Los segmentos de la Figura 1 se interrelacionan unos con -
otros como las piezas de un "puzzle" (véase la Figura 2). Obsér-
vese que el nimero de marcadores utilizados ha sido suficiente -
para poner en evidencia la circularidad del cromosoma.

En los cruces destinados a proporcionar datos de ligamien-
to se han utilizado preferentemenete razas receptoras virgenes.
Sin embargo, el mapeo de ciertas regiones ha sido facilitado gra
cias al uso de transconjugantes R~ aislados a partir de las expe
riencias descritas en la Tabla 9. Tales son las estirpes GRCXI,
GRCX2 y GRCX6. En los tres casos se comprob6é fehacientemente tan
to el cardcter R™ como la naturaleza haploide de dichas razas.

Rutinariamente, la seleccién de recombinantes simples se -
ha Tlevado a cabo sobre medios adicionados de los antibiéticos -
a los que el factor R68.45 confiere resistencia. E170 implica la
eliminacién de Tos recombinantes minoritarios R~, pero asegura -
la eliminacién de los revertientes que hubieran podido desarro--
Tlarse dentro de Ta poblaci6n receptora. Se ha considerado que -
un error de 1-2% era despreciable al lado de los riesgos de rever
si6n; la misma precaucién ha sido tenida en cuenta por Beringer
et al. (1978).

Transduccidn de marcadores de R. melifoiti 4c por el fago DF2

En las experiencias de transduccién se ha utilizado el fago
DF2.1, un mutante atenuado aparecido espontdneamente a partir de




Tabla 11

Transducci6én de algunos marcadores de R. meliloti 4c
por el fago DF2.1

Marcador transducido Frecuencia/ p.f.u_
Leus® 2.3 x 107°
phelst 4.5 x 1070
R68.45 (Tc™) 2.5 x 1077
stn 8.1 x 107/
nid 7.0 x 1077
his29t 6.1 x 1077
ievs* 1.2 x 1070
argl7" 7.7 x 1077
senl?’ 4.4 x 1077
geyto* 4.4 x 1077
onnt? 1.2 x 1077

Las frecuencias dadas son la media aritmética de
las obtenidas en diferentes experiencias. No se ha
observado variacién significativa cuando se usaron
como donadoras razas diferentes. Se ha verificado
la ausencia de transducci6n efectiva en los cruces
homé1ogos.
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una poblacién de la variedad virulenta DF2 (Corral et af. 1978).

La variedad DF2.1 debe clasificarse dentro del tipo moderado-vi-
rulento, puesto que su comportamiento depende de las condiciones
en que tiene lugar la infeccién: cuando la bacteria susceptible
se halla en fase logaritmica temprana, el fago DF2.1 es capaz de
Tisar absolutamente el cultivo; a medida que se retrasa el momen
to de la infecci6n, 1a capacidad 17tica va disminuyendo. E1 he--
cho de que el comportamiento de un fago dependa del ciclo celu--
lar bacteriano ya ha sido observado en B. subtilis (L.J. Archer,
comunicacidn personal). E1 comportamiento del fago DF2.1 también
depende de 1a multiplicidad de la infeccién.

Resulta relativamente fdcil poner en evidencia 1la transduc
cion de marcadores de R. mefiloti 4c por el fago DF2.1, si el --
cultivo bacteriano receptor se halla en fase estacionaria y se -
usa una multiplicidad de infeccién (m.o.i.) adecuada. En la Ta--
bla 11 se relacionan las frecuencias de transduccién obtenidas -
para diferentes marcadores, cromosémicos o no. Puede observarse
que todos los marcadores estudiados poseen una probabilidad simi
lar de ser transducidos: alrededor de 107/. La frecuencia de trans
duccion es afectada por la multiplicidad de infecci6n (véase la
Grdfica 1). Las frecuencias mds altas se obtienen cuando m.o.i=1.

En las condiciones descritas, la aparici6n de transductan-
tes puede ponerse en evidencia sin necesidad de irradiar Jos 1i-
sados transductores ni de adicionar suero antifago. E1 contacto
de la bacteria y el fago durante 30 minutos resulta suficiente -
para la adsorcién. La centrifugaci6n de las mezclas bacteria/fa-
go elimina suficientemente los fagos nos adsorbidos.

Propiedades de los transductantes

E1 estudio de las propiedades de los transductantes ha indi




Frecuencia de transductantes

Grafica 1

Efecto de Ta multiplicidad de infeccién (m.o.i.) sobre las
frecuencias de transduccién

-4 leu 5°
o———e phe 15*

Las frecuencias de transductantes se han calculado por unidad
formadora de placa (p.f.u.). La multiplicidad de la infecci6n
se ha establecido a partir de la titulacién del fago ("input
m.o.i"). No se han realizado c&lculos de adsorcién.
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Grafica 2

Induccidn con mitomicina C de la raza R. mefiloti GRC3.
Determinacién de las concentraciones Optimas.

| L Rl L] ¥

30 60 80 120 150
Tiempo de incubacion (min.)



Tabla 12
Propiedades de los transductantes de R. mefiloti 4c

Marcador Ndmero de transduc Estabilidad del Sensibilidad Inducci6n de los
transducido tantes estudiados genotipo (%) al fago DF2 transductantes no
Sensibles No sensibles sensibles

Leus” 76 100 | 74 2 -
phels’ 121 | 100 119 2 -
stn 52 100 52 a

angl7” 76 100 70 6 -
waz 152 99 151 1 -




tado que en las condiciones descritas, el fago DF2.1 (nicamente
1leva a cabo una transduccién generalizada. (véase Campbell, --
1964; Ozeki e Ikeda, 196&). Todos los transductantes estudiados -
han resultado estables para el cardcter transducido Y en ningdn
caso se ha detectado segregacién significativa. Ademds, la in--
mensa mayoria de los transductantes estudiados continuaban sien
do sensibles al fago DF2.1. Los escasos clones transductantes -
que no resultaron sensibles al fago DF2.1 fueron tratados con -
mitomicina C para determinar si eran 1isogénicos. Se utilizaron
las concentraciones que se han Jjuzgado dptimas para R. meliloti
(véase la grafica 2). Los resultados fueron negativos, incluso
forzando Ta concentraci6én de mitomicina C. Todos estos datos se
resumen en la Tabla 12.

Andlisis cotransduccional

Los andlisis de cotransducci6n se han limitado a aquellos -
marcadores que, en las experiencias de mapeo por conjugacibn, -
habian mostrado un alto Tigamiento. Aunque algunos fagos de B.
subtilis pueden transducir hasta un 8-10 % de cromosoma (Archer,
1978), o mds corriente es que 10 exogenotes transferibles por
medio de una transducci6n generalizada no alcancen mis de un 2-
3 % de la longitud total del cromosoma bacteriano (véase Stent,
1973).

Los andlisis se 1levaron a cabo replicando en los medios se
tactivos apropiados los clones transductantes, inicialmente se-
leccionados para un marcador. Los resultados se detallan en la
Tabla 13. Los porcentajes de cotransduccién mostraron una varia
bilidad mucho menor que los porcentajes de ligamiento obtenidos
por conjugacidn. E11o constituye una garantia de la fiabilidad
de los datos. |

Algunos resultados han sido particularmente interesantes.
Los datos de cotransduccifn de los genes s1x, rif§ y onnl han per
mitido clarificar el orden y las distancias relativas entre es-



Cotransduccidn de varios marcadores de R. meliloti 4c por el fago DF2.1

Donador

GRC51.2

GRC51.2

GRC54

Receptor

GRC50

GRC30

GRC51.2

Tabla 13

Marcador
seleccionado

stn

+

LLyv3
his29*
ph215+
argl7’

cotransducido

Marcador

%
cotransducciodn

-

fiis29”
ievs’

argl7’
phe15+

37%
19
2Q
1
35
2
19
16
)
7

E1 ndimero de transductantes analizados fue de 75 a 150 en diferentes experimentos. En la

Tabla no se incluyen los resultados negativos.



tos tres genes, frente a la ambigliedad de los datos obtenidos por
conjugacion (ligamiento superior al 90%). También es interesante

puntualizar que los pares cotransducibles phel5 - angl7 e {Lv3 -
his29 habfan sido obtenidos en un solo tratamiento con nitrosogua
nidina; el hecho de que se hallen estrechamente ligados concuerda
con las propiedades de 1a NG como mutdgeno (Cerdd-Olmedo et al. -
1968).

Correccion del mapa de ligamiento y estimacién de 1a longitud real

de los exogenotes

E1 esbozo de un mapa circular de ligamiento de R. melilotidc
queda representado en 1a Figura 3. Incluye las sugerencias y co-
rrecciones proporcionadas por la cotransduccién. Se puede obser-
var que dichas correcciones no afectan al orden de los genes re-
sefado en la grafica 2.

En las experiencias de conjugacién, las méximas 1ongitudes
de cromosoma significativamente transferidas fueron alal - str -
(4% de 1iga miento) y ade3 - angl7 (2% de ligamiento). Si hay --
una correlacidn precisa entre los porcentajes de ligamiento y las
distancias fisicas, el segmento alal - str podria representar --
apréximadamente 1/6 de la longitud total del cromosoma y el seg-
mento ade3 - angl7, 1/5. Estos resultados coinciden con los de -
Kondorosi et af. (1977).

Por 1o que respecta a la longitud de Tos segmentos transdu
cidos, la mdxima longitud cotransducible es axgl5 - phel7 (71% -
de Tigamiento segiin los datos de conjugacién) y la minima distan
cia no cotransducible es sexl - gfyl0 (68%). Ello podria indicar
el 1imite ffsico de la cotransduccién, es decir, la méxima canti
dad de ADN bacteriano que cabe en 1a cdpsida del fago DF2.1. Aho



Figura 3
Mapa circular de ligamiento de Rh{zobium meliloiti 4c
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E1 esquema procede de la circularizacién del mapa preliminar re-

sefiado en la Figura 2 e incluye las correcciones sugeridas por -

la cotransduccién. A gnosso modo, las distancias son inversamen

te proporcionales a los porcentajes de ligamiento.

e
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ra bien, como se discutird en las pdginas siguientes, los datos

de ligamiento proporcionados por la conjugacién parecen relati-

vamente imprecisos. Por tanto, no existen suficientes evidencias
para afirmar que los porcentajes de ligamiento conjugacional de

alrededor de un 70% representen la mdxima distancia cotransduci-
ble.

E1 peso molecular del ADN del fago DF2.1 no ha sido deter-
minado adn; por tanto, es imposible hacer estimacidnes acerca de
la longitud mds probable de los segmentos cromosdémicos transduci
bles. Si la Figura 3 refleja las distancias fisicas reales, el -
tamafio maximo de Tos exogenotes transducibles por el fago DF2.1
podria corresponder a un 3-4% de la longitud total del cromosoma.

Significacion de los resultados: consideraciones finales

La utilidad de los Factores R del grupo de incompatibili-
dad P1 para el andlisis genético de Rhizobium es indudable. Se
trata de pldsmidos facilmente transferibles y algunos de ellos,
especialmente el Factor R68.45, promueven transferencia cromos6-
mica a frecuencias suficientemente alejadas de las de reversién.

Sin embargo, se trata de plismidos que adin no han sido es-
tudiados exhaustivamente y algunas caracteristicas de su compor-
tamiento no han sido todavia interpretadas. Hasta ahora, el Fac-
tor R P1 mejor estudiado ha sido RP4 (Datta et al. 1971), del que
se ha aislado y analizado un transposén, Tnl (Hedges y Jacob, --
1974; Heffron et af. 1977; Hernalsteens et af. 1977). Se dispone
asimismo de un mapa de RP4, construido a partir de experiencias
de inserci6n de Tn7 (Barth y Grinter, 1977). También se ha des--
crito que RP4 actia como un factor fi+ sobre el sistema enddgeno
de fertilidad de R. Lupini (Plihler y Burkardt, 1978). Sin embargo,
las interacciones RP4 / cromosoma no son bien conocidas. Jacob et
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ak. (1976) han descrito que los R-primas derivados del factor RP4
no movilizan cromosoma con mayor eficiencia. E11o parece indicar
que el nivel de homologia no es el factor limitante en la movili .
zacioén de cromosoma, a diferencia de lo que ocurre entre los fac
tores F y F' de E. coli (véase Low, 1969).

Sobre el Factor R68.45 no se dispone aiin de estudios deta-
11ados, aunque ya se han obtenido R68.45-primas (Johnston et af.
1978). La realidad es que RP4 y R68.45 muestran algunas propieda
des comunes, que ya han sido descritas en Rhizobium spp. (véase
Meade y Signer,1977; Kondorosi et af. 1977; Beringer et af. 1978:
Johnston et al. 1978): ambos factores promueven transferencia cro
mosémica desde midltiples Loci; la transferencia no depende dé la
formaci6n de donadores "Hgr-1ike", aunque ocasionalmente puedan
formarse; la propiedad Cda de las estirpes Rhizobium RY es relati
vamente- inestable. Otra caracteristica comin a 1os cruces media-
dos por RP4 y R68.45 en Rhizobium spp. se refiere & las peculia-
ridades de la recombinacidn, ya descritas en esta memoria y en otros
trabajos (Meade y Signer, 1977; Beringer, et af. 1978). ka baja
frecuencia de entrecruzamientos efectivos puede atribufrse a la
bacteria, en el sentido de que Rhizobium posea una baja capaci-
dad recombinativa, pero también cabe la posibilidad de que el -
plasmido conjugativo produzca alguna distorsién en la funcién -
nec de su nuevo huésped. De hecho, en el sistema conjugacional
endbgeno de R. Lupini, no se han descrito problemas de recombi-
nacion (Heumann et af. 1973).

Los datos de ligamiento obtenidos en los cruces mediados -
por estos factores presentan algunas limitaciones dignas de ser
consideradas. En primer lugar, la variabilidad de los porcenta--
Jes de ligamiento, que puede alcanzar hasta un 100%. Evidentemen
te, ello debe atribuirse a la variabilidad en el tamafio de los -
segmentos cromosémicos transferidos, y obliga a aumentar el tama
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no de las muestras estadisticas estudiadas. Por otra parte, las

distancias obtenidas en los cruces de tres factores no son aditi

vas (véase la Tabla 10). Kondorosi et af. {(1977) han propuesto -

el uso de la foérmula de Wu para corregir los datos de ligamiento
conjugacional. Sin embargo, la ecuacién de Wu (1966) estd conce

bida para la correccifén de los datos de transduccién generaliza-

da, es decir, de un sistema de transferencia en el que 1a longi-

tud de los exogenotes es relativamente constante. Por tanto, ca-

be esperar algin método mds fiable para l1a correccidén de los da-

tos.

De acuerdo con los resultados expuestos en las pdginas an-
teriores, la cotransduccidn parece un sistema adecuado para di--
cha correccién. Los porcentajes de cotransduccién obtenidos a --
partir de diferentes experiencias muestran una variabilidad me--
nor del 20% y en ninglin caso se han puesto de manifiesto proble-
mas de recombinacién. Por tanto, los datos de cotransduccién pa-
recen ofrecer garantias suficientes y autorizan algunas conside-
raciones sobre la conjugacion mediada por R68.45.

Dos pares de marcadores que muestran porcentajes de cotrans
duccidn similares, str - oanl (19-20%) e 4{8v3 - his29 (16-19%) -
presentan porcentajes muy diferentes de ligamiento conjugacional
(91% y 72%, respectivamente). Por el contrario, pares con un 1i-
gamiento conjugacional parecido, angl7 - phel5 (71%) e 4<kv3 -
his29 (72%) muestran porcehtajes de cotransduccién diferentes: 5-
7% y 16-19%, respectivamente. Ademds, resulta sorprendente que -
dos marcadores con un 91% de ligamiento conjugacional s6lo sean
cotransducidos con una frecuencia de un 1-2%.

Todo ello puede interpretarse en el sentido de que algunos
valores de Tigamiento conjugacional estdn exagerados. La base de
este fendmeno es diffcil de interpretar. Todos Tos marcadores es
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tudiados poseen una probabilidad similar de ser transferidos; por
tanto, no existe transferencia preferencial de determinadas regio
nes cromosémicas. Lo que parece existir es una herencia simultéa--
nea preferencial. Como hip6tesis de trabajo podrian aceptarse dos
explicaciones alternativas y atribuir las acentuaciones de heren-
cia simultdnea a una cotransferencia preferencial o a una corre--
combinacion preferencial.

La cotransferencia preferencial podria ser una cuestion de
suerte. Un par de marcadores adyacentes a un Locus de insercibn
del Factor R tendria mayores posibilidades de ser cotransferido
que un par mds lejano del punto de inserci6n, al menos en los --
cruces no "Hfn-1ike" y si, como se ha descrito, en 1os cruces me
diados por Factores R P1 los puentes de conjugaci6n son muy fra-
giles (Jacob et af. 1976). Aunque el tamafio de los segmentos cro
mosémicos arrastrados sea variable, puede existir una longitud -
mds probable y, en este caso, pares de marcadores con ligamiento
parecido podrian poseer diferente probabilidad de ser cotransfe-
ridos. Los pares cuya distancia del Factor R insertado coincida
aproximadamente con la longitud mds probable de los segmentos --
transferibles poseerian un mayor riesgo de que la interrupcidn -
de 1a transferencia se produjera en el tramo que los separa.

La hip6tesis alternativa se refiere a una eventual corre--
combinacidon preferente, debida a anomalfas del sistema xec, cau-
sadas 0 no por el plasmido ex6geno. Para admitir una correcombi-
nacion preferente seria necesario suponer que la probabilidad -
de “"crossing-over" no es idéntica para todos los Locd cromosémi-
cos. Las anomalfas, ya comentadas, de la recombinacifn autorizan
cualquier especulacidn en este sentido.

Algunas cuestiones relativas al comportamiento del Factor
R68.45 dentro de R. mefifoti estdn siendo estudiadas en nuestro
laboratorio. Pero independientemente de los progresos que puedan
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hacerse en el conocimiento de las caracteristicas de la transfe-
rencia cromosémica mediada por Factores R P1, la cotransduccidn

constituye, como en las Enterobacteridceas, un sistema analitico

apropiado para precisar los mapas de ligamiento. Evidentemente,

estas técnicas alcanzarén su mayor grado de interés cuando pue--
dan aplicarse al estudio de los genes simbi6ticos de Rhizobium.

Entretanto, podrdn servir para ampliar y perfeccionar los cortos
mapas de ligamiento disponibles.

Ademds, al igual que ha ocurrido en KLebsiefla, las expe--
riencias de clonado (“"cloning") de los genes nif de Rhizobium re
querird la seleccién de un. marcador vecino demostrable .in vi--
Lro. La cotransducci6n puede ser muy Gtil en este terreno.
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ESTUDIOS DE GENETICA DE LAS PROPIEDADES SIMBIOTICAS
DE Rhizobium meliloti.

La puesta a punto de técnicas apropiadas para el andlisis ge-
nético de Riizobium, como las que han sido descritas en las pagi
nas precedentes, constituye un estimulo para la bisqueda de ge--
nes simbidticos, (hsp, inf, nif, eff, etc.) con vistas a los es-
tudios de localizacidn, expresidn, regulacidén, transferencia y -
manipulacion.

En este tipo de estudios, la dificultad principal reside en -
la imposibilidad de seleccionar 4n vitro fenotipos simbidticos -
alterados, por lo que es necesario recurrir a métodos indirectos.
En las experiencias que se describen a.continuacion, se empled -
el sistema de andlisis .4n vitro-in vivo, estudiando a posterioni
el comportamiento simbiético de una serie de razas previamente -
caracterizadas. E1 uso de nitrosoguanidina para la obtencién de
mutantes permite esperar que, en algin caso, el &rea de mutacidn
pudiera alcanzar a un gen simbi6tico vecino de un marcador selec
cionable 4n vitro; el andlisis genético apropiado permitirfa des
cubrir su existencia.

La coleccion de razas utilizadas, que incluye diferentes cla-
ses de fenotipos, se detalla en la Tabla 14. Todas estas razas -
han sido estudiadas en relacién a los fenotipos Inf y Eff.

Como puede observarse en la Tabla 15, todas las razas estudia
das resultaron Inf'. Ninguna de las mutaciones estudiadas acamea
la pérdida de la infectividad. En el caso de la auxotrofia, es--
tos resultados apoyan los obtenidos por Scherrer y Dénarié (1971)
y por Malek (1974), autores que no trabajaron con auxotrofos mal
tiples de R. meliloti.

En contraste, varias razas auxotr6ficas. se han comportado co-




Tabla 14

Razas de R. meliloti utilizadas en los estudios de infectividad
y efectividad.

Raza Caracteristicas
203 silvestre
GRC1 203 Str"
GRC4 203 Pur”
GRC10 203 Gua~
GRC11 203 AL1"
GRC12 203 Ala” Ser~
GRC12.1 203 Ala” Ser™ Str"
GRC15 203 Ala”
GRC21 203 Ade” (ade3)
GRC21.0 | 203 Ade®, revertiente (ade3’)
GRC28 203 Ade” (ade?)
GRC70 203 Ilv™ His~
2 silvestre
GRC3 lisogénica (2(AL1))
402 silvestre
4c 402.Produccidn disminuida de polisa

cdrido. Baja induccién de poligalac
turonasa. AL1". (PG7).

GRC50 4c Orn~ (onnl)
GRC51 4c Phe” Arg” (phel5 angl7)

GRC51.1 4¢c Phe” Arg” Str' (phels angl7 str)
GRC51.2 4c Phe” Arg” Str' Rif" (phel’ angl7
stn nig)

GRC52 4c Leu” (Leus)
GRC54 4¢c Cys™ (cys4)
GRC55 4c Leu” His™ Lys™ (Leu5 his31 Lys?5)




Tabla 14 (continuacién)

Raza Caracteristicas
GRC56 4c Ade” Ura” Cys™ (ade9 ura? cys4)
GRC57 4c Thi~ Fol~
GRC58 4c, lento crecimiento
GRC58. 1 58 Str"
GRC59 4c Arg” Ade” (angl7 ade3)
GRC60 4c Rou
GRC61 4c Thr
GRC100 4c Sar”

Cuando no se indica expresamente, se ha utilizado la nomencla-
tura propuesta por Demerec et af. (1966). E1 simbolo Fol~ desig
na el requerimiento de &cido félico. E1 simbolo Sar™ se aplica
a la incapacidad de utilizar el sulfato. E1 fenotipo "crecimien
to lento" designa las razas que no muestran crecimiento signifi
cativo a las 48 horas de incubaci6én en medio YGT 1iquido.

Cuando se conoce el genotipo de las razas, se indica entre pa-
réntesis a continuacién del fenotipo.



Tabla 15

Propiedades de las razas estudiadas de R. meliloti
en simbiosis con su huésped, Medicago sativa L.

Raza Fenotipo simbi6tico
Inf - Eff

203
GRC1
GRC4
GRC10
GRC11
GRC12
GRC12.1
GRC15
GRC21
GRC21.0
GRC28
GRC70

2

GRC3
402

4c
GRC50
GRC51
GRC51.1
GRC51.2
GRC52
GRC54.0
GRC55
GRC56
GRC57
GRC58
GRC58.1
GRC59
GRC60
GRC61
GRC100

+

+ + + F F + + F + + +F F F + + 4+ + 4+ 4+ + + 4+ + + + + o+ o+ o+ o+ o+
+ + + + + + 4+ o+ o+
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mo Eff". S6lo han sido consideradas como tales aquellas razas cu
Ya capacidad de reduccion de acetileno era de un 0-5% en rela---
cién a la de la raza silvestre. Como ya se ha comentado anterior
mente, parece aconsejable no tomar en cuenta las diferencias gra
duales, que permitirian clasificar algunas razas como Eff inter-
medias. Las medidas de actividad especifica de nitrogenasa varfian
entre las propias razas silvestres y entre las diferentes medidas
de una misma raza, presuntamente a causa de factores incontrola-
bles del estado fisiolégico de los nédulos.

E1 comportamiento Eff  de las razas GRC4, GRC21, GRC28, GRC52,
GRC55 y GRC56 (véase la Tabla 15) corrobora los resultados obte-
nidos por Dénarié et af. (1976), en el sentido de que las muta--
ciones Ade”, Leu” y Pur” acarrean la pérdida de la efectividad.
Los revertientes prototréficos son siempre efectivos y la adi---
cion del nutriente en cuesti6n restaura el fenotipo silvestre --
EFfT. Ademas, todos los genotipos ade han mostrado similar com--
portamiento Eff . No existe, por tanto, ninguna mutacidn ef§ ad-
yacente a esos genes. La pérdida de la efectividad debe atribuir
se a un efecto pleotrépico, ejercido sin duda a través de] blo--
queo de determinadas rutas metab6licas.

Estudio cuantitativo de la infectividad

La infectividad no ha podido ser abordada desde una 6ptica cuan
titativa hasta la introduccién, en nuestro laboratorio, de técni-
cas de control de 1a poblacién bacteriana en la rizosfera. Las de
terminaciones del grado de infectividad, obtenidas por medio del
uso de tetraciclina, reproducen los resultados que se obtienen en
las experiencias de competicién entre razas y constituyen, por --
tanto, mediciones significativas de la velocidad de infeccion(01i
vares et af. sometido a publicacién).




Hay que tener en cuenta que, en el suelo, la velocidad dife-
rencial de infeccidn debe constituir un factor de seleccion de
primer orden. En los cultivos hidropénicos utilizados para el -
estudio de 1a infectividad 4in vitro, la utilizacibén de indculos
masivos y la ausencia de factores ecoldgicos negativos impiden -
apreciar diferencias significativas entre razas. La técnica de -
adicidn de tetraciclina permite apreciar claramente esas diferen
cias.

En Ta Tabla 16 se relaciona el nimero de nédulos producidos -
por las razas estudiadas, aplicando la técnica citada. En la Ta-
bla 17 se detallan los coeficientes de infectividad a diferentes
tiempos de adicién de antibi6tico. En la Tabla 18 se relaciona -
el grado de infectividad de las razas estudiadas, referido en to
dos los casos al de las razas silvestres.

Puede observarse que determinados caracteres no acarrean modi
ficacibn alguna del grado de infectividad. Tales son la lisoge--
nia para el fago AL1l, la resistencia al mismo fago y la resisten
cia a antibiGticos (estreptomicina, rifampicina).

En el caso de la raza lisogénica GRC3, es importante matizar
que se trata de una raza relativamente inestable en la solucién
de Rigaud y Puppo, con una frecuencia de induccidn esponténea de
alrededor de 10'1 en las primeras 24 horas (véase la grdfica 5).
Sin embargo, el1o no incide en el grado de infectividad; se debe
interpretar, por consiguiente, que el nimero de células que no -
se inducen resulta suficiente para que la probabilidad de copar
los puntos susceptibles a la infeccidn siga siendo idéntica a la
de la raza parental, no lisogénica. De hecho, un infculo de 980
células/ml es capaz de producir el mismo nimero de nédulos que -
uno de 106 cel/ml (Olivares et af,, sometido a publicacién).

La resistencia al fago AL1 tampoco produce ninguna alteraci6n
del grado de infectividad de R, mefiloti. Ello indica que la mu



Tabla 16

Produccidn de n6dulos por las razas estudiadas de R. meliloti bajo las
condiciones descritas por Olivares et af.

Raza Ndmero de n6dulos
sin Tc con Tc
48h 72h 96h

203 30.4+43.1 16.6+1.5

GRC1 30.4+3.8 14.8+2.8

GRC4 27.643.5 3.3+1.0

GRC10 28.040.5 2.6+1.0

GRC11 31.8+2.9 13.8+2.6

GRC12 23.0+3.4 4.6+3.0

GRC12.1 28.0+2.1 8.0+1.4

GRC15 33.0+3.2 5.142.5

GRC21 26.0+3.5 3.5+0.5

GRC21.0 29.5+4.2 15.5+2.0

GRC28 28.0+2.4 2.7+1.6

GRC70 29.6+4.0 1.7+¢1.2

2 29.6+2.5 16.8+1.6

GRC3 30.1+1.2 15.2+2.0

402 30.4+3.1 14.4+42.2

4c 28.5+3.9 9.8+3.1

GRC50 19.642.2 1.5+0.5 4.5+0.5 10.2+0.8

GRC51 ~ 25.8+1.9 0 0 1.8+0.8



Tabla 16 (continuacion)

Raza | Nimero de nddulos

sin Tc con Tc

48h 72h 96h

GRC51.1 28.8+1.7 2.0+0.7
GRC51.2 21.0+2.5 0 « 1.740.9
GRC52 24.3+0.3 1.2+0.3 5.7+1.2
GRC54.0 14.3+2.3 1.5+1.0
GRC55 28.5+2.8 0.5+0.3 4.2+0.9
GRC56 24.0+2.9 1.5+0.5
GRC57 29.0+3.3 8.0+0.8
GRC58 29.7+1.7 0.6+0.8 7.7+2.0
GRC58. 1 29.6+3.2 7.0+1.4
GRC59 26.6+2.0 1.8+0.8
GRC60 29.8+3.0 0 0 2.0+1.0
GRC61 23.7+3.0 2.0+1.1 | 5.2+0.9
GRC100 37.3+2.0

3.5+1.1

Se han contabilizado el nimero de nédulos por tubo (5 plantas). Los resultados son la media
aritmética de 3 experimentos, en cada uno de los cuales se usaron 10 tubos por serie.




Tabla 17

Coeficientes de infectividad (Ci) de las razas estudia-
das de R. meliloti.

Raza Ci

48h 72h 96h
203 54.0
GRC1 48.6
GRC4 11.9
GRC10 2.3
GRC11 43.4
GRC12 ©19.8
GRC12.1 28
GRC13 15.0
GRC21 13.0
GRC21.0 52.0
GRC28 9.6
GRC70 5.7
2 56.0
GRC3 52.2
402 47.0
4c 34.0
GRC50 7.6 22.9 52.0
GRC51 6.9
GRC51.1 6.9
GRC51.2 8.3
GRC52 4.9 23.0
GRC54.0 10.0
GRC55 14.7
GRC56 6.2
GRC57 27.0
GRC58 25.9
GRC59.1 | 28.7
GRC59 6.7
GRC60 6.7
GRC61 8.4 22.0
GRC100 8.4




Grado de 1nfectivfdad(Gi) de las razas estudiadas de R. melilot{

Raza

203
GRC1
GRC4
GRC10
GRC11
GRC12

GRC12.

GRC15
GRCZ21

GRC21.

GRC28
GRC70
2
GRC3
402
4c
GRC50
GRC51

GRC51.1
GRC51.

GRC52

GRC54.

GRC55
GRC56
GRC57
GRC58

Tabla 18

G,

1 2 _3
100 100
100 100

24.4 24.4
19.0 19.0
100 100
40.7 40.7
57.4 57.4
30.0 30.0
26.6 ~ 26.6
100 100
19.7 19.7
11. 11.7
100 100
100 100
100 100
69.0 69.0
15.0 100 . 15.0
- 13.2 1.9
- 13.2 1.9
- 15.9 2.4
- 44.0 .6
20,0 20.0
- 28.2 4.2
- 11.9 1.7
- 51.9 7.8
- 49.0 7.3



Tabla 16 (continuacién)

Raza Gi

1 2 3
GRC59 - 12.8 1.9
GRC60 - 12.8 1.9
GRC61 - 42.0 17.2
GRC100 17.2

Los valores de 1a columna 1 han sido obtenidos tomando como Gi
=100 Ta media aritmética de los coeficientes de infectividad de
las razas silvestres 103, 402, y 2.

Para comparar el grado de infectividad de las razas menos in-
fectivas, que no dan resultados significativos cuando se adicio-
na tetraciclina a las 48 horas, se tomé como Gi = 100 el coefi--
ciente de infectividad de la raza GRC50 con adici6n de tetraci-
clina a las 96 h. Estos valores se relacionan en la columna 2.

Para obtener datos comparativos de todas las razas, se han ex
trapolado a 48 horas los resultados de las razas poco infectivas.
La columna 3 incluye dichos valores.
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tacion de resistencia no altera los efectores Inf de la superfi-
cie bacteriana. Por tanto, no parece tratarse de receptores comy
nes, como pudiera deducirse de algunos trabajos anteriores (Klecz
kowska, 1965).

Tampoco han aparecido modificaciones del grado de infectividad
como consecuencia de las mutaciones Str' y Rif", ni siquiera cuan
do ambas coexistfan en una misma raza. Ello puede suponer una ---

_aportacién a la polémica sobre la eleccién de los marcadores mis

apropiados para los estudios de tipo ecoldgico (véase Schwinghamer
y Dudman, 1973; Amarger, 1975). Las mutaciones de resistencia a la
estreptomicina y a la rifampicina, puesto que no afectan en abso-
luto a los caracteres Inf' y Eff+, parecen adecuadas para el segui
miento de R. melilots en el suelo.

Mutaciones que alteran el grado de infectividad

Como puede observarse en la Tabla 18, la auxotrofia y la modi-
ficacibn de la morfologfa de 1a colonia alteran significativamen-
te el grado de infectividad.

Todas las razas auxotr6ficas estudiadas muestran un grado de -
infectividad menor que el de la raza silvestre de la que proceden.
Aunque, de acuerdo con la hipétesis de Zamenhof y Eichhorn (1967),
algunas razas auxotr6ficas pueden aventajar a las silvestres cuan
do crecen en un medio enriquecido, (véase la Gr&fica 3), la situa
cibn se invierte en los medios normales de cultivo (Gréfica 4). -
Es presumible que en la rizosfera, indudablemente més pobre que -
el medio YGT, la presi6n de seleccidn a favor de las razas silves
tres sea ain mis intensa. Por tanto, a nivel de la proliferacidn
rizosférica, la auxotrofia debe constituir una desventaja selec-
tiva,




Cétulas/mi

Grdafica 3

Curvas de crecimiento de la raza silvestre Rm203 y de dos de-
rivadas Ade” en un medio enriquecido
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Los cultivos se 1levaron a cabo en medio YGT adicionado de
adenina (Sigma) 0,5 mM. Los recuentos del ndmero de c&lulas
viables se realizaron en medio 79 de Allen adicionado de --
cristal violeta.
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Grafica 4

crecimiento de diferentes razas de R. meliloti en
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Grafica 5

Curvas de viabilidad de diferentes razas de R. melifoti en
la solucidn nutritiva de Rigaud y Puppo.
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Sin embargo, las diferencias en el grado de infectividad que
han aparecido en las experiencias que se describen no son atri-
buibles a la tasa diferencial de multiplicacidn, puesto que nin .
guna de las razas estudiadas, ni siquiera las silvestres, proli
fera significativamente en la soluci6n de Rigaud y Puppo (Grafi
ca 5; J. Rigaud, comunicacién personal). Por otra parte, la adi
cion del nutriente o nutrientes requeridos no mejora los coefi-
cientes de infecci6n. E11o indica que la repercusién de la auxo
trofia sobre la capacidad infectiva tiene lugar en una fase més
tardia y que el grado diferencial de infectividad depende de la
velocidad con que cada raza puede ponerse fuera del alcance del
antibidtico. Cabe suponer que ello ocurre a niveldel cord6n de
infeccion.

Diferentes mutaciones de auxotrofia poseen efectos parecidos
sobre el grado de infectividad. Incluso poseen carécter aditivo:
una raza con dos marcadores nutritivos siempre es menos infecti-
va que un mutante simple, independientemente de cliales sean di--
chos marcadores (Tabla 18). Se trata, por tanto, de efectos abso
lutamente inespecificos. Hay que admitir que el crecimiento a lo
largo del cord6n de infeccion debe resultar mis lento y ms dif{
cil cuanto mayor sea el grado de dependencia nutricional.

La interpretaci6n del comportamiento de l1a raza rugosa GRC60
resulta mds problemitica. La adicién de polisacérido extracelu-
lar de la raza silvestre no restaura el grado de infectividad, -
Puede tratarse de una mutacion a nivel de 1ipopolisacérido, hip6
tesis que estd siendo examinada en nuestro laboratorio.

Importancia del plésmido PG en relacién con la infectividad

E1 pl&smido PG, que parece codificar la composici6n y el grado
de produccidén de los polisacdridos extracelulares y subsiguiente-



Tabla 19

Efecto de ja adicion de polisacdridos extracelulares de la raza silvestre 402 sobre el grado de
infectividad de R. meliloti 4c.

Nimero de nddulos

Sin polisacédrido Con polisacdrido

Sin Tc Con Tc Sin Tc Con Tc
402 31.2 + 3.5 14.4 + 2.2 28.9 + 3.5 15.1 + 2.5
4c 30.1 + 2.2 8.7+ 2.4 28.4 + 2.5 14.8 + 1.8

Ci G1

Sin polisac. Con polisac. Sin polisac. Con polisac.

402 49.0 50.2 100 100

4c 32.3 48.9 66 98

Todos los datos se hallan referidos a la adicidn de tetraciclina a las 48 horas.
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mente la capacidad de inducir la produccién de poligalacturonasa
(Palomares, 1975; Olivares et al. 1977) posee una influencia ---
cuantitativa sobre el grado de infectividad de R. mefiloti:las -
razas curadas resultan un 30-40% menos infectivas que la raza pa
rental PG* (Tabla 18).

Este dato se halla refrendado por el comportamiento de los mu
tantes auxotrdficos. Como puede observarse en la misma Tabla, la
depresidn del grado de infectividad debida a la auxotrofia es --
proporcionalmente mds grave en las razas PG .

Pero, ademds, la adici6én de polisacdrido extracelular de la -
raza silvestre 402 restaura hasta el 98% el grado de infectivi--
dad de la raza curada 4c (Tabla 19). Ello corrobora la hip6tesis
de que el plasmido PG, a través de la produccién de los polisacd
ridos extracelulares, ejerce algin control sobre el proceso de -
infeccion. |




CONCLUSIONES
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1. Aungue el factor R68.45 es un pldsmido conjugativo dtil para el
analisis genético de R. melifoti, los datos de ligamiento obteni-
dos a partir de las experiencias de transferencia cromosbmica pro
movida por dicho pldsmido deben ser corregidos mediante un siste-
ma apropiado.

2. La transduccidn generalizada por el fago DF2.1 y el subsiguiente
andlisis-cotransduccional constituyen un método adecuado para --
precisar los mapas cromosbmicos de ligamiento de R. melilfoti.

3. Los caracteres simbifticos Inf y Eff de R. meliloti son sensibles
a numerosos efectos pleotrépicos, debidos a mutaciones de genes -
no simbidticos.

4. Las estirpes silvestres de R. meliloti poseen un mayor grado de in
fectividad que las curadas. Ello puede derivarse de 1a presencia -
del pldsmido PG, posiblemente a través de la produccibn de los po-
lisacdridos extracelulares.
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