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Dntroduccisn

I. TRANSFERENCIA GENETICA HORIZONTAL EN BACTERIAS.

Si tuvieramos que estudiar la transferencia genética dentro del contexto de
la evolucién bacteriana, con grandes posibilidades seria el fenémeno que inas
plasticidad y variabilidad genética proporciona al proceso evolutivo.

La transferencia, entendida como tal, es una forma muy directa de
dispersién de genes y/o elementos genéticos que, bajo determinadas condiciones,
podrian suponer una renovacién génica y/o metabélica repercutiendo directamente
sobre la flexibilidad filogenética bacteriana. Puesto que las bacterias carecen de
reproduccién sexual e intercambio meidtico, esta transferencia genética puede
entenderse como una “compensaciéon” evolutiva esencial para la adquisicion y
recombinacién de nuevos genes, proceso basico en la evolucion de los seres vivos
(Lorenz y Wackernagel, 1994).

Los estudios experimentales de procesos de transferencia genética
horizontal tales como transformacién, transduccién y conjugacién, proporcionan
evidencias suficientes de transferencia entre bacterias, de la misma o diferente
especie, e incluso entre bacterias y eucariotas (DeFlaun y Levy, 1989; Heinemann,
1991; Mazodier y Davies, 1991).

Tres son los procesos principales por los que la transferencia genética

horizontal puede tener lugar: transformacion, transduccion y conjugacién.

1. TRANSFERENCIA GENETICA MEDIADA POR TRANSFORMACION
NATURAL.

La transformacién genética natural de bacterias se entiende como la
captura de ADN extracelular libre por una célula y su heredable incorporacién al
genoma. Este mecanismo de transferencia horizontal depende de la funcién de
varios genes localizados en el cromosoma bacteriano. El término “transformacion

natural” ha sido acuiiado para distinguirlo de otros procesos usados in vitro para
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introducir moléculas de ADN dentro de las células bacterianas (transformacién
artificial).

Las bacterias son los unicos organismos capaces de transformacion
natural, por lo que este proceso puede considerarse como la forma méas genuina de
transferencia génica horizontal, ya que otros procesos estan regulados por genes
localizados en plasmidos o transposones (conjugacién) o en bacteriéfagos
(transduccion).

La transformacién natural, como mecanismo de adquisicién de informacién
genética, contribuye a la formacion de estructuras en mosaico de las poblaciones
(Maynard et al., 1991). Esta evidencia puede obtenerse del analisis comparativo
de las secuencias nucleotidicas, uso de codones y patrones enzimaticos entre
diferentes bacterias. Los requerimientos ecoldgicos para este proceso, a diferencia
de otros, son bastante simples. Por ejemplo, en el proceso conjugativo se necesita
un estado metabdlico activo de donador y receptor y el establecimiento de un
contacto fisico lo suficientemente estable para permitir la transferencia de ADN.
La transferencia genética por transduccion requiere un donador metabdlicamente
activo en el cual se producen las particulas del fago durante la reproduccién viral.
El receptor, puede estar espacial y temporalmente separado del donador ya que la
informacién genética en la particula transductora persiste. Sin embargo el
receptor debe estar relacionado con el donador por una sensibilidad comin al
bacteriéfago.

A diferencia de la transferencia genética por conjugacion o por
transduccién, la mediada por transformacién natural no requiere incluso un
donador vivo, ya que durante la lisis o muerte celular se libera ADN suficiente
para proporcionar ADN libre. Tampoco es necesaria una relacién genética entre el
donador y el receptor para la transformacion, sin embargo si se requiere un
estado fisiolégico activo del receptor para la toma de ADN.

La capacidad de transformacion natural de algunas bacterias ha sido

aprovechada para introducir ADN dentro de las células. Con la apariciéon de las
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técnicas de ADN recombinante se han optimizado diversos métodos para la
transformacién (artificial). Por ejemplo: tratamiento de las células con Cl:Ca o
cloruros de otros elementos (Mg, Ba, Rb, Sr), con agentes quelantes (e.g. EDTA), o
enzimas liticos (muramidasas o peptidasas) que producen protoplastos o
esferoplastos; fusion de células o protoplastos con ADN empaquetado en
liposomas; exposicién celular a campos eléctricos (electroporacién); bombardeo de
células con pequenas particulas que transportan ADN directamente al

citoplasma y procesos de congelacién y descongelacion.

Se podria imaginar que ocurran situaciones parecidas a las descritas
anteriormente en el entorno natural de la célula. Por ejemplo, un descenso de la
temperatura por debajo del punto de congelacion del agua, la presencia de
soluciones de electrolitos, lisozimas y enzimas proteoliticos, son situaciones que
probablemente se puedan encontrar en ambientes acuaticos y terrestes. Y
ejemplos no faltan; de la mezcla de Escherichia coli con el sobrenadante de un
cultivo de bacterias portadoras de plasmidos, se obtienen transformantes por
congelancién y descongelacién de dicha mezcla (Li, et al., 1992). Por otro lado, la
transformacién natural depende de una serie de funciones celulares codificadas
por genes cromosdomicos (Dubnau, 1991; Hahn et al., 1987) y expresados
coordinadamente bajo la influencia de condiciones medioambientales

particulares.

Lorenz y Wackernagel (1994) dividen este proceso de transformaciéon

natural en los siguientes pasos:
1. La liberacion del ADN por las células.
2. Su dispersion.
3. La persistencia del mismo.
4. Desarrollo de la competencia para la toma del ADN.
5. La interaccién de las células con el ADN y la adquisicién del mismo.

6. La expresion de rasgos relacionados con el ADN adquirido.
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En todos los habitats examinados (suelo, agua, etc) se ha podido encontrar
ADN de forma libre. La liberacién de este ADN ha sido demostrada por el hecho
de que algunas bacterias pueden excretar espontaneamente ADN cuando se
cultivan. Este es el caso de Bacillus subtilis en cultivos liquidos, del cual se
encuentra ADN libre o bien asociado a la pared celular (Lorenz et al., 1991). El
mecanismo por el cual B. subtilis libera ADN incluye desde la lisis celular hasta
una forma desconocida de externalizacién que no afecta a la integridad celular. En
otros casos, B. subtilis puede liberar ADN justo en el momento del desarrollo de
su estado de competencia (Crabb, et al., 1977), a juzgar por las altas tasas de
transformacion encontradas en cultivos liquidos de células en estado competente.

Estos procesos de liberalizacion de ADN por lisis celular o excrecién
parecen estar regulados por la presencia de cationes (Svarachorn et al., 1989) y
aunque no hay una explicacion clara, se ha sugerido alguna interacciéon o
acoplamiento con el potencial quimiosmodtico de la membrana. Ademas de la
excrecion o lisis, existen otros mecanismos de liberacién de ADN. Asi, en
bacterias gram-negativas (Agrobacterium tumefaciens, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, etc), ADN cromosémico y plasmidico puede ser expulsado en vesiculas
formadas a partir de las membranas celulares (Dorward y Garon, 1990).

Estudios mas directos han demostrado la presencia de ADN extracelular
en diferentes medios. Los métodos de extraccion desarrollados son diversos,
aunque, sin embargo, mas que para cuantificar la cantidad de ADN libre, estos
métodos han sido usados para obtener ADN con el objeto de describir y analizar
las poblaciones microbianas (Holben, et al., 1988; Porteus y Armstrong, 1993). En
cualquier caso, aunque las grandes cantidades de ADN recuperadas del suelo y
otros ambientes parecen indicar la abundancia de ADN extracelular, con
frecuencia, y debido al tratamiento, existen contaminacién con ADN de los
microorganismos presentes.

La existencia de ADN extracelular indica que, de alguna manera, puede

persistir en este estado a pesar de que los acidos nucleicos son hidrolizados en los
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diferentes ambientes donde han sido encontrados (Romanowski et al., 1992).
Ciertos componentes del suelo, como cuarzo, feldespato, minerales de la arcilla y
algunas particulas en suspension en ambientes acuaticos, tienen capacidad de
proteccion de los acidos nucleicos frente a la hidrélisis por ADNasas, gracias a la
formacién de complejos ADN-minerales. Este hehco se ha deducido de los
estudios que han medido la persistencia del ADN en el suelo y en ambientes
acuaticos. E1 ADN por tanto, puede unirse rapidamente al material sélido
resultando en una mejor proteccién frente a enzimas degradativos. El mecanismo
propuesto es que las DNasas tienen un acceso limitado a las moléculas
adsorbidas a material sélido (Khanna y Stotzky, 1992), asi como una propia
inhibicién o inactivacién de estos enzimas. Todos estos datos muestran la
presencia y persistencia de ADN extracelular en diferentes ambientes. De esta
manera cualquier célula (con un estado competente desarrollado) puede ser

transformada por moléculas de ADN.

Las células bacterianas estan continuamente sometidas a cambios en las
condiciones ambientales del suelo, sedimentos y medios acuaticos, que pueden
ocasionar un estrés fisiolégico producido por diferentes factores como son la
limitacién de nutrientes, pH, temperatura, radiaciones UV, especies de oxigeno
activado y otros agentes toxicos. Ademas, la competencia con otras especies,
relacionadas o no, por los nutrientes y la producciéon de ciertos compuestos
extracelulares pueden tener profundos impactos sobre células individuales o
poblaciones enteras en determinados habitats.

Generalmente, la limitacién de nutrientes, el calor y otras condiciones
estresantes inducen la expresion de ciertos genes cuyos productos capacitan a la
bacteria para adaptarse a situaciones extremas (Hassani et al., 1992; Matin,
1991). Estos factores de estrés pueden también influenciar el desarrollo de la
competencia, necesaria para la transformabilidad natural de las células. Para la
adquisicién de la misma es necesario un estado metabdlicamente activo de la

bacteria avalado por la disponibilidad de nutrientes. En B. subtilis la
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competencia es regulada por varios productos génicos (ComA, ComP) que actuan
en cascada como senal de traduccion (Dubnau, 1991). En muchas bacterias, la
calidad, variedad y cantidad de nutrientes son factores clave para el desarrollo de
un estado competente 6ptimo.

Para la transformaciéon de una bacteria se requiere en primer lugar que
una célula competente tome contacto con el ADN y por otro lado la eficiencia de la

transformacién depende también del tamano de la molécula de ADN.
1.1. Transformacién natural en bacterias gram-positivas.

Las especies mas estudiadas son B. subtilis y Streptococcus pneumoniae.
Estas bacterias pueden unir ADN de doble cadena, sin especificidad de secuencia,
a receptores localizados en la membrana. Las moléculas de ADN penetran en
forma de cadena simple, con un tamafno medio de 10 kb (Morrison, 1977;
Piechowska y Fox, 1971) mientras que la otra cadena es degradada por nucleasas
unidas a membrana. Todo el proceso esta perfectamente regulado. Una vez unido
el ADN al receptor celular, una de las cadenas es hidrolizada por una
endonucleasa y la otra es empujada hacia el interior célular (Dreiseikelmann,
1994). El modelo propuesto (Rosenthal y Lacks, 1980) seria una estructura
integrada en membrana con un poro acuoso en el centro, el cual permite el paso de
una cadena de ADN mientras la otra es degradada. Todo indica, por otro lado, que
la toma de esta cadena simple comienza por el extremo 3-OH (Mejean y
Claverys, 1988). La- endonucleasa ha sido identificada en B. subtilis como el
producto del gen coml (Vosman et al., 1988) que estaria modulado por otro gen
denominado comd. Otras proteinas tambien estidn implicadas en el aparato
translocador: ComC seria una peptidasa que actuaria en el procesamiento de
algunos componentes del sistema (Dupuy et al., 1992). El locus comG es un operén
con siete genes, algunos con funcién reguladora y otros codifican proteinas que

forman parte del complejo translocador de ADN (Albano y Dubnay, 1989)
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A diferencia de B. subtilis, se sabe muy poco sobre los genes implicados en
S. pneumoniae. De las 14 proteinas inducidas por la competencia, s6lo 11 han sido
identificadas, pero no se han asignado genes (Morrison y Baker, 1979;
Vijayakumar y Morrison, 1986). Aunque predomina la hipétesis de un transporte
de ADN mediado por proteinas de membrana, existen evidencias de un
transportador de tipo no proteico. Durante el desarrollo del estado de
competencia se produce un aumento del contenido en polihidroxibutirato (PHB),
parte del cual ha sido encontrado formando parte de la membrana
citoplasmatica, asociandose con una estructura cilindrica por cuyo interior

pasaria el ADN de cadena sencilla (Reush et al., 1986).

1.2. Transformacién natural en bacterias gram-negativas.

La transformacién natural también ha sido descrita en bacterias gram-
negativas, tales como los géneros Haemophilus, Acinetobacter, Neisseria y
Moraxella.

El sistema mejor estudiado es el de Haemophilus spp. La captura de ADN
se lleva a cabo mediante una estructura denominada transformasoma, formada a
partir de extensiones de la membrana (Zoon y Scocca, 1975). A diferencia de otros
procesos de transformacién, el ADN que va a penetrar en el interior celular ha de
ser homélogo, uniéndose a receptores del transformasoma por determinadas
secuencias (Danner et al., 1980) siendo transportado al interior mediante un
mecanismo desconocido. En este estado el ADN se encuentra protegido frente a
las nucleasas. Durante su paso por la membrana citoplasmatica, una cadena de
ADN es degradada mientras que la complementaria entra en el citoplasma por el
extremo 3’-OH y es incorporada por recombinacion (Barany et al., 1983).

Se conoce poco sobre la regulacion a nivel genético de este proceso pues,
aunque se han obtenido algunos mutantes de H. influenzae deficientes en

transformacién, su caracterizacion ain no estad avanzada (Barouki y Smith,
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1985); aunque en bacterias gram-negativas no se han identificado proteinas
involucradas en la captura de ADN o nucleasas unidas a membrana, se asume,
sin embargo, que la translocacion del ADN ocurre con la ayuda de poros o canales

especializados.

Cuando se considera que una célula competente podria transformarse por
ADN de diferentes organismos presentes en el mismo habitat, es importante
determinar qué influencia tiene la integraciéon del ADN que se ha internalizado
dentro del genoma receptor. Se requiere una minima homologia para la formacion
del heteroduplex de ADN donador-receptor, que por otra parte, puede suponer sélo

unas pocas pares de bases (Lorenz y Wackernagel, 1994).

El ADN no navega libremente por el interior celular ya que determinados
factores, medioambientales o intrinsecos de la bacteria receptora, pueden limitar
el éxito de la transformacién. Uno de los mas importantes es la barrera que
suponen los sistemas de restriccién del receptor, aunque no siempre funcionan de
igual forma en todas las bacterias donde se conocen (Lorenz y Wackernagel,

1994).

Otro factor muy importante es la divergencia entre la secuencia de ADN
que ha sido integrado respecto a la del genoma receptor. Se especula que la
incorporacién de ADN por transformacion interespecifica ocurre preferentemente
entre loci conservados, es decir entre secuencias muy similares, probablemente
como consecuencia de un aislamiento sexual mediatizado por las diferencias

entre los sistemas de restriccién y los sistemas de correccién (Coyne, 1992).

({Cudl es entonces la causa de que los sistemas de captura de ADN se
conserven y evolucionen? El entrecruzamiento de ADN puede ser una estrategia
ventajosa para adaptarse genotipicamente a un ambiente cambiante. Este
intercambio genético puede ser ventajoso para otros propoésitos aunque no
confiera un beneficio o un nuevo rasgo tanto porque la informaciéon genética ya

esta presente o porque el ADN no puede integrarse en el cromosoma.
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En Neisseria (Meyer, et al., 1990) la entrada del ADN tiene un papel
regulador en la expresién génica, por ejemplo, en la variacion de las propiedades
antigénicas (variacién de fase). Esta variacion de fase se ve aumentada en
cultivos como consecuencia de la lisis celular (liberacion de ADN) y disminuida
por la adicién de DNasas. Diferentes cepas de S. pneumoniae tienen distintos
sistemas de restriccién, Dpn Iy Dpn II, que reconocen la misma secuencia pero
que actiian, respectivamente, sélo cuando esta o no metilada (Lacks et al., 1986).
Este sistema proporciona proteccion contra bacteriéfagos. De esta forma,
bacteriéfagos propagados en cepas Dpn I son restringidos por la cepa Dpn Il y
viceversa.

Si el ADN que entra no tiene homologia suficiente para integrarse en el
genoma del receptor, puede sevir como fuente de C, P y N o bien aportando
nucleétidos para la sintesis de ADN (Steward y Carlson, 1986).

Tambien se ha propuesto una reparacién transformacional del ADN en
receptores que han sufrido algin estres genotoxico (Michod, et al., 1988).

La transformacion natural es por tanto un proceso que ocurre en la
naturaleza. La continua produccion y liberacién de ADN por las poblaciones
bacterianas y su relativa persistencia, particularmente cuando se asocia a
superficies sélidas, provee de genes extracelulares en los ambientes bacterianos a
pesar de la presencia de las DNasas.

A pesar de los conocimientos que se tienen, existen todavia muchas
cuestiones que investigar, sobre todo en cuanto a la genética del proceso de la
trénsformacién natural. La .identiﬁcaci()n de genes y sus funciones puéden ser una
herramienta muy util para encontrar mas bacterias que sean transformables de
forma natural, asi como clarificar la relacién del proceso de translocacién del
ADN durante la transformacién con otros sistemas de transporte
transmembrana, incluyendo la transferencia conjugativa de ADN, transporte de

proteinas, excrecion de ADN, ARN y la infeccién por bacteriéfagos.

11
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2. TRANSFERENCIA GENETICA MEDIADA POR BACTERIOFAGOS.

La transduccién genética es la transferencia intercelular de material
genético no viral por medio de una particula  virica. Las particulas de
bacteriéfagos se forman en las células donadoras durante el desarrollo del fago.
Se pueden distinguir dos tipos de transduccion (Masters, 1996; Weisberg, 1996):
especializada, y generalizada. En el primer caso, sélo determinados genes del
hospedador son transducidos (aquellos cercanos al sitio de insercién del fago) e
incorporados establemente al genoma virico donde estos genes son empaquetados
y replicados como si fuesen propios. En el segundo, no hay limitaciones para el
tipo de genes que se puede transducir. Sin embargo, sea cual sea el tipo de
transduccién que se lleve a cabo, la transduccién entre bacterias es un fenémeno
habitual y por ello merece la pena detenerse un poco para entender mejor como
ocurre este proceso. Dado que existen gran nimero de bacteriofagos, y aunque
ciertos aspectos de su ciclo infectivo y desarrollo son diferentes, se va a centrar el
estudio en fagos de E. colt.

Los fagos se adsorben a sitios especificos en la superficie de la célula
bacteriana. Tras una unién irreversible del fago, el 4cido nucleico es translocado a
través de la membrana externa, el espacio periplasmico y la membrana interna
hasta alcanzar el citoplasma. La union se realiza en receptores especificos de
superficie cuyo numero estimado varia entre 200 y 400 por célula
(Dreiseikelmann, 1994). La ventaja de los sitios de adhesién seria que las
moléculas transportadas permanecerian en un ambiente hidrofébico sin
necesidad de proteccion frente a enzimas degradativas.

Otros autores, sin embargo, pretenden cambiar la nocion de los sitios de
adhesion (Hobot, et al., 1984), por donde pasaria el ADN transducido, por la idea
de unos pequeiios puentes, de composicién lipidica, que conectarian las
membranas celulares. Lo que si parece claro es que, de una forma u otra, puede

existir una induccién de los sitios de adhesion originados por la infeccién del fago

12
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(Furukawa, et al., 1983). Estos autores han propuesto que tras la adsorciéon del
fago, la cola es introducida en la membrana externa, produciéndose un
acercamiento de las membranas externa e interna que se fusionan formando un
canal estrechamente adosado a la cola del fago, tras lo cual el acido nucleico es
introducido en la célula hospedadora.

La idea de un transporte de ADN fagico mediado por canal ha sido
propuesta repetidamente. Todo parece indicar que los canales transmembrana
para la translocaciéon del ADN del fago son una consecuencia de los fenémenos de
despolarizacion a los que las membranas estan sujetas tras la infecciéon del fago.
Dicha despolarizacién (provocada por eflujos de K* e influjos de H*, Na* y Li*) es
repuesta tras la translocacién del ADN a través de la membrana, recuperandose
el potencial de membrana y produciéndose el cierre del poro o canal (Boulanger y
Letellier, 1988). Quizas el cierre del canal sea llevado a cabo por una proteina
llamada piloto que estaria unida al ADN. Esta proteina entraria primero en la
célula y seria responsable de la alta especificidad y eficiencia en la translocacién
a través de la cubierta celular.

Sin embargo, en algunos casos de transduccion se han identificado
proteinas especificas del fago que van a formar parte del canal o poro y que son
constituyentes de la capsida del fago (Feucht, et al., 1990).

Ciertas proteinas del hospedador también participan en el proceso de
infeccion de ADN de algunos fagos. Los genes tonB tolQ, tolR y tolA de E. coli
estan directamente relacionados y mutantes de dichos genes no permiten la
infeccion por el fago fd, asi como pbr otros fagos (Bradley y Whelan, 1989). La
funcién precisa de las proteinas Tol no es bien conocida pero parece que estarian
implicadas en la estabilizacion de la membrana interna (Levengood-Freyermuth,

et al., 1993).
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3. TRANSFERENCIA GENETICA MEDIADA POR CONJUGACION.

Los plasmidos de una amplia variedad de géneros son objeto de estudio por
muchos laboratorios en todo el mundo. Estos elementos son conocidos porque
portan genes que confieren propiedades importantes de supervivencia, necesarios
frecuentemente bajo condiciones atipicas. Ejemplos clasicos son las resistencias a
sustancias toxicas, como antibiéticos, iones metalicos, sensibilidad bacteriéfagos,
rutas metabdlicas alternativas para la célula bajo condiciones de estrés
nutricional, etc. Dentro del contexto evolutivo, es muy probable que la mayoria de
los plasmidos hayan sidos adquiridos recientemente por sus hospedadores, dado
que su caracteristica movilidad les capacita para establecerse en nuevas células
bacterianas por el proceso conocido como conjugacion. Mientras muchos
plasmidos son completamente capaces de promover su propia transferencia
conjugativa (autotransmisibles), otros se mueven sélo con la ayuda de elementos
corresidentes. La habilidad de un plasmido para establecerse él mismo en una
variedad de diferentes especies es comun. Asi, por ejemplo, la transferencia
plasmidica entre bacterias y eucariotas ya ha sido demostrada. Es mas, la
transferencia entre reinos también es clara como lo demuestra que ciertas
enfermedades de las plantas estan directamente relacionadas con la
transferencia de ADN desde una bacteria en un proceso similar a la conjugacién
bacteriana También es notable que muchos genes localizados en plasmidos
exhiben su propia forma de movilidad al localizarse en transposones capaces de
moverse de una a otra molécula intracelularmente. Algunos de estos
transposones (transposones conjugativos) tienen incluso capacidad
autoconjugativa y pueden transferirse directamente a otra célula bacteriana.

La conjugacién bacteriana es un proceso especializado de transferencia
unidireccional de ADN desde un donador a una célula receptora por un
mecanismo que requiere un contacto intimo. El proceso suele estar codificado por

un plasmido o transposén conjugativos y supone una de las mayores rutas de
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transferencia genética horizontal. Los sistemas de conjugacién tienen un papel
remarcable en la transferencia genética entre una amplia gama de géneros
bacterianos e incluso entre bacterias y eucariotas. Estas propiedades hacen a la
conjugacion una importante fuente de plasticidad genética, potenciando cambios
de significancia clinica y medioambiental.

Para orientar un poco mas el estudio y comprensiéon de este proceso, es
conveniente empezar revisando como ocurre la transferencia conjugativa en
bacterias gram-negativas y mas concretamente en el modelo mejor estudiado: El

plasmido F y sus relacionados.

3.1. Organizacién genética de la regién que determina la transferencia

del plasmido F y sus relacionados.

Este sistema conjugativo fue el primero descrito en la literatura cientifica
(Lederberg y Tatum, 1946) y desde entonces han sido numerosos los articulos que
han elucidado con detalle la genético molecular de todo el proceso conjugativo.

Brevemente, los pili, filamentos extracelulares expresados por el plasmido,
propician un contacto con uno o mas receptores, conduciendo a la formaciéon de un
agregado o pareja de conjugacién. Una vez que este agregado esta establecido,
una tnica molécula de ADN se transfiere en direccién 5—3°, comenzando en el
sitio de la mella dentro del origen de transferencia (ori7). El proceso se completa
cuando se produce la recircularizaciéon de la cadena transferida y la sintesis de la
cadena complementaria de ADN, tanto en el donador como en el receptor.

Toda la informacién genética necesaria para la transmisién conjugativa del
plasmido F o factor de fertilidad esta codificada dentro de una region de 33.3 kb
de la region de transferencia (Frost et al. 1994).

Aunque el plasmido F es el tnico cuya secuencia se conoce en su totalidad,
las secuencias parciales de otros plasmidos como R386, R1, R100, R136, ColB2-
K77, ColB4-K98, R538-1, pSU316, R124, pED208 y pSU233, todos ellos

13
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relacionados con el plasmido F, también estan disponibles para su analisis
comparativo. En la mayoria de los casos, las regiones de transferencia de dichos
plasmidos presentan un alto grado de homologia entre si. Esto claramente
evidencia la gran relacién existente entre ellos y que probablemente tuvieran un
plasmido antecesor comun (Frost el al. 1994).

Los genes del plasmido F que codifican para funciones de transferencia
pueden agruparse de acuerdo a la etapa de la transferencia que requiera su
expresion. Estos agrupamientos son los siguientes (Ippen-Ihler y Skuray, 1993):

1. Regulacién: La expresion de las funciones de transferencia
dependen de un regulador positivo, Trad. La expresion de trad es reprimida por el
producto del gen finP cuando el producto de finO esta disponible.

2. Sintesis de los pili: Las células que portan un elemento F son

capaces de sintetizar filamentos extracelulares denominados pili (codificados por
el propio F) que se extienden desde la superficie del donador e inician el contacto
con las células receptoras. Los donadores que no pueden sintetizar pili no son
capaces de formar agregados conjugativos y son deficientes en transferencia.

3. Estabilizacién del agregado conjugativo. Una vez formados los

pili, hay una serie de funciones génicas que intervienen en la estabilizacion del
agregado.

4. Procesamiento del ADN. Existen una serie de genes que son

requeridos para producir la mella e iniciar y terminar la transferencia.

5. Exclusién superficial. Los productos de los genes traS y traT

interfieren con la entrada del ADN del plasmido F o relacionados en células que

ya contienen dicho plasmido.

3.1.1. Organizacién y regulacién de los genes de transferencia.

La organizacién de todos estos genes, asi como la funciéon de los mismos en

el proceso conjugativo, esta representada en la Figura 1.
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El nucleétido 1 de la regién de transferencia del plasmido F incluye el sitio
Bgl 11 indicado en la Figura 1. Desde el nucledtido 49 se transcribe el producto de
un gen, en direccién contraria al oriT (nucledtidos 134 a 145), que es el primero
que entra en la célula receptora y que forma parte de lo que se llama region lider
de la transferencia (Gram et al. 1984).

Dentro de la regiéon lider se han identificado secuencias que estarian
relacionadas con la sintesis de la cadena complementaria en la célula receptora;
también se han identificado sitios de reconocimiento potenciales del factor de
integracién del hospedador (IHF). IHF son proteinas tipo histonas asociadas al
ADN (Yang y Nash, 1989) y que son sintetizadas en el cromosoma del donador.

Dentro de esta regién también se ha identificado psiA, que parece ser
coexpresado junto a psiB pero no esta relacionado con la supresion de la
respuesta SOS (Babilone et al. 1988). También se han identificado los ORF's
ORF169 ( genX) y ORF273 (Loh y Skurray, 1989). ORF169 mapea adyacente al
oriT del plasmido F. Comienza en el nucledtido 49 y se transcribe en direccion
opuesta a la region de transferencia.

La transcripcién de la regién de transferencia comienza desde dos
promotores localizados en ella, Pm y Pj, los cuales controlan la transcripcién
independiente de los genes traM y trad, respectivamente (Gaffney et al. 1983), y
desde Py, el promotor de la mayoria de los genes de la regiéon de transferencia. La
activacién de este promotor requiere la presencia de TradJ y de SfrA, una proteina
del hospedador.

La represién de la transcripcion de la region de transferencia ocurre cuando
finO y finP estin activos. FinP codifica un ARN antisentido que regula
negativamente la expresion de trad en presencia de FinO, codificado en la parte
distal de la regién de transferencia (Figura 1) (Finnegan y Willetts, 1971).
Cuando FinO esta presente, FinP bloquea la expresion de traJd uniéndose a la
secuencia lider del ARN mensajero de traJ e impidiendo su traduccion. En el

plasmido F el gen finO queda interrumpido por el elemento de insercién IS3
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(Yoshioka et al. 1983), por lo que existe una expresién constitutiva de toda la
region de transferencia.

Una repeticién invertida inmediatamente después de trad y precediendo a
Py podria actuar como terminador de la transcripcién de trad. Trad se uniria a Py
deshaciendo complejos nucleoproteicos de composicion desconocida, lo que
conduciria a una expresiéon de la regién de transferencia. (Gardim y Silverman,
1993).

La expresion de todos los genes de la region de transferencia desde traY a
traX depende de la activacién de Py. Por tanto la transcripcién desde Py produce
un ARNm de unas 30 kb (Gaffney et al. 1983) que estaria, posteriormente, sujeto
a una serie de procesamientos.

De todas formas, parece que existen pomotores independientes de Trad
situados delante de traS, traT, traD y tral, que contribuirian a una expresion

distal de estos genes.

3.1.2. ;Cémo se forman los pili?.

Durante la expresién de la region de transferencia de células portadoras de
un plasmido tipo F se elaboran unos filamentos cilindricos, flexibles, especificos
del plasmido y cuyo nimero oscila entre 1 y 2 por célula donadora. Suelen tener
un didmetro de 8nm con un hueco de luz interno de 2nm y se extienden entre 1 y 2
pum desde la superficie de la célula (Marvin y Folkhard, 1986).

La unidad estructural de los pili son las subunidades de pilina que se
organizan en forma de hélice, que contiene 5 unidades por vuelta. La sintesis de
las subunidades maduras de pilina depende de la expresién de tres genes, traA,
traQy traX.

traA codifica para la pilina (Minkley et al. 1976) que es una proteina de 7.2
kDa con un extremo N-terminal acetilado (frust et al 1984). Sin embargo el

producto de traA es un proteina de 13 kDa (propilina) que para formar una
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subunidad madura debe ser procesada con intervencién del producto del gen traQ
(Moore et al. 1982) y en cuya ausencia la mayoria de las pilinas son desagregadas
(Laine et al, 1985). La acetilacion del extremo N-terminal de la subunidad de
pilina, es llevada a cabo por TraX, una proteina altamente conservada entre los
plasmidos de tipo F (Moore et al 1993). Curiosamente esta modificacion no
parece importante para el ensamblaje del pili.

Mutaciones en los genes tral, traE, traK, traB, traV, traC, traW, traU, trbC,
traF, traH o en el extremo N-terminal de traG evitan la produccion de pili aunque
las membranas contienen subunidades de pilina-F (Moore et al., 1981).

TraC es una proteina asociada a la membrana interna que interactia con
otras proteinas como TraL, TraE, TraB y TraG, todas ellas relacionadas con el
ensamblaje de las subunidades de pilina (Frust et al., 1984). Otras proteinas
como TraW, TraU, TrbC y TraF se han encontrado en el espacio periplasmico (Wu
et al., 1988, Moore et al., 1990 y Maneewannakul et al., 1991). Probablemente
estas proteinas interaccionan unas con otras para reclutar pilinas desde la
membrana interna, polimerizarlas y extender el pilus F desde la superficie de la

célula.

3.1.3. Genes requeridos para la estabilizacion de los agregados de conjugacion.

La transferencia de la cadena de ADN ocurre entre células que estan en
intimo contacto. Los contactos especificos entre parejas de conjugacién o
agregados de conjugacién (cuando participan mas de dos células) resultan por la
interaccién de los pilus F del donador con receptores especificos en las células
receptoras. Los contactos iniciales son inestables pero con el tiempo se hacen
resistentes, por ejemplo, a la rotura o a la adicion de detergentes. Dos proteinas,
TraN y TraG, parecen estar implicadas en este proceso y son esenciales para la
transferencia de ADN y la estabilizacion de los contactos durante las primeras

etapas de la interaccion entre las superficies celulares del donador y receptor.
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Mutaciones en ambos genes repercuten en la estabilizacion de los agregados de

conjugacién (Frost et al., 1994).

3.1.4. Exclusién superficial.

La exclusién superficial es un mecanismo por el cual se reduce la
conjugacién entre células que puedan portar plasmidos relacionados o del mismo

grupo de exclusion o incompatibilidad.

La exclusiéon superficial resulta de la presencia de 2 proteinas: TraT que
bloquea los pasos iniciales en la formacién de los agregados y TraS que bloquea
la transferencia de ADN una vez que la conjugacién se ha estabilizado (Kingsman
y Willetts, 1978). Riede y Eschback, 1986 han propuesto que TraT bloquea el
acceso a la proteina OmpA, una proteina de la membrana externa del receptor
implicada en la interaccién superficial con el donador. Otra posibilidad es que
TraT se asocie con la punta del pili inhibiendo su interaccién con el receptor
superficial de la célula receptora (Frost et al., 1994).

En la célula receptora, TraS no previene la formacion del agregado de
conjugacion, pero reduce la transferencia de ADN, posiblemente bloqueando la

accién de la sefial de conjugacién transmitida desde el receptor al donador.

3.1.5. Procesamiento, corte, desplazamiento y transporte del ADN durante el

proceso de conjugacion.

La iniciacién de la transferencia de ADN ocurre cuando se reconoce una
sefial, presumiblemente generada cuando se ha completado satisfactoriamente el
agregado de conjugacién, por la maquinaria conjugativa, conocida como de
transferencia o relaxosoma. Los sucesivos pasos incluyen corte, desenrollamiento

del ADN y transporte a la célula receptora. El modelo general de conjugacién
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propone que una cadena especifica de ADN es transferida en direccién 5—3 a la
célula receptora y que la cadena complementaria es retenida en el donador.

El origen de transferencia es la Ginica funcion que se requiere en cis para la
trensferencia conjugativa de ADN y se define por su habilidad de convertir un
vector no transmisible en un plasmido movilizable (Lanka y Wilkins, 1995). Los
origenes de transferencia de diversos plasmidos comparten ciertas
caracteristicas:

1. Mapean asimétricamente respecto a los genes que codifican para las funciones
de transferencia, por lo que la mayoria de los genes tra entran los ultimos en el
receptor.

2. Tienen un alto contenido en AT, lo que probablemente facilita la separacién de
las cadenas de ADN superenrollado negativamente.

3. Tienen una estructura secundaria compuesta de repeticiones de secuencias
directas e invertidas.

4. Contienen sitios potenciales dénde se unen proteinas que alteran la estructura
del oriT localmente, facilitando el acceso de las proteinas a la region de corte.

5. Incluyen promotores para la expresién de los genes tra.

Como se mencioné anteriormente, el complejo de iniciacion de la
transferencia conjugativa de ADN se denomina relaxosoma. Este complejo esta
compuesto por proteinas que interaccionan especificamente con el ADN en el
origen de transferencia.

El proceso de corte en el plasmido F necesita al menos los productos de los
genes traY y tral (Everett y Willets, 1980). Sin embargo otras proteinas, TraM y
TraD, son necesarias también para iniciar la transferencia especifica de ADN.

Se ha sugerido que TraM podria procesar la sefial de que el agregado o
puente conjugativo se ha formado (Willets y Skurray, 1987) y que TraY puede
dirigir a Tral, la helicasa o enzima que corta, hacia ori7T (Traxler y Miller, 1988).
Tral parece tener al menos 2 funciones, por un lado es la enzima encargada de

producir el corte en el oriT, tras lo cual permanece unida al extremo libre
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generado en el ADN y por otro lado es la proteina encargada de desenrrollar o
desenredar el ADN (Reggers et al. 1991), mientras TraD dirige el ADN hacia la
célula receptora (Pamicker y Minkley, 1985).

- La proteina Tral purificada presenta 2 actividades ATPasa (Dash et al
1992) y tiene también dos sitios de union de ATP tal y como revela su secuencia
(Bradshaw et al, 1990). Todo indica, por tanto, que la energia para la separacion
de las cadenas y la correspondiente mella es proporcionada por la hidrélisis del
ATP.

Aunque Tral permanece unida a la cadena de ADN, parece que Tral no
pasa junto con el ADN a la célula receptora (Matson et al, 1993) y que son otras
proteinas de unién a ADN de cadena sencilla, las SSB, las encargadas de proteger
del ataque de exonucleasas o incluso servir de proteinas piloto “abrigando” la
cadena de ADN.

{Coémo ocurre entonces la translocacion del ADN?

Desde el descubrimiento de que E. coli portando el plasmido F sintetizan los pili
F, ha sido materia de debate la cuestion de si el ADN es transferido a través del
pilus. Si éste estd anclado a la membrana interna en las zonas de adhesién
propuestas, tendria todas las caracteristicas para ser un organulo para la
translocacién del ADN. Todavia no esta claro si existe transferencia de ADN a
través del pilus extendido o bien este sélo sirve para establecer contacto donador-
receptor tras lo cual se produce la retraccién del pilus y un desensamblaje de las
pilinas en la membrana interna, pero manteniendose el intimo contacto.

En consonancia con esto tltimo, Diirrenberger et al., (1991) han propuesto
un modelo de translocacion del ADN del plasmido F. Tras examinar por
microscopia electrénica secciones ultrafinas de diferentes estados de la formacion
del agregado conjugativo, han encontrado una capa oscura densa a los electrones
entre las membranas externas del donador y receptor, estructuras que han
denominado uniones conjugativas. Estas estructuras no han sido encontradas en

células de donador o receptor por separado. Las uniones conjugativas parecen
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contener la proteina TraN, que debe formar parte de la membrana externa y es
necesaria para la estabilizacion del agregado conjugativo (Maneewannakul et al.,
1992). El transporte de ADN podria estar mediado por TraD que unida o
interaccionando con Tral, anclaria el ADN a la membrana interna del donador,
facilitando la salida de ADN a través del canal que la propia TraD formaria con
otras proteinas (Figura 2). Muchos de los numerosos productos génicos de la
regiéon de transferencia son proteinas de membrana o asociadas a ellas. La
mayoria, al menos 12 (Willetts 1993), estan relacionadas con el ensamblaje de
los pili, aunque no han sido suficientemente caracterizadas para concluir si son
parte del aparato de transporte de ADN.

Menos atn se sabe sobre la traslocacion de ADN a través de la membrana
de las células receptoras. Dos clases de mutantes de E. coli afectados en funciones
de envuelta son incapaces de actuar como receptores en conjugacion. Estos
mutantes o carecen de OmpA, la proteina de membrana mas abundante, o bien
tienen alterado el lipopolisacarido (LPS) (Manoil y Rosenbusch, 1982, Skurray et
al., 1974). Un defecto en el LPS puede también afectar a una correcta colocacién
de OmpA en la membrana.

Recientemente se ha demostrado que OmpA forma un canal de difusién no
especifico (Sugawara y Nikaido, 1992) de aproximadamente Inm de didmetro, el
cual puede ser suficiente para el paso de una cadena simple de ADN. Por tanto
OmpA podria tener dos funciones: por un lado serviria como receptor de los pili y
estaria involucrado en el posicionamiento de la pareja de conjugacién, y por otro
lado proveeria de un poro o canal de difusién para el paso del ADN a través de la
membrana externa de la célula receptora.

Hasta el momento no hay evidencias experimentales o modelos que
expliquen satisfactoriamente como ocurre la translocacién de ADN a través de la

membrana interna del receptor.
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3.1.6. Terminacién de la transferencia.

Una ronda de transferencia termina, en el modelo general de conjugacion,
con la union de los extremos de la cadena transferida para formar un circulo
cerrado covalentemente. Este proceso no depende de la proteina RecA ni de
sintesis de novo de proteinas Tra en la célula receptora (Willettes y Wilkins,
1984).

La circularizacién de la cadena transferida requiere un proceso de ligacion
que es formalmente el proceso inverso del corte en el oriT y que estd mediado, al
menos, por la proteina Tra unida al extremo 5 de la cadena transferida (Tral
para el plasmido F). Sin embargo, no esta claro si tales proteinas asociadas al
ADN son transmitidas al receptor o son retenidas en el donador en la vecindad
del puente conjugativo.

El segundo extremo usado para la ligacion debe ser el grupo 3-OH de la
cadena monomeérica de ADN. Sin embargo, si este extremo, que fue creado por el
corte original en el oriT, se extiende por elongacién segin el modelo del circulo
rodante de sintesis de ADN, es necesario un segundo corte en el ori7 para
producir una unidad de ADN para la recircularizacion (Warren y Clark, 1980).
Este modelo de recircularizacién explicaria la formacién de plasmidos F
delecionados de la regién tra. Tales plasmidos serian generados durante
conjugaciones de las cepas Hfr si el complejo de corte-ligacién del plasmido F
reconoce sitios cromosomales que posean motivos en su secuencia similares al

oriT (Horowitz y Deonier, 1985).

3.1.7. Genes de funcién desconocida.

Atn quedan genes cuya funcion hasta la fecha es desconocida y en otros
casos ni siquiera sus productos han sido identificados (Frost et al., 1994). Entre

estos genes estan: traP traR, irb ABDEFGHJ, artA.
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3.1.8. Sintesis de ADN conjugativo.

En el donador, el proceso replicativo que la cadena transferida se denomina
DCDS (del inglés, Donor Conjugative DNA Synthesis).

Esta sintesis para el reemplazamiento de dicha cadena requiere de una
ADN polimerasa responsable de la reaccion de elongacion en el DCDS
(Kingsmam y Willetts, 1978). La naturaleza de los cebadores que inician DCDS
es desconocida. En principio el extremo 3-OH de la cadena que ha sido
transferida debe ser elongado, segin el modelo del circulo rodante (Gilbert y
Dressler, 1968), pero en realidad se desconoce si este extremo es accesible “in
vivo”. Todo lo contrario, existen evidencias indirectas de que es necesaria la
sintesis de un ARN cebador para DCDS (Willetts y Wilkins, 1984).

La sintesis de ADN de la cadena transferida en el receptor se denomina
RCDS (en inglés, recipient conjugation DNA synthesis). Esta sintesis es llevada a
cabo por una DNA polimerasa del receptor (Willetts y Wilkins, 1984), y parece
ocurrir en paralelo con la transferencia, previniendo la acumulacion de cadenas
sencillas de ADN en el receptor. La RCDS implicaria sintesis de novo de
mltiples cebadores en intervalos de 1 a 2 kb, por analogia con los fragmentos de
Okazaki (Kornberg y Baker, 1992).

Algunos plasmidos codifican sus propias ADN primasas para la iniciacién
de RCDS. Estas enzimas tienen la habilidad de sintetizar cebadores funcionales
en cadenas sencillas de ADN (Wilkins et al.,, 1981). Este es el caso de las
priniasas Sog de Collb (Wilkins et al., 1981) y Pri (TraC) de RP4 (Lanka y Borth,
1981).

La regién de transferencia del plasmido F se puede describir como un
mosaico de sistemas sefal y sistemas de transporte disefiado para promover la
transferencia del plasmido hacia receptores adecuados o apropiados y bajo
condiciones medioambientales 6ptimas. Dicha transferencia se facilita gracias a

sistemas de transporte especificos para los acidos nucleicos.

29



Dntrnoduccion

Tras el reconocimiento de una senal generada cuando se ha tomado
contacto con un receptor adecuado, comienza la transferencia. Un aspecto
interesante del proceso es conocer si el operon de transferencia del plasmido F es
el Gnico responsable de la construccién del puente de conjugacion o si se coordinan
interacciones con componentes de las envueltas celulares. Aunque OmpA y LPS
en el receptor estan implicados en la formacién del puente conjugativo, no esta del
todo claro, sin embargo, que sean los tinicos componentes celulares relacionados

con el establecimiento del agregado de conjugacion.
3.2. Conjugacién en bacterias gram-positivas.

Los sistemas de transferencia genética que operan entre las bacterias
gram positivas pueden clasificarse en tres grupos. Un sistema esta representado
por los plasmidos cuya transferencia es una respuesta a sefiales quimicas
(feromonas) producidas desde el receptor y que accionan en las células donadoras
la producciéon de componentes celulares de superficie que inducen el agrupamiento
celular, incrementando el contacto entre donador y receptor (Clewell, 1990). Estos
plasmidos, que pertenecen mayoritariamente a enterococos, tienen un tamafio
medio de 25 kb y su transferencia es muy eficiente. Otro sistema esta compuesto
por transposones conjugativos (Clewell y Gawron-Burke, 1986). Estos elementos
ademas de las funciones requeridas para su transposicién, también tienen
factores que les capacitan para su transferencia conjugativa. Suelen portar genes
que confieren resistencia a antibioticos, de ahi su importancia .eh el estudio
clinico. Su tamano varia entre 15 a 20 kb, pero algunos son considerablemente
mayores (>50 kb).

El tercer tipo de sistemas de transferencia estd compuesto por los
llamados plasmidos conjugativos de amplio rango de hospedador (Clewell, 1990).
Estos plasmidos han sido identificados en el género Streptococcus y pueden

transferirse a una gran variedad de hospedadores.
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3.2.1. Feromonas sexuales en el género Enterococcus.

La conjugacién mediada por una respuesta a estimulos “sexuales” (senales
quimicas o feromonas) esta bastante extendida dentro del género Enterococcus.
Los posibles receptores, libres de plasmidos, excretan muchas feromonas (Dunny
et al., 1979), que desencadenan la transferencia desde el donador del plasmido
relacionado, ya que diferentes hormonas estimulan la transferencia de diferentes
plasmidos. Cuando el plasmido es adquirido deja de producirse la feromona

relacionada, pero no otras que se puedan producir en el mismo receptor.

Un mismo receptor puede producir hasta 5 diferentes feromonas sexuales y
un mismo donador puede portar plasmidos que responden a diferentes
feromonas. Estos plasmidos suelen llevar genes que codifican para hemolisinas,
bacteriocinas y resistencia a antibidticos y luz ultravioleta (Clewell, 1993).
Algunos de estos plasmidos determinan la produccién de péptidos que acttan
como inhibidores competitivos de la correspondiente feromona (Clewell et al.,
1987). Por ejemplo, células que portan el plasmido pAD1 excretan una sustancia
denominada iAD1 que especificamente inhibe la habilidad para responder a la
feromona cADI1. El proposito de tales compuestos pudiera ser prevenir la
induccién por niveles de feromonas demasiado bajos, o bien la autoinduccion por
pequeiias cantidades de feromona endégena que puedan escapar a esta
inhibicién, o por otros péptidos que puedan dar reacciones cruzadas con su

receptor relacionado (Clewell, 1993).

Muchas feromonas y sus inhibidores han sido caracterizados y todos ellos
son hepta u octapéptidos con un residuo hidroxiaminoacido. (Mori, et al., 1984;

1986a; 1986b; 1987 y 1988).

Algunas feromonas son activas a concentraciones tan bajas como 5x10-11 M
y, por ejemplo, células que portan el plasmido pCF10 son capaces de detectar tan

poco como 1 6 2 moléculas de CF10 (Mori, 1987).
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Las feromonas inducen la formacién de los agregados de conjugacién
estimulando la excrecién por el donador de sustancias que favorecen el
aglutinamiento celular. En el caso de los plasmidos pAD1 y pPD1, la respuesta de
la conjugacién inducida por las feromonas correspondientes resulta en la sintesis
de sustancias proteicas microfibrilares en la superficie celular (Wanner et al.,
1989). Estas sustancias se han llamado de agregacién (SA) y se unen a las
denominadas sustancias de unién (SU) de la superficie del receptor. Algunos
estudios han mostrado que las SU podrian estar en parte hechos de acido
lipoteicoico (ALT) (Ehrenfeld et al., 1986).

Analisis por western blot usando anticuerpos obtenidos contra células
inducidas que portan el plasmido pAD1 han demostrado que diferentes proteinas
superficiales aparecen soélo tras la induccion. En el caso de pAD1 estas proteinas
han sido identificadas como AD52, AD74, AD130, AD153 Y AD157 (Ehrenfeld et
al.,, 1986 y Weaver y Clewell, 1990). Estas proteinas podrian ser las SA del
donador. El gen estructural de la SA del plasmido pAD1 ha sido identificado y
secuenciado (Galli et al., 1990) y se ha denominado asal. El producto de este gen
es una proteina de 1296 aa con un péptido sefial de 43 residuos de aa.

Al igual que en el modelo de conjugacion clasico, en la conjugacién mediada
por feromonas también existe un sistema de exclusién superficial que minimiza
el intercambio de ADN pasmidico entre donadores homélogos. Una proteina
inducible de 130 kDa ha sido identificada y asociada con la exclusién superficial
(Dunny et al., 1985).

La produccion de diversas feromonas por células libres de plasmidos
permite especular si originalmente estos productos tenian una funcién no
relacionada con la conjugacion, y que este tipo de plasmidos hayan evolucionado
para utilizarlas como senales que desencadenen la tranferencia conjugativa
(Clewell, 1981).

Es interesante como en el mundo bacteriano las feromonas estan

involucradas en la transferencia de plasmidos, aunque este hecho es sélo conocido
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en enterococos. Sin embargo hay otros sistemas analogos, como ciertos tumores
inducidos por plasmidos Ti de Agrobacterium que transfieren su ADN a plantas

en respuesta a compuestos fendlicos especificos producidos en la planta.

Los estudios genéticos del plasmido pAD1 han sido llevados a cabo gracias
a la preferente insercién del transposon Tn917 (que codifica resistencia a
eritromicina) en dicho plasmido (Tomich et al., 1980). Inserciones en las regiones
E,F,G y H (Figura 3) reducen o eliminan la transferencia de pAD1 (Clewell et al.,
1991). Inserciones en la region H no evitan la formacion de agregados, sin
embargo la transferencia no es detectable. Es muy probable que esta region
contenga genes especificos de transferencia. La formacion de agregados no se
afecta por inserciones en la region G, pero la transferencia se ve reducida
notablemente, por lo que probablemente aqui se localicen genes relacionados con

la estabilizacién de los agregados. El gen asal, se encuentra dentro de la regién F.

La regién E parece estar relacionada con la regulacion de la respuesta a la
feromona (Ehrenfeld et al., 1986). Dentro de esta region posiblemente hay varios
reguladores positivos, puesto que inserciones en esta regiéon bloquean la
habilidad para la agregaciéon de proteinas superficiales y la transferencia de
ADN. Recientemente ha sido identificado dentro de esta regiéon un gen traEl
(Pontius y Clewell, 1992) relacionado con una regulacién positiva del resto de la
region. Este gen esta regulado negativamente por el producto del gen traA, puesto
que mutaciones en dicho gen resultan en una agregacion y expresiéon de proteinas
de superficie constitutivas y la transferencia de plasmido ocurre a alta frecuencia
(Ike y Clewell, 1984). Existen también evidencias de que traA esta relacionado con
la transduccién de la sefial de la feromona, pues mutaciones en dicho gen resultan
en una menor produccion de proteinas de superficie en relacién a la cepa silvestre

(Weaver y Clewell, 1990).

El gen traB, localizado en las proximidades de traA, esta relacionado con la

regulacién de las feromonas enddgenas, puesto que inserciones en él producen una
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agregacion constitutiva causada por una autoinduccion de los niveles enddégenos
de cAD1 (Weaver y Clewell, 1990).
traC esta situado entre traA y traB y es responsable de la sensibilidad a la

feromona (Weaver y Clewell, 1990).

3.2.2. Plasmidos de amplio rango de hospedador en Gram positivas.

La transferencia conjugativa mediada por plasmidos de amplio rango de
hospedador en bacterias gram positivas requiere contacto directo entre donador y
receptor. Sin embargo la relativa baja frecuencia de transferencia observada en
este sistema limita severamente el analisis de los agregados de conjugacién asi
como el proceso de transferencia de ADN. La mayoria de los plasmidos de amplio
rango de hospedador han sido estudiados en los géneros Staphylococcus y
Streptococcus. En Streptococcus la mayoria de estos plasmidos codifican
resistencias a macrélidos, lincosamidas y otros antibioticos. Ademas de
compartir determinantes de resistencia a antibi6ticos similares, estos plasmidos
suelen tener un tamaiio que oscila entre 20 a 35 kb y a menudo muestran perfiles
de restriccién muy similares (Horand et al., 1985).

Los plasmidos de Streptococcus mas extensamente estudiados han sido
pIP501 y pAMB1. pIP501 tiene un tamaifio de 30.2 kb y confiere resistencia a
eritromicina y cloranfenicol (Forbes y Schaberg, 1983). pAMB1 confiere
resistencia a los antibiéticos del grupo de la estreptogramina B (MLS), y tiene un
tamaiio de 26.5 kb (Clewell et al., 1974). Las funciones de conjugacién de pAMB1
sirven en bacterias gram positivas y en gram-negativas (Triev-Cuot et al.,1988).
Estos resultados sugieren cuestiones sobre la biologia del proceso de
transferencia en procariotas y sobre la diseminaciéon de la resistencia a ciertas
drogas entre bacterias no relacionadas filogenéticamente.

Una caracteristica propia de estos plasmidos es su capacidad de movilizar

plasmidos no conjugativos. Tanto pIP501 como pAMB1 pueden movilizar a
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pMV158, un plasmido estreptococal pequefio que confiere resistencia a
tetraciclina. Los mecanismos para la movilizacién no estan claros, pero no parece
que mecanismos de cointegracién estén relacionados con el proceso (van de Lelie,
1990). De hecho, se ha encontrado en pMV158 una region denominada mob que es
esencial para la movilizacion del plasmido (Priebe y Lacks, 1989). Esta secuencia

podria ser anéloga al ori7 de plasmidos de bacterias gram negativas.

3.2.3. Transposones conjugativos.

Los transposones conjugativos son determinantes importantes de
resistencia a antibiéticos, sobre todo en bacterias gram positivas. Son elementos
discretos de ADN que usualmente estan integrados en el cromosoma bacteriano,
pero pueden moverse de una molécula a otra.

Los transposones conjugativos son como los transposones en el sentido que
se excinden de ADN y se integran en ADN, pero mediante un mecanismo algo
diferente a otros transposones mejor estudiados como Tn5 y Tn10 (Bedzyk et al,
1992). Por ejemplo, los transposones conjugativos tienen un intermediario
circular cerrado covalentemente y no duplican los sitios diana cuando se integran
en el ADN. El mecanismo de excisién e integracion se asemeja bastante a los de
bacteriéfagos atenuados, los cuales también tienen un intermediario circular. En
realidad el anilisis de secuencias de integrasas de algunos transposones
conjugatvos sugieren que son miembros de familias de integrasas A (Kilic et al
1994).

Tn916 (Franke y Clewell, 1981) fue el primer transposén descubierto en
Enterococcus faecalis. Posteriormente han sido descubiertos otros tantos como

Tn5253 en S. pneumoniae (Ayoubi et al, 1991), Tn3701 en S. pyogenes

Tanto Tn916 como Tn5253 portan un gen de resis

(Burdette, 1991). Tn916 también ha sido encontrado
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Neisseria gonorrhoeae y Kingella spp. (Swartley et al, 1993). Sin embargo también
se han encontrado otro tipo de transposones conjugativos no relacionados con
Tn916 en Bacteroides spp. (Halula y Macrina, 1990). Este transposéon de
Bacteroides tiene otras.caracteristicas diferentes a los de gram positivas, como la
capacidad de insertarse en plasmidos corresidentes y movilizarlos en cis. Una
extensa revisibn sobre transposones conjugativos ha sido publicada

recientemente (Salyers et al., 1995).

3.2.3.1. Mecanismos de transposicion.

La mayoria de los trabajos sobre los mecanismos de excision e integracién
de transposones conjugativos han sido realizados sobre Tn916 y Tn1545. Un
modelo propuesto para esta transposicion (Caparon y Scott, 1989) indica que,
durante la excisién, se producen unos cortes que dejan cadenas simples de 6
nucleétidos en ambos extremos del transposén. Estos 6 nucledtidos se llaman
secuencias acopladoras y se unen covalentemente para producir un intermediario
circular una vez producida la excisiéon. Estas secuencias acopladoras no son
homélogas, por lo que no se aparean unas con otras. Durante la integracién dichas
secuencias también siguen formando una region de bases no apareadas con el
sitio o secuencia diana donde se van a integrar. Consecuentemente, la sintesis de
ADN a través de esta region restaura la secuencia acopladora original. El mismo
proceso ocurre er.l.el segmento de ADN dei c‘ual se excindio el transposoén y es por
ello que la integraciéon de Tn916 no conduce a una duplicacién de la secuencia
diana donde se integra.

Los genes de Tn916 que median la integracion (int) y excision (xis) han sido
identificados y caracterizados (Flannagan et al, 1994). Ambos genes estan muy
cerca de uno de los extremos del transposén, por debajo de zetM y son transcritos

en la misma direccién.
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Se conoce muy poco sobre los detalles de la transferencia de ADN mediada
por transposones conjugativos. Muchas evidencias sugieren que previo a la
conjugacién, el transposon se excinde en la bacteria donadora y no se asocia
fisicamente a otro ADN durante la transferencia. Mas atn, cuando un transposén
esta presente en un plasmido autotransmisible, la transferencia del transposéon
es independiente de la del plasmido (Flannagan y Clewell, 1991). Durante la
transferencia sélo se transfiere una cadena simple de ADN al receptor, de forma
similar a lo que ocurre en el plasmido F de E. coli. Sin embargo es necesaria una
sintesis de la cadena complementaria antes de producirse la integracion en el

genoma receptor (Scott y Churchward, 1995).

Este proceso de transposicion conjugativa esta regulado a varios niveles.
Por un lado se ejerce una regulacion a nivel de la excision. Las moléculas de
transposones intermediarios se transfieren rapidamente y no se acumulan (Scott
y Churchward, 1995). Parece, por tanto, que los niveles de excisién limitan las
frecuencias de transferencia. Por otro lado, existe una regulacién coordinada de
transferencia de multiples copias de transposones. Durante la transposicién
conjugativa la frecuencia de cotransferencia de un segundo transposén del
donador es mas frecuente de lo esperado (Flannagan y Clewell, 1991). Esta
excision coordinada puede estar causada por un producto de la primera excisién o
por un factor externo que estimula a todos los elementos excindibles (Scott y
Churchward, 1995). La regulacion también se ejerce desde las proteinas
involucradas en la transposicién y conjugacion. Sin embargo la transposicién no
esta probablemente regulada por un control negativo de los niveles de proteina
Int por un represor, ya que la presencia de un transposén en la célula receptora no
inhibe la transferencia de otro transposén diferente en la bacteria (Norgren et al,
1991). Otro posible mecanismo de regulacién puede ser ejercido por la formacién
de proteinas Int truncadas. El ORF para Int podria codificar 3 proteinas dentro

del mismo marco de lectura (Su et al, 1992). Las proteinas traducidas a partir de
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estos transcritos podrian unirse a los extremos del transposén y secuencias diana

e inhibir la excision e integracion.

4. OTROS ELEMENTOS GENETICOS.

Durante mucho tiempo se ha considerado que el genoma bacteriano esta
compuesto exclusivamene por moléculas circulares de ADN. De acuerdo con esto,
las células eucariotas contienen cromosomas lineales separados y los procariotas
contienen un Ynico cromosoma circular y algunas veces uno o mas plasmidos

circulares.

Sin embargo, dentro de los procariotas existen moléculas lineales de ADN.
Existen dos tipos de moléculas o plasmidos lineales en procariotas: los llamados
“plasmidos horquilla” con extremos covalentemente cerrados y moléculas lineales
con proteinas unidas al extremo 5 (Meinhardt et al., 1997 y referencias
interiores). Los primeros son comunes en patéogenos humanos como Borrelia.
También se han encontrado en el hongo patégeno Rhizoctonia solani aunque se
desconoce su funcién. Las moléculas lineales con proteinas unidas al extremo 5°
se han encontrado fundamentalmente en Actinomicetos y también en plantas y
hongos. En estos altimos dichas moléculas estan localizadas en organulos,
genei'almente en las mitocondrias (Meinhardt et al., 1997 y referencias

interiores)

Los plasmidos con proteinas unidas en el extremo 5’ constituyen el mayor
grupo. En actinomicetos normalmente son conjugativos y confieren fenotipos
ventajosos (p.e. formacién de antibidticos, degradaciéon de xenobiéticos,
resistencia a metales y crecimiento en hidrégeno como tnica fuente de energia,

etc).
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Por el contrario, la mayoria de los plasmidos lineales en eucariotas son
cripticos, si bien en algunas levaduras la presencia de estos elementos confieren

un fenotipo asesino (“killer”) (Meinhard et al., 1997).

Junto con los virus y transposones, los plasmidos lineales con proteinas
asociadas al extremo 5 constituyen un grupo que se ha denominado invertrones
(Sakaguchi, 1990). En plantas y hongos estos plasmidos estan localizados en
organulos, normalmente mitocondrias (Griffiths, 1995 y Meinhardt y Rohe, 1993).

Independientemente de en qué organismo se encuentren, estos plasmidos
tienen repeticiones terminales invertidas (TIR) que varian en tamafio (Meinhardt

et al., 1997).

5. MOVILIZACION DE CROMOSOMAS Y PLASMIDOS NO
CONJUGATIVOS.

Durante la transferencia conjugativa de algunos plasmidos
autotransmisibles también se produce la co-transferencia (movilizacién) de ADN
cromosémico y plasmidos no conjugativos. Movilizacion es el proceso por el cual
un plasmido conjugativo realiza satisfactoriamente la transferencia de un ADN

que no es autotransmisible.

Basicamente la movilizacién ocurre de dos formas. En una, el plasmido
conjugativo y el ADN movilizado estin separados fisicamente durante el proceso.
Esta movilizacién se denomina en trans (Kilbane y Malany, 1980). En la otra, la
movilizacién ocurre gracias a la formacién de un cointegrado entre el plasmido
conjugativo y el replicén a movilizar. Es la movilizacién en cis. Los cointegrados,
una vez completada la transferencia, se disocian por lo que a veces es bastante
dificil demostrar su existencia. En E. coli la integracién estable de un plasmido
conjugativo dentro del cromosoma (episomas) produce cepas que transfieren

frecuentemente genes cromosémicos.
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Se debe hacer una distincién entre movilizacién en trans y movilizacién en
cts. Un replicon no conjugativo se moviliza en trans cuando porta una regién de
transferencia (ori7) que es reconocida por las funciones tra de un plasmido
conjugativo presente en la misma célula (Fiirste et al., 1989) y por tanto su
transferencia puede ser tan efectiva como la del plasmido conjugativo. La
movilizacién en cis no implica necesariamente la presencia de una regién de
transferencia en la molécula no conjugativa, sino que gracias a la cointegracién se
transfiere de una célula a otra.

Los mecanismos por los que la cointegracién ocurre son muy variados y se
pueden clasificar en cuatro grupos (Reimmam y Haas, 1993): recombinacién
homaodloga, transposicional, especifica de sitio e ilegitima. Cada una de ellas opera
de forma diferente dependiendo de las moléculas que intervienen en la formacién

de cointegrado.

II. BIOFERTILIZANTES EN AGRICULTURA: INOCULANTES DE
LEGUMINOSAS

Cada dia es mas frecuente el uso de microorganismos beneficiosos para el
desarrollo y productividad de los cultivos agricolas. Tanto si se trata de agentes
para el control de enfermedades, como de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (hongos micorricicos, bacterias productoras de hormonas,
_etc.), o bacterias fijadoras de nitrégeno en asociacién con plantas, la produccién de
los respectivos inoculantes no esta exenta de riesgos. Por un lado el inoculante
debe incluir exclusivamente al microbio beneficioso, limitando la posibilidad de
que el soporte utilizado pueda servir como vehiculo diseminador de agentes
contaminantes (p.e. patégenos) no deseables. Por otro, la aplicacién masiva de
microorganismos a un suelo de cultivo tiene, cuando menos, un impacto
transitorio sobre las poblaciones microbianas nativas, a consecuencia del

desplazamiento temporal de otros microorganismos que ocupen el mismo nicho
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ecoldgico. Dicho impacto puede ser mas severo si el microorganismo introducido
muestra una buena supervivencia y se “naturaliza” en su nuevo ambiente,
manteniendo un nivel de poblacion relativamente elevado. La sucesiva aplicacion
de distintos tipos de inoculantes sobre un suelo puede llevar, a medio y largo
plazo, a cambios importantes en las poblaciones microbianas de dicho suelo,
repercutiendo sobre la fertilidad del mismo.

Para limitar este posible impacto ecologico de los inoculantes, se han
disefiado distintos métodos de contencién bioldgica, dirigidos a reducir en lo
posible la supervivencia del microorganismo inoculante en el suelo. Sin embargo,
la mayoria de estos métodos han sido disefiados para su funcionamiento en
condiciones controladas, y pocos pueden presumir de su efectividad en condiciones
naturales (Molin et al. 1993, Selbitschka et al. 1995, Herrera-Cervera et al. 1997).

Cuando el inoculante contiene un microorganismo modificado
genéticamente (MMG), los posibles riesgos de su liberaciéon al medio ambiente
adquieren mayor relevancia, sobre todo desde el punto de vista ético y social. A
las posibilidades antes mencionadas, se une la posible transferencia no deseada
de los genes objeto de modificacion hasta otros organismos. El establecimiento de
un nuevo material genético en un ecosistema natural puede ocurrir de manera
directa si el organismo en cuestién llega a establecer una poblacién propia dentro
de una comunidad microbiana, o de forma indirecta cuando el ADN del MMG se
transfiera de forma permanente a otras poblaciones por conjugacién,
transformacién u otro mecanismo. Del mismo modo, la adquisicion de nuevo
material genético por parte del MMG, y su interaccién con el resto del genoma,
puede resultar en nuevos fenotipos de dificil prevision.

En cualquier caso, tanto si el organismo esta genéticamente modificado o
no, su asentamiento en el ecosistema y las posibilidades de eventos de
transferencia genética horizontal, pueden tener como consecuencia cambios en las

poblaciones microbianas nativas y en sus interacciones.
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1. LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM-LEGUMINOSAS.

Las bacterias clasificadas dentro de la familia Rhizobiaceae tiene en
comin su capacidad de asociacion con plantas. En algunos casos,” como
Agrobacterium, la interaccion es de tipo patogénico, mientras que en el resto de
géneros  (Rhizobium,  Azorhizobium,  Bradyrhizobium,  Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Caballero-Mellado y Martinez-Romero, 1996; Jarvis et al., 1997),
comtinmente englobados como Rhizobium, se comparte la capacidad de establecer
simbiosis mutualistas fijadoras de nitrégeno con plantas leguminosas. En estas
simbiosis, la bacteria proporciona a la planta una fuente de nitrégeno exclusiva,
el dinitrégeno atmosférico, en tanto que la planta aporta un nicho ecolégico
particular para la bacteria, los nédulos de las leguminosas. La importancia de
estas simbiosis viene determinada no s6lo por el volumen de nitrégeno fijado que
aportan a la biosfera, sino también por la importancia agronomica de las
leguminosas, que constituyen una de las principales fuentes de proteinas para la
alimentacién humana y animal.

La fijacién simbidtica de nitrégeno tiene lugar en los llamados nédulos,
originados generalmente en la raiz de la planta como consecuencia de su infeccién
por la bacteria. En el nédulo, verdadero érgano fijador de nitrégeno, las bacterias
se diferencian en unas formas especializadas, los bacteroides, que utilizan los
compuestos fotosintetizados por la planta como fuente de energia para llevar a
cabo la reduccién del dinitrégeno atmosférico hasta amonio, que es exportado a
las células vegetales e incorporado al metabolismo de la planta. Ademéas de ser
una forma ecolégicamente limpia de fertilizacion nitrogenada para las
leguminosas, lo es también para otros cultivos que pueden aprovechar el
nitrégeno incorporado al suelo en forma de materia orgéanica derivada de los
restos vegetales de las leguminosas.

La formacién del nédulo fijador de nitrégeno es un proceso muy complejo,

compuesto de multiples etapas diferenciadas, cada una de las cuales implica una
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interaccién de funciones complementarias de la bacteria y la planta. Esta
sincronizacién se consigue a través de un continuo intercambio de senales
moleculares entre ambos simbiontes. La expresion de los genes de la nodulacion
bacterianos (nod, nol, noe) se induce por moléculas de tipo flavonoide exudadas
por la planta, y tiene como consecuencia la sintesis por parte de la bacteria de
nuevas moléculas senal, los factores de nodulacién. Estos compuestos de tipo lipo-
quito-oligosacaridos, inducen en la raiz vegetal la formacién de meristemos cuyo
crecimiento organizado dara lugar al nodulo. A través de los llamados canales de
infeccidn, las bacterias acceden hacia el interior del nédulo, para terminar siendo
endocitadas por células vegetales, en cuyo interior las bacterias se diferencian en
bacteroides fijadores de nitrégeno. La infeccién del nédulo requiere de genes
bacterianos implicados en la sintesis de polisacaridos superficiales (genes exo
para exopolisacarido, ndv para glucanos, /ps para el lipopolisacarido). Ademas, en
el bacteroide se expresan otros genes simbidticos que codifican para las proteinas
necesarias para la reduccion del dinitréogeno por la enzima nitrogenasa (genes nif
y fix). Aunque menos conocidos, a cada seiial de la bacteria responde la planta con
la induccién de genes especificos necesarios para la simbiosis, y que en definitiva
controlan y condicionan en todo momento el comportamiento de la bacteria.

En breve, el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosas es un
complejo proceso, cuyo estudio esta proporcionando métodos de mejora de la
eficiencia fijadora de estos sistemas, y por tanto de mejora cualitativa y
cuantitativa de los cultivos de leguminosas. Los conocmnentos adquiridos en
estos estudios estan ademas siendo aplicados a muchas otras interacciones,
mutualistas y patogénicas, asi como a investigaciones de biologia del desarrollo

en plantas y animales.
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2. IMPACTO ECOLOGICO DE LOS BIOFERTILIZANTES DE
LEGUMINOSAS.

La inoculacion de leguminosas con cepas de Rhizobium seleccionadas por
su alta capacidad fijadora de nitrégeno, se viene realizando desde hace mas de
100 afios. Ademas, en los Gltimos tiempos se han propuesto distintas estrategias
que permiten la mejora de las bacterias por métodos de ingenieria genética
(Vlassak y Vanderleiden, 1997). Por ello, los inoculantes de leguminosas
representan un excelente modelo de estudio del posible impacto medioambiental

del uso de biofertilizantes en agricultura.

2.1. Naturalizacién de las cepas de Rhizobium introducidas en el suelo.

Con demasiada frecuencia, la inoculacion de leguminosas con cepas
seleccionadas por su alta eficiencia fijadora resulta poco exitosa en términos de
incremento de cosecha. Esto suele ser debido a la incapacidad de la cepa
inoculada para ocupar un nimero suficiente de nédulos, niimero que esta limitado
por la planta, como para que se pongan de manifiesto los efectos positivos del
inéculo. Sobre todo en aquellos suelos donde existe una poblacién de rizobios
nativos, bien adaptados a las condiciones del suelo, pero a menudo malos
fijadores, la cepa introducida debe competir con dichos rizobios indigenas por
ocupar los sitios de infeccion y nodulacién. Si el inéculo es poco competitivo, y por
tanto no ocupa un pbrcentaje suficiente de los nddulos que se formen, la eficacia
de la inoculacién queda frustrada. Este problema de la competitividad por la
nodulacién, es el que hoy por hoy limita de forma méas directa la eficacia de
inoculacién de leguminosas.

La capacidad competitiva del indculo depende de miltiples factores, tales
como la cantidad de rizobios nativos en el suelo, la variedad vegetal utilizada, el

tipo de inoculacién, la respuesta quimiotactica de la bacteria a los exudados
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radicales y su posterior adhesion a la raiz, la cantidad y calidad de los
polisacaridos de superficie producidos por la bacteria, y la capacidad de la misma
de metabolizar los compuestos nutritivos exudados por las raices, asi como por la
respuesta de la bacteria a los flavonoides vegetales inductores de los genes de la
nodulacién. Del mismo modo, las caracteristicas fisico-quimicas del suelo, asi
como las condiciones climaticas y la presencia de antagonistas de Rhizobium,
pueden influenciar esta capacidad competitiva de la cepa inoculada (revisado por
Vlassak y Vanderleyden, 1997). Por tanto, una solucion general al problema de la
competitividad parece poco menos que imposible, si bien es mas factible el
encontrar soluciones de tipo local o regional.

Queda claro por tanto que la seleccion de una cepa de Rhizobium como
inoculante no debe limitarse sélo a su alta eficiencia fijadora, sino que debe tener
muy en cuenta su capacidad competitiva para ocupar el mayor namero de nédulos
posible. Esta mayor ocupacién de los ndédulos determinara también que las
posibilidades de supervivencia de la cepa inoculada sean mayores. Hay que tener
en cuenta que tras la senescencia del nddulo, las células bacterianas son
liberadas al suelo, y si bien su viabilidad es muy variable, esta liberacién
contribuye de forma muy significativa al mantenimiento de los niveles de
poblacién. Por tanto, cuanto mayor sea la ocupaciéon de nédulos por el indculo,
mayores seran sus posibilidades de persistencia y establecimiento en el suelo
como sapréfito. Por ello, puede resultar paradéjico que el éxito del inoculante
pueda aumentar las posibilidades de impacto sobre otras poblaciones indigenas
del suelo. Si la cepa infroducida se establece en niveles de poblacion elevados,
puede desplazar del suelo a otras bacterias, rizobios o no, que compitan por un
mismo nicho ecolégico. Esta paradoja en realidad se da en otros casos de
bacterias rizosféricas beneficiosas para las plantas, cuyo éxito como inoculantes

depende de su capacidad de multiplicacion y colonizaciéon de la rizosfera.
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2. 2. Transferencia genética horizontal en Rhizobium.

Una caracteristica general de las especies de Rhizobium es la presencia de
grandes cantidades de ADN extracromosomico, en forma de plasmidos, que en
algunos casos representa hasta el 45% del genoma de la bacteria. En la mayoria
de los casos se trata de 1 o 2 plasmidos de elevado tamaiio, los plasmidos
simbiéticos o pSyms, denominados asi porque en ellos se localizan buena parte
de los genes necesarios para el establecimiento de la simbiosis y la fijacién del
nitrégeno. Por ejemplo, en R. meliloti, el microsimbionte de la alfalfa, coexisten 2
megaplasmidos simbidticos: el pSym 1 (1,400 kilobases), portador de los genes
nod, nol, nif y fix, entre otros, y el pSym 2 (1,700 kb), donde se localizan muchos
genes necesarios para la sintesis de exopolisacaridos. A menudo, los pSyms
también contienen genes no simbidticos, generalmente relacionados con la
sintesis o catabolismo de compuestos de tipo nutritivo (vitaminas, compuestos
carbonados o nitrogenados poco usuales, etc.). Una revisibn extensa sobre
plasmidos en Rhizobium ha sido recientemente publicada (Mercado-Blanco y
Toro, 1996). A pesar de todo ello, se desconoce la funciéon de la mayor parte del
material genético localizado en estos plasmidos, e incluso se especula con que en
algunos casos puedan codificar funciones esenciales para la viabilidad de la
bacteria. Es el caso de R. meliloti, bacteria en la que no se han podido curar
completamente ninguno de los dos pSyms.

Ademais de los plasmidos simbidticos, algunas cepas son portadoras de
otros plasmidos de elevado témaﬁo molecular, cuya funcién en la mayoria de los
casos es desconocida, de ahi que se les denomine plasmidos cripticos o no
simbiéticos. Si bien la presencia de estos plasmidos puede afectar de forma
variable al comportamiento simbidtico de la bacteria, en algunos casos se han
localizado funciones relacionadas con el crecimiento y supervivencia en
determinados ambientes, asi como la produccion de compuestos (p.e. melanina)

de dudosa utilidad (Olivares, et al., 1987).
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Una caracteristica coman en todos los plasmidos de Rhizobium es la
presencia en ellos de numerosas secuencias de insercién que pudieran estar
relacionadas con la adaptacién a determinados ambientes o con la movilidad
lateral de dichos plasmidos. La abundante presencia de este tipo de elementos
moéviles ha quedado patente al completarse la secuenciacion de uno de estos
plasmidos, el pSym de la cepa de amplio espectro de hospedador Rhizobium sp.
NGR234. En este plasmido, de unas 536 kb, las secuencias de insercion
representan hasta un 18% del total del genoma plasmidico (Freiberg et al. 1997).
Este hecho, unido a la organizacion en bloques de genes relacionados
funcionalmente, flanqueados por secuencias de insercion, sugiere posibles

mecanismos de evolucién de estos plasmidos.

En algunos casos se ha demostrado la capacidad autotransmisible de
plasmidos de Rhizobium, tanto simbidticos como cripticos (Mercado-Blanco y
Olivares, 1993; Rao et al., 1994). Esta caracteristica se pone facilmente de
manifiesto en condiciones de laboratorio, aunque raramente en ensayos de
microcosmos (Rao et al., 1994). Sin embargo, los intentos de deteccion de
transferencia de plasmidos de Rhizobium en condiciones naturales han sido
infructuosos (Hirsch y Spokes, 1994). A pesar de ello, existen fuertes evidencias
de que las cepas de Rhizobium intercambian ADN, sobre todo plasmidico, en
condiciones naturales. Por ejemplo, es frecuente encontrar que un mismo
plasmido se encuentre asociado a distintos fondos cromosémicos en poblaciones
naturales (Schofield et al., 1987; Young y Wexler, 1988). Y viceversa, cepas con el
mismo fondo cromosémico pueden portar pSyms que confieren distintas
caracteristicas simbiodticas (Laguerre et al., 1993). Del mismo modo, una misma
secuencia de insercién puede encontrarse en distintas especies de Rhizobium o
Agrobacterium (Deng et al., 1995; Vlassak y Vanderleyden, 1997).

Los rizobios sobreviven bien en el suelo en ausencia de su planta
hospedadora, y de hecho parecen coexistir poblaciones compuestas por bacterias

simbiéticas y no simbiéticas. Segovia et al. (1991) han estimado que la proporcién
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de rizobios simbidticos:no simbidticos puede ser de 1:40. La transferencia
horizontal de la informaciéon simbidtica u otra informacion genética, seguida por
reordenamientos del genoma, puede dar lugar a una poblacion flexible y
heterogénea, donde algunas células pueden adquirir la capacidad de establecerse
en simbiosis o ganar competencia saprofitica. Dependiendo de las condiciones
ambientales, ciertas subpoblaciones mejor adaptadas pueden multiplicarse y

pasar a ser dominantes (Vlassak y Vanderleyden, 1997).

Actualmente se conoce muy poco sobre la magnitud del intercambio
genético en el suelo, ni de los mecanismos por los que estas nuevas poblaciones
florecen. En un campo de Lotus corniculatus, carente de rizobios simbidticos de
esta planta, y donde 7 afios antes se introdujo una cepa definida de R. loti,
Sullivan et al. (1995) pusieron de manifiesto la aparicién de nuevas cepas con
una regién simbiética genéticamente idéntica a la de la cepa introducida. En este
caso se trata de una regién de ADN cromosémico de unas 400 kb, dado que R. loti
carece de plasmido simbiético, y el mecanismo de la transferencia parece haber
sido el de conjugacién (Sullivan y Ronson, 1997). Sin embargo, no esta claro cual
ha sido la presién selectiva de estos eventos de transferencia, ya que las cepas
transconjugantes, ademas de la capacidad simbiética, también parecen haber
adquirido un fenotipo prototréfico para determinadas vitaminas (Sullivan et al.,
1996).

Por tanto, las evidencias existentes indican que el intercambio genético
entre rizobios es relativamente frecuente. Este posible intercambio genético
también es sugerido por los estudios de taxonomia bacteriana. Eardly et al.
(1995) pusieron de manifiesto la existencia de distintos alelos del gen codificante
para el ARN ribosomico 16S entre cepas de Rhizobium que nodulan Phaseolus y
que son genéticamente muy parecidas, a juzgar por otros tipos de marcadores
taxonémicos. Estos autores hacian un llamamiento a la posible limitacién que
puede suponer el uso de los genes para 16S como marcador filogenético, al tiempo

que especulaban con la posibilidad de que pueda darse transferencia y
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recombinaciéon de estos alelos entre distintas especies. No es éste el Gnico caso
que sugiere esta posibilidad. Una situacién similar parece encontrarse en la
clasificacién del género Aeromonas (Martinez-Murcia et al., 1992; Sneath, 1993).
De hecho se ha llegado al punto de clasificar como especies diferentes a cepas que
poseen un alelo para el ARNr 16S idéntico, pero que no presentan suficiente
homologia de hibridacion ADN-ADN (Amarger et al. 1997; E. Martinez,
comunicacién personal). Y puede que no les falte razén a los que sugieren la
posibilidad de recombinacién de regiones cromosémicas entre bacterias.
Recientemente se ha descrito la transferencia conjugativa de genes cromosémicos
de resistencia a tetraciclina en Enterococcus faecalis (Frangois et al., 1997) y en
Butyrivibrio fibrisolvens (Scott et al., 1997). Mientras que en el primer caso la
transferencia parece estar mediada por un plasmido conjugativo, en el segundo
parece que intervienen transposones conjugativos. En otro caso parecido, aunque
de disefio experimental, se ha demostrado que la transferencia de genes
cromosémicos mediada por plasmidos de tipo cma* (movilizadores de
cromosoma) entre cepas de Pseudomonas fluorescens estd favorecida en el

ambiente rizosférico (Troxler et al., 1997).
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Objetivos

Rhizobium melilott GR4 es objeto de estudio en el Departamento de
Microbiologia y Sistemas Simbiéticos de la Estacion Experimental del Zaidin
durante varias décadas. Mucho se ha elucidado sobre la biologia, tanto en
simbiosis como en vida libre, de esta bacteria y una breve revisiéon puede
encontrarse a lo largo de esta introduccion. La cepa GR4 fue originalmente
aislada de un suelo de Granada, y se ha demostrado a lo largo de los afnos que
es una buena fijadora de nitrégeno en simbiosis con alfalfa (Medicago sativa), y

que ademas es una cepa muy competitiva para la nodulacién.

Como todas las cepas de R. meliloti, la cepa GR4 porta dos
megaplasmidos simbidticos: el pSym1 (1.400 Kb), que lleva los genes de la
nodulacién y fijacion de nitrégeno, mientras que el pSym2 (1.700 Kb) lleva
genes para la produccion de exopolisacaridos y transporte de dicarboxilatos
(Mercado-Blanco y Toro, 1996; Finan et al, 1986; Charles y Finan, 1991;
Burkhardt et al 1897; Sobral et al, 1991). R. meliloti GR4, ademas de los
pSyms, lleva dos plasmidos cripticos, pPRmeGR4a y pPRmeGR4b, de unas 170 y
205 kb, respectivamente (Toro y Olivares, 1986). Los genes nfe relacionados con
la competitividad para la nodulacién (Sanjuan y Olivares, 1989; Soto et al,
1993), asi como mepA, necesario para la produccion de melanina (Mercado-
Blanco y Olivares, 1993a), han sido identificados en pRmeGR4b. Sin embargo,
no hay funciones conocidas para pPRmeGR4a, cuya minima regién (oriV, repA)
de replicacion ha sido clonada y secuenciada (Mercado-Blanco y Olivares 1993b
y 1994). pPRmeGR4a es autotransmisible por conjugacion a otras especies de
Rhizobium y Agrobacterium y es capaz de movilizar a pPRmeGR4b a bajas
frecuencias. Se ha especulado que la movilizacién ocurre por formacion de
cointegrados, debido a recombinaciones entre regiones homoélogas compartidas
por ambos plasmidos (Mercado-Blanco y Olivares, 1993b).

Nada mas se sabe sobre los mecanismos de transferencia conjugativa de
pRmeGR4a y pRmeGR4b o de los plasmidos simbidticos. Un estudio mas

profundo de los mecanismos que operan en la transferencia y dispersion de
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estos plasmidos, no solo en R. meliloti GR4, sino tambien en muchas otras
especies de Rhizobium, seria bastante 1util para llegar a comprender algo mas
de la estructura genética de las poblaciones de rizobios en relacion a su
biologia, evolucion y ecologia.

En el presente trabajo, se ha abordado el estudio del posible impacto
ecolbgico de la liberacién al medio ambiente de inoculantes de leguminosas,
utilizando la cepa GR4 de R. meliloti como modelo. El estudio se ha centrado en
el impacto de la posible transferencia genética desde los inoculantes hasta

poblaciones nativas del suelo, con los siguientes objetivos originales:

1) Reconocimiento de los mecanismos y factores que afectan a la transferencia

conjugativa de los plasmidos no simbiéticos de R. meliloti GR4.

2) Cuantificacion de la transferencia real y teérica de los plasmidos de R.

melilott GR4 hasta poblaciones de rizobios nativos de un suelo.

3) Identificacion del potencial de transferencia conjugativa de los replicones

contenidos en la cepa GR4 de R. melilot:.
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1. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS.

Las cepas bacterianas asi como los plasmidos utilizados en este trabajo,
junto con sus caracteristicas mas relevantes, se relacionan en las Tablas 1y 2,

respectivamente.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa

Caracteristicas relevantes

Fuente o Referencia

Rhizobium meliloti

GR4 cepa silvestre, Nod* Fix* Este laboratorio
GRM6 GR4 curada del plasmido

pRmeGR4b Mercado-Blanco y Olivares, 1993b
GRM10 GR4 curada del pl4smido

pRmeGR4a Mercado-Blanco y Olivares, 1993b
GRMS8 GR4 curada de pRmeGR4a y

pRmeGR4b Mercado-Blanco y Olivares, 1993b
GRMSSR GRMS8 Smr* Rif* Mercado-Blanco y Olivares, 1993b
GRM10K GRM10 con el casette de Km

en el gen mepA de pRmeGR4b Este trabajo
GR4KL GRA4 con el casette de Km en

pRmeGR4b y un miniTn5 lucOR-

Sm/Spc en pRmeGR4a Este trabajo
GR4KG GR4 con el casette de Km en

pRmeGR4b y un miniTn5 gusA-

Sm/Spc en pRmeGR4a Este trabajo
GR4KLR RecA’, GR4KL con el gen gusA

insertado en el gen recA Este trabajo
GRM6LR GR4KLR curada de pRmeGR4b Este trabajo
GRM10KR GR4KLR curada de pRmeGR4a Este trabajo
GRMSR GR4KLR curada de pRmeGR4a y

pRmeGR4b Este trabajo
2011 cepa silvestre, Sm*, Nod* Fix* Cassé et al., 1979
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo. (Cont.)

Cepa Caracteristicas relevantes

Fuente o Referencia

GRT3 GR4 con una delecién en el
plasmido simbiético 1, Nod~

Rhizobium spp.

A11aA318 Cepas de Rhizobium meliloti
aisladas de nédulos de Medicago
sativa

RMS04, RMSA29,

RMAO1, SAP6, SANDb

y SAFa Cepas de Rhizobium meliloti
aisladas de n6dulos de Medicago
sativa

Rp 3aRp 104 Cepas aisladas de nédulos de
Phaseolus vulgaris

Rt1aRt 115 Cepas aisladas de n6dulos de
Trifolium repens

Rv11 a Rv 423 Cepas aisladas de n6dulos de

Pisum sativum

Agrobacterium tumefaciens

C58 Cepa silvestre

GMI9023 C58 curada de plasmidos
Smr, Rif*

C58 (pRme2011a) C58 con el plasmido simbi6tico 1
(pPRme2011a) de R. m. 2011

At 104 C58 con el plasmido simbié6tico 2
(pRmeSU47b) de R. meliloti SU47

At 117 C58 con el plasmido simbi6tico 1

(pRmeSU47a) de R. meliloti SU47

58

Toro y Olivares, 1986

Villadas et al., 1995

Villadas et al., 1995

Este trabajo

Este trabajo

Dpto. Microbiologia EEZ

Hynes et al., 1985

Rosenberg y Huguet, 1984

Hynes et al., 1985

Finan et al., 1986

Finan et al., 1986
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo (Cont.).

Cepa Caracteristicas relevantes Fuente o Referencia
E. coli
S17-1 thi, pro, recA, hsdR, hsdM,

RP4-2-Te¢::Mu-Km::Tn7,

Tp’, SmT Simon et al.,1983
DH5a supE44, DlacU169, /80,

lacZDM , 5hsdR171, recAl,

endA1l, gyrA96, thi-1, relAl
HB101 supE44, hsdS20, rec A13,

ara-14, proA2, lacY1,

galK2, rpsL20, xyl-5mtl1
CC118 A pir A(ara-leu) araD AlacX74 galE

galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB

argE recAIApir

B.R.L.

Boyer y Roulland-Dussoix, 1969

Herrero et al., 1990

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
pUC18 Vector de clonacién y

secuenciacién, Ap" Yanisch-Perron et al., 1985
pUC18Not Vector de clonacién, Ap* Herrero et al., 1990
pBSKS+) Vector de clonacién y

secuenciacién, Ap" Short et al., 1988
pRK290 Vector de clonacién derivado de

RK2, Tra- Mob*, Tc* Ditta et al., 1980
pLAFR1 PRK290 con la regién cos del

fago A, Tcr Friedman et at., 1982
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo (Cont.).

Plasmido Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pSUPéOZ Vector de clonacién
pBR325::mob, Tc', Cm", Ap"

pHP45Q Plasmido portador del casette de
resistencia a Km, Km*, Ap"

pWS38 Vector de integracién
recA::gusA de R. meliloti, Gm*

pSMb Vector de integracién de gusA
en R. meliloti

pAN3 pSUP202 con un casette de
Gmr*-sacRB, Ter

pJM100 pSUP202 con el oriV de
pRmeGR4a

pORI13 pSUP202 con el oriV
de pRmeGR4b

pTCR110 vector Mini-Tn5 con
casette lucOR-Sm/Spc

pRK2013 Plasmido movilizador, Km*

RP4 Plasmido IncPo, Km®, Apr, Tecr

pME100 pUC18 con 3,5 kb de pRmeGR4b
que contiene el gen de tirosinasa
(mepA)

pHC10 pSUP202 con el fragmento PstI
de 3,5 kb mepA de pME100

pHC20 pHC10 con el casette de Km de
pHP45Q clonado en Kpnl

de mepA y en la misma direccién

de transcripcién

pUCgus pUC18Not con el fragmento de
2,3 kb gusA de pWS38 clonado en
Hindlll

pUTSm/Spc Vector de clonacién con un

Mini-Tn5, Sm*, Spc*
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Simon et al., 1983

Prentki y Krisch ,1984

Selbitschka et al., 1992

Selbitschka et al., 1995

Selbitschka et al., 1992

Mercado-Blanco y Olivares, 1993b

Este trabajo

Cebolla et al., 1993

Figurski y Helinski, 1979

Pansegrau et al., 1994

Mercado-Blanco y Olivares, 1993a

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Herrero et al., 1990
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo (Cont.).

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente o referencia
pSHI10 pUTSm/Spc con el fragmento

Notl de pUCgus clonado en Notl Este trabajo
pRmORG65 a
pRmOR1042 derivados de pLAFR1 que contienen

regiones de ADN movilizables

pertenecientes al genoma de

Rhizobium meliloti GR4 Este trabajo
pJB3Tc19 Vector de clonacién derivado de

RK2, Tra- Mob*, Tcr Apr*

Blatny et al., 1997

2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION DE CEPAS

BACTERIANAS.

2.1. Medios de cultivo para E. coli.

Para el cultivo rutinario de las cepas de E. coli se ha utilizado el medio de

Luria-Bertani (LB, Miller, 1972):

ol 13175 -

Extracto de levadura.........cccooeueeeeeeeevenneeeeennnnnns

Agua (desionizada)...........cccccveeeeeeeecnnnreeeens cneee
Agar (para medio s6lido)............ccccevurrrrrveeennnne..

El medio se esterilizé en autoclave a 115 °C durante 30 min.

Alternativamente, cuando se ha querido seleccionar E. coli frente a R.

meliloti, se ha empleado ENDO AGAR, un medio selectivo para coliformes y
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donde R. meliloti no crece, cuya preparacion se ha realizado siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial (DIFCO): se resuspenden 41,5 gramos del
preparado en un litro de agua destilada o desionizada y se hierve hasta su

completa disolucion. A continuacién se esteriliza durante 15 minutos a 121 °C.

Este medio se prepar6 siempre previamente a su utilizacién.

2.2. Medios de cultivo para Rhizobium.

Las cepas de Rhizobium fueron crecidas rutinariamente a 28 °C en medio

TY (Beringer, 1974):

A L i i R S T bg
Extracto de levadura............ccooveeeeeeeneeeeeenennenn. 3g
(016 D1 £0 JUSSO O 09 g
Agua desionizada..........cccccoeeeeemueeeeiieiineneenn. 1000 ml
Agar (medio s0lido).........ccceuunemnrmriiiiiieeeeeeee. 15¢g

Para algunos de los aislados de Rhizobium se utilizé6 medio YGT:

TIIPLONA.....ooeeieeeeeeceeeeeeeccreeeeeeeeereeeeeennreaeae e e 5g

6304 Ty (TR 15¢g

Catn el e 06 g

Extraéto delevadura.........c.ccevvveeeeneiiieiieeeeene. 25¢g

Agua desionizada...........cccceeeeeeunereeeienreeeennn. 1000 ml

Agar (medio s0lido)..........cconnmmmeiiiiiiiiieeieee, 15¢g
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Como medio minimo (MM) para Rhizobium se ha empleado el medio de

Robertsen et al (1981) modificado:

KoHPO oo 03 g
KH2PO 4.ttt 03¢g
MESO4.TH20.......oooiieeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeenveneans 015 g
Calla.ZHzl)........ccorenerrsemnosvussamsansassnssssssnsaassssennsoss 005¢g
FeCla....eaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e 0006 g
BIRLIL..cocsomsommmmmmmemmsmmssammunenmn b S RS 005¢g
Glutamato SOdICO.........cccoueeeeeereeereeeeeeeeereeeeeeaaee 'lg
IIRIREOL, . ocoenommmonsmmo smsvsmpmmmnssssneishsrh R RN 10g
DR BRI reemcommmmmnmenms st EIALS 0’0002 g
Pantotenato eAleI00........cooemasimmsssimmasexsmnsesses 00001 g
Agua desionizada............cccceeeeeeeerneeeeeeeeennnnenn. 1000 ml
Agar purificado (medio s0lido)...........ccceeeeennnnnn.... 156 g

Todos los medios se prepararon ajustando el pH a 6'8-7'2, y se esterilizaron

en autoclave a 115 0C durante 30 minutos.

2.3 Preparacidn y conservacién de compuestos nutritivos especificos.

Las vitaminas (biotina y pantotenato) y aminoacidos se afiadieron al MM a
partir de soluciones concentradas estériles. En el caso de las vitaminas la
solucién madre estaba 1000 veces concentrada y en el caso de los aminoacidos la
concentraciéon fue de 100 veces. Todas las soluciones se prepararon en agua
desionizada y esterilizadas por filtracion. Las soluciones se conservaron a 4 °C

(vitaminas) o a -20 °C (amoniacidos).
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2.4. Conservacion de cepas bacterianas.

Para la conservacién prolongada de las distintas cepas se han utilizado
criotubos que contenian alicuotas de cultivos bacterianos adicionados da glicerol

estéril a una concentracién final del 20%. Se mantuvieron almacenados a una

temperatura de -80 °C.

2.5. Antibioéticos.

La adicién de antibiéticos a los medios de cultivo se hizo a partir de
soluciones concentradas de los mismos en agua desionizada o, en caso de la
tetraciclina y del cloranfenicol, en agua-etanol al 50%. La esterilizacién de los

antibidticos se llevd a cabo mediante el empleo de unidades de filtracién

Minisart® NML (Sartorius), de 0'2 um de tamaifio de poro. La concentracién final
de los distintos antibiéticos fue la siguiente:

Antibi6tico Concentracién (ug/ml)
R. meliloti Agrobacterium Rhizobium spp E. coli
Espectinomicina (Spc) 200 200 50 50
Sulfato de Estreptomicina (Sm) 200 200 50 50
Tetraciclina (Tc) 10 _ 10 10
Sulfato de Kanamicina (Km) 200 = 100 50
Ampicilina (Ap) = = - 200
Cloranfenicol (Cm) - - = 50
Gentamicina (Gm) 160 I - 20
Rifanpicina (Rif) 20 50 _ _
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3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ADN.

3.1. Preparacion de ADN plasmidico.

3.1.1. Preparacién de ADN plasmidico mediante lisis alcalina.

La obtencién de ADN plasmidico se realizé siguiendo el método de lisis
alcalina (Sambrook et al. 1989). Para ello, las células de 1'5-3 ml de cultivo se
recogieron por centrifugacién (15.000 rpm, 2 min) en tubos de microfuga.
Después de eliminar el sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 100 pl de
solucién I (glucosa 50 mM, EDTANag 10 mM y Tris-HC1 25 mM, pH 8'0) a la que
se adicioné inmediatamente antes de usar 5 mg/ml de lisozima, y se incubaron
las células durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
adicionaron 200 pl de solucion IT (NaOH 0'2 M, SDS 1%) recién preparada, se
mezclaron ambas soluciones mediante inversion, y se incubé en hielo durante 5
min. Pasado este tiempo, se adicionaron 150 pl de solucion III (60 ml de acetato
potéasico 5M, 11'5 ml de 4cido acético glacial y 28'5 ml de agua, pH 4'5), se agito6
la mezcla por inversién del tubo y, después de incubar en hielo durante 5 min, se
centrifugd (15.000 rpm, 2 min). El sobrenadante obtenido (aproximadamente 400
ul) se pasé a un nuevo microtubo, al que se adicioné un volumen igual de una
mezcla de fenol-cloroformo (1:1), y tras mezclar bien por agitacion en vortex, se
separaron las dos fases por centrifugacién (15.000 rpm, 5 min). La fase superior

acuosa, que contiene el ADN, se transfiri6 a un tubo nuevo, se mezcl6 con 2,5

volimenes de etanol absoluto preenfriado a -20 °C, se incubé a -80 °C durante
30 min y a continuacién se centrifugé (15.000 rpm, 15 min). El precipitado
obtenido se lavé con etanol al 70% preenfriado a -20°C y se centrifugdé de nuevo
(15.000 rpm, 3 min). Por altimo, después de eliminar el sobrenadante, el
precipitado se sec6 al vacio y se resuspendié en 25 ul de tampon TE8 (Tris 10

mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) .
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Para eliminar el ARN, al volumen anterior se puede adicionar 1 pl de
ribonucleasa A preparada de forma concentrada (10 pug/ml en NaCl 15 mM y

Tris-HCl 10 mM, pH 7'5). De forma previa a su utilizacién, la solucién
concentrada de RNasa se calenté a 100 °C durante 15 min, se dejo enfriar a

temperatura ambiente, se prepararon alicuotas y se almacenaron a -20 °C.
La mezcla fenol-cloroformo (proporcién 1:1) se prepar6 a partir de fenol al
100% que contenia 8-hidroxiquinoleina al 0'1% en Tris-HC1 0'1 M (pH 8.0), y de

una mezcla de alcoho isoamilico y cloroformo en proporcién 1:24.
3.1.2. QIAprep Spin Plasmid ®.

A partir de un cultivo liquido de 1-5 ml de E. coli, las células se
precipitaron, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron en 250 ul del
denominado tampén P1 previamente adicionado de RNAsa A. Posteriormente, se
adicionaron 250 pl del tampén P2, mezclando suavemente mediante inversién
del tubo. P2 es un tampén de lisis, y se recomienda mantener la reaccién 5 min
como maximo. A la mezcla anterior se adicionaron 350 pul de tampén N3, se
mezclé por inversion y se centrifugé (12.000 rpm) hasta la formacion de un
precipitado compacto (aprox. 10 min). Se recogi6 el sobrenadante y se aplicé a
una columna Qiaprep que se centrifugé durante 1 min para retener el ADN
plasmidico. A la columna se adicionaron 750 ul de tampon PE y se centrifugd 1
min a 12.000 rpm, repitiéndose de nuevo esta operacién para eliminar el exceso
de tampon. Finalmente, la columna se colocé en un tubo de 1'5 ml, se le
adicionaron 50 pl de agua bidestilada estéril, y pasado 1 min se centrifugdé

(12.000 rpm, 1 min) para recuperar el ADN.
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3.2. Preparaciéon de ADN gendémico.

El aislamiento de ADN total se llevé a cabo a partir de 5 ml de cultivo en
fase logaritmica de la cepa bacteriana elegida. Las células se centrifugaron a
15.000 rpm durante 3 min y se lavaron con 200 pul de sarcosil (N-lauril sarcosina)
al 0'1% en TE8 (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) y se resuspendieron en 300 ul
de TES8. A la suspension resultante se adicionaron 100 pl de una solucién de SDS

al 5% y 100 pl de una solucion (2,5 pg/ml) de proteinasa K o pronasa predigerida

en TE8. La mezcla se incubé durante 1 hora a 37 OC. Posteriormente se
adicionaron 125 pl de CINa 5M preparado en TES8 y se incub6 en hielo durante
30 min. A la mezcla se le adicion6é un volumen igual de fenol y se mezclé por
vortex intenso durante 1 min, dejandola reposar y mezclando de nuevo por
vortex durante otro min. Seguidamente se centrifugé a 12.000 rpm durante 5
min. y el sobrenadante se pas6 a un tubo limpio de microfuga. A continuacién se
extrajo nuevamente con un volumen de fenol, posteriormente con un volumen de
fenol:cloroformo y finalmente con un volumen de cloroformo para eliminar los
posibles restos de fenol. La fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo y se
precipita con 2,5 volimenes de etanol al 100% preenfriado a -20 °C mezclando
por inversion e incubando durante 30 min. a -80 °C. Transcurrido ese tiempo se
centrifuga a 12.000 rpm durante 12 min y se retira el sobrenadante. Se lava con
etanol al 70% preenfriado sin agitar ni mezclar y de nuevo se centrifuga durante
3 min. Se retira el sobrenadante y se seca el ADN al vacio durante 20-30 min.
Finalmente se resuspende el ADN seco en 25-50 pl de TE8 y se afiade 1 pl de
RNAsa (1mg/ml). E1 ADN se conserva a -20 °C hasta su uso.

Alternativamente la extraccién de ADN genémico se llevé a cabo con el
sistema QIAGENE GENOMIC®. A partir de un cultivo liquido de 3 ml, de la
cepa de Rhiobium en cuestion, las células se precipitaron, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml del denominado tampén B1

(adicionado de RNAsa 200 pg/ml). Posteriormente se adicionaron 20 pl de
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solucién de lisozima (100 mg/ml) y 45 ul de solucién de Proteinasa K (20 mg/ml)
agitando por inversion e incubando a 37 °C durante 30 min. A continuacién se
anaden 350 pl del tampon B2, mezclando suavemente mediante inversion del
tubo y se incuba durante 1 h a 50 °C. Transcurrido este tiempo se aplica la
muestra sobre una columna QIAGENE, previamente equilibrada con el tampén
QBT, y se deja decantar por gravedad hasta que se elimine todo el volumen. Se
lava la columna tres veces con 1 ml de tampén QC, dejando siempre que las
soluciones decanten por gravedad. Finalmente se eluye el ADN con 2 x 1 ml de
tampén QE y se recoge el ADN eluido en tubos de microfuga limpios. Se les
adiciona 0,7 voliimenes de isopropanol y se centrifuga a 12.000 rpm durante 15
min. Se retira el sobrenadante y el precipitado de ADN se lava con 1 ml de
etanol al 70 % preenfriado. E1 ADN se seca al vacio durante 10-15 min y se

resuspende en 50-100 pl de tampén TES8 a 37 °C.

3.3. Determinacién de la concentracién de ADN.

Se ha seguido el método espectrofotométrico descrito en Sambrook et al.
(1989). La absorbancia (A2¢0 nm y A280 nm) de las soluciones de ADN en agua o
en TES8 se determinaron utilizando como blanco agua o TES, respectivamente. La
concentracién se calcula respecto a los valores estandar de DO260 = 1 para
soluciones con 50 pug/ml de ADN de cadena doble. La relacion DO2g0/D0O280 se
usa como estimador de la pureza de la preparacion, considerandose valores
inferiores a 1'8 como indicadores de contaminacién por proteinas o fenol. Para
muestras de ADN muy impuras o de baja concentracion, se empleé el método de
comparacion de fluorescencia en gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores

de ADN de concentracién conocida, también descrito por Sambrook et al. (1989).
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4. MANIPULACION DEL ADN.

4.1. Digestién total de ADN con endonucleasas de restriccion.

La digestién total de ADN con enzimas de restriccion se llevo a cabo en las
condiciones dptimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones, en cuanto a
temperatura y tampén, recomendadas por los proveedores. (Boehringer,
Mannhein, Alemania).

Las digestiones con mas de una enzima de restriccién se realizaron
simultadneamente cuando las enzimas requerian el mismo tampén y
temperatura. En caso contrario, y siempre que fuera factible, se digirié primero
con la enzima que requeria el tampén de menor fuerza ibénica, adicionando
posteriormente el tampén y enzima para la segunda digestion. Cuando esto no
fue posible, se llev) a cabo primero la digestién con una enzima, se limpio luego
el ADN mediante tratamiento con fenol-cloroformo, se precipité con etanol y,
posteriormente, se resuspendi6 en agua, llevandose a cabo entonces la digestiéon

con la segunda enzima.

4.2. Separacién e identificacién de fragmentos de restriccion mediante

electroforesis en gel de agarosa.

4.2.1. Electroforesis de ADN.

La separacién de fragmentos de restriccion se ha llevado a cabo mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa sumergidos en TBE (Tris 89 mM,
EDTA-Na2 2'5 mM, BO3H2 89 mM, pH 8'2). La concentracion de agarosa ha sido
del 0'7% o del 1%, segin el tamaiio de los fragmentos a resolver. El voltaje usual
de trabajo ha sido de 120 V en cubetas de electroforesis GNA 200 (Pharmacia) y
de 80 V en cubetas de electroforesis GNA 100 (Pharmacia). Como tampén de
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carga se ha utilizado una mezcla de sacarosa al 40% y azul de bromofenol al
0'25%, ambos preparados en agua. Se ha empleado 1 ul de tampoén de carga por

cada 5 pl de solucién de ADN.

4.2.2. Revelado de geles y fotografia.

Las muestras de ADN presentes en los geles de agarosa se revelaron
sumergiéndolos en agua a la que previamente se adicionan unas gotas de una
solucién de bromuro de etidio (1 mg/ml), durante 15-20 min. Posteriormente se
observaron con luz UV (260 nm) en un transiluminador.

Las fotografias de los geles se han realizado con una cAmara Polaroid MP-4
provista de filtro rojo y pelicula Polaroid 667 o 665. Alternativamente, se ha
utilizado una videocamara acoplada a un sistema de impresion de imagenes

(Gelprinter vin509).

4.2.3. Estimacién del tamafio molecular de fragmentos de restriccién.

La determinacién del tamafio molecular de fragmentos de restriccién se ha
efectuado a partir de la construccién de graficas en las que se representa el
logaritmo del tamafio molecular relativo (My) de moléculas patron de ADN,
frente a la movilidad relativa (Rf) de dichas moléculas en gel de agarosa, esto es,
la distancia de migracién de cada una dividida por la longitud del gel. Como
marcadores de tamafo molecular se han utilizado los fragmentos de restriccién
del ADN del fago lambda resultantes de la digestion con endonucleasa HindIII o
EcoRI/HindIII.
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4.3. Purificacién de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Para la purificacién de fragmentos de ADN de los geles de agarosa se ha
utilizado el sisiema Geneclean II® (Bio 101 Inc., La Jolla, California, USA). Una

vez identificado el fragmento de restriccion que se desea purificar, se corta el gel
de agarosa alrededor del mismo con un bisturi, se coloca en un microtubo y se

trocea lo mas homogéneamente posible. Al tubo se adicionan 4,5 volimenes de

Nal y 1/2 volumen de modificador-TBE® (mezcla concentrada de sales que

neutraliza el efecto inhibidor del tampén TBE sobre la adhesiéon del ADN al

glassmilk®; su uso es necesario, por tanto, sélo cuando la electroforesis se haya
realizado en tampén TBE) y tras agitar en vortex se incubd a 50 °C durante el

tiempo necesario (aprox. 5 min) para que la agarosa se disuelva. Posteriormente,
se adicioné glassmilk® (5 pl/5ug ADN; esta concentracién debe aumentarse en 1

ul adicional por cada 0'5 pg en exceso de ADN). El glassmilk® consiste en una
suspensién de una matriz de silice en agua y es marca registrada de Bio 101 Inc.,
La Jolla, California. Después de mezclar, la suspensién se incub6 en hielo, al
menos 5 min, para permitir la adhesion del ADN a la silice, agitando cada 1- 2
min para prevenir la precipitacion de la misma. A continuacién, se centrifugé

(15.000 rpm, 5 segundos) para precipitar el ADN que permanece unido a la
matriz, y se lavé 3 veces con solucién New Wash® (mezcla especifica de NaCl,

Tris, EDTA, etanol y agua) preenfriada a -20 °C. Tras eliminar el altimo

sobrenadante, el ADN se separ de la matriz de silice eluyendo con 10 pl de agua

bidestilada o tampén TE y calentando a 50 °C durante 2 min. Después de
centrifugar (15.000 rpm, 30 s), el sobrenadante se recogié cuidadosamente y se
colocé en un nuevo tubo. El Gltimo paso se puede repetir para eluir el ADN que

pueda permanacer unido a la matriz de silice.
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4.4. Manipulacién de los fragmentos de restriccion.

Los fragmentos de restriccion, una vez aislados de los geles de agarosa y
purificados pueden manipularse de distinta manera, de acuerdo con su

utilizacion posterior.

4.4.1. Ligacién de fragmentos de restriccién con vectores de clonacién.

La ligacién entre un fragmento de ADN y el vector de clonacién adecuado,
se efectud usando relaciones molares vector:inserto variables, dependiendo, por
una parte, del tamaiio de los fragmentos y, por otra, del tipo de extremos, romos
o cohesivos, del fragmento en cuestion. En ambos casos, el volumen final de
mezcla de reaccién fue de 10-20 pl. Las reacciones se llevaron a cabo en
presencia de la enzima DNA ligasa del fago T4 y en el tampoén indicado por los

proveedores, incubando 3-4 h a temperatura ambiente o, alternativamente,

durante una noche a 15 °C. Cuando se trataba de una ligacion de extremos

romos, se adicioné polietilenglicol (PEG 8.000) a una concentracién final del 20%.

En este altimo caso la temperatura de incubacion fue de 20 °C.

4.4.2. Relleno de extremos 5' protuberantes de fragmentos de restriccion.

Para la creacién de extremos romos en fragmentos de restriccién con
extremos 5' protuberantes, se procedié al relleno del extremo 3' de la cadena
complementaria. Para ello, a 20 pl de solucion de ADN se adicioné 1 pl de una
solucién 1 mM de desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) y 1 unidad de ADN
polimerasa Klenow por ug de ADN. La mezcla se incubé durante 30 min a
temperatura ambiente y se detuvo por adicion de 200 pl de tampén TE y

extraccién con 200 pl de fenol-cloroformo. Se recogié el sobrenadante y el ADN se
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precipité con 0'l volimenes de acetato sédico 3 M (pH 5'2) y 2 volimenes de

etanol absoluto. Finalmente, el ADN se resuspendio en agua bidestilada estéril.

4.4.3. Eliminacién de extremos 3' protuberantes de fragmentos de restriccion.

En el caso de que la digestion de ADN produjese fragmentos con extremos 3'
protuberantes, la eliminacién de los mismos se efectué adicionando a la solucién
de ADN (20 pl) 1 pl de una solucién 2 mM de dNTPs y 1 unidad de ADN
polimerasa del bacteriéfago T4 por ug de ADN. La mezcla se incubé durante 15

min a 12 ©C. La inactivacién de la polimerasa se realiz6 mediante calentamiento

a 70 0C durante 10 min y posterior adicion de 200ul de tampon TE y extraccion
con 200ul de fenol-cloroformo. Se recogié el sobrenadante y la recuperacién de

ADN se llevé a cabo como se ha descrito en el apartado anterior.

4.5. Preparacion y transformacién de células competentes de E. coli.

La preparacion de células competentes de E. coli se ha realizado
esencialmente segiin la técnica descrita por Lederberg y Cohen (1974).

A partir de un cultivo de la cepa de E. coli a transformar, se inocul6 medio

LB (1 ml cultivo/100 de medio) y se incubd en agitacion a 37 ©C hasta que el

cultivo alcanzé una DOg@Q de 0'6. Tras dejar enfriar en hielo, las células se

centrifugaron (10.000 rpm, 5 min, 4 9C), se resuspendieron en 1 volumen de una

solucién de MgCl2 0'1 M preenfriada a 4 °C, y se centrifug6 de nuevo (5.000 rpm,

5 min, 4 9C). A continuacién, las células se resuspendieron en 1/2 volumen de

una solucién de CaCl2 0'1 M preenfriada a 4 °C y, tras dejarlas en hielo un

minimo de 30 min, se centrifugaron (5.000 rpm, 5 min, 49C) y se resuspendieron

suavemente en 1/10 volumen de una solucion de CaCl2 0'1 M y glicerol al 20%
preenfriada a 4 °C. Las células asi preparadas se repartieron en alicuotas de 100
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ul en tubos eppendorf preenfriados a 4 °C, que se conservaron a -80 °C hasta su
uso.

Para la transformacion de células competentes con ADN plasmidico se
siguié la técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983), modificada como se indica
a continuacién. A alicuotas de 100 pl de células competentes se adicion6 ADN

(0'05-0'5 ug) y la mezcla, después de su incubacién en hielo un minimo de 30

min, se sometié a un choque de calor de 42 °C durante 2 min. Posteriormente, la

mezcla se incubé 5 min en hielo, se le adicion6 1 ml de medio LLB y se incubé a 37

0C durante 60-90 min. Transcurrido este tiempo se sembraron alicuotas de 0'1

ml en placas de medio LB adicionado de los correspondientes antibidticos.

4.6. Experimentos de hibridacion ADN-ADN.

4.6.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon.

La transferencia de fragmentos de restriccion de ADN a filtros de nylon se
realiz6 segin la técnica de Southern (1975). Para ello, después de la
correspondiente electroforesis, el gel de agarosa se sumergi6é en una solucién de
HCI 0'25 M durante 20 min para someter el ADN a depurinaciéon acida. Tras
lavar varias veces con agua destilada, se procedié a desnaturalizar el ADN
mediante inmersion repetida (dos veces) en una solucion de NaOH 0'5 M, NaCl
1'5 M, durante 15 min. Por Gltimo, el gel se incubé en una solucion de Tris-HC1
0'5 M, NaCl 3 M, pH 7, mediante otros dos lavados de 15 min.

Después de lavar el gel con agua destilada, se colocé sobre una superficie
plana y regular, habitualmente un cristal, cubierta con papel Whatman 3MM
cuyos extremos, a modo de mecha, se sumergen en un reservorio de tampén de
transferencia 10xSSC (1xSSC: NaCl 150 mM, citrato sédico 15 mM, pH 7). Sobre
el gel se colocaron, en este orden, un filtro de nylon y tres piezas de Whatman

3MM de tamaino similar al gel (el filtro y las piezas de papel Whatman se
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lavaron primero con agua destilada y se saturaron después en tampén 20xSSC
durante 30 min). Sobre este dispositivo se colocaron varias piezas de papel de
celulosa y, sobre éstas, a su vez, un peso de aproximadamente 1 Kg para
mantener el sistema ligeramente comprimido. El proceso de transferencia de.
ADN del gel a la membrana de nylon se realiz6, normalmente, durante una
noche.

Una vez finalizada la transferencia, el filtro de nylon se lavé con una
solucién de 2xSSC para eliminar restos de agarosa, se sec6 a temperatura
ambiente y se expuso durante 5 min a luz ultravioleta, o alternativamente

durante 20 min. a 120 °C en vacio, para fijar el AND a la membrana.

4.6.2. Marcaje de sondas de ADN.

El marcaje de sondas se ha realizado empleando el sistema no radiactivo de
marcaje con digoxigenina, comercializado por Boehringer (Mannhein, Alemania),
siguiendo las recomendaciones del proveedor. Esta técnica consiste, en esencia,

en la sintesis parcial de ADN a partir del ADN molde que se quiere usar como

sonda. Para ello, se utiliza el ADN molde desnaturalizado por calor (100 °C, 10
min), una mezcla de hexanucledtidos, fragmento Klenow de la ADN polimerasa I
de E. coli y digoxigenina-dUTP como nucledétido marcado, que se puede detectar
mediante una reacién inmunolégica especifica.

Los ADNs usados como sonda fueron tanto fragmentos de restricciéon
purificados como ADN plasmidico linearizado. Se utilizaron, habitualmente, 100-
300 ng de ADN desnaturalizado en un volumen de reaccién final de 20 pl. El

tiempo de incubacién fue siempre superior a 6 h a una temperatura de 37 °C.

4.6.3. Hibridacién ADN-ADN con sonda no radiactiva.

El filtro de nylon al que se habia transferido el ADN se colocé en un rodillo

75



WHatonial 4 Wlétodos

de hibridacion al que se adicionaron 20-40 ml de solucion de hibridacién (5x SSC,
N-lauril sarcosina 0'1%, SDS 0'02%, formamida 50% y agente bloqueante al 2%)

y se incubo a 42 0C, al menos durante 3 h, en horno de hibridacién (Amersham).

Después de eliminar la primera solucién, se adicioné de nuevo solucién de

hibridacién suplementada con el ADN sonda desnaturalizado (100 °C, 10 min) y
se incub6 a la misma temperatura durante un tiempo minimo de 6 h. Terminado
el proceso de hibridacién, el filtro se lavé primero 2 veces con una solucién 2x

SSC y SDS al 0.1% (v/v) durante 5 min, y después otras 2 veces con una solucién

0.1x SSC y SDS al 0.1% (p/v) a 68 °C durante 15 min. Una vez lavado el filtro, se
procedié a la deteccion inmunolégica del ADN hibridado usando anticuerpos
especificos contra la digoxigenina. Estos anticuerpos estan conjugados con
fosfatasa alcalina que, en presencia de 3-(2'-spiroadamantano)-4-metoxi-4-(3'-
fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxietano (AMPPD), produce un compuesto inestable que, a
su vez, se descompone formando el anién metil-meta-oxibenzoato, el cual emite
luz a una longitud de onda de 477 nm. La emision de luz se detect6é poniendo en
contacto el filtro con una pelicula autorradiografica Kodak X-Omat. El tiempo de
exposicién (5 min a 3 h) para la deteccién de las bandas de hibridacién depende
de la cantidad de ADN, del grado de homologia de la sonda y de la eficiencia del
marcaje de la sonda.

Para el revelado de la pelicula se usé revelador Neutrol Liquid NE (Agfa) y
fijador N FIX 172 (Negra) a las diluciones y tiempos recomendados por las casas

comerciales.
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5. EXPERIMENTOS CON PLANTAS.

5.1. Plantas.

Las plantas utilizadas en este trabajo han sido:

Medicago sativa L. (alfalfa), variedad Aragon
Phaseolus vulgaris (judia), variedad Contender
Trifolium repens (trébol), variedad Huia
Pisum sativum (guisante), variedad Lincoln

Glycine max (soja), variedades Peking y Williams

5.2. Solucién nutritiva.

Para cultivos hidropdnicos se ha utilizado la solucién de Rigaud y Puppo

(1975).

L [ L SN U SRR SR 0200 g
T2 1 TR o E e 0200 g
L s B RN 0200 g
(5 0TI - 0120 g
b5 s o 0025 g
Agua destilada...........ccceeeemrreeiieeennieeeen. 1000 ml
Micronutrientes
L= 2| OO 0018 g
MnSO4 4H30......ccooiiieeeeeeceeee. 0022 g
ZnSOy4 . TH20.....ooo oo 0030 g
CuSO4.5H20.......eeceeeeeeceeeeeeeecreee e 0049 g
NazMoOs .2H20......ccooieiiieeeeeeceeeeeee 0004 g

El pH se ajusta a 7,5 y se esteriliza a 115 °C durante 30 min.
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5.3. Esterilizacion y germinacién de semillas.

Las semillas de alfalfa y trébol fueron esterilizadas en superficie por
inmersion en 2,5% de HgCl: durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se
lavaron 6-7 veces con agua estéril y se dejaron en imbibicion durante 2 h.
Posteriormente se extendieron en condiciones asépticas sobre papel de filtro
humedecido con agua estéril, colocado en placas Petri, y se dejaron finalmente en
oscuridad a 28 °C durante 24-48 h. Las semillas de judia, soja y guisante se
esterilizaron en un matraz Erlenmeyer sumergidas en una solucién de
hipoclorito sédico (lejia) durante 7 min. en agitacion. Posteriormente las semillas
se lavaron varias veces con H20 estéril y de dejaron en imbibicién durante unas
2 h, tras lo cual se extendieron sobre papeles de filtro humedecidos y se

incubaron a 28 °C en oscuridad durante 48 h.

5.4. Cultivos axénicos de plantas.

Para los cultivos hidropénicos de plantas de alfalfa y trébol se ha seguido la
técnica descrita por Olivares et al (1980). Cuando las plantulas han alcanzado 1-
2 cm de longitud, se colocan, previa descarificacién, en condiciones asépticas en
tubos de 20x200 mm que contienen 10 ml de solucién nutritiva y un soporte de
papel de filtro. Para evitar que la luz incida directamente sobre las raices, los
tubos se cubren en su mitad inferior con papel opaco y se llevan a una camara de
cultivo de plantas mantenida en las siguientes condiciones: 500 pE/m2.s (400-700
nm) de intensidad luminosa, fotoperiodo de 16/8 horas (luz/oscuridad), 25 °C/18
°C de temperatura (dia/noche).

Los cultivos axénicos de plantas como guisante, judia se realizaron en
bolsas de plastico con soporte de papel. Sobre éste se colocaron las plantulas de
forma que la raiz crece hacia el interior de la bolsa, mientras que tallo y hojas

quedan fuera de la misma.
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5.5. Ensayos de nodulacién en alfalfa.

Cuando las plantas de alfalfa tienen 10-12 dias se inoculan con 1 ml de una
suspensién bacteriana de 107 cel/ml de la cepa en estudio. Al menos 12 plantas
individuales (1 planta/tubo) se inoculan con cada cepa. Tras la inoculacién se
registré diariamente el nimero de plantas noduladas y el namero de nédulos
formados en cada planta. Se consider6é que una planta estaba nodulada cuando
en sus raices existia al menos un nédulo visible. El seguimiento de la nodulacién
se continud hasta que todas las plantas estaban noduladas. La infectividad de
una cepa se considera en funcién del tiempo de nodulaciéon y del nimero de

nédulos que forma.

5.6. Ensayos de competitividad en alfalfa.

Para los experimentos de competicion de dos cepas se prepararon cultivos
axénicos de plantas tal y como se describié anteriormente. Cultivos de las cepas
en estudio fueron mezclados en proporcién 1:1 e inoculados conjuntamente a una
densidad final de 106 cel/ml de soluciéon nutritiva. Transcurridos 15-20 dias, se
aislaron 25 nédulos al azar y se esterilizaron en superficie sumergiéndolos en
una solucién de HgClz al 0,25% durante 5 min, seguido de varios lavados con
agua estéril. La ocupacion de los nddulos por cada una de las cepas se determiné
tras macerar cada nédulo por separado y sembrar una gota del macerado en
placas de TY adicionadas o no con los correspondientes antibiéticos.
Alternativamente, cuando una de las cepas inoculadas era portadora del gen
gusA, la determinacién de la ocupacién de nédulos por cada una de las cepas se
realiz6 directamente sobre las raices de las plantas. Para ello, las raices fueron
lavadas durante al menos 1 h en un vaso de precipitado colocado sobre un
agitador magnético, tras lo cual se esterilizaron en superficie de la misma

manera a la descrita anteriormente. A continuacién se sumergieron en una

79



Watenial ¢ Wlétodss

solucion 1 mM de X-Gluc (sal de ciclohexilamonio del acido 5-Bromo-4-Cloro-3-
Indol-B-p-glucuroénico, Clontech, California, Estados Unidos de América; sustrato
de la B-glucuronidasa, producto del gen gusA) en tampon fosfato pH 7,5 y se
incuba durante al menos 12 h. a 37 °C.-Aquellos nédulos que estan ocupados por
una bacteria que expresa actividad B-glucuronidasa pueden ser facilmente
dintinguidos por el color azul que se forma como consecuencia de la precipitacion

del grupo cromoéforo tras la degradacion del X-Gluc.

6. AISLAMIENTO DE CEPAS DE Rhizobium NATIVAS DE UN SUELO
DE GRANADA.

El aislamiento de cepas nativas de Rhizobium, que han sido objeto de
estudio en este trabajo, se realiz6 a partir de suelo de la Estacion Experimental
del Zaidin (CSIC, Granada). Las caracteristicas de dicho suelo son: 43% arena,
41% lima y 16% arcilla, pH 7’8.

Hay que hacer constar que las cepas bacterianas aisladas a partir de Pisum
sativum no han sido obtenidas en este trabajo, sino que se encontraban
disponibles en el Departamentto de Microbiologia de la Estacion Experimental

del Zaidin y fueron originalmente aisladas por P. Villadas.

6.2. Preparacion de macetas.

Se utilizaron recipientes de aproximadamente 2 Kg de capacidad en cuyo
fondo se colocd un papel de filtro cortado a medida. Se autoclavaron durante 20
min. a 120 °C. Paralelamente también se esterilizé arena lavada y seca. Una vez
este material preparado, se mecl6 suelo y arena en proporcion 2:1. Esta mezcla
permite que, posteriormente, el aislamiento de los nédulos no sea tan dificultoso
debido a la compactacion del suelo. Con dicha mezcla se rellenaron los

recipientes y se colocaron las semillas pregerminadas. A las macetas se les
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adicion6 agua cada 2-3 dias y se mantuvieron en invernadero durante

aproximadamente 30 dias.

6.3. Aislamiento de las cepas a partir de los nédulos.

Las cepas nativas de Rhizobium que nodulan judia, guisante o trébol fueron
aisladas a partir de los nédulos formados en las correspondentes plantas. Para
ello, se extrajeron de las macetas las plantas en cuestién y sus raices se lavaron
con abundante agua, para eliminar restos de suelo, y los nédulos fueron
separados de la raiz. De cada tipo de planta se cosecharon unos 1.000 ndédulos
que fueron mezclados aleatoriamente. Se tomaron unos 100 nédulos de cada tipo
al azar y, tras ser esterilizados en superficie con una solucién de HgCl: al 0°25%
durante 5 min, seguido de varios lavados con agua estéril, se maceraron
indivivualmente y se sembraron en placas de TY o YGT. Finalmente se eligieron

50 aislados al azar de cada tipo para los posteriores estudios de caracterizacion.

6.4. Determinacién del nimero méas probable de rizobios en suelo (NMP).

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Vincent et al (1982). Para la
determinacién de rizobios que nodulan alfalfa y trébol se siguié el procedimiento
de la dilucién al quinto usandose 4 plantas por dilucion y las diluciones 1:50,
1:250, 1:1250, 1:6250, 1:31250 y 1:156.250. El calculo del naimero mas probable
se realiz6 segun las tablas de McCrady. El nimero de rizobios que nodulan judia
y guisante se determiné mediante diluciones a la décima. En este caso, las
plantas se cultivaron en bolsas de plastico con soporte de papel. Se utilizaron 4
diluciones por duplicado y en cada dilucion 2 plantas. El nimero de rizobios se

calcula en funcién del nimero de plantas noduladas en la dilucién mas alta.
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7. CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS DE Rhizobium.

7.1. Separacién de plasmidos de alto peso molecular mediante electroforesis

horizontal en geles de agarosa.

Las bandas de los plasmidos de los diferentes aislados fueron visualizadas
mediante separacion por electroforesis en geles horizontales de agarosa usando
el método de Eckhardt (1978) y modificado por Wheatcroft et al. (1990).
Partiendo de cultivos frescos en crecimiento logaritmico (DOsoo nm ente 0,2 y 0,5,
dependiendo de la cepa) se centrifugan aproximadamente 108 células en tubos
Eppendorf de 1,5 ml. durante 3 min. a 12.000 rpm. El precipitado celular se
resuspende en 0,3 ml de sarcosil (N-laurilsarcosina) al 0,1%. Nuevamente se
vuelve a centrifugar y el sobrenadante se retira con punta de micropipeta para
dejar exclusivamente el precipitado celular. Las células se resuspenden con 40 pl
de la solucién I (Tris 10 mM, EDTA 10 mM, Ficoll (400.000) 20%) preenfriada y
se dejan en hielo. Previamente se ha preparado un gel de agarosa al 0,6% y se
guarda a 4 °C durante al menos 1 h. Se coloca el gel frio en una cubeta de
electroforesis GNA 200 (Pharmacia) y se afiade el tampén de electroforesis TBE
(Tris 89 mM, EDTA-Nag 2'5 mM, BOgH2 89 mM, pH 8'2) hasta el nivel del gel
pero sin que cubra los pocillos. Una vez asi, se cargan en los pocillos 25 pl de la
solucién IIT (SDS 10%, xylencianol 0,001%) y se corre el gel a 100 V durante 15
min con la polaridad invertida. Transcurrido este tiempo se cubre el gel
completamente con el tampén de electroforesis. A continuacién se van cargando
las muestras celulares de la siguiente manera: se toman 10 pl de la solucion II
[(Tris 10 mM, EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,001%, Ribonucleasa A hervida
(0,4 mg/ml), lisozima (1 mg/ml)] y se cambia la micropipeta para que marque 25
ul, se afiade los 10 pl a las células resuspendidas en la solucion I y se mezclan

pipeteando 2-3 veces para homogenizar, tras lo cual se cargan los 25 ul en el

82



Watenial ¢ Métsdos

pocillo. Una vez cargadas todas las muestras, se corre el gel a 40 V durante 45

min. y seguidamente a 125 V durante 3-5 h.

7.2. Técnicas moleculares de caracterizacién de los aislados.

7.2.1. RAPDs.

Se llevé a cabo con la ayuda del Dr. Hans-Volker Tichy del Biologische
Sicherheit Mikrobiologisches & Gentechnisches Labor (TUV Siidwest
Dienstleistungs-Gmbh. Friburgo, Alemania).

La base de esta técnica consiste en una amplificacién, mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), de diferentes zonas del genoma bacteriano
usando como iniciadores de la amplificacion cebadores de secuencias no
especificas, es decir de una combinacion al azar de nucledtidos. Para proveer de
ADN molde de los diferentes aislados para la reaccion se procedié a la obtencién
de lisados celulares. Haciendo uso de un palillo de dientes estéril se toman
células de un cultivo en placa y se resuspenden las células adosadas al palillo en
20 pl de solucién de lisis (NaOH 0,05M; SDS 0,25%) en un tubo Eppendorf. En
un baiio con agua a punto de ebullicién se introducen las células y se hierven
durante 15 min. tras lo cual se le afiaden 200 ul de agua bidestilada estéril y se
centrifugan a maxima velocidad durante 5 min.

Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: 200 uM de cada .
dNTP, 3uM (concentracién final) de cebador (5"-CGGCAGCGCC-3"), 1U de Taq
polimerasa (PHARMACIA) y 2 ul de lisado celular en un volumen final de 25 ul
conteniendo 1,5 mM de MgCls. La reaccién de amplificacion se llevo a cabo en un
termociclador Landgraf Varius V (Landgraf, Langenhagen, Alemania) en las
siguientes condiciones:

1 ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 2 min.

45 ciclos de: 94 °C 40 sec.,
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55 °C 40 sec.

1 ciclo final de extension a: 72 °C durante 3 min.

Los productos de amplificacién obtenidos se analizaron mediante
electroforesis en geles horizontales de poliacrilamida. Los geles se preparan
sobre placas GelBond PAG (PHARMACIA) con un espesor de 0,5 mm. Una de las
placas se tratd, cada 3-4 veces de uso, con PLOT concentrate (Serva) diluido en
acetona, para facilitar la posterior separacion del gel. Los geles se prepararon al
5% de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida, 19:1) en tampén 2 X TBE
conteniendo urea 7 M. La acrilamida se filtré a través de unidades tipo SCN
(Nalgene), y se polimerizé con persulfato aménico (10% en agua bidestilada) y
N,N,N'N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) 6 mM. Entre placa y placa existe
un desfase de 1 mm en el cual se colocan los pocillos. La electroforesis se llevd a
cabo sobre una cubeta Multiphor I (PHARMACIA). Una vez polimerizado el gel
se separa una de las placas y el gel se coloca sobre la cubeta de electroforesis
evitando que queden burbujas atrapadas. Se cortan dos tiras de papel de filtro
del tamafio del gel y se colocan, a modo de electrodos, de manera que pongan en
contacto el gel con el tampén tanto en la parte superior como en la inferior del
gel. Las muestras se preparan tomando 5ul del producto de amplificado o del
producto de la restriccién y afiadiéndole 2 pl de solucion de carga (7M urea,
2xTBE, 0°2% xilencianol). El gel se corre a 50 mA hasta que el xilencianol se ha
introducido unos 6 cm dentro del gel.

Para el revelado de los geles de poliacrilamida donde se han separado los
productos de amplificacién se utiliz6 la tincién con plata descrita por Bassam y
colaboradores (1991). El gel se fija en acido acético (10%) durante 30 min.
Posteriormente se lava 3 x 5 min en agua bidestilada y se incuba en agitacion
lenta durante 30 min en la solucién de plata (20% de una solucién NOsAg al
0,5%; 0,15% de formaldehido). A continuacién se lava el gel en agua bidestilada

durante 20 s. Se sumerge el gel en la solucién de revelado (100 ml de una
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soluciéon de Naz:COs al 2,5%; 0,15 ml de formaldehido; 0,1 ml de una solucién
Na2S203 al 0, 2%) durante 20 s y se agita. Se cambia de nuevo la solucion y se
sigue agitando hasta que las bandas sean visibles y el fondo todavia bajo. Para
detener el revelado, se retira la solucién de revelado y se afiade acido acético al
10% dejandolo durante 10 min. Transcurrido este tiempo se incuba el gel en
glicerol al 5% durante 10 min y luego se cubre el gel con papel de celofan y se

deja secar al aire.
7.2.2. Caracterizacién de los genes codificantes del ARN ribosémico 16S.
7.2.2.1. Analisis con enzimas de restriccion (ARDRA).

Esta técnica consiste en la amplificacion del ADN que codifica para el ARN
ribosémico 16S mediante cebadores especificos y el posterior analisis del
producto del PCR mediante restriccion con diferentes endonucleasas.

Los cebadores usados se denominan 41-f (57-
GCTCAGATTGAACGCTGGCG-3") y 1488-r (57-
CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC-3") y cuyo nucleétido 5 se corresponde con
la posicién, respecto del gen 16S de E. coli, que designa su naimero y cuya
direccién de amplificacién va en el sentido 5°—3" de la cadena + (f) o en sentido
5"—3’de la complementaria (r). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 200 uM de gada dNTP, 5 pmoles de cada cebador, 2 pul de lisado, 1U
de Taq polimerasa (PHARMACIA) en uh volumen final de 25 pl conteniendo 1,5
mM de MgCl;. La reaccién de amplificacién se llevé a cabo en las siguientes
condiciones:

1 ciclo a: 94 °C durante 2 min.
10 ciclos a: 94 °C 40 sec.
60 °C 60 sec., bajando un grado en cada ciclo sucesivo.

72 °C 120 sec.
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25 ciclos a: 94 °C 40 sec.
50 °C 60 sec.
72 °C 120 sec.

1 ciclo a: ‘72 °C 3 min.

El ADN ribosémico amplificado es posteriormente sometido a un analisis de
restriccion con diferentes enzimas (Ddel, Hinfl, Pall). Las restriciones se llevan
a cabo a partir de 5 ul del amplificado y en las condiciones adecuadas para cada
enzima de restriccion. El anilisis de los productos de restriccion se llevd a cabo
en geles de poliacrilamida realizados y revelados de la misma forma que se
describié para el analisis de los RAPDs. En este caso se han incluido cepas tipo
de diversas especies de Rhizobium como referencia.

Cuando se considerd necesario, se realizé un analisis mas exhaustivo
utilizando hasta 9 enzimas de restriccién diferentes. Este analisis se realiz6 con
la ayuda de la Dra. Noelle Amarger (Laboratoire de Microbiologie des Sols,
Institut National de la Recherche Agronomique, Dijon, Francia) y segin se

decribe en Laguerre et al., (1994).

7.2.2.2. Amplificacién y secuenciacién del ADN que codifica para el ARN

ribosémico 16S.

De algunos de los aislados obtenidos se ha secuenciado parcialmente el gen
que codifica para ribosémico 16S. En unos casos se secuencié la parte inicial del
gen, en otros la parte media y en otros la parte final. En todos los casos, primero
se amplific6 completamente el gen y posteriormente se usaron diferentes
cebadores en funcién de la zona del gen que era objeto de secuenciacién. Asi,
para la parte inicial se usé el cebador 41-f (5’-GCTCAGATTGAACGCTGGCG-
3", para la zona media se us6 358-f (5- AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3")y
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para la zona final se usé 928-f (5"-TAAAACTYAAAKGAATTGACGGGG-3"),
donde Y=CT y K=GT.

7.2.2.2.1. Obtencion del ADN para secuenciacion.

El ADN usado para la secuenciacion de los genes 16S se obtuvo mediante
amplificacién por PCR de igual manera que la descrita para los ARDRAs en el
apartado 7.2.2.1. excepto que el volumen final fue de 50 pl.

El ADN amplificado se purifico utilizando columnas S300 HR
(PHARMACIA) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Se agita la
columna para resuspender la resina y se coloca en un tubo Eppendorf
centrifugindose a 3.000 rpm durante 1 min. Se carga la muestra de ADN y se
coloca la columna en otro Eppendorf limpio y se centrifuga durante 2 min. a
3.500 rpm para eluir el ADN purificado.

Alternativamente, se procedié a la obtencién de cadenas simples de ADN
para su secuenciacién. En este caso los cebadores utilizados para la
amplificacion del gen que codifica para el ribosomico 16S estan marcados con
biotina (1488-r) o con fluoresceina (41-f). Esta caracteristica ha permitido
separar las dos cadenas de los amplificados y llevar a cabo la secuenciacién a
partir de una cadena simple de ADN. Se ha hecho uso de unas particulas
magnéticas (Dynabeads M-280 Streptavidine, Dynad®, Noruega) que tienen la
capacidad de unir las particulas de biotina. El procedimiento es el siguiente: en
un tubo Eppendorf se afiaden 20 pl de particulas magnéticas o dynabeads y 40 ul
de tampon BWB (CIlNa 2M, Tris-ClIH 10 mM, 1ImM EDTA pH 8,0), se
resuspenden las particulas en este tampén y el tubo se coloca en una gradilla con
una tira magnética que atrae a las particulas recogiéndolas a modo se
precipitado. Con punta de micropipeta se recoge el sobrenadante y de nuevo se
repite la operacién de lavado con otros 40 ul de tampén BWB. Posteriormente se

anaden a estas particulas 40 pl del producto del PCR y se mezclan agitando
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suavemente el tubo. Se deja esta mezcla durante 15 min a temperatura
ambiente para favorecer la unién de particulas y ADN. Transcurrido este tiempo
se coloca de nuevo el tubo Eppendorf en la gradilla con tira magnética y se retira
el sobrenadante. Se lava otra vez con 40 ul de BWB y se retira el sobrenadante.
Se anaden 40 pl de tampén TE8 y 8 ul de NaOH 0,1 M para desnaturalizar las
cadenas de ADN y se incuba durante 5 min a temperatura ambiente. Pasado
este tiempo se vuelve a colocar el tubo Eppendorf en la gradilla y una vez
formado el precipitado se retira el sobrenadante (que lleva la cadena sintetizada
a partir del cebador 41-f, es decir la cadena + del gen 16S). A las particulas
magnéticas quedan unidas las cadenas de ADN simples sintetizadas a partir del
cebador 1488-r, es decir la cadena - del gen 16S que es la que va servir de molde
para la secuenciacién. Las particulas de dynabeads se lavan de nuevo con NaOH
(40 pl) y posteriormente con BWB para dejarlas resuspendidas en 40 pl de
tampén TE8 hasta su secuenciacion.

La secuenciacién se ha llevado a cabo de dos formas. Por un lado las
muestras purificadas con columnas S300 HR se han secuenciado en un
secuenciador automatico Applied Biosystem (Perkin Elmer), modelo 373 Stretch,
con la ayuda de D. A. Lario (Servicio de Secuenciaciéon del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina Loépez-Neyra, CSIC, Granada). Las reacciones de
secuenciacién se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer 9.600,
utilizando el producto comercial Abi Prism (Perkin-Elmer) y la polimerasa
Amplitaq F'S. La determinacién de la secuencia se realiz6 mediante el sistema de
terminadores mércados con fluorocromos. Al ADN a secuenciar (0'6-1 ug),
obtenido directamente del producto de PCR, se le adicioné el cebador especifico y
agua bidestilada hasta un volumen final de 6 pl.

Las muestras obtenidas a partir de las particulas magnéticas se han
secuenciado en un secuenciador A.L.F. (Automated Laser Fluorescent) de
PHARMACIA. La reaccién de secuenciacion se llevd a cabo utilizando el

producto comercial AutoRead™ Sequencing Kit (PHARMACIA). Al ADN a
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secuenciar se le adiciond el cebador especifico y la determinacion de la
secuencia se realiz6 mediante el sistema de cebadores marcado con

fluorocromos (41-f, 358-f 0 928-f).

7.3. Analisis filogenético de los alelos 16S identificados.

Este analisis fue realizado con la ayuda de la Dra. Noelle Amarger (Dijon,
Francia) y se llevé a cabo segan Laguerre et al., (1994). Para estimar las
relaciones filogenéticas entre los genes 16S amplificados por PCR se calculé

una matriz de distancias genéticas que se usé para construir un dendrograma

basado en el algoritmo UPGMA.

8. ANALISIS DE ISOENZIMAS METABOLICAS.

Estos analisis fueron realizados con la ayuda de la Dra. Esperanza

Martinez-Romero y el Dr. Jests Caballero-Mellado, del Centro de

Investigaciéon sobre Fijacién de Nitrogeno (Universidad Nacional Auténoma de

México, Cuernavaca)

8.1. Preparacion de los extractos celulares.

Los aislados bacterianos se crecieron durante 24 h a 29 °C en 50 ml de
medio PY (extracto levadura-peptona, Noel et al., 1984). Las células se
precipitan por centrifugacién a 12.300 x g durante 10 min a 4 °C y se
resuspendien en 0,4 ml de SOsMg.7H20 10mM conteniendo 300 pg de lisozima.
Se dejan en incubacién durante 10 min a temperatura ambiente tras lo cual
cada suspension se congela a -70 °C durante 15 min y descongela. Nuevamente

se repite esta paso y se guardan a -70 °C hasta su uso.
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8.2. Electroforesis enzimatica (MLEE).

Se usaron los procedimientos descritos por Selander et al., (1986) para
preparar el gel asi como las tinciones selectivas para cada enzima. Las
enzimas usadas han sido: malato deshidrogenasa (MDH), enzima malico (ME),
isocitrato deshidrogenasa (IDH), fosfoglucosa isomerasa (PGI), glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6P), hexokinasa (HEX), fosfoglucomutasa (PGM),
indofenol oxidasa (IPO) y aconitasa (ACO). El sistema de tampén usado fue
Tris-Citrato, pH 8.0. Se determiné la movilidad electroforética de cada enzima
y se asignaron tipos electroforéticos (Ets) diferentes a combinaciones diferentes
de alelos para los 9 loci enzimaticos (Selander et al., 1986). El nivel de
diversidad genética para cada locus enzimatico se calculé segin se describe en

Selander et al. (1986).

9. ENSAYOS DE TRANSFERENCIA GENETICA EN SUELO Y EN
LABORATORIO.

9.1. Ensayos de microcosmos.

9.1.1. Preparacion de los microcosmos.

Los ensayos de microcosmos se han llevado a cabo tanto en suelo no
estéril como en suelo estéril. La preparacién de las macetas, que han servido
de microcosmos, con suelo no estéril se realiz6 tal y como se ha descrito en el
apartado 6.2. de este Material y Métodos. En el caso de los microcosmos que
llevaban suelo estéril, éste se esterilizdo en autoclave varias veces a vapor
fluyente a 100 °C durante 1 hora. Entre dos esterilizaciones se dejaron

transcurrir al menos 24 horas.
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9.1.2. Inoculacion del suelo.

Cuando se requirié, el suelo fue inoculado con una o varias cepas
bacterianas. En cada caso, y dependiendo del nimero de células por gramo de
suelo que se pretendia inocular, se partié de cultivos frescos que fueron
precipitados, lavados y concentrados antes de su inoculacién. De dichas
suspensiones bacterianas se hicieron las diluciones adecuadas, en un volumen
de agua equivalente al 60% de saturacién del suelo, para inocular un niimero
de células aproximado al deseado para cada caso. La inoculacién se llev a cabo
mediante homogenizacion de las bacterias con el suelo. Periédicamente al
suelo se le afiadia agua para mantener la humedad aproximadamente al 10%

(56% de saturacion).

9.1.3. Recuento de las células inoculadas en suelo.

Para el recuento de las células viables inoculadas se tomaron muestras de
2 gramos de suelo que fueron diluidas en 20 ml de pirofosfato sédico al 0,1% y
se agitaron vigorosamente durante 2 h. a temperatura ambiente para permitir
la resuspensién de las bacterias. Posteriormente el nimero de células viables
se calcul6 sembrando diluciones seriadas de las muestras de suelo en MM

adicionado de cicloheximida (150 pg/ml) y los correspondientes antibidticos.

9.1.4. Determinacién del namero de transconjugantes aparecidos en suelo.

Cuando en el suelo fueron inoculadas cepas donadoras y receptoras, se
determind el nimero de transconjugantes tomando muestras de suelo y
sembrando diluciones seriadas, de igual manera que se describié
anteriormente, en placas de MM adicionadas de cicloheximida, de los

antibiéticos apropiados y de X-Gluc (20 pg/ml). Alternativamente, cuando se
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queria detectar la paricién de algin transconjugante a través de la planta,
éstas fueron extraidas de las macetas y sus raices fueron procesadas como se

ha descrito previamente en el apartado 5.6 de este Material y Métodos.

8.2. Transferencia en condiciones de laboratorio.

8.2.1. Conjugaciones simples.

Se realizaron por mezcla de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento
(DOs00 nm entre 0,1 y 0,2) del donador con otro en fase exponencial tardia del
receptor, en la proporcién 1:1. Donador y receptor se centrifugaron en un tupo
de microfuga y se lavaron varias veces con medio liquido (el mismo usado para
el crecimiento del cultivo) para eliminar restos de antibi6ticos. Finalmente la
mezcla se resuspende en un pequeno volumen (20-50 ul) y es depositada sobre
un filtro Millipore estéril de 0,45 um de poro y 2,5 cm de diametro,
previamente colocado sobre una placa de medio sélido (MM, TY o YGT, segin
cada caso) y se incuba durante 16-20 h. a 30 °C. Transcurrido este tiempo la
mezcla de conjugacion se resuspende en medio liquido estéril y se efectian las
correspondientes diluciones, sembrandolas sobre placas de medio selectivo.

En cruces E. coli (donador) x Rhizobium (receptor) la conjugacién se llevé
a cabo en placas de TY y los transconjugantes se sembraron en placas de MM
(con los antibidticos correspondientes), para limitar el crecimiento de E. coli.
En estos casos se uso la cepa movilizadora S17-1 (Simon et al., 1983).

En cruces Rhizobium x Rhizobium la mezcla de conjugacién se depositd
en placas de TY o en placas de MM y los transconjugantes se sembraron en
medio TY con los antibiéticos apropiados.

En los cruces Rhizobium x E. coli la mezcla se deposité igualmente en
placas de TY, pero los transconjugantes se seleccionaron en placas de ENDO-

agar, un medio selectivo para coliformes, con los antibidticos necesarios.
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Para calcular las frecuencias de transferencia se realizaron recuentos de
los receptores, transconjugantes y donadores. Ademas tambien se realizaron
cruces control para determinar las frecuencias de resistencia espontanea a los
antibidticos selectivos en cada caso. En todos los casos, las frecuencias de
conjugacién se calcularon como el nimero de transconjugantes dividido por el

numero total de células receptoras.

9.2.2. Conjugaciones triparentales.

La transferencia de plasmidos no autransmisibles desde cepas no
movilizadoras de E.coli a Rhizobium se realizé segiin el modelo de cruce
tripartito, utilizando como plasmido movilizador en trans pRK2013 (Figurski y
Helinski, 1979). La metodologia seguida es idéntica a la de los cruces simples,
pero en estos casos se prepararon mezclas donador:movilizador:receptor en

proporciones 1:1:1.

93



RESULTADOS Y DISCUSION




LBesultades ¢ Deiscasion

1. TRANSFERENCIA CONJUGATIVA DE LOS PLASMIDOS NO
SIMBIOTICOS DE Rhizobium meliloti GRA4.

Estudios previos (Mercado-Blanco y Olivares, 1993b) habian mostrado
que pRmeGR4a es un plasmido autotransmisible por conjugacién y que,
ademas, es capaz de promover la cotransferencia de pRmeGR4b a bajas
frecuencias. En dichos estudios se propuso que la movilizacion de pRmeGR4b
podria ocurrir por mecanismos de cointegracion mediante recombinacién
homéloga. Sin embargo, debido a la falta de marcadores en ambos plasmidos,
sblo se podia especular sobre dicha posibilidad. En este sentido, y con el fin de
profundizar en el estudio de la transferencia de dichos plasmidos, se ha llevado
a cabo la construccion de la cepa GR4KL, cuyos plasmidos no simbiéticos han
sido marcados para los estudios de transferencia. La construccién de esta cepa
ha sido muy 1til ya que permite seleccionar cada uno de los plasmidos
independientemente y, de esta manera, averiguar la eficiencia y mecanismos
de transferencia de cada uno de ellos. Consecuentemente, este marcaje
plasmidico tambien permite estudiar qué factores pueden afectar a su

transferencia conjugativa.

1.1. Construccion de GR4KL.

Para detectar la transferencia conjugativa de los plasmidos pRmeGR4a
y pPRmeGR4b se introdujeron marcadores apropiados en ambos plasmidos. Se
decidié realizar el marcaje del plasmido pRmeGR4b mediante la insercién, por
reemplazamiento genético, de un gen de resistencia a Km dentro de la region
que codifica para la sintesis de tirosinasa (mepA, Mercado-Blanco y Olivares,
1993a). El motivo de la eleccién de esta regién para el marcaje de pPRmeGR4b
fue que dicha regién no esta relacionada con procesos simbidticos ni con la

capacidad de crecimiento en vida libre de esta cepa. Para ello se clond el
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fragmento Pstl de 3,5 kb del plasmido pME100, que contiene la regién que
codifica para la tirosinasa (Mercado-Blanco y Olivares, 1993a), en el sitio Pstl
del vector pSUP202, plasmido incapaz de replicarse establemente en
Rhizobium, dando lugar al plasmido pHC10 (Figura 1.1). A continuacion se
cloné el fragmento EcoRI de pHP45-Q, que contiene el cassete de resistencia a
Km, en el sitio Kpnl de pHC10, dentro de la regiéon que codifica para la
produccién de tirosinasa, dando lugar al plasmido pHC20. Con dicha
construccién se transformaron células competentes de E.coli S.17.1 que se
utilizaron como donadoras en conjugaciones con la cepa GRM10 (portadora del
plasmido pRmeGR4b). Puesto que el vector pSUP202 (Figura 1.2) no puede
mantenerse establemente en esta cepa, se seleccionaron transconjugantes
resistentes a Km y sensibles a Tc. La presencia de este fenotipo en los
transconjugantes solo es posible si se ha producido una doble recombinacién
entre la regién silvestre que contiene el gen productor de tirosinada y el AND
recombinante conteniendo el gen de resistencia a Km. La cepa resultante,

incapaz de producir melanina (Mep-), se denominé GRM10K.

El marcaje del plasmido pRmeGR4a se realizé6 con un minitransposon
miniTn5-lucOR-Sm*/Spct procedente del plasmido pTCR110 (Cebolla et al.,
1993; Figura 1.3). La introduccién de este marcador en pRmeGR4a se llevo a
cabo en dos etapas. En primer lugar se realizaron conjugaciones entre la cepa
CC118 Apir, conteniendo pTCR110, y R. meliloti GRM6, portadora de
pRmeGR4a, con asistencia del plasmido movilizador pRK2013. Las mezclas
de conjugacion se sembraron en placas de MM seleccionando para
estreptomicina y espectinomicina. Como resultado de esta conjugacién se
obtienen una serie de transconjugantes marcados aleatoriamente con el
miniTn5-lucOR-Sm*/Spcr. En un segundo paso, tales transconjugantes se
usaron como donadores en masa en conjugacién con la cepa receptora GRM10K
y se seleccion6 para la transferencia de la resistencia a estreptomicina y

espectinomicina a GRM10K. En principio esta transferencia sélo ocurrira a
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FIGURA 1.1. Construccion del plasmido pHC20 para integracion del
Cassette de resistencia a kanamicina en el gen mepA.
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GRM10K, seleccionando aquellos transconjugantes que adquieren el marcador lucOR - Sm/Spc insertado
en pRmeGR4a.
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frecuencias detectables cuando el miniTn5 lucOR-Sm/Spc se haya insertado en
pRmeGR4a y dicha inserciéon no afecte a sus funciones de transferencia pues
hay que tener en cuenta que de la poblacion de células donadoras que portan el
minitransposén, s6lo un pequefio porcentaje de la misma son realmente los que
van a ser donadores del plasmido pRmeGR4a marcado.

La cepa GR4KL es genéticamente idéntica a la cepa GR4, excepto para
la produccién de melanina (Mel-) y los marcadores introducidos en ambos
plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b. En la Figura 1.3 se representa un
esquema del proceso de construccibon de GR4KL. Para comprobar que,
efectivamente, se habia reconstruido la cepa original con los dos plasmidos
marcados, se llev) a cabo una separacion de los plasmidos en geles de agarosa
descrita en el apartado 7.1 del Material y Métodos. Los resultados se

muestran en la Figura 1.4.

1.2. Transferencia conjugativa de los plasmidos cripticos de R. meliloti GR4.

Es conocido que la transferencia conjugativa requiere un estado
metaboélico activo del donador y del receptor. Por ello se estudid en primer lugar
la eficiencia de transferencia conjugativa en relacion con la edad del cultivo del
donador, es decir, en relacién con la fase de crecimiento. Para ello se llevaron a
cabo cruces GR4KL x GRM8SR (una cepa derivada de GR4 curada de los
plasmidos no simbidticos y resistente a Sm y Rif) tomando cultivo del donadpr
(GR4KL) a diferentes etapas de su crecimiento (desde el inicio de la fase
logaritmica hasta la fase estacionaria) independientemente de la edad del
cultivo del receptor, que siempre se uso en la fase estacionaria de crecimiento
(MDO0600 nm =1.0). Como se observa en la Figura 1.5 las mayores frecuencias de
conjugacion para los plasmidos pRmeGRA4a, pRmeGR4b, o ambos
simultaneamente, se obtuvieron cuando el cultivo del donador se encontraba en

fase exponencial de crecimiento (DOso0 nm = 0,2). Se obtuvieron frecuencias de
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transferencia inferiores en conjugaciones realizadas a partir de células
donadoras tomadas de cultivos en la fase logaritmica tardia o en la fase
estacionaria. Estas diferencias en cuanto a las frecuencias de transferencia en
relacién con la edad del cultivo del donador han motivado que en todas las
conjugaciones realizadas con posterioridad, las células donadoras siempre
provenian de cultivos en la fase exponencial de crecimiento.

La inclusién de marcadores selectivos en cada uno de los dos plasmidos,
pRmeGR4a y pRmeGR4b, permitié6 determinar de forma clara la eficiencia de
transferencia de cada uno de ellos. Para ello se llevaron a cabo cruces GR4KL x
GRMSSR y GRM10K x GRM8SR. Usando GRM10K como donadora no se pudo
detectar transferencia conjugativa del plasmido pRmeGR4b a la cepa
GRMS8SR. Cuando la cepa donadora fue GR4KL, los transconjugantes de
GRMS8SR, portando uno u otro plasmido o los dos simultianeamente,
aparecieron a frecuencias diferentes (Tabla 1.1). Se obtuvieron entre 5 y 10
veces mas transconjugantes para el plasmido pRmeGR4a que para el
plasmido pRmeGR4b. Los transconjugantes portadores de ambos plasmidos
aparecieron entre 5 y 10 veces menos que para el plasmido pRmeGR4b. La
correlacién entre la aparicién de la resistencia a antibidtico y la presencia del
plasmido correspondiente fue confirmada mediante visualizacion de los
perfiles plasmidicos de un namero representativo de transconjugantes. El
hecho de no obtener transconjugantes cuando la cepa donadora fue GRM10K,
claramente evidencia que el pRmeGR4b no es un plasmido autotransmisible a
frecuencias detectables aunque si movilizable cuando pRmeGR4d esta
presente en la misma célula. Por otro lado, la apariciéon de transconjugantes
conteniendo sélo pRmeGR4b, a partir de GR4KL como donadora, es indicativo
de que la co-transferencia de este plasmido no ocurre mediante fenémenos de
cointegracién, como se habia sugerido anteriormente (Mercado-Blanco y

Olivares, 1993b), sino que la movilizacién ocurre problablemente en trans.
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Tabla 1.1. Movilizacion del plasmido pRmeGR4b por pRmeGR4a.

Frecuencias de transferencia

Cepa donadora Medio pRmeGR4a pRmeGR4b a+b
GRM10K TY. . <10-7 "
GRM10K G-MM . <10-7 .
GR4KL TY. 1x 104 2x 105 2x 106
GR4KL G-MM 2x104 5x 10-9 7 x 10-6

Si la cotransferencia de los plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b es
independiente de mecanismos de cointegracién mediados por recombinacion, el
uso de cepas deficientes en recombinacion homoéloga debe ser 1util para
discernir esta posibilidad. Por ello se llevo a cabo la construccion de una cepa

RecA- derivada de GR4KL.

1.3. Construccién de una cepa derivada de GR4KL defieciente en recombinacién

homéloga.

Para la construccién de una cepa GR4KL RecA™ se ha seguido el
procedimiento decrito por Selbitschka et al. (1992 y 1995). En la Figura 1.5 se
representa un esquema de los sucesivos pasos seguidos hasta conseguir el
fenotipo RecA™. El vector de intregraciéon para recA pWS38 se introdujo por
movilizacién en la cepa GR4KL seleccionando para transconjugantes
resistentes a gentamicina y que expresaran actividad B-glucuronidasa. Los
transconjugantes merodiploides asi seleccionados son portadores de una copia
intacta del gen recA y de otra copia con el gen gusA interrumpiendo su
secuencia. Posteriormente el plasmido pAN3, un derivado de pSUP202 que
contiene el gen de resistencia a gentamicina y el gen que confiere sensibilidad a

la sacarosa (sacRB), se introdujo por movilizacién en la cepas merodiploides en
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las cuales se habia integrado el plasmido pWS38. En este caso se seleccionaron
transconjugantes resistentes a gentamicina (codificada por pWS38 y pAN3) y a
tetraciclina (codificada por pAN3). Varias colonias Gmr-Tcr se cultivaron, en
ausencia de presién selectiva, durante 24 h y posteriormente se sembraron en
placas de TY conteniendo sacarosa. Puesto que las cepas bacterianas portando
el gen sacRB no pueden crecer en medio que contiene sacarosa, es posible aislar
clones que hayan perdido los dos plasmidos integrados mediante
recombinacién homoéloga entre las 2 copias del gen recA y, por tanto, capaces de
crecer en dicho medio. La cepa resultante se denominé GR4KLR.
Paralelamente, y de igual manera que GR4KLR, se llevo a cabo la construccién
de otra cepa con el gen gusA integrado en la zona adyacente al gen recA,
utilizando en este caso el vector de integracién pSM5 (Selbitschka et al., 1995).
La cepa resultante, denominada GR4KLC, es RecA*, y por tanto es idéntica a
GR4KL, excepto para el marcador GUS introducido junto al gen recA.

La comprobacion de ambos genotipos se realizé6 mediante hibridaciéon de
ADN total de GR4KLR y GR4KLC frente a ADN del plasmido pWS26 que se

utiliz6 como sonda. Los resultados se muestran en la Figura 1.6.

Los microorganismos con mutaciones que afectan a los genes implicados
en la recombinacion homoéloga del ADN presentan un fenotipo caracteristico,
son deficientes en recombinacién y presentan una alta sensibilidad a las
radiaciones UV debido a que no pueden activar la respuesta SOS de reparacién
de ADN dafiado como consecuencia de las raciaciones.

Para comprobar que, efectivamente, GR4KLR es una cepa deficiente en
recombinacién se determiné la sensibilidad de la misma a radiaciones UV.
Partiendo de cultivos crecidos a una densidad celular conocida (10° células por
ml) se hicieron las diluciones adecuadas para sembrar, en placas de TY con los
antibioticos correspondientes, alrededor de 103 células por placa. Una vez
sembradas las placas éstas se iluminaron con luz UV a diferentes tiempos (0,

2, 5, 10 y 20 seg) y se incubaron a 30 °C durante 2-4 dias en completa
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oscuridad, tras lo cual se llevaron a cabo recuentos del nimero de células,
calculandose el porcentaje de células supervivientes. Los resultados se
muestran en la Figura 1.7. Como puede observarse, con tan solo 2 s de
exposicion la cepa GR4KLR present6 una supervivencia rula, mientras que
GR4KL, GR4KLC o GR4 presentaron un alto porcentaje de supervivencia. A
mayores tiempos de exposicion la supervivencia de las cepas RecA* también
van disminuyendo como consecuencia de los graves daios ocasionados al ADN
cuando la exposicién es continuada. Estos resultados confirman el fenotipo de
sensibilidad a UV de la cepa GR4KLR.

Por otro lado también se comprobé la incapacidad de GR4KLR para
llevar a cabo la recombinacién homdloga. Para ello se determiné la frecuencia
de intregracién de pJM100, un plasmido derivado de pSUP202 (vector incapaz
de replicarse en Rhizobium) que tiene clonado el origen de replicacion de
pRmeGR4a de R. melilott GR4 (Mercado-Blanco y Olivares, 1993b). S bien
pJM100 es capaz de replicarse autonomamente en Rhizobium, dado que porta
el oriV del plasmido pRmeGR4a, no puede hacerlo en la cepa GR4KL debido a
su incompatibilidad con el propio pRmeGR4a. Bajo una apropiada seleccién de
antibiéticos, pJM100 no puede ser mantenido en GR4KLR a menos que ocurra
la integracion del mismo en pRmeGR4a por recombinacion homoéloga entre los
regiones comunes del oriV. Cuando pJM100 se transfiri6 por conjugacion a
GR4KLR no se obtuvieron transconjugantes, mientras que en GR4KL los
transconjugantes aparecieron a frecuencias de 107¢. Estos resultados indican
que no existe integracion de pJM100 en la cepa GR4KLR, posiblemente porque

esta cepa esta impedida para la recombinacion homdéloga del ADN.
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1.4. Transferencia conjugativa de los plasmidos no simbiéticos desde GR4KLR.

Se llevaron a cabo cruces GR4KLR x GRM8SR, GR4KL x GRM8SR vy
GR4KLC x GRMS8SR para volver a comprobar las frecuencias de transferencia
de los plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b, asi como la cotransferencia de los
mismos, en fondos genéticos RecA- o RecA+. Los ensayos de transferencia se
realizaron tanto en MM+glutamato como en TY. Como puede observarse en la
Tabla 1.2, las frecuencias de conjugacion para los plasmidos pRmeGR4a y
pRmeGR4b desde GR4KL, GR4KLC y GR4KLR fueron bastantes similares. El
hecho de que la frecuencia de cotransferencia de pRmeGR4a y pRmeGR4b
desde GR4KLR sea similar a las frecuencias desde los otros donadores es
indicativo de que que dicha cotransferencia es independiente de la
cointegracién de ambos plasmidos por mecanismos de recombinacién , y si los
hay, éstos son independientes de recA. Es muy probable, por tanto, que la
cotransferencia de pRmeGR4b mediada por pRmeGR4a ocurra por un

mecanismo de movilizacién en trans.

TABLA 1.2. Frecuencia de transferencia de los plasmidos pRmeGR4a
y pPRmeGR4b desde cepas RecA+ o RecA™.

Cepa Frecuencia de conjugacién”
pRmeGR4a pRmeGR4b atb
GR4KL 6,8x107% 6,5x107® 1,3x107
GR4KLC 3x107 2,56x107 1,7x1077
GR4KLR 1,5x10°8 1,5x1078 2,8x1077

“El receptor fue GRMS8SR. Las conjugaciones se realizaron en MM+glutamato.
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1.5. Discusién.

Muchos plasmidos del género Rhizobium son autotransmisibles a otras
especies dentro de la familia Rhizobiacece. En otros casos, los plasmidos
indigenas de Rhizobium pueden ser movilizados tras la introduccion de una
region de ADN mob (oriT) que pueda ser reconocida por un plasmido
movilizador apropiado. Se ha mostrado que la transferencia del plasmido
pRmeGR4a y la movilizacién de pRmeGR4b ocurre a frecuencias relativamente
altas y que tal movilizacién no parece necesitar de fenémenos de cointegracién
entre ambos plasmidos. Por un lado, se pudo demostrar la presencia de
pRmeGR4b en células transconjugantes que no habian recibido pRmeGR4a.
Por otra parte, la movilizacion de pRmeGR4b, si ocurre por mecanismos de
cointegracion, ésta no es dependiente de recA. Estos resultados indican que
pRmeGR4b contine un oriT que puede ser reconocido por la maquinaria
conjugativa de pRmeGR4a o que, alternativamente, pRmeGR4b puede
codificar sus propias funciones de procesamiento de ADN y que requiera de
otras funciones para la transferencia que son aportadas por pRmeGR4a. Bajo
las condiciones ensayadas, la transferencia de pRmeGR4b fue siempre
proporcionalmente inferior a la de pPRmeGR4a, lo cual podria indicar que la
maquinaria conjugativa de pPRmeGR4a es menos eficiente en la movilizacion
de pRmeGR4b que de pRmeGR4a. Estudios previos habian seiialado que la
cotransferencia de pRmeGR4a y pRmeGR4b ocurria a bajas frecuencias
(Mercao-Blanco y Olivares, 1993b). Con la introduccion de marcadores
independientes en ambos plasmidos, se ha podido constatar que las
frecuencias de transferencia son mas altas para cada plasmido y para la
cotransferencia de los dos. Es posible que los eventos de movilizacion aqui
demostrados tengan lugar en otros casos, y que sin embargo hayan pasado

desapercibidos por la ausencia de marcadores apropiados.
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2. TRANSFERENCIA DE LOS PLASMIDOS NO SIMBIOTICOS DE
Rhizobium meliloti GR4 A POBLACIONES NATIVAS DE UN SUELO
DE GRANADA.

El uso de Rhizobium como inoculante de plantas leguminosas es un
practica habitual desde hace bastantes anos. El interés de estas bacterias
viene dado por su capacidad de asociarse simbidticamente con dichas plantas
para formar unas estructuras denominadas nodulos, en los cuales se lleva a
cabo la fijacién biolégica del nitrégeno. Con el desarrollo y uso de las nuevas
técnicas moleculares, se estan construyendo cepas mejoradas genéticamente en
cuanto a sus propiedades simbidticas. En general, el problema de los
organismos modificados genéticamente (OMG) viene dado por las
repercusiones ecolbgicas y sociales del uso y liberacion de dichos OMGs en el
medioambiente, sobre todo, por el posible impacto sobre las poblaciones
indigenas que pudiera tener dicha liberacion. Un aspecto bastante
controvertido es el posible efecto de transferencia genética entre los
microorganismos introducidos y los nativos, sobre todo si las modificaciones
son introducidas en plasmidos. Los plasmidos son vehiculos eficientes para la
transferencia horizontal de elementos genéticos entre poblaciones,
contribuyendo de forma importante a una rapida dispersién de genes no sdlo
plasmidicos, sino también cromosémicos. Aunque es bien conocido que en la
naturaleza ocurre transferencia genética, pocas veces ha podido ser
demostrada experimentalmente. El género Rhizobium es un buen modelo para
estudiar los fendmenos de transferencia genética por varios motivos. En primer
lugar, por la importancia agricola derivada de su uso como inoculante para
leguminosas. En segundo lugar por la abundancia relativa de diferentes
especies, dentro del género, en el suelo. Y, en tercer lugar, por el hecho

generalizado de la presencia de elementos genéticos extracromosémicosde
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elevado tamaino molecular. La presencia de plasmidos en las bacterias del
género Rhizobium esti casi siempre relacionado con su capacidad para
asociarse simbidticamente con plantas leguminosas. En la mayoria de estos
plasmidos simbidticos (pSyms) se localizan los genes relacionados con la
nodulacién y fijacién biolégica de nitrégeno, etc. Ademas de estos pSyms
algunas especies del género presentan otros plasmidos, en su mayoria de
funcién desconocida, que por lo general no estan relacionados con la simbiosis.
Muchos de estos plasmidos son transmisibles por conjugacién a especies
relacionadas con el género Rhizobium y por ello es de gran interés el estudio de
la transferencia conjugativa de los mismos por la posible dispersion de genes
que, aunque de funcién desconocida en su mayoria, puedan aportar nueva
informacion a las bacterias que los reciben.

Nosotros hemos tomado R. meliloti GR4 como modelo para estudiar la
transferencia genética hacia poblaciones nativas del suelo, teniendo en cuenta
la capacidad que GR4 tiene para transferir pRmeGR4a y pRmeGR4b a
frecuencias relativamente altas. Se construyé una cepa derivada de GR4,
denominada GR4KG, con el plasmido pRmeGR4b marcado con un cassete de
resistencia a Km y el plasmido pRmeGR4a marcado con el gen gusA junto con
un cassete de resistencia a Sm y Spc. La cepa GR4KG se utilizé6 para los
estudios de transferencia a poblaciones nativas de Rhizobium tanto en
condiciones de laboratorio como en ensayos de microcosmos. Para los
experimentos de transferencia en el laboratorio se llevé a cabo un aislamiento

de poblaciones nativas del suelo.

2.1. Ensayos de microcosmos.

Los microcosmos consistieron en recipientes que contenian 2 kg de un

suelo de Granada, mas concretemente un suelo de la Estacion Experimental del
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Zaidin, donde se ha realizado este trabajo. Los ensayos de microcosmos han
consistido en la inoculacién con la cepa GR4KG y series sucesivas de siembra y
cosecha de plantas con periodos de descanso entre una cosecha y una nueva
siembra. El suelo fue inoculado con la cepa GR4KG a una densidad inicial de
3,3 x 108 células por gramo mediante homogenizaciéon de las células con el
suelo. Los microcosmos asi inoculados se matuvieron en condiciones de
invernadero durante 414 dias, durante los cuales se sembraron y se cosecharon
plantas de trébol, judia y guisante en diferentes momentos a lo largo de este
periodo. En la Figura 2.1 se detalla los momentos precisos de inoculacién,
siembra y cosecha. Al tiempo de cada siembra o cosecha se llevé a cabo un
recuento de la cepa GR4KG para evaluar su supervivencia en el suelo.

La presencia de transconjugantes se comprobé mediante la "captura" de
los mismos a través de la planta hospedadora. El analisis de los posibles
transconjugantes (portadores de pPRmeGR4a) que hubieran nodulado se realiz
mediante deteccion de la actividad B-glucuronidasa en los nédulos formados en

cada planta.

2.1.1. Construccion de GR4KG.

La construccién de la cepa GR4KG se realizo de igual manera que para
GR4KL. Puesto que contabamos con el plasmido pRmeGR4b marcado con el
gen de resistencia a Km dentro del gen mepA (cepa GRMI10K), sdlo fue
necesario llevar a cabo el marcaje del plasmido pRmeGR4a. Para ello se llevé a
cabo la construccién de un minitransposon Tns-gusA-Spc/Sm (Figura 2.2). Se
cloné el fragmento de 2,2 kb HindIl del plasmido pWS38 (Selbitschka et al.,
1992), que contiene el gen gusA junto al promotor Pnm, en el sitio HindIIl del
plasmido pUC18Not (Herrero et al., 1990), dando lugar al plasmido

denominado pUCgus. A continuacién se extrajo el fragmento Notl de pUCgus y
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se cloné en el tnico sitio Notl del plasmido pUT-Sm/Spc (Herrero et al., 1990).
El plasmido resultante (pSH10), mantenido en la cepa S17.1 pir, se conjugd
con la cepa de R. meliloti GRMS6, seleccionando para transconjugantes
resistentes a Sm y Spc. Los transconjugantes se usaron como donadores en
masa y se conjugaron con la cepa GRMIOK, seleccionando para
transconjugantes resistentes a Km, Sm y Spc. La aparicion de células
resistentes sélo es posible si el cassete gusA-Sm/Spc se ha insertado en el
plasmido pRmeGR4a y éste ha sido transferido por conjugacion a la cepa
GRMI10K. La cepa resultante, GR4KG, es idéntica a la cepa silvestre GR4,

excepto para los marcadores introducidos.

2.1.2. Experimentos de transferencia en suelo.

Se ha evaluado la transferencia de los plasmidos pRmeGR4a
ypRmeGR4b a las poblaciones de Rhizobium nativas del suelo en los
experimentos de microcosmos. El suelo se inocul6 con una cepa marcada,
GR4KG y los posibles transconjugantes se seleccionaron como bacterias
formadoras de nédulos azules (expresando actividad B-Glucuronidasa) en sus
correspondientes plantas (judia, trébol o guisante). Durante el tiempo que ha
durado el experimento de transferencia en suelo, 414 dias, no hemos podido
detectar la aparicién de ningin transconjugante (portando pRmeGR4a) que
ocupara nédulos en las plantas correspondientes ensayadas a pesar que la
cepa inoculada, GR4KG, sobrevivi6 bastante bien durante el periodo

experimental (Figura 2.3).

De acuerdo con estos resultados, decidimos aislar poblaciones nativas de
Rhizobium y llevarlas hasta el laboratorio para estudiar la transferencia de

los plasmidos no simbidticos de GR4KG bajo condiciones "6ptimas".
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R. meliloti GR4KG S C S C S C S C
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FIGURA 2.1. Esquema representativo del momento de inoculacién con GR4KG y sucesivas
siembras (S) y cosechas (C) con plantas de trébol, judia y guisante.



Not 1
Hind 111
Sph 1
Pst1
Sall
Xba 1
Bam HI
pUC18Not . |
Sacl
EcoRI
Not 1

Ap 2.900 kb

Hind 111

Digestién Hind III

Digesti6n Not 1

Not I

FIGURA 2.2. Construccién del plasmido pSH10.
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FIGURA 2.3. Supervivencia de la cepa GR4KG en micrococosmos
de suelo no estéril.

Los datos representan el namero de células viables presentes en el suelo
desde el inicio hasta el final del experimento.
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2.2. Transferencia conjugativa en ensayos de laboratorio.

2.2.1. Aislamiento de poblaciones nativas.

El aislamiento de poblaciones nativas del suelo objeto de estudio se llevé
a cabo a partir de nédulos de trébol, judia y guisante, si bien el aislamiento de
la poblacién obtenida a partir de guisante, disponible en nuestro
departamento, no ha sido realizado en este trabajo sino que fue llevado a cabo
por P. Villadas {datos no publicados). Aproximadamente 50 aislados de cada
poblacién han sido analizados y caracterizados por sus perfiles plasmidicos y

mediante diferentes técnicas moleculares.

2.2.2. Caracterizacién de la poblacién aislada de nodulos de Trifolium repens

(trébol).

El analisis de restricciéon del ADNr 16S realizado sobre estos aislados
reveld la existencia mayoritaria de un sélo tipo alélico, que correspondia al
patrén de Rhizobium leguminosarum, en el 93% de los aislados. Sin embargo,
el 7% de los aislados presentaban una especie 16S no identificada, por lo que
se desestimaron.

El analisis correspondiente a los RAPDs, mediante la amplificacién al
azar con cebadores inespecificos, determiné la existencia de 11 grupos
diferentes en cuanto al perfil de bandas amplificadas (Tabla 2.1). Por otro lado
el analisis del contenido en plasmidos de los aislados de trébol permitié la
identificacién de 5 grupos diferentes de perfiles plasmidicos (Tabla 2.2, Figura
2.4), que variaron en cuanto al namero y tamafio molecular de los mismos. Por
ejemplo, algunos aislados no presentaban plésmidps:mieﬁtfas que otros |

£

aislados contenian hasta 5. Sin embargo, no se obsei’Wé ‘ninguna_correlacién
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entre el contenido en plasmidos de los aislados y su perfil RAPD. Mas atn,
dentro de los aislados que presentaban el mismo perfil de plasmidos pudieron
encontrarse hasta 10 grupos de RAPDs diferentes y dentro de un mismo grupo

de RAPDs habia aislados con diferente contenido en plasmidos.

TABLA 2.1. Tipos de perfiles RAPDs encontrados entre los aislados
de trébol.

Grupos de RAPDs Abundancia* (%) Aislados

1 1072 1, 53, 68, 78, 91

2 1873 6, 11, 16, 24, 28, 48, 69, 71B, 73

3 2 7B

4 12°2 2,4, 12, 45,62, T1A

5 28°6 14, 20, 30, 32, 55, 59, 61, 63, 81,
83, 87,97, 109, 115

6 1272 23, 35, 79, 82, 94, 112

7 4 36, 42

8 4 89,103

9 2 90

10 2 102

11 4 107, 116

*Porcentaje de aislados en cada grupo en relacion al total de cepas analizadas
(49).

La abundancia relativa de un determinado grupo no significa que éste sea
predominante en el suelo, es decir el aislado mas abundante, sino que por otras
razones, por ejemplo la competitividad, esta cepa es capaz de ocupar més
nédulos y es por ello por lo que se aisla mas frecuentemente.

Para los estudios de transferencia genética se eligieron un total de 16
aislados en funcién al grupo de RAPD al que pertenecian y de sus perfiles

plasmidicos. Por ejemplo, dentro de un mismo grupo de RAPD se escogieron
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1 2 3 4 GR4

FIGURA 2.4 . Tipos de perfiles plasmidicos encontrados entre
las cepas aisladas de nédulos de T. repens.

Los nameros se refieren a los tipos indicados en la Tabla 2.2. Se incluye
la cepa GR4 de R. meliloti como referencia.
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cepas con diferente contenido en plasmidos. Las cepas elegidas fueron: Rt 1,
Rt4, Rt 7B, Rt 12, Rt 20B, Rt 23, Rt 24, Rt 78, Rt 79A, Rt 79B, Rt 90, Rt 97,
Rt 102, Rt 103, Rt 107, Rt 112B.

TABLA 2.2. Tipos de perfiles plasmidicos encontrados entre los
aislados de trébol.

Tipo de perfil Abundancia* (%) Aislados

1 638 2,4, 6, 7B, 11, 14, 20A, 20B, 35A,
48,53, 55, 59, 61, 63, 68, 69, 71B,
73, 78, T9A, T9B, 81A, 82A, 83,
91, 102, 103, 107, 109

2 12°7 23, 36, 42, 94B, 112A, 112B
3 85 12, 45, 62, T1A

4 21 90

5 1277 1, 30, 32, 89, 115, 116

*Porcentaje de aislados en cada grupo en relacién al total de cepas analizadas
47).
'En este grupo no se visualiz6 ningtn plasmido.

2.2.3. Caracterizacién de los aislados de Pisum sativum (guisante).

En cuanto al ADNr 16S, el anilisis de restriccion también mostré la
existencia de un sélo tipo alélico, identificado como R. leguminosarum y que
estaba representado en el 98% de los aislados. El 2% restante de los aislados
presentaba un 16S no identificado, por lo que fueron desestimados para el
estudio de transferencia en condiciones de laboratorio.

El analisis del perfil RAPD de los aislados de guisante revel6 la
existencia de 6 grupos diferentes, aunque la mayoria de los aislados estaban

agrupados dentro del tipo 1 de perfil RAPD, que suponia el 75% de la poblacién
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analizada (Tabla 2.3). El contenido en plasmidos de estos aislados revel6 la
existencia de hasta 9 grupos diferentes de perfiles plasmidicos (Figura 2.5) vy,
al igual que ocurria anteriormente, la mayoria de los aislados se agruparon

dentro del perfil plasmidico tipo 8 (59%) (Tabla 2.4.).

TABLA 2.3. Tipos de perfiles RAPDs encontrados entre los aislados
de guisante.

Grupos de RAPDs Abundancia* (%) Aislados
1 75 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 22,
23, 24, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 39, 101, 102, 103, 104,
105, 106, 107, 108, 109, 202, 302,
304, 305, 307, 308, 309, 310, 312,

313, 314
2 L7 13
3 10°6 21, 37, 201, 204, 205, 311
4 53 217, 49, 306
5 34 38, 301
6 34 206,303

*Porcentaje de aislados en cada grupo en relacién al total de cepas analizadas
(56).

No se encontré ninguna correlacién entre la presencia de un perfil
plasmidico concreto y el agrupamiento en funcién del RAPD, aunque si es
destacable que la mayoria de los asilados que presentaron el perfil de
plasmidos del grupo 8 se agruparon dentro del grupo de RAPD 1. Nuevamente,
la existencia de un grupo mayoritario no significa que éste sea el mas
abundante en el suelo, sino que es el grupo que mas nédulos ha formado en las

plantas correspondientes.
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FIGURA 2.5 . Tipos deperfiles plasmidicos encontrados entre
las cepas aisladas de nédulosde P. sativum.

Los ntimeros se refieren a los indicados en la Tabla 2.4.
Como referencia se incluye el perfil de la cepa GR4 de R. melilot:.
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TABLA 2.4. Tipos de perfiles plasmidicos encontrados entre los
aislados de guisante.

Tipo de perfil Abundancia* (%) Aislados

1 1077 38, 49, 103, 203, 301, 306

2 a4 11, 22. 87

3 1472 14, 33, 36, 104, 302, 304, 314,
313

4 1’7 35

5 4’4 206, 303

6 1’7 39

7 1°7 106

8 59 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 21, 23,

24, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 34, 101,
102, 105, 107, 108, 109, 201, 202,
204, 205, 305, 307, 308, 309, 310,
312

9 27 311

*Porcentaje de aislados en cada grupo en relacion al total de cepas analizadas
(56).

En funcién del contenido en plasniidos y el perfil de bandas amplificadas
por RAPD, se eligieron las siguientes cepas para el estudio de la transferencia
en laboratorio: Rv 11, Rv 12, Rv 13, Rv 21, Rv 28, Rv 35, Rv 37, Rv 38, Rv 206,
Rv 306.

2.2.4. Caracterizacion de las cepas aisladas de nédulos de Phaseolus vulgaris.

A diferencia de las poblaciones de rizobios aisladas de noédulos de
guisante y trébol, el analisis ARDRA preliminar de los alelos rrn 16S de los
aislados de judia indicé la existencia de al menos 4 tipos de genes 16S. La
mayoria de los 39 cepas analizadas parecian relacionadas con R. etli, mientras

que otras lo estaban con el grupo de especies del género Sinorhizobium, y sélo
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un aislado parecia tener un alelo 16S similar a R. leguminosarum. Otras dos
cepas presentaron un perfil ARDRA que no concordaba con ninguna de las

especies de referencia utilizadas.

Un analisis mas exhaustivo, con hasta 9 enzimas de restriccién, y
utilizando un mayor ntimero de especies de referencia, permitié dilucidar la
asignacién de especies 16S para cada aislado. Asi, 21 de las 39 cepas
analizadas presentaron un perfil ARDRA idéntico a la especie R. etli (Tabla
2.5).

7 cepas (Rp 6, 9, 21, 28, 54, 64 y 99, Tabla 2.5) mostraron un perfil
ARDRA idéntico a la especie S. fredii. Esto hecho nos sorprendié por dos
razones. Primera, porque las bacterias de esta especie se caracterizan por su
capacidad para nodular plantas del género Glycine, su hospedador primario, y
segunda, porque todas las cepas descritas hasta el momento, portadoras de
este alelo rrn 16S, son originarias de China. Las cepas aisladas de nodulos de
judia, no sdélo eran efectivas con este hospedador, sino que se mostraron
incapaces de nodular plantas de las variedades de soja (Glycine max) Peking y
Williams. Siendo ésta la primera vez que se aislan bacterias portadoras de
este alelo 16S fuera de China y a partir de nédulos de una leguminosa no
perteneciente al género Glycine, no parece facil especular sobre el origen de las

cepas aisladas en este trabajo.

Dos cepas, Rp3 y Rp93, presentaron un perfil ARDRA de su gen rrn 16S
idéntico a la cepa tipo de la especie R. giardinii (Amarger et al., 1997).

Los aislados Rp15, 45, 46, 55 y 89 presentaron un gen 16S idéntico a la
especie R. gallicum (Amarger et al., 1997), mientras que las cepas Rp18, 42 y
60 sélo se diferenciaron de esta especie en un sitio de corte con la enzima Mspl,
exactamente en la posicion 951 (Tabla 2.5). Esta diferencia puede simplemente

indicar la existencia de polimorfismo dentro de la misma especie. Las especies
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TABLA. 2.5. Asignacion de especies a las cepas aisladas de nédulos de
judia tras el analisis de los genes rrn 16S.

Especie 16S Abundancial Aislados? (Rp)

R. etl : 53’8% 5,10, 12, 14, 20, 24, 29, 35,38,
56, 57, 62, 69, 73, 75, 81, 82,
87, 90, 91, 92

S. fredii 179% 6,9, 21, 28, 54, 64, 99

R. gallicum 12’8% 15, 45, 46, 55, 89

R. gallicum*® 78% 18, 42, 60

R. giardinui 51% 3,93

R. leguminosarum 2’6% 84

1 Se indica el porcentaje de cepas asignadas a cada especie en relacién al total
de cepas analizadas (39).

2 En negrita se indica las cepas a las que ademas del analisis ARDRA se les
caracterizé la secuencia parcial del gen para ARNr 16S

* Indica las cepas que presentan un gen 16S de R. gallicum polimérfico.

R. giardinii y R. gallicum han sido recientemente descritas como simbiontes de
P. vulgaris, y fueron originalmente aisladas de suelos de distintas regiones de
Francia. La presencia de cepas pertenencientes a la especies R. gallicum ha
sido puesta de manifiesto en suelos de Austria (Sessitsch et al., 1997), por lo
que su existencia en nuestro suelo de estudio puede indicar que estas bacterias
sean abundantes en suelos europeos.

Extrafiamente, sélo una cepa, Rp84, mostr6 un alelo 16S tipico de la
especie R. leguminosarum (Tabla 2.5). Hasta hace poco, se consideraba a las
cepas de la biovariedad phaseoli de R. leguminosarum como la especie
tipicamente europea que entra en simbiosis con plantas del género Phaseolus.

Los resultados obtenidos tras el analisis de restriccion de ADN de los
genes para el ARNr 16S, fueron posteriormente confirmados mediante la
obtencién de la secuencia parcial de nuclebtidos de algunos de los aislados en
cada grupo de cepas. Dependiendo de los aislados, se obtuvieron entre 300 y

600 nucleotidos de secuencia del extremo 5 de los correspondientes genes
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amplificados por PCR. Esto nos permiti6, no sélo confirmar la asignacion de
especies para cada grupo de cepas, sino determinar cierto polimorfismo entre
los genes de algunas cepas de referencia y los de nuestros aislados. Por
ejemplo, se pudo determinar que la secuencia del 16S de las cepas Rpl0 y
Rp62 presentan un cambio nucleotidico con respecto a la secuencia de la cepa
tipo de R. etli, CFN42, exactamente un cambio de C por G en la posicion 322 de
la secuencia de CFN42. Una visién més clara de la diversidad de especies
encontrada en esta poblacion de simbiontes de judia puede verse en la Figura
2.6, donde se muestran un arbol filogenético de especies de Rhizobium basado

en la diversidad de genes para el ARNr 16S.

A la vista de la amplia diversidad de especies encontradas entre los
simbiontes de judia en el suelo de estudio, se llevd a cabo un estudio méas
profundo sobre esta poblacion. Por un lado, se determiné que tipo de plasmido
simbiédtico portan cada una de las cepas aisladas. Para ello, el ADN genémico
de estas cepas, digerido con enzimas de restriccion, se hibrid6 frente a sondas
de ADN de los genes nifH y nodB de R. etli CFN42. Los resultados, que se
muestran en la Figura 2.7, permitieron clasificar los aislados bacterianos en
dos grupos. Por un _lado, aquellos que presentaron sefales de hibridacion
positivas frente a ambas sondas, y por otro, aquellos que no parecian hibridar
con ninguna de las sondas en las condiciones de alta astringencia utilizadas.
Todos aquellos aislados que mostraron hibridacion positiva, presentaban
ademas 3 copias del gen nifH, un hecho caracteristico de los plasmidos
simbidticos de R. etli y R. leguminosarum bv. phaseoli. Entre estos se
encontraban cepas pertenecientes a 4 especies 16S, que ademas presentaban
perfiles de hibridacion idénticos, lo que indicaba que portaban el mismo
plasmido simbidtico (Figura 2.7). Estos resultados indican que en esta
poblaciéon han ocurrido fenomenos de transferencia genética interespecifica de,
al menos, ADN del plasmido simbiético de R. etli. Este hecho no parece

sorprendente, y simplemente se puede enmarcar en la misma linea de los
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FIGURA 2.6 . Filogenia de los alelos 16S encontrados entre los
aislados de nédulos de P. vulgaris.

Se indica la posicién de diversos aislados del suelo de Granada dentro del
arbol filogenético de especies de Rhzobium.
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FIGURA 2.7. Tipos de plasmidos simbiéticos presentes entre los aislados de nédulos
de P. vulgaris.

Hibridacién de ADNs genomicos digeridos con EcoRI (izquierda) o BamHI (derecha) frente
a sondas de los genes nodB y nifH, respectivamente, de R. etli CFN42.

M, marcador de pesos moleculares marcado con digoxigenina; 1, R. etli CFN42; 2, Rp 14;

3, Rp 75; 4, Rp 84; 5, Rp 18; 6, Rp 45; 7, Rp 3; 8, Rp 93; 9, Rp 64; 10, R. leguminosarum 2616.
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resultados de otros autores que constatan evidencias de transferencia
plasmidica en poblaciones naturales. Todas las cepas clasificadas como S.
fredii o aquellas que contienen un 16S idéntico a R. galllicum no presentaron

sefial de hibridacién frente a la sonda (Figura 2.7).

Para profundizar aiin méis en las relaciones filogenéticas de las cepas
aisladas, se llevé a cabo un estudio de isoenzimas metabélicas, con la ayuda de
los Dres. Martinez-Romero y Caballero-Mellado, del Centro de Investigacion
sobre Fijacion de Nitrégeno, en Cuernavaca, México. Se ensayaron un total de 9
enzimas (ver Material y Métodos), todas ellas resultaron ser polimoérficas. El
ntmero medio de alelos fue de 4’56 (Tabla 2.6). Este estudio permitié agrupar
las cepas en 10 electroferotipos (ETs), irregularmente representados. Mientras
la mayoria de aislados agrupaban dentro del ET1 (21 cepas), los ET 5 y ET'12
estaban representados por 4 y 5 cepas, respectivamente. El resto de ETs
estuvieron representados por 1 o 2 aislados solamente (Tabla 2.7). El analisis
filogenético agrupé los 10 ETs en 4 grupos principales (grupos A, B, C y F en la
Figura 2.8) Las distancias genéticas entre estos grupos fueron mayores de 0’8,
lo que en teoria define el limite entre especies diferentes. El grupo A, formado
por dos subgrupos, incluyé el genotipo mas representado (ET1, subgrupo A;) y
los aislados representados en el ET2 (subgrupo A2). El grupo B contenia 4 ETs
(ET3 al ET6) que divergian de la cepa R. meliloti 2011, usada como referencia,
a una distancia de 0’83, pero a una distancia de mas de 0’9 del resto de grupos.
El grupo C consiste de los ETs 8, 10 y 11, cada uno representado por un anico
aislado. La cepa CFN42 de R. etli y 1a cepa VF39 de R. leguminosarum, usadas
como referencia, se encontraban en este grupo. El grupo F contenia sélo el ET12,
que divergia a una distancia de 0’84 del grupo C y de varias cepas de referencia,

incluida R. tropici CFN299.
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TABLA 2.6. Diversidad genética de los 9 loci enzimaticos analizados
entre los aislados de néodulos de P. vulgaris de un suelo de Granada.

Enzima! Numero de alelos Diversidad genética (h)?2
MDH 4 0’800
EM 5 0’836
IDH 5 0’782
PGI 5 0’836
G6P 6 0’891
HEX 4 0’782
PGM 6 0’836
IPO 3 0691
ACO 3 0’564
Media 4’56 H=01780

1 Las enzimas ensayadas se relacionan en Material y Métodos.
2h=(-yxi2)[n/(n - 1)], donde x; es la frecuencia del alelo i y n es el nimero de
ETs.

Estos resultados, por si solos, ya indican una gran diversidad genética en
la poblacion bacteriana analizada, lo que concuerda con los analisis de 16S,
que identifiaron al menos 5 especies diferentes. Sin embargo, el contraste del
analisis isoenzimatico y de los genes 16S presenta ciertos puntos de conflicto.
Por ejemplo, mientras que las cepas de los ETs 1y 2 presentan alelos 16S muy
divergentes (Figuras 2.6 y 2.8), el analisis MLEE localiza a estas cepas como
genéticamente cercanas. Y viceversa, segun el estudio enzimatico, las cepas de
los ETs 8, 10 y 11 deberian, a priori, ser considerdas como pertenecientes a una
especie distinta a las del ET12. Sin embargo, todas ellas poseen un alelo 16S
tipo R. gallicum. Este desacuerdo entre los resultados de distintos parametros
taxonomicos recuerda a la situacion descrita por Eardly et al. (1995), quienes
especulan con la posibilidad de recombinaciéon de alelos 16S entre cepas

genéticamente diversas.
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FIGURA 2.8 . Dendrograma generado a partir de los resultados de

analisis de isoenzimas metabdlicas.

Los tipos electroforéticos (ET) encontrados para las cepas aisladas de nédulos

de Phaseolus vulgaris se incluyen junto a los de cepas de referencia (en negrita).

Se indica ademais el tipo de alelo 16S identificado para las cepas en cada ET.
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TABLA 2.7. Relaciéon de cepas incluidas dentro de cada electroferotipo
identificado.

Electroferotipo Cepas (Rp)
1 5, 10, 12, 14, 20, 24, 29, 35,38, 56, 57, 62, 69,
73, 75, 81, 82, 87, 90, 91, 92
2 3,93
3 64, 99
4 84
5 6,9, 21, 28
6 54
8 42
10 60
11 18
12 15, 45, 46, 55, 89

Para el estudio de la transferencia en el laboratorio se eligieron cepas que
representaban a todas las especies de 16S encontradas en esta poblacion.
Dichas cepas fueron las siguientes: Rp5, Rp10, Rp14, Rp20, Rp75, Rp87, Rp3,
Rp93, Rp64, Rp18, Rp60, Rp45, Rp55.

2.2.5. Transferencia de los plasmidos no simbiéticos de GR4KG en condiciones

de laboratorio.

Para el estudio de la transferencia de los plasmidos pRmeGR4a y
pRmeGR4b a los aislados que previamente hemos seleccionado, se hacia
necesario introducir un marcador a dichas cepas, que nos permitiera
seleccionar transconjugantes que hubieran recibido los plasmidos. Para ello a
cada una de las cepas elegidas se les introdujo, por conjugacion, el plasmido
pRK290, un plasmido derivado de RK2 que confiere resistencia a tetraciclina y
que puede mantenerse establemente dentro de las especies del género
Rhizobium. Con las cepas asi marcadas, se llevaron a cabo las conjugaciones

con GR4KG como donadora para determinar las frecuencias de transferencia de
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los plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b a cada una de las cepas elegidas. En
este estudio de transferencia en el laboratorio hemos incluido una poblacion
bien caracterizada de R. meliloti (Villadas, et al., 1995). Las cepas elegidas
fueron: A17, A18, Al111, A212, A215, A219, A312, A316, A31&. También se
eligieron algunas cepas pertenecientes a diferentes suelos de Espaifia

(Villadas, et al., 1995): RMS04, RMSA29, RMAO1, SAP6, SANb y SAFa.

2.2.5.1. Transferencia conjugativa a los diferentes aislados.

La transferencia conjugativa de los plasmidos marcados de GR4KG al
grupo de aislados de trébol fueron muy poco eficientes (Tabla 2.8),
detectandose en la mayoria de los casos sélo transferencia de pRmeGR4a. La
transferencia de este plasmido ocurrio sbélo a 9 aislados de las 16 cepas

usadas, y a tan sélo 2 de ellos también se transfiri6 pPRmeGR4b.

Dentro de los aislados de guisante, las frecuencias observadas fueron
variables. Por ejemplo, mientras que el aislado Rv 35 fue un buen receptor
para pRmeGR4a, en otros aislados la transferencia fue casi indetectable

(Tabla 2.9).

Para los aislados de judia (Tabla 2.10) se pudo detectar la transferencia
tanto de pPRmeGR4a y pRmeGR4b o ambos a frecuencias relativamente altas,
aunque solo a unos pocos aislados.

La transferencia de los plasmidos de GR4KG a los aislados de R. melilot:
fue casi indetectable y sblo se observaron transconjugantes para la cepa A215
(Tabla 2.11), aunque las frecuencias fueron realmente bajas.

Las frecuencias de transferencia observadas en el conjunto de las
poblaciones nativas aisladas del suelo resultaron bastante bajas en todos los

casos. Es posible que las condiciones ensayadas en el laboratorio no sean
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suficientemente "6ptimas" como para permitir la transferencia de estos

plasmidos. Puede que existan factores incontrolados que estén limitando dicha

transferencia. Alternativamente, la no deteccion de la transferencia no

significa que ésta no ocurra, sino que es posible que exista iniciacién de la

transferencia, pero que el replicon transferido no sea estable en la célula

receptora. Por ello se estudiéo la capacidad de replicacion de los plasmidos

pRmeGR4a y pRmeGR4b en cada una de las cepas utilizadas como receptoras.

TABLA 2.8. Frecuencia de tranferencia de los plasmidos pRmeGR4a y
pRmeGR4b a cepas aisladas de néodulos de Trifolium repens.

Frecuencia de conjugacién

Cepa
pRmeGR4a pRmeGR4b atb
Rt 1 3,6 x 10° . .
Rt 78 - - .
Rt 4 4,3 x 10-° 3,7 x 1077 :
Rt 28 . ; :
Rt 7B 3,3 x 10~ 1,9 x 10”7 .
Rt 12 ‘ s :
Rt 97 . . .
Rt 20 g ’ «
Rt 23 4,0 x 10”7 ; -
Rt 79 2,9 x 10”7 - .
Rt 79B s . »
Rt 112B 5,0 x 10~ . 5
Rt 103 49x 107" - -
Rt 90 4,0 x 10-° - :
Rt 102 2,5 x 1077 - ’
Rt 10 ; ; g
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TABLA 2.9. Transferencia de pRmeGR4a y pRmeGR4b acepas aisladas
de noédulos de Pisum sativum.

Cepa Frecuencia de conjugacion
pRmeGR4a pRmeGR4b a+tb

Rv 11 2.5x10-" <10-® <10
Rv 28 7.9x10° H "
Rv 35 2.6x10° " it
Rv 38 <10-® " "
Rv 13 " " b
Rv 21 1.2x10 " "
Rv 37 1.8x10" f "
Rv 206 <10-® H "
Rv 12 ¥ w "
Rv 306 " " "

TABLA 2.10. Frecuencia de conjugaciéon de pRmeGR4a y pRmeGR4b
a cepas aisladas de Phaseolus vulgaris.

Frecuencia de conjugacion

Cepa
pRmeGR4a pRmeGR4b atb
Rp5 - - -
Rp 10 - - -
Rp 14 « - -
Rp 20 - - g
Rp 75 3 | y )
Rp 87 - . -
Rp 93 ) ] )
Rp 3 3.3x10° 1.6 x 10-° .
Rp 64 = 2 y
Rp 18 1.0x 10° 4.3x 1077 5.0 x 108
Rp 60 2.0x 10 2.4x 108 1.0x 108
Rp 45 1.0 x 10-* 2.1x10° 3.3 x 10°
Rp 55 1.9x 10 3.8x10° 3.5 x 10°
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TABLA 2.11. Frecuencia de conjugacion de los plasmidos pRmeGR4a
y b a cepas de R. meliloti aisladas Medicago sativa.

Frecuencia de conjugacién

Cepa

pRmeGR4a pRmeGR4b a+tb
A17 <10 <108 <108
Als " " "
Alll " " 11]
A212 " " "
A215 10-7 2x10-° <108
A219 < 10° <10 <108
A312 n " "
A316 L1 " "
A318 " [1] 11]
RMS04! 04 x 1074 1x10°5 0’6 x 1076
RMSA29! <10 2 10 <108
RMAO01! 0’3 x 1076 0’4 x 1077 =i i
SAP6! <10-® <10 <10*
SAND! 0’5 x 1075 0’5 x 107 0’1 x 1075
SAFal <10 <10°® <108

*Estos resultados son la media de 2 experimentos.
1 Estas cepas estan aisladas de un suelo de Salamanca (Espana).

2.2.5.2. Estabilidad de los origenes de replicacién de los plasmidos pRmeGR4a
y pPRmeGR4b.

Para profundizar un poco mas, se decidiéo estudiar la estabilidad de los
replicones de los plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b. El oritV de pRmeGR4a
esta caracterizado, secuenciado y clonado en pSUP202 (pJM100, Mercado-
Blanco y Olivares, 1993). Se llevé a cabo la clonacion del ortV de pRmeGR4b.
Para ello se utiliz6 una banco de genes de pRmeGR4b (Toro y Olivares, 1986)
disponible en nuestro laboratorio. El ADN extraido individualmente de los

diferentes clones del banco se digiri6 con EcoRI y se us6 en hibridaciones ADN-
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ADN frente a un fragmento EcoRV de 1°5 kb, conteniendo repC de pRmeGR4a
(Mercado-Blanco y Olivares, 1993), que se us6 como sonda. S6lo un clon, el
GRT127, mostr senal de hibridacién con la sonda en un fragmento EcoRI de
unas 16 kb (datos no mostrados). Posteriormente se siguio el estudio con este
. clon, digiriéndolo con el enzima Sall. Los fragmentos obtenidos de dicha
digestion se clonaron independientemente en pUC18 y los plasmidos
resultantes se digirieron de nuevo con Sall y se usaron en hibridaciones con la
sonda repC de pRmeGR4a. Se observ) una senal de hibridacién en uno de los
clones analizados que se correspondia con un fragmento Sal/l de unas 3 kb
(datos no mostrados). A continuacién se subcloné dicho fragmento Sall de 3 kb
en el sitio EcoRI de pSUP202 mediante la creacion de extremos romos. El
plasmido resultante se denominé pORI13. Para comprobar que el fragmento
clonado contiene el origen de replicacion de pRmeGR4b, se llevaron a cabo
conjugaciones triparentales con la cepa GRMS8SR wusando el plasmido
movilizador pRK2013 y seleccionando para tranconjugantes resistentes a Tc,
Sm y Rif. Si el fragmento clonado en pSUP202 contiene el origen de replicacién
del plasmido pRmeGR4b junto con las funciones de replicacién necesarias para
su mantenimiento auténomo, los transconjugantes aparecidos de GRMS8SR
deben contener pORI13 de manera que pueda ser extraido por los
procedimientos normales de aislamiento de ADN plasmidico. En caso
contrario, pORI13 no podria mantenerse establemente (puesto que el vector
que lo soporta no es estable en Rhizobium) y bajo presién de antibidtico se
integraria en algin lugar del genoma de GRM8SR. De los transconjugantes
aparecidos se aisléo su ADN y se comprobd, mediante las digestiones oportunas,
que los plasmidos contenian el fragmento Sall de 3 kb que contenia el posible

repC de pRmeGR4b.

Con los origenes de replicacién de los plasmidos pRmeGR4a (pJM100) y
pRmeGR4b (pORI13), se llevaron a cabo conjugaciones triparentales para
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determinar la estabilidad de estos replicones en cada uno de los aislados. A
todos los aislados se les pudo transferir eficientemente tanto pJM100 como
pORI13. Sin embargo, para comprobar que estos replicones eran
verdaderamente estables, se decidi6 aislar el ADN de dickos plasmidos y
comprobar que no se habian integrado por no poder replicarse en un fondo
genético diferente al de R. meliloti. Con la solucién de ADN obtenida para cada
replicon en cada uno de los aislados se transformaron células competentes de
DH5a. La aparicién de transformantes en todos los casos indicaba que los
replicones puedieron ser extraidos de los diferentes aislados, lo que nos
indicaba que dichos replicones podian mantenerse establemente.

Parece, por tanto, que la transferencia de los plasmidos pRmeGR4a y
pRmeGR4b a un nimero relativamente bajo de receptores aislados del suelo
no es un problema de estabilidad de los mismos, pues sus replicones son
estables, sino que lo mas probable es que las condiciones en las que se ha
llevado a cabo no son las méas "6ptimas" para detectar su transferencia.

En la tabla 2.12 se esquematiza un resumen de la transferencia genética

de R. meliloti GR4 a las poblaciones indigenas del suelo.

2.2.7. Determinacién del nimero minimo de receptores y el nimero minimo de

transconjugantes para la detecciéon de transferencia genética.

Puesto que la transferencia genética en suelo es bastante dificil de
detectar, se han considerado otros factores que puedan influenciar la
transferencia genética asi como su deteccion.

Por un lado, se determiné el nimero minino de receptores potenciales en
suelo necesarios para que la transferencia sea detectable. Para ello se realiz6
un ensayo de microcosmos que contenian suelo estéril y que fue coinoculado con

la cepa GR4KG y con cepas receptoras, que previamente habian demostrado
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TABLA 2.12. Resumen de la transferencia de los plasmidos de R. meliloti GR4 a las pobalciones indigenas

del suelo.

receptores por g/suelo’ receptores por g/suelo’ microcosmos
Medicago sativa 2x10° 2x10° (100%) : 0 No observada
Phaseolus vulgaris 17 x 10* 17 x 10° (100%) 3’9 x 10° (28%) No observada
Pisum sativum 1’7 x 10* 1°7 x 10° (100%) 6 x 10° (35%) No observada
Trifolium repens 2x 102-1’5 x 10° 2 x 10*1°5 x 10° (100%) 7’4 x 10'-5’5 x 10° (37%) No observada
TOTAL 2’35 x 10° > 2’18 x 10° > 1x10* No observada

1 Nimero de bacterias determinado por el método del ntimero mas probable (NMP).
2 De acuerdo con la abundancia relativa (porcentaje en paréntesis) de las bacterias aisladas capaces de mantener

establemente los replicones de los plamidos pRmeGR4a y pRmeGR4b de R. meliloti GR4,determinado en el
laboratorio.

3 De acuerdo con la abundancia relativa (porcentaje en paréntesis) de las bacterias aisladas que adquirieron
los plasmidos de R. meliloti GR4 en cruces independientes bajo condiciones de laboratorio.
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ser buenas receptoras de los plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b en el
laboratorio, a diferentes cantidades por gramo de suelo. Las cepas usadas
fueron Rp 55, A215, (marcadas con pRK290). Como control de este experimento
también se inoculé otro microcosmos con la cepa R. meliloti GRMS8SR. La
cantidad de células inoculadas de GR4KG fue aproximadamente 8 x 109 por
gramo de suelo y los receptores fueron inoculados a cantidades de 106, 105,
104, 103 células por gramo de suelo en los diferentes microcosmos. La seleccién
de los posibles transconjugantes se hizo sembrando una suspension de suelo
del microcosmos en medio selectivo adicionado de cicloheximida (150 pg/ml)
para evitar el crecimiento de posibles hongos. Varios meses después de la
inoculacién, sélo aparecieron unos pocos transconjugantes de la cepa GRM8SR
en la concentracién inoculada mas alta (106). Por tanto, el limite de deteccién
es de 106 células de receptor por gramo de suelo, al menos para R. meliloti. No
se observé la aparicién de ningin tranconjugante de las cepas Rp55 a ninguna
de las densidades celulares probadas, a pesar de que en condiciones de
laboratorio esta cepa fue una buena receptora de los plasmidos pRmeGR4a y

pRmeGR4b.

También se estimdé el nimero minimo de transconjugantes necesarios
para ser detectados a través de la planta. Para ello se escogieron
tranconjugantes del plasmido pRmeGR4a de algunas de las cepas que habian
soportado transferencia conjugativa de dicho plasmido y se inocularon en
microcosmos de suelo no estéril a distintas cantidades (10, 102, 103, 104, y
105 células por gramos de suelo). Las cepas elegidas fueron transconjugantes
para el plasmido pRmeGR4a de Rp55, Rp60 y GRM8SR (que se usé como
control). Varios meses depués de la inoculacion estas cepas fueron
"capturadas" mediante su correspondiente planta hospedadora. Solamente fue
posible detectar nédulos azules en el caso de GRM8SR portando el plamido

pRmeGR4a. Asi, por ejemplo en los microcosmos donde esta cepa fue inoculada
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a 105 células por gramo de suelo, el 45% de los nédulos analizados fueron
azules y en el caso de los microcosmos donde la inoculacién fue de 104 células
por gramo de suelo, el 2°6% de los nédulos estaban ocupados por dicha cepa.
Hay que tener en cuenta que GRM8SR portando sélo el plasmido pRmeGR4a
es una cepa poco competitiva, pues en ensayos de microcosmos donde la cepa
inoculada fue GR4KG (GRM8SR+pRmeGR4a+pRmeGR4b) el procentaje de
nédulos azules a 105 células por gramo de suelo fue del 45% y en los
microcosmos de 104 células por gramo de suelo fue del 10%. La razén de esta
mayor competitividad es que pRmeGR4b contiene una regién denominada nfe
relacionada con la mayor eficiencia competitiva de esta cepa (Sanjuan y
Olivares, 1993).

En breve, a pesar de que existe un namero relativamente abundante de
posibles receptores en el suelo (segin el calculo realizado mediante el método
del niimero mas probable) que ha sido objeto de este estudio, no se ha podido
detectar transferencia genética durante el periodo de tiempo experimental a
pesar de que, en teoria, todas estas cepas pueden servir como receptores de los

plasmidos marcados en el laboratorio.

2.3. Discusién.

La conclusién de este grupo de experimentos es que a pesar del ntimero
relativamente alto de posibles receptores en el suelo, no se ha podido detectar
transferencia a lo largo del tiempo que duraron los experimentos. Muchos
factores pueden influir en este fallo en la deteccion de la transferencia. En
primer lugar el método de seleccion. Cuando surge un transconjugante, éste
debe competir en el suelo con el resto de las poblaciones nativas, predadores,
etc hasta alcanzar una densidad poblacional tal que sea posible aislarlo a

través de la planta. Por otro lado, la transferencia también es una cuestion
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temporal. Han de producirse las condiciones adecuadas para que en un
determinado momento ocurra un evento de transferencia y que éste sea
amplificado durante las siguientes generaciones de la célula que ha recibido el
material genético, es decir, que exista una presion selectiva adecuada para que
la incorporacién de genes nuevos suponga una ventaja adaptativa. A diferencia
de las condiciones de transferencia ensayadas en el laboratorio, el suelo esta
sujeto a variaciones en cuanto a las caracteristicas propias del suelo, por
ejemplo, cambios de pH, temperatura, humedad, nutrientes, etc que pueden
favorecer o no el que se produzca en evento de transferencia. Por tanto, son
muchos los factores que determinan que ocurra o no transferencia genética y
que la poblacién transconjugante florezca. El fallo en su deteccién puede estar

provocado por una conjuncién de todos estos elementos.

La consecuencia fundamental de la transferencia genética es un cambio de
la biodiversidad en las poblaciones microbianas. Un ejemplo de biodiversidad
originada por la introduccion o inoculacién de bacterias nuevas en el suelo es el
estudio llevado a cabo en este trabajo de caracterizaciéon de la poblacion que
nodula judia. Esta planta es originaria de América y por tanto es probable que
las cepas europeas que nodulan judia hayan surgido como consecuencia de la
transferencia genética de los genes simbiéticos desde las cepas americanas (R.
etli) hasta cepas europeas que originariamente no eran simbiontes de judia.
Por tanto la introduccién de las semillas de esta planta leguminosa puede ser
considerada como un ejempo de inoculacion, aunque involuntaria, hace mas de
500 afios. Parece claro que tras la llegada de cepas de R. etli, los genes
simbidticos de estas bacterias han sido transferidos a otras especies
bacterianas. Es posible que hayan sido éstos los unicos eventos de
transferencia. La discordancia entre el analisis filogenético de los genes 16S y
electrofenotipos de enzimas metabdlicas, sugiere que se hayan dado

transferencia y recombinacion de otro tipo de genes, posiblemente
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cromosémicos. Es posible que estos otros eventos de transferencia hayan sido
paralelos a la transferencia de los plasmidos simbidticos de R. etli a otras
especies. Es muy significativo que en los 2 grupos de bacterias donde los
resultados de 16S e isoenzimas son discordantes, existan cepas que han

recibido el plasmido simbiético de R. etl:.
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3. INHIBICION POR AMONIO DE LA TRANSFERENCIA
CONJUGATIVA DE LOS PLASMIDOS NO SIMBIOTICOS
DE Rhizobium meliloti GRA4.

3.1. Transferencia conjugativa en diferentes fuentes de nitrégeno.

Un aspecto interesante fue el hecho de que la transferencia de los
plasmidos cripticos de R. meliloti fue ligeramente mayor en medio minimo
(MM) adicionado de glutamato como fuente de nitrégeno que en medio rico TY
(Tabla 1.1). Este hecho nos anim6 a realizar ensayos de transferencia en
diferentes fuentes de nitrégeno y comprobar si las frecuencias de conjugacién se
ven afectadas por este factor nutritivo. Para ello, alicuotas de una misma
mezcla de conjugacion de GR4KL x GRMS8SR se depositaron en filtros
colocados sobre placas de MM conteniendo diferentes aminoacidos, sulfato
amoénico o nitrato potasico como unicas fuentes de nitrogeno (Tabla 3.1). Las
frecuencias de transferencia observadas cuando la fuente de nitrégeno fue
algin aminoacido cargado positivamente (tirosina, lisina o histidina), o bien
amonio, resultaron significativamente inferiores que cuando en el medio de
conjugacion habia glutamato o aminoacidos no cargados (alanina, leucina, etc).
Se obtuvieron frecuencias intermedias cuando la fuente de nitrégeno fueron
nitrato u otros aminoacidos.

La conjugacion es un proceso que necesita un estado metaboélicamente
activo tanto del donador como del receptor y .por tanto la eficiencia de la
transferencia puede depender de los requerimientos nutritivos celulares. Para
averiguar la posible relacion entre la transferencia plasmidica y las tasas de
crecimiento del donador o receptor en las distintas fuentes nitrogenadas, se
obtuvieron curvas de crecimiento de las cepas donadora y receptora en medio

rico (TY) o en MM adicionado del correspondiente aminoacido o amonio como
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TABLA 3.1. Frecuencia de transferencia de los plasmidos pRmeGR4a y
pRmeGR4b en distintas fuentes de nitrogenol.

Medio? pRmeGR4a pRmeGR4b pRmeGR4a,b
TY. 2x 10 2 x 10° 2x10°
Amonio 3 x 107 <107 <107
Glutamato 2x10* 5x10° 7x10°
Prolina 1x10* 1x10° 5x10°
Hidroxiprolina 8 x 10° 1x10° 4x10°
Leucina 2x10* 2x10° 4x10°
Isoleucina 2x10* 2x10° 4x10°
Serina 3x 10° 3x10° 2x107
Fenilalanina 3x 10° 2x10° 5x 107
Alanina 2 x 10° 2x10° 4x 107
Aspartato 2x10° 2x10° 2x 107
Glicina 1x10° 8x 107 3x 107
Triptofano 7x10° 7x 107 2 x 107
Valina 1x10° 1x107 <107
Metionina 2 x 10° 2 x 107 <107
Treonina 1x 10° 1x10° 2x107
Arginina 1x10° 1x 107 <107
Ornitina 1x 10° 2 x 107 <107
Tirosina 1x10° 2x107 <107
Cisteina 4% 107 1x 107 <107
Lisina 1x 107 < 107 <107
Histidina 1x 107 <107 <107

1 El donador fue GR4KL y el receptor GRM8SR.

2 El medio utilizado fue Medio Minimo que contenia cada una de los
compuestos indicados. Amonio, sulfato o cloruro aménico 5 mM; la
concentracion de aminoacidos fue del 0°'1%.

unicas fuentes de nitrogeno. Los resultados no relacionan las tasas de

crecimiento del donador o receptor (Figura 3.1) con las frecuencias de

transferencia en las diferentes fuentes de nitrégeno ensayadas (Tabla 3.1). Por
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ejemplo, GR4KL y GRMS8SR crecian bien en lisina o amonio pero la
transferencia de plasmidos en MM conteniendo estos compuestos fue casi
indetectable. Por el contrario, el crecimiento en metionina como tnica fuente de
nitrégeno fue muy pobre, mientras que la transferencia ocurria a frecuencias

intermedias (Tabla 3.1).

3.2. Efecto del amonio sobre la transferencia conjugativa de los plasmidos

pRmeGR4a y pRmeGR4b.

Se realizaron diversos experimentos para clarificar el efecto del amonio
sobre la transferencia conjugativa de los plasmidos no simbidticos de la cepa
GRA4.

En primer lugar, se ensayo si el efecto del amonio era dependiente de la
concentracién de este compuesto en el medio. Para ello, alicuotas de una
mezcla de conjugacion GR4KL x GRM8SR se depositaron sobre filtros en
placas de MM adicionado de distintas concentraciones de sulfato aménico o
nitrato potasico. Como se observa en la Tabla 3.2, la transferencia del
plasmido pRmeGR4a fue practicamente indetectable a cualquier concentracion
de amonio empleada, entre 0,1 y 10 mM, mientras que no variaron a
concentraciones crecientes de nitrato.

En otro grupos de experimentos pudo observarse que en combinacién con
glutamato o glutamina, el amonio ejercia un efecto claramente inhibitorio de la
transferencia de pPRmeGR4a a concentracidnes iguales o superiores a 2,5 mM
(Tabla 3.3). Este efecto inhibidor no se observé con el nitrato ni con
metilamina, un analogo del ion NH4+* que no es metabolizado por la célula
(Tabla 3.3). Quedaba claro, por tanto, que la transferencia de los plasmidos
pRmeGR4a y pRmeGR4b no tiene lugar cuando la tnica fuente de nitrégeno
disponible es amonio. Ademas este compuesto presenta un efecto inhibidor de

la transferencia conjugativa ain en combinacién con otras fuentes de nitrégeno.
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TABLA 3.2. Frecuencias de conjugacion de pRmeGR4a desde GR4KL a

GRMS8SR en amonio o nitrato como fuentes de nitrégeno.

Medio Minimo

Frecuencia de conjugacion

Glutamato (0.1%) 2x10*
Amonio 0.1 mM 1x 107
Amonio 0.5 mM 1x 107
Amonio 1mM 1x 107
Amonio 2.5 mM 1x 107
Amonio 5 mM 1x 107
Amonio 10 mM 1x 107
Nitrato 1 mM 1x10°
Nitrato 2.5 mM 2x10°
Nitrato 5 mM 2x10°
Nitrato 10 mM 7x107°

* Amonio, sulfato aménico; nitrato, nitrato potasico

Para profundizar mas en este fenomeno se determiné la cinética de
transferencia conjugativa de pRmeGR4a desde GR4KL a GRMS8SR, tanto en
medio TY como en MM+glutamato, MM+amonio y MM+glutamato+amonio.
Como se oberva en la Figura 3.2 la transferencia de los plasmidos pRmeGR4a
y pPRmeGR4b exhibe una cinética logaritmica en todos los medios ensayados,
excepto para MM+amonio, en donde no se detectaron transconjugantes durante
un periodo de 48 h. Tanto en TY como en MM+glutamato, el namero de
transconjugantes incrementaba exponencialmente entre 3 y 12 h alcanzando
un nuimero maximo a las 24 h. Es de destacar que el nimero de

tranconjugantes, tras 6 h de conjugacién, fue aproximadamente un orden de
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TABLA 3.3. Inhibiciéon por amonio de la transferencia conjugativa del

plasmido pRmeGR4a entre las cepas GR4KL y GRM8SR.

Medio de conjugacién Frecuencias de transferencia
Glutamato 0,1% 2x10*
Glutamato+Amonio 0,1 mM 2x10™
Glutamato+Amonio 0,5 mM 3x10*
Glutamatot+Amonio 1 mM 3x10™*
Glutamato+Amonio 2,5 mM 8 x10°
Glutamatot+Amonio 5 mM 3x10°
Glutamatot+Amonio 10 mM 3x10°
Glutamato+Nitrato 10mM 2x10*
Glutamato+Metilamina 10mM 1x10*
Glutamina 0,1% 1x10*
Glutamina+Amonio 2,5 mM 1x10°
Glutamina+Amonio 5 mM 5x10°
Glutaminat+Amonio 10 mM 5x 10°

* Amonio, sulfato amoénico; nitrato, nitrato potasico.

magnitud mayor en MM+glutamato que en TY, aunque estos valores se
igualaron a las 12 h de conjugacién. En MM adicionado de glutamato y amonio,
la cinética de conjugacién fue también logaritmica, aunque los valores de

transferencia fueron entre uno y dos 6rdenes de magnitud inferiores a los

~ obtenidos en MM con glutamato. Esto sugiere que la inhibicién por amonio de

la transferencia de pRmeGR4a es debida a una reduccién en la eficiencia de
conjugacion mas que a una baja velocidad de conjugaciéon. Paralelamente a
estos experimentos de cinética conjugativa, mezclas de conjugacién cargadas
inicialmente en MM+glutamato fueron transferidas a diferentes tiempos de
conjugacion (3, 6 y 12 h) a MM+amonio e incubadas hasta 24 h. Las frecuencias
de transferencia observadas en estos casos estan marcadas con asteriscos en la

Figura 3.2. Como se observa, la inhibicién de la transferencia por amonio fue
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muy rapida. El efecto de la transferencia de las mezclas de conjugacién desde
MM-+glutamato hasta MM+amonio fue muy parecido al efecto de la

interrupcioén de la conjugacion.

3.3. Efecto del amonio sobre la transferencia del plasmido RP4.

Para averiguar si el efecto negativo del amonio sobre la transferencia de
los plasmidos indigenas de R. meliloti también podia hacerse extensivo a otro
tipo de plasmidos, se estudié la transferencia de RP4, un plasmido de amplio
rango de hospedador (Pansegrau et al., 1994), desde GR4KL hasta GRMS8SR.
Como se muestra en la Tabla 3.4, la transferencia de RP4 desde GR4KL a
GRMSSR no fue afectada por la presencia de amonio en el medio, en
comparacion con otras fuentes de nitrégeno. Sin embargo, un hecho bastante
sorprendente fue que la transferencia de RP4 parecia interferir con la
transferencia de los plasmidos pRmeGR4a y pPRmeGR4b en los medios donde
no se adicioné amonio. Esta inhibicion puede estar relacionada con un
fenémeno denominado inhibicién de la fertilidad, por el cual algunos plasmidos
bloquean la transferencia de otros plasmidos presentes en la misma célula. La
inhibicién de la fertilidad de plasmidos del grupo de incomaptibilidad IncW por
RP4 ya ha sido demostrada previamente (Guiney, 1993).
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FIGURA 3.2. Cinéticas de conjugacion del plasmido
pRmeGR4a en varias fuentes de nitrégeno.

Alicuotas de una mezcla de conjugacién fueron incubadas en M.M. adicionado
de (@) amonio, (A) glutamato+amonio, (® ) glutamato, o en (O) TY, y la con
jugacién interrumpida a diferentes tiempos. Los asteriscos indican las frecuen-
cias observadas en las mezclas de conjugacion incialmente incubadas en glu-
tamato y transferidas a amonio a los tiempos indicados entre paréntesis.
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TABLA 3.4. Efecto del amonio en la transferencia de RP4 entre cepas de
Rhizobium meliloti.

Cruce Medio Frecuencias de conjugacion
RP4 pRmeGR4a pRmeGR4b
GR4KL(RP4) x
GRMS8SR TY 8x10° 3x10° 4x107
G-MM 3x10° 7x107 1x 107
G+NH4-MM 6x10° <107 <107
NH4-MM 1x10° <107 <107

3.4. Efecto del amonio sobre la transferencia de los plasmidos pRmeGR4a y

pRmeGR4b a cepas de Agrobacterium.

Por otro lado, se llevaron a cabo experimentos para determinar si el
amonio puede afectar a la transferencia de los plasmidos de GR4KL hasta
especies fuera del género Rhizobium. Para ello se llevaron a cabo cruces entre
GR4KL y Agrobacterium tumefaciens GMI9023 como receptor. La transferencia
de los plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b no se inhibié por la presencia de
amonio en el medio de conjugacién (Tabla 3.5), indicando que la maquinaria
conjugativa para la transferencia de pRmeGR4a desde GR4KL no esta

afectada por la presencia de amonio.
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TABLA 3.5. Efecto del amonio sobre la transferencia de pRmeGR4a y
pRmeGR4b hasta Agrobacterium tumefaciens GMI9023.

Cruce Medio Frecuencias de conjugacion
pRmeGR4a pRmeGR4b
GR4KL x
GMI9023 i 6 x 10° 9 x 10-6
G-MM 8x10° 1x10°
G+NH4-MM 4x10* 4x10°

3.5. Discusién.

Los resultados presentados en esta seccion permiten concluir que la
transferencia conjugativa del plasmido pRmeGR4a, y por tanto también de
pRmeGR4b, a R. meliloti es especificamente inhibida por la presencia de
amonio en el medio, sin que esta circunstancia afecte de forma significativa a
la velocidad de crecimiento de las bacterias. Desde un punto de vista mas
general, los resultados indican que dependiendo de factores medioambientales
(en este caso, la fuente de nitrégeno) una misma cepa puede comportarse como
buena, regular o mala receptora en términos de transferencia conjugativa.

Cuando el amonio es la Gnica fuente de nitrégeno, o en combinacién con
otros como glutamato o glutamina, se inhibe la transferencia conjugativa de los
plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b, a R. meliloti GRM8SR, pero no a A
tumefaciens GMI9023. Esto indica de forma inequivoca que la inhibicién de la
trasnferencia ocurre al nivel del receptor. Ademas, el hecho de que el amonio no
afectase la transferencia conjugativa de RP4, indica que el amonio inhibe
especificamente la transferencia de los plasmidos de Rhizobium y que esta
inhibicin no es debida a una respuesta metabdlica general del receptor

GRMBS8SR a la presencia de amonio en el medio. Si parece probable que es el
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amonio exégeno, y no el producido intracelularmente, el que provoca esta
respuesta negativa especifica de GRM8SR para la transferencia de
pRmeGR4a, puesto que el nitrato, cuyo metabolismo da lugar a amonio
intracelular, no tuvo ningin efecto negativo sobre la conjugacion de aste
plasmido.

Los resultados sugieren que en presencia de amonio debe existir alguna
modificacion en las células receptoras que conduce a una reduccién en la
eficiencia de la transferencia conjugativa de los plasmidos rizobiaceos, pero no
de RP4. ;Qué se afecta en la célula receptora y de qué manera ejerce el amonio
su efecto inhibidor?. Es dificil proporcionar una explicaciéon sobre qué es
modificado en las células de GRM8SR en presencia de amonio para que la
eficiencia de transferencia se reduzca. La inhibicion probablemente ocurra en
algtin paso de la conjugacién previo a la transferencia de ADN a la célula
receptora, puesto que la estabilidad de los plasmidos pRmeGR4a y
pRmeGR4b no parece afectarse cuando las células crecen en medio con amonio
como unica fuente de nitrégeno (datos no mostrados).

La conjugacién bacteriana mediada por plasmidos conjugativos en
bacterias gram-negativas ocurre en los siguientes pasos: (i) reconocimiento del
receptor por la célula donadora; (ii) contacto entre donador y receptor mediante
una retraccibn del pilus; (@ii) formacion del agregado conjugativo vy
estabilizacion; (v) transferencia de ADN al receptor y establecimiento del
plasmido en ambas células; (v) disociacién del agregado conjugativo. Puesto
que la transferencia de pRmeGR4a hacia A. tumefaciens GMI9023 no se afecta
por el amonio, se podria especular que el amonio, en R. meliloti, puede tener un
efecto sobre la formacion de la pareja conjugativa o sobre la estabilizacién del
agregado debido a modificaciones en la superficie celular de la célula receptora.
Se sabe muy poco sobre el paso del ADN a través de las membranas de los
receptores durante la conjugacién. En E. coli se han identificado dos clases de

mutantes afectados en funciones de superficie y que son incapaces de servir
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como receptores en procesos conjugativos. Estudios en mutantes Con-,
defectivos en conjugacion, han revelado que la proteina de membrana externa
OmpA vy el lipopolisacarido (LPS) son componentes importantes de la célula
receptora. Alteraciones en el LPS o0 en OmpA previenen la formacién de un
agregado conjugativo estable (Anthony et al,, 1994; Dreiseikelmann, 1994). Es
posible, por tanto, que en presencia de amonio algiin componente de la
superficie de las células receptoras de R. meliloti, importante para la formacién
del agregado conjugativo y/o su estabilizacion se modifique previniendo o
reduciendo la transferencia de los plasmidos. Hay que hacer notar que la
inhibicion del amonio sobre la transferencia de los plasmidos fue rapida
cuando las mezclas conjugativas se transfirieron desde MM+glutamato a MM
conteniendo amonio (Figura 3.2), indicando que la mayoria de los puentes
conjugativos ya formados no progresaron mas, quizds por una
desestabilizacion inducida tras el cambio a MM+amonio, 0 que no se formaron
nuevos puentes conjugativos. Cualquiera que sea el componente que se altere
en la superficie de R. meliloti, podria ser importante para la supervivencia
celular, ya que los intentos para conseguir mutantes de GRM8SR capaces de
servir como receptores en medios conteniendo amonio han resultado

infructuosos hasta el momento.

Por otro lado, no existe una explicacién clara del mecanismo por el cual
el amonio conduce a una disminucion en la eficiencia de la transferencia de
plasmidos. El amonio, per se, podria afectar algunas funciones generales o
componentes de la superficie celular, tales como el potencial electroquimico de
la membrana, influenciando el pH intracelular o periplasmico, lo que podria
conducir a una desestabilizacién del agregado conjugativo. Si este es el caso,
este efecto es especifico para la transferencia de los plasmidos de R. meliloti,
puesto que el amonio no afecta la transferencia de RP4 entre cepas de R.
meliloti. Ademas, dicho efecto no tendria lugar en células receptoras de A

tumefaciens GMI9023. Otra posibilidad es que el amonio interfiera con la
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sintesis o emsamblaje correcto de un componente de la célula de R. meliloti
receptora que fuese esencial para una transferencia conjugativa eficiente. En
cualquier caso, si el efecto del amonio sobre GRM8SR es exclusivamente i6nico,
este debe ser muy especifico, ya que la metilamina, ionicamente analogo, no
provocé este efecto, e interfiere exclusivamente con la transferencia de

pRmeGR4a, y por tanto, de pPRmeGR4b.

Alternativamente, un producto del metabolismo del amonio podria ser
responsable de los efectos observados en la transferencia de los plasmidos de
R. meliloti. En esta bacteria, el amonio se asimila por la ruta glutamina
sintetasa-glutamato sintasa (GS/GOGAT). Aunque existe una actividad
glutamato deshidrogenasa, ésta no interviene en la asimilacién del amonio,
pues mutantes que carecen de actividad GOGAT son incapaces de crecer en
amonio a pesar de tener actividad glutamato deshidrogenasa (Osburne y
Signer, 1980; Lewis et al., 1990). En medios que contienen glutamato y amonio,
se puede observar una actividad maxima tanto de GOGAT como de glutamato
deshidrogenasa. Puesto que el nitrato, asimilado via nitrato reductasa/mitrito
reductasa acoplada a GS/GOGAT, no tiene una influencia sobre la
transferencia de plasmidos, es bastante improbable que un producto del
metabolismo del amonio sea el responsable de la inhibicion de la transferencia
conjugativa de los plasmidos de R. meliloti. Con los datos disponibles es dificil
dar una explicacién acertada de como el amonio ejerce su efecto inhibitorio
sobre la transferencia plasmidica.

Es posible que los cambios inducidos por el amonio en la cepa GRM8SR,
que conducen a su ineficiencia para actuar como receptora de plasmidos, sean
expresados constitutivamente en otras cepas. Esto podria explicar las
diferentes frecuencias de transferencia de plasmidos obtenidas cuando se han
usado otras cepas de R. meliloti como receptores. Por ejemplo, las tasas de
transferencia pPRmeGR4a a R. meliloti 2011, y a los aislados de R. meliloti que

han sido objeto de estudio en el presente trabajo (Mercado-Blanco y Olivares,
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1993b; capitulo 2 de resultados, este trabajo), son varios 6rdenes de magnitud
inferiores a las obtenidas para la cepa GRM8SR. Todas estas especulaciones
podrian explicar las dificultades encontradas para detectar transferencia
genética en experimentos de suelo en donde las poblaciones de Rhizobium son
relativamente abundantes. La transferencia genética por conjugacion puede
estar condicionada, ademas de las propiedades fisicas y quimicas del suelo, por
el estado metabdlico y nutricional de los posibles receptores. Los resultados
presentados para la cepa GRM8SR indican claramente que los factores
nutritivos pueden afectar al éxito de esta cepa como posible receptor sin que
ello suponga tara metabdlica alguna que interfiera con el crecimiento normal
de las células. En este sentido, parece bastante dificil averiguar las condiciones
6ptimas para la transferencia conjugativa de un plasmido en concreto, pues
existen una amplia variedad de factores biéticos y abidticos que pueden afectar
las tasas de conjugacién (en este caso la fuente de nitrégeno). En concordancia
con esto, no todos los individuos de un suelo pueden ser considerados como
posibles receptores bajo unas condiciones determinadas y, en cada caso, seria
necesario definir las condiciones dOptimas de transferencia de plasmidos

concretos hasta receptores concretos.
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4. IDENTIFICACION DE ORIGENES DE TRANSFERENCIA
CONJUGATIVA (oriT) EN EL GENOMA DE Rhizobium meliloti GR4.

Son varios los requisitos necesarios para la cuantificacion de
transferencia genética horizontal por conjugacion:

1. Que el ADN transferible codifique para una o varias funciones
(marcadores) que confieran ventaja selectiva a los transconjugantes.

2. Que el ADN transferible se replique (autonomamente o no) de forma
estable en los transconjugantes.

3. Que tales marcadores se expresen adecuadamente en los
transconjugantes.

4. Que se den las condiciones selectivas adecuadas para que la poblacion
de transconjugantes prolifere en respuesta a la ventaja adaptativa conferida
por la expresion del ADN adquirido.

Siempre que se den estas 4 condiciones, se podra cuantificar los
fenémenos de transferencia lateral de un determinado replicon o region de
ADN no autorreplicativa. Sin embargo, en ausencia de uno cualquiera de estos
requisitos, la transferencia genética sera indetectable y simplemente se
concluird que no se han dado procesos de transferencia genética del ADN o
replicén en cuestion.

Es obvio, que si no se da el requisito 4, la transferencia genética sera no
s6lo imperceptible, sino que posiblemente carecera de interés.

Sin embargo, si un ADN codifica para otras funciones, ademas de las
que nosotros consideramos “Gtiles” (en este caso, los marcadores), que en
muchos casos desconocemos, jcomo sabremos si existe condiciones naturales
selectivas para ese otro ADN?. Es mas, si en una misma célula coexisten
distintos replicones susceptibles de transferencia, jcomo podemos detectar la
transferencia de aquellos que no estan “Gtilmente” marcados?. En definitiva,

podriamos estar desestimando eventos de transferencia genética de replicones,
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o partes de replicones, que no han sido adecuadamente marcados simplemente
porque desconocemos su potencial de transferencia, o porque desconocemos las
funciones para las que codifica y, por tanto, las condiciones ambientales que
favoreceria su transferencia estable a otras bacterias. Con todas estas
cuestiones sobre la mesa, parece claro que los estudios de transferencia de 1
replicon marcado, son solo estudios parciales de lo que puede significar la
transferencia genética horizontal en bacterias. Tal vez deberia considerarse los
fenémenos de transferencia genética horizontal como un proceso global, en el
que no siempre es el mismo ADN el que resulta transferido y seleccionado, sino
que dependiendo de las condiciones mediambientales, se seleccionaran sélo
determinados eventos de transferencia.

Este tipo de estudios “globales” del fenémeno de transferencia
requeririan un conocimiento muy detallado del genoma bacteriano. Una forma
de abordarlo podria ser el conocer los replicones que son susceptibles de
transferencia, cosa poco menos que imposible si no se conocen en detalle al
menos las funciones para las que codifican. En el caso de la conjugacién, si
seria posible determinar el potencial de transferencia conjugativa del genoma
de una bacteria, simplemente identificando los sitios de inicio de la
transferencia. Esta aceptado universalmente que la transferencia de ADN por
conjugacién requiere de una regién especifica, que sirve de sitio de inicio y
terminacién de la transferencia conjugativa, oriT o mob. El oriT es la Gnica
funcién en cis requerida para la transferencia conjugativa de ADN, y puede ser
facilmente reconocida por su capécidad para convertir en transmisible a un
plasmido no movilizable.

Con la finalidad de reconocer el potencial de transferencia conjugativa de
los distintos replicones que componen el genoma de R. meliloti GR4, se diseii6
una estrategia de seleccién de origenes de transferencia en esta bacteria. Para
ello se hizo uso de un banco de genes de R. meliloti GR4 y de cepas deficientes

en recombinacién homaloga.
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Se obtuvieron cepas derivadas de GR4KLR, curadas de los plasmidos
cripticos, mediante crecimiento de la misma a temperatura supradptima (37
°C) tal y como lo describe Mercado-Blanco y Olivares (1993b). De esta manera
se obtuvieron: GRM10KR (curada de pRmeGR4a), GRM6LR (curada de
pRmeGR4b) y GRMS8R (curada de pPRmeGR4a y pPRmeGR4b). La obtencién de
estas cepas permiti6 abacar el estudio del aislamiento de regiones

movilizables en R. meliloti GR4 desde diferentes fondos genéticos.

4.1. Seleccién e identificacion de cosmidos movilizables.

Para identificar regiones de ADN de Rhizobium meliloti GR4 capaces de
convertir un vector no transmisible en un plasmido movilizable, se utiliz6 un
banco de genes de GR4 construido en pLAFR1. Este cosmido es un derivado de
RK2 que codifica resistencia a tetraciclina y que contiene el origen de
transferencia de RK2 (mob), pero carece de la mayoria de las funciones ¢ra
necesarias para su propia movilizacién (Ditta et al., 1980). pLAFR1 puede ser
movilizado en trans por plasmidos portadores de funciones tra especificas de
RK2, pero no puede ser movilizado desde R. meliloti en ausencia de un
plasmido movilizador adecuado.

Se transfirio el banco de genes de la cepa GR4 desde E. coli HB101 a
cada una de las cepas recA~ (GR4KLR, GRM10KR, GRMG6LR) mediante
conjugacién triparental, usando pRK2013 como plasmido movilizador, y
obteniéndose las correspondientes poblaciones merodiploides donde cada
célula individual es portadora de un sélo cosmido hibrido. Cada una de estas
poblaciones merodiploides se us6 como donador en masa en conjugaciones con
la cepa receptora de R. meliloti GRM8SR, seleccionando transconjugantes para
Smr, Rifr y Tcr. La transferencia de la resistencia a tectraciclina, codificada por
pLAFRI1, a la cepa receptora ocurre solo en caso de que los cosmidos contengan

ADN de R. meliloti que pueda servir como un origen de transferencia funcional
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y que su transferencia a la célula receptora sea mediada o bien por el propio
ADN adyacente al oriT, o bien por la funciones aportadas desde el genoma de
la célula donadora. La utilizacién de cepas donadoras RecA™ limita la falsa
movilizacién debido a fendémenos de cointegracion, por recombinacién
homéloga, del c6smido hibrido con alguno de los replicones autotransmisibles o

movilizables de GR4.

Usando la poblacion merodiploide de GR4KLR como donadora, se
obtuvieron transconjugantes de GRMS8SR resistentes a tetraciclina a una
frecuencia de 6x1077. Se escogieron 24 transconjugantes al azar y se aislaron
los césmidos presentes en cada uno de ellos mediante procedimientos
estandar. Posteriormente estos cosmidos se sometieron a un analisis de
restriccibn con la endonucleasa EcoRI (Tabla 4.1). Todos los césmidos
presentaron un perfil de restriccion idéntico, lo que indicaba que este césmido
se transfiere a altas frecuencias desde GR4KLR (Tabla 4.1). El césmido se
denominé pRmORG69. Cuando la poblacion merodiploide de GRM6LR se usé
como donadora, se identificaron 4 césmidos diferentes entre los
transconjugantes de GRM8SR analizados (Figura 4.1). Uno de ellos presentd
idéntico perfil de restriccion que pPRmOR69 y compartia dos fragmentos con
otros dos cosmidos, pPRmOR610 y pRmOR612, lo cual indicaba que estos tres
plasmidos contenian insertos de ADN solapantes. El cuarto césmido
(pPRmORG65) tenia un perfil de restriccién completamente diferente y estaba
presente en 2 de los 24 transconjugantes analizados (Tabla 4.1).

Usando GRMI10KR como poblacion merodiploide donadora, los
transconjugantes de GRM8SR aparecieron a frecuencias del orden de 105. En
este caso, la mayoria de los c6smidos transconjugantes analizados no pudieron
ser completamente digeridos con EcoRI ni con varias otras enzimas de
restriccién. Se desconoce la razon de este problema en las restricciones de los
ADNs de los c6smidos, pero pudiera estar relacionada con una conformacién o

proteccién particular de los insertos de ADN de R. meliloti, ya que si se
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TABLA 4.1. Identificaciéon de los césmidos en los transconjugantes de GRM8SR aparecidos

en los cruces usando donadores merodiploides.

Donador Frecuencia de Transconjugantes Tipos de cosmidos! No. cosmidos
merodiploide conjugacion analizados no solapantes
GR4KLR 6.0 X 107 24 pRmORG9 (24) 1
GR4M6LR 8.2 X 107 24 pRmOR69 (10) 2

pRmORG610 4
pRmOR612 8)
pRmORG65 2

GRM10KR 1x 10° 442 pRmOR106 (1) 9
pRmOR1012 (1)
pRmOR1026 (1)
pRmOR1030 (1)
pRmOR1033 (1)
pRmOR1034 (3)
pRmOR1035 (1)
pRmOR1041 (1)
pRmOR1042 (4)
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puedieron detectar fragmentos de restriccion especificos del vector pLAFR1.
En vista de estos resultados, se decidié usar algunos de los ADNs extraidos de
los transconjugantes de GRM8SR para transformar células competentes de E.
coli HB101. Una vez aislados los c6smidos transformantes a partir de E. coli,
éstos se pudieron digerir exitosamente y se identificaron 14 céosmidos de los
cuales 9 eran no solapantes y que ademéas fueron completamente de los
movilizados a partir de GR4KLR y GRM6LR (Tabla 4.1). En la Figura 4.2 se
presenta el perfil de restriccion de los cosmidos mob totales obtenidos.

Para volver a verificar que los césmidos aislados eran efectivamente
movilizables, se transfirieron individualmente desde E. coli a las cepas RecA~
de R. meliloti, y las correspondientes cepas se conjugaron individualmente con
la cepa receptora GRMS8SR. Excepto para pRmOR65 y pRmOR69, que no
pudieron ser movilizados desde el donador GRM10KR (cepa curada de
pRmeGR4a), todos los césmidos hibridos se movilizaron a alta frecuencia
desde todos los donadores (Tabla 4.2). La eficiencia de transferencia, sin
embargo, varié dependiendo del fondo genético del donador. Plasmidos que
originalmente fueron aislados de cruces GRM10KR x GRM8SR se movilizaban
desde GRM10KR a una mayor frecuencia que desde GR4KLR o GRMG6LR
(Tabla 4.2), lo que explica su abundancia entre los transconjugantes aparecidos
de cada cruce inicial en particular (Tabla 4.1). Sin embargo, esto no fue tan
obvio en otros casos, y por ejemplo, todos los cosmidos se movilizaron desde
GR4KLR a frecuencias similares. Estos resultados indican, por un lado, que la
estrategia empleada es efectiva seleccionando cosmidos hibridos movilizables
presentes en el banco de genes de GR4 y, por otro, que la eficiencia de
transferencia de los ADNs clonados depende del contenido en plasmidos de la

cepa donadora.
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TABLA 4.2. Frecuencias de transferencia de cosmidos mob individulales

desde los diferentes donadores recA de R. meliloti a R. meliloti

GRMBSSR.

Cosmido GR4KLR GRM6LR GRM10KR
pRmORG69 1.4 x 104 8.3 x 105 <1038
pRmORG65 7.5x 10% 6.2 x 10 <108
pRmOR106 1.7 x 104 1.3 x 104 1.2 x 102
pRmOR1012 1.8 x 103 4.0 x 103 3.7x 102
pRmOR1026 2.7x 103 1.8 x 103 3.0 x 102
pRmOR1030 3.0x103 8.5 x 10+ 6.0 x 102
pRmOR1033 2.4x 104 1.5 x 10+ 1.3 x 102
pRmOR1034 9.3x 104 1.7 x 104 4.0x 102
pRmOR1035 3.2x10¢ 4.0 x 10+ 4.0x 103
pRmOR1041 5.4x 104 5.0 x 10-4 9.0x 103
pRmOR1042 2.0x 104 3.4x 104 5.5 x 103

4.2. Localizacién genémica de las regiones mob clonadas.

Para encontrar la localizacion genémica de los ADNs mob clonados, se
utilizé6 cada cosmido individualmente como sonda en hibridaciones frente
ADNs genémicos de varias cepas de R. meliloti con diferentes contenidos en
plasmidos, asi como frente a ADNs de cepas de A. tumefaciens portando el
pSym1 o el pSym2 de R. meliloti. El uso de ADN genémico de estas cepas
permite: i) averiguar la localizacién de los diferentes césmidos entre los
diferentes replicones de R. meliloti, puesto que una cepa que carece de un
replicon en concreto no deberia presentar una senal de hibridacién, ademas de
discernir la posible hibridacién cruzada o no especifica con otros replicones y ii)

para verificar que los ADNs clonados no han sufrido ninguna reorganizacién
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debido a las diferentes manipulaciones a las que han estado sujetos, p.e. el
ADN genémico de la cepa silvestre GR4 y el ADN del cosmido deben presentar

los mismos perfiles de hibridacion.

Como se muestra en la Figura 4.3, el plasmido pPRmOR69 contenia ADN
del plasmido criptico pRmeGR4a, ya que las bandas de hibridacién que
corresponden a las del cosmido usado como sonda (carril 9) estaban presentes
s6lo en las cepas portadoras de pRmeGR4a (carriles 4, 5 y 8), aunque dicho
césmido tambien presenta hibridacion cruzada con el ADN de cepas que portan
el plasmido pRmeGR4b. El c6smido pPRmORG65 contiene ADN perteneciente al
plasmido pRmeGR4b (carriles 4, 6 y 8) e hibrida también con el ADN del
plasmido pRmeGR4a (Figura 4.3). La localizacion del AND clonado en estos
dos césmidos (PRmOR65 y pRmOR69) en los plasmidos pRmeGR4a y
pRmeGR4b explicaria por que no pueden ser movilizados desde cepas que
carecen de pRmeGR4a (donador GRM10KR, Tabla 4.2). Puesto que este
plasmido es autotransmisible y se requiere para la movilizacién en trans de
pRmeGR4b, como ya hemos visto en el capitulo 1, también seria necesaria su
presencia para movilizar los clones que contengan el oriT de estos plasmidos,
en este caso, pRmORG65 y 69. Mas aan, las frecuencias de transferencia de
pRmOR69 y pRmORG65 fueron similares a las obtenidas para pRmeGR4a y
pRmeGR4b respectivamente (Tabla 4.3).

También se han identificado 4 plasmidos mob, pRmOR106, 1012, 1026

y 1034, que contienen ADN del megaplasmido simbiético 1. Los perfiles de.

hibridacién fueron similares, cuando no idénticos, a los que presentaban las
cepas de R. melilott GR4 y 2011 y A. tumefaciens C58 (pRme2011a) (carriles 1,
3, 4 de las correspondientes hibridaciones en la Figura 4.4). Los césmidos
pRmOR1026 y 1034 no mostraban senales de hibridacion con la cepa GRTS3,
una cepa derivada de GR4 que presenta una delecién en el megaplasmido 1 que
comprende varios cientos de kilobases alrededor de los genes nod-nif (Toro y

Olivares, 1986), (carril 8 de las correspondientes hibridaciones en la Figura
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FIGURA 4.3. Localizacion genomica de los ADNs contenidos
en los cosmidos mob pRmOR69 y pRmeORG65.

Hibridacién de ADNs genémicos digeridos con EcoRI frente a los
correspondientes cosmidos usados como sonda.

Carriles: M, marcador de pesos moleculares marcado con digoxigenina;
1, R.m. 2011; 2, A.t. C58; 3, A.t. C58(pRme2011a); 4, R.m. GR4;

5, R.m. GRM6; 6, R.m. GRM10; 7, R.m. GRMS; 8, R.m. GRT3;

9, cé6smido digerido con EcoRI.
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FIGURA 4.4. Localizacion genémica de los ADNs contenidos
en los cosmidos mob pRmOR106, 1012, 1026 y 1034.

Hibridaciéon de ADNs genomicos digeridos con EcoRI frente a los
correspondientes cosmidos usados como sonda.

Carriles: M, marcador de pesos moleculares marcado con digoxigenina;
1, R.m. 2011; 2, A.t. C58; 3, A.t. C58(pRme2011a); 4, R.m. GR4;

5, R.m. GRMS6; 6, R.m. GRM10; 7, R.m. GRMS; 8, R.m. GRTS3;

9, cosmido digerido con EcoRI.
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4.4), 1o que confirma que los ADNs clonados en estos dos césmidos pertenecen
al pSym1. El inserto de ADN en el cosmido pRmOR106 porta dos fragmentos
EcoRI de un tamano aproximado de 13 kb, ambos presentes en las cepas
derivadas de GR4, mientras que en 2011y C58 (pRme2011a) s6lo se obervaba
una seial de hibridacién de un tamafio aproximado de 25 kb. Las diferencias
pueden ser debidas a variaciones en los sitios de restriccion entre las dos cepas
silvestres GR4 y 2011 (la cepa 2011 presentaria un sitio EcoRI menos con

respecto a GR4).

El c6smido pRmOR1035, claramente tiene clonado ADN perteneciente
al megaplasmido 2, puesto que se observan perfiles de hibridacion idénticos
entre las cepas 2011 y At 104 (carriles 1 y 3 de la correspondiente hibridacién
en la Figura 4.5). Sin embargo este perfil coincide sb6lo parcialmente con el
encontrado en GR4 y en el cosmido. Otro plasmido mob, pRmOR1030 parece
contener ADN que podria estar repetido dentro del genoma de GR4, a tenor de
las miltiples bandas de hibridacién no especificas presentes en el ADN de
GR4 y sus derivados (carriles 4 a 8 de la Figura 4.6). Parte de estas senales no
especificas pueden ser debidas al ADN del megaplasmido 1, pues tambien se
detectaron en la cepa 2011 y C58 (pRme2011a) (carriles 1, 3 de la Figura 4.6).
Sin embargo el ADN clonado en pPRmOR1030 pudiera ser especifico de GR4
pues las bandas de hibridacion especificas del cosmido solo se detectaron en la
cepa GR4 y sus derivadas. Dada la metodologia empleada, no se puede asignar

una localizacion genomica al ADN clonado en este cosmido.

Finalmente, los césmidos pRmOR1033, 1041 y 1042, claramente
contienen ADN presente en la cepas silvestres de R. meliloti 2011 y GR4, pues
los perfiles de hibridacién son similares, cuando no idénticos, entre si y con el
propio cosmido. Sin embargo estos ADNs clonados en los co6smidos no parecen
corresponderse con ninguno de los replicones extracromosémicos que portan

estas cepas (carriles 3 y 4 de las correspondientes hibridaciones en la Figura
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4.7). Por exclusién, estos ADNs deben ser considerados como regiones mob
cromoso6micas.

Es de destacar el hecho de que la mayoria de los césmidos mob
seleccionados porten ADN perteneciente a plasmidos (7 de 11). Sin embargo,
en base a la estrategia seguida, deberia haber sido posible también seleccionar
ADN cromosémico que pueda servir como origen de transferencia conjugativa,

como de hecho indican los resultados.

4.3. Caracterizaciéon de la regién minima de transferencia del plasmido

pRmeGR4a.

Se llevé a cabo la identificacién del fragmento minimo capaz de soportar
la transferencia conjugativa del plasmido pRmeGR4a. Como se mostr6 en la
Figura 4.1, los cosmidos pRmOR69, pRmOR610 y pRmOR612 presentaban 2
fragmentos solapantes de 6 y 7 kb respectivamente. Es logico deducir, pues,
que en alguno de estos 2 fragmentos se encuentre el posible oriT de
pRmeGR4a. Para averiguarlo se llevdo a cabo la clonacion independiente de
cada uno de los fragmentos en el vector pJB3Tc19 (Blatny et al., 1997). Este
vector se replica establemente en Rhizobium, pero no puede ser movilizado por
funciones de transferencia codificadas en Rhizobium, por lo que, al igual que
pLAFR1, supone un buen sistema para comprobar si los fragmentos clonados
contienen o no el posible oriT. Una vez clonados ambos fragmentos de 6 y 7 kb,
se transfirieron independientemente por conjugacion desde E. coli hasta la
cepa GRMG6LR, la cual se us6 entonces como donadora en conjugacién con
GRMSSR, calculandose las frecuencias de transferencia, en el caso de que las
hubiera. Sélo el fragmento EcoRI de 6 kb seguia manteniendo su capacidad de
movilizar a pJB3. A partir de este fragmento se subclonaron de nuevo en pJB3
2 fragmentos EcoRI-BamHI de 2’5 y 3’5 kb, respectivamente. En la Figura 4.8

se representan los pasos llevados a cabo hasta la identificacién del menor
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FIGURA 4.5. Localizacion genémica del ADN contenido
en el cosmido mob pRmOR1035.

Hibridacién de ADNs genémicos digeridos con EcoRI frente al cosmido

pRmOR1035 usado como sonda.

Carriles: M, marcador de pesos moleculares marcado con digoxigenina;

1, R.m. 2011; 2, A.t. C58; 3, A.t. 104 (C58 con pRmeSU47b); 4, A.t. 117
(C58 con pRmeSU47a); 5, R.m. GR4; 6, pPRmeOR1035 digerido con EcoRI.
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FIGURA 4.6. Localizacion genémica del ADN contenido
en el cosmido mob pRmOR1030.

Hibridacién de ADNs genémicos digeridos con EcoRI frente al
correspondiente cosmido usado como sonda.

Carriles: M, marcador de pesos moleculares marcado con digoxigenina;
1, R.m. 2011; 2, A.t. C58; 3, A.t. C58(pRme2011a); 4, R.m. GR4;

5, R.m. GRM6; 6, R.m. GRM10; 7, R.m. GRMS; 8, R.m. GRT3;

9, pPRmOR1030 digerido con EcoRI.
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FIGURA 4.7. Localizacion genémica del ADN contenido
en los cosmidos mob pRmOR1033, 1041 y 1042.

Hibridacién de ADNs genémicos digeridos con EcoRI frente a los
correspondientes cosmidos usados como sonda.

Carriles: M, marcador de pesos moleculares marcado con digoxigenina;
1, R.m. 2011; 2, A.t. C58; 3, A.t. 104 (C58 con pRmeSU47b); 4, A.t. 117
(C58 con pRmeSU47a); 5, R.m. GR4; 6, cosmido digerido con EcoRI.



Capacidad de Movilizacién

7 kb 6 kb

7 kb

FIGURA 4.8. Capacidad de movilizacion de los diferentes
subclones para determinar el fragmento minimo que contiene
el posible oriT de pRmeGR4a.
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fragmento de ADN capaz de convertir a pJB3 en un plasmido movilizable
desde GRM6LR hasta GRM8SR. Esta funcion seguia mantenida en el
fragmento EcoRI-BamHI de 2,5 kb. Posteriormente se inici6 la caracterizacion
de dicho fragmento mediante el an4lisis de su secuencia. Para ello se clon6 en
el vector pPBSKS(+) y se inici6 su secuenciacién a partir de cebadores especificos
del vector, continuidndose la secuenciacién mediante cebadores disenados a
partir de la secuencia obtenida. Aunque hasta el momento no se ha podido
caracterizar de forma precisa el oriT, si existe una organizacion genética
caracteristica de los origenes de transferencia de plasmidos. Por ejemplo,
existen dos posibles ORFs, que presentan homologia con proteinas Mob y
proteinas relacionadas con estabilizacion de ADN, que se transcriben en
direccién contraria, separados por una regién rica en A+T. Ademas en dicha
regién existen un numero elevado de repeticiones directas e invertidas
caracteristicas de las regiones de ADN cercanas al oriT. Por tanto todas las
evidencias parecen indicar que, probablemente, dentro de este fragmento se
encuentre el oriT de pRmeGR4a. Sin embargo, un estudio mas profundo a nivel
funcional del origen de transferencia es necesario para poder determinar en la
secuencia el sitio exacto donde se produce el corte o mella que sirve para el

inicio de la transferencia conjugativa del plasmido pRmeGR4a.

4.4. Transferencia conjugativa de los plasmidos mob de Rhizobium meliloti a

Escherichia col.

Es bien sabido que la transferencia conjugativa de los plasmidos de
Rhizobium puede ocurrir dentro de especies de la familia Rhizobiaceae, en
donde los plasmidos pueden replicarse y mantenerse establemente (Mercado-
Blanco y Toro, 1996). Sin embargo, no se sabe si los plasmidos de Rhizobium
pueden transferirse a hospedadores bacterianos incapaces de mantener una

replicacion estable de los mismos. Para estudiar un poco mas a fondo la
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transferencia de las regiones mob clonadas, se ha elegido E. colit HB101 como
un ejemplo extremo de una bacteria gram-negativa no relacionada con
Rhizobium, donde los plasmidos de Rhizobium no pueden replicarse (Mercado-

Blanco y Toro, 1996).

Se llevaron a cabo conjugaciones individuales entre los donadores recA—
de R. meliloti (GR4KLR, GRM10KR, GRM6LR Y GRMS8R) portando los
césmidos mob identificados, con la cepa de E. coli HB101 como receptora. El
vector pLAFR1 puede replicarse establemente tanto en Rhizobium como en E.
coli. Los transconjugantes se seleccionaron para la adquisicion de la
resistencia a tetraciclina, codificada por pLAFR1, en placas de ENDO agar, un
medio selectivo para coliformes en el cual R. meliloti es incapaz de crecer.
Todos los plasmidos mob se transfirieron eficientemente desde Rhizobium a
HB101 y, al igual que ocurria con Rhizobium como receptor, las eficiencia de
transferencia dependieron nuevamente del contenido en plasmidos del donador
(Tabla 4.4). Las frecuencias de transferencia de las cepas GR4KLR y
GRM10KR (ambos portan el plasmido no simbiético pPRmeGR4b) fueron varios
érdenes de magnitud inferiores a las detectadas a partir de GRM6LR (que
carece de pPRmeGR4b) o GRM8R (que carece de pPRmeGR4a y pRmeGR4b), lo
cual indica que la presencia de pRmeGR4b en la cepa donadora fue
responsable de una reduccién significativa en la eficiencia de transferencia. Por
otro lado, fue bastante sorprendente el hecho de que en la mayoria de los casos
la transferencia desde GRM6LR a E. coli fue mucho méas eficiente que la
transferencia a R. meliloti GRM8SR. Excepto para el plasmido pRmeGR4a, la
mutacién recA, y la resitencia aantibidticos, las cepas GRM6LR y GRM8SR
son genéticamente idénticas (ambas portan los mismo plasmidos simbidticos y
cromosoma). Por ello, es posible que algunos mecanismos de exclusién
superficial puedan operar en GRM8SR como cepa receptora, que pudieran ser
responsables de la reduccion en la eficiencia de transferencia. La alta eficiencia

de transferencia a E. coli podria explicar por qué en este caso se puede detectar
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la transferencia de pPRmORG5 y 69, incluso en ausencia de pRmeGR4a (usando
como donador GRMS8R, Tabla 4.4). Es posible, lo mismo que sucede para otros
plasmidos (Lanka y Wilkins, 1995), que funciones tra especificas de
pRmeGR4a y pRmeGR4b estén codificadas por genes proximos al origen de
transferencia, que podrian estar presentes en pRmOR65 y 69,

respectivamente.

TABLA 4.3. Frecuencias de transferencia de cosmidos mob individuales

desde los diferentes donadores recA de R. meliloti a E. coli HB101.

Cosmido GR4KLR GRM6LR GRM10KR GRMS8R
pRmORG69 4.1 x 106 3.3 x 104 6.3 x 108 3.2 x 106
pRmOR65 4.1x 108 1.0 x 10-3 2.9x 107 6.8 x 104
pRmOR106 3.1x 107 5.8 x 10! 2.1x 107 2.3x 10!
pRmOR1012 1.0 x 107 3.9x 10! 5.6 x 104 1.6 x 10!
pRmOR1026 8.3x 108 1.5 x 101 2.1x 104 8.3 x 102
pRmOR1030 3.3x 10 2.1x 10! 89x10- 9.1x 105
pRmOR1033 8.3x 108 5.6 x 10-2 <108 1.4 x 101
pRmOR1034 5.4 x 107 1.8 x 101 1.0 x 106 1.1x 10!
pRmOR1035 3.3 x 107 2.1x 10! 2.3 x 106 3.7 x 10-2
pRmOR1041 <108 3.5x 101 3.3x 105 3.3 x 101
pRmOR1042 1.9 x 107 8.3 x 101 4.5 x 104 2.6 x 10!

En tal caso, puede especularse que la movilizacion desde ambos oriTs
puede ser iniciada por proteinas especificas codificadas en el cosmido hibrido, y

que el complejo de iniciacion pueda ser eficientemente acoplado al aparato de
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conjugacion codificado por otros plasmidos, tales como los pSyms. Como se
muestra en la Tabla 4.4, los cosmidos mob cromosomales fueron transferidos a
E. coli tan eficientemente como aquellos céosmidos mobs de localizacién
plasmidica.

El hecho de que los plasmidos mob puedan ser movilizados a E. coli, una
bacteria gram-negativa filogenéticamente distante de la familia Rhizobiaceae,
muestra que R. meliloti puede transferir su ADN a especies bacterianas fuera
de la familia Rhizobiaceae, lo cual es indicativo de que la promiscuidad de los
plasmidos de Rhizobium puede ser mucho mas amplia de lo que hasta ahora

se conocia.

4.5. Discusin.

El complejo de iniciacién para la transferencia conjugativa de plasmidos
transmisibles, denominado relaxosoma, es una estructura especifica de ADN-
proteina que incluye la relaxasa, una proteina que cataliza el corte especifico
en el sitio nic dentro del origen de transferencia, asi como proteinas accesorias
de unién al ADN (Lanka y Wilkins, 1995). El origen de transferencia (or:iT,
mob) de plasmidos conjugativos o movilizables es la unica funcién que se
requiere en cis para la transferencia de ADN. Se ha diseiado una estrategia
simple para identificar regiones de ADN de R. melilott que cumplan con la
definicién de oriT, esto es, que tengan la capacidad de convertir un vector no
transmisible en un plasmido movilizable (Lanka y Wilkins, 1995). De acuerdo
con esto, secuencias de AND capaces de servir como origenes de transferencia
conjugativos deben estar presentes en un banco de genes de cualquier
organismo y, por tanto, pueden ser seleccionados por sus caracteristicas
intrinsecas, siempre que se demuestre que el vector donde esta construido el
banco no se moviliza desde un fondo genético concreto. Este es el caso del vector

pLAFR1, que no puede ser movilizado desde R. meliloti en ausencia de
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funciones tra especificas de RK2. Siguiendo esta estrategia, se han identificado
11 regiones de ADN de R. meliloti GR4 capaces de convertir pLAFR1 en un
vector movilizable y que, por tanto, deben contener origenes de transferencia o
sitios mot. El uso de cepas deficientes en recombinacién ha facilitado
indudablemente la seleccién, limitando la posibilidad de cointegraciéon por
recombinacién homéloga entre los cosmidos hibridos y los replicones
conjugativos residentes, lo que podria haber dado lugar a la aparicién de falsos
transconjugantes. De acuerdo con el razonamiento utilizado, 7 de las regiones
clonadas se correspondieron con alguno de los 4 plasmidos portados por R.
meliloti GR4. Estos hallazgos confirman més aan la fiabilidad de la estrategia
usada, ya que fue disefiada para seleccionar oriTs plasmidicos. Al menos 3 de
las regiones mob clonadas parecen corresponder al cromosoma, tal y como
indican los resultados. Sin embargo, no se ha podido asignar ninguna
localizacién especifica en el genoma de GR4 para el ADN clonado en
pRmOR1030. En nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se
demuestra fisicamente la presencia natural de oriTs en un cromosoma
bacteriano. Sin embargo, si realmente existen oriTs cromosémicos, no es
sorprendente que una estrategia como la usada en este trabajo haya sido capaz
de seleccionarlos. Es bien sabido que la integracion estable de un plasmido
conjugativo en el cromosoma da lugar a cepas donadoras con una alta
frecuencia de recombinacion (las denominadas cepas Hfr, Reimmann y Haas,
1993). Es posible que las cepas de R. meliloti usadas en este trabajo sean
cepas Hfr naturales conteniendo uno o mas episomas. Alternativamente, las
regiones mob no plasmidicas también podrian corresponder a transposones
conjugativos que podrian estar presentes en estas cepas, al igual que han sido
encontrados en otras bacterias gram-negativas (Salyers et al., 1995). La
posible existencia de elementos conjugativos en los cromosomas de Rhizobium

podria no ser un fenémeno raro. Sullivan et al., (1995, 1997) han encontrado
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transferencia lateral conjugativa de una regién simbidtica localizada en el
cromosoma de R. loti a bacterias residentes en suelo.

Se desconoce si se han identificado todas las posibles regiones mob de R.
melilott GR4, dado el nimero limitado de transconjugantes analizados y
debido, sobre todo, a los inesperados problemas encontrados con el analisis de
restriccién de algunos césmidos. Es posible, por tanto, que atn existan regiones
mob por identificar dentro del genoma de R. meliloti. Por otro lado, dado el
tamano de los césmidos hibridos seleccionados (una media de 25 kb de
inserto), es probable que otros genes relacionados con el proceso de
transferencia estén clonados junto con los oriTs, al igual que en otros muchos
sistemas donde los oriT's se localizan en posicion adyacente a genes implicados
en la formaciéon del complejo de transferencia (Lanka y Wilkins, 1995). Esto
podria facilitar la posterior caracterizacién de los varios sistemas conjugativos
que cada oriT pueda representar.

Se ha identificado una Gnica region mob para cada uno de los plasmidos
cripticos residentes en R. meliloti GR4, pRmeGR4a y pPRmeGR4b, clonados en
pRmORG9 y pRmORG65 respectivamente. pPRmeGR4a es autotransmisible y es
capaz de movilizar a pRmeGR4b en trans. La eficiente transferencia de los dos
plasmidos mob hasta cepas de R. meliloti requiere la presencia del plasmido
pRmeGR4a en la cepa donadora, y es significativo el hecho de que ambos
céosmidos se transfieran a frecuencias similares a las de los plasmidos enteros.
Estos resultados demuestran que los cosmidos pRmORG69 y 65 tienen clonados
los origenes de transferencia de los plasmidos pRmeGR4a y pRmeGR4b,
respectivamente. Mas aun, la region movilizadora correspondiente al plasmido
pRmeGR4a ha sido delimitada a un fragmento BamHI-EcoRI de 2,5 kb. Si bien
no se ha podido caracterizar el sitio de corte dentro del oriT, parece probable
que dentro de este fragmento haya regiones de ADN con funciones
relacionadas con la transferencia, a tenor de las homologias encontradas en los

bancos de datos.
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Se han identificado varios césmidos movilizables cuyos insertos
corresponden a ADN pertenecientes al megaplasmido simbiético 1, pero sélo
uno (PRmOR1035) ha sido localizado en el megaplasmido 2. Es presumible
que, por similitud al pSym 1, existan mas regiones mob en el pSym 2 que no
han sido identificadas en este trabajo. La existencia de multiples regiones
movilizables en los pSyms puede estar relacionado con el gran tamaio de estas
moléculas, en concordancia también con las evidencias que indican que los
megaplasmidos de R. meliloti poseen varios origenes de replicacién (Margolin y
Long, 1993). Los pSyms de R. meliloti pueden representar una cointegracion
evolutiva de varios plasmidos que han mantenido algunas o todas sus
funciones rep y tra. En comparaciéon con otros trabajos anteriores, que han
investigado sobre la autotransferencia de los pSyms (Finan et al., 1986;
Pretorius-Guth et al., 1990), en este trabajo se demuestra que la transferencia
de plasmidos mob individuales puede ser hasta 10 veces superior que la

transferencia del plasmido entero.

Aunque las regiones mob identificadas en este trabajo son 30-40 veces
mas pequenas que los pSyms, esto explicaria sbélo parcialmente la diferencia
en las frecuencias de transferencia. Parece, por tanto, que la transferencia del
plasmido completo es ineficiente comparada con las tasas en la iniciacion de la
transferencia. La presencia de varios oriTs puede representar una desventaja
para la transferencia del plasmido entero, ya que la movilizacion del ADN
puede empezar (y terminar) en varios sitios simultineamente. Esto implica
que la transferencia del plasmido completo podria tener lugar como fragmentos
separados y que seria necesaria la reconstruccion del plasmido tras su
transferencia a la célula receptora. Esta posiblidad tiene precedentes, ya que
varios plasmidos tipo R y plasmidos catabélicos forman cointegrados que se
disocian o reasocian tras la transferencia (Hardman y Gowland, 1985). Por otro
lado, se ha demostrado que la existencia de multiples oriTs funcionales en el

mismo plasmido produce la transferencia preferente de versiones de plasmidos
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delecionados, que carecen de la regiones localizadas entre oriTs y que contienen
oriTs hibridos (Rao y Meyer, 1994; Gao et al., 1994; Lanka y Wilkins, 1995).
Puesto que la terminacién de la transferencia en el oriT no es 100% efectiva,
eventualmente se tranfieren copias completas de plasmidos. La presencia de
varios oriTs en los pSym de R. meliloti podria explicar la gran diferencia en la
eficiencia de transferencia del replicon entero (Pretorius-Giith et al., 1990;
Finan et al., 1986) y las de las regiones mob identificadas en este trabajo,
puesto que la existencia de varios oriTs podria conducir a la transferencia
preferente de plasmidos delecionados, que no podrian replicarse en los
receptores a menos que un origen de replicacion y las funciones de
estabilizacién se transfieran conjuntamente. Sin embargo, la existencia de
varios origenes de transferencia podria también estar relacionado con la
promiscuidad del plasmido, permitiendo la transferencia a una mayor
diversidad de posibles especies receptoras. Por ejemplo la movilizacién del
plasmido podria iniciarse preferentemente desde un oriT concreto dependiendo
de las condiciones medioambientales y de los receptores disponibles. Esto
podria incrementar las posibilidades de dispersion plasmidica. Es razonable
que a una bacteria en concreto puedan llegar ADNs de diferentes células
donadoras y que, por tanto, el genoma de dicha bacteria esté compuesto de un
mosaico génico en donde determinadas regiones de ADN son mas parecidas a
regiones de otras especies. Recientemente, Freiberg y colaboradores (1997) han
mostrado que el plasmido pNGR234a de Rhizobium sp. NGR234, que permite
a la bacteria asociarse simbiéticamente con plantas leguminosas, contiene
secuencias mosaico y elementos de insercién que dividen el replicon en grandes
bloques de genes relacionados funcionalmente (oriV-oriT, nif, fix, etc) y cuyas
secuencias se asemejan mas a otra bacterias (Agrobacterium, Bacillus,
Rhizobium, Pseudomonas y Escherichia). En relacién con esto, también se han
descrito los denominados amplicones, que son estructuras genéticas

suceptibles de ser amplificadas y que consisten en fragmentos de ADN
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flanqueados por repeticiones de ADN directas. Un amplicon de estas
caracteristicas ha sido descrito para R. etli (Romero et al., 1995). Estos
amplicones poseen una gran cantidad de secuencias repetidas que por
recombinacién pueden generar grandes reorganizaciones gendmicas,
provocando fenémenos de cointegracion, traslocacion, duplicacién, delecién o
amplificacién de secuencias especificas. Ademas, las amplificaciones en
tandem podrian conferir beneficios a corto plazo a las poblaciones bacterianas,
especialmente bajo condiciones medioambientales que demanden la

sobreexpresién de algunbs genes (Palacios et al., 1997).

Todos los plasmidos mob identificados en este trabajo se movilizaron
eficientemente desde R. meliloti a E. coli. Esta es la primera vez que se
demuestra fisicamente la transferencia de ADN desde R. meliloti a E. coli sin
la asistencia de funciones tra codificadas desde un plasmido heterélogo. Sin
embargo, la eficiencia de transferencia depende claramente del contenido en
plasmidos de la cepa donadora, lo que refleja la complejas interacciones entre
diferentes replicones, que portan fundamentalmente ADN de funciones
desconocidas, hospedados en la misma bacteria. En términos de transferencia
horizontal, estos resultados muestran que los plasmidos de R. melilot:, y
probablemente el cromosoma, son capaces de promover transferencia eficiente
de ADN a especies donde los replicones no pueden ser establemente
mantenidos y que, por tanto, pueden estar sujetos a una transferencia
conjugativa "suicida". El resultado de un ADN asi transferido a un fondo
genético particular puede ser su pérdida, o su incorporaciéon al genoma de la
célula receptora, por recombinacion homologa o por otro tipo de mecanismos
cointegrativos, por ejemplo mediante secuencias de insercién, abundantes en R.
meliloti Mercado-Blanco y Toro, 1996). El resultado es una situacion donde la
oportunidades de intercambio de ADN son mucho mayores que las observadas

previamente.
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1. La transferencia conjugativa del pliasmido pRmeGR4b mediada por
pRmeGR4a ocurre por un mecanismo de movilizacién en trans y a frecuencias

mucho mas elevadas de las descritas previamente.

2. La presencia de amonio en el medio de conjugacién interfiere negativamente,
y de forma muy especifica, con la transferencia conjugativa del plasmido
pRmeGR4a, y por tanto de pRmeGR4b, desde la cepa GR4KL hasta la cepa
GRMS8SR de Rhizobium meliloti. Sin embargo, el amonio no ejerce su efecto

inhibidor cuando el receptor es Agrobacterium tumefaciens GMI9023.

3. La especie mayoritaria aislada de ndédulos de plantas Phaseolus vulgaris
crecidas en un suelo de Granada es Rhizobium etli, una bacteria originaria de
CentroAmeérica. Muy posiblemente, desde su importacion a Espaina hace unos
500 aios, estas bacterias han transferido parte de su material genético a otras

especies de Rhizobium presentes en este suelo.

4. No ha sido posible detectar transferencia de los plasmidos no simbidticos de
Rhizobium meliloti GR4 hasta rizobios nativos de un suelo, ain cuando en el
mismo se ha estimado la presencia de al menos 2’5 x 10° células de rizobios por

gramo de suelo, que podrian actuar como receptores de tales plasmidos.

5. La existencia de mltiples origenes de transferencia conjugativa tanto en el
plasmido simbiético 1 como en el cromosoma de Rhizobium meliloti, indica que
el potencial de transferencia conjugativa de estos replicones es mucho mayor de

lo establecido hasta el momento.
6. Es la primera vez que se demuestra la transferencia conjugativa de ADN

desde Rhizobium meliloti hasta bacterias no pertenecientes a la familia

Rhizobiaceae, sin la ayuda de funciones movilizadoras heterélogas.
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