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GENERALIDADES

La historia del género Rhizobium se remonta a fe
chas tan tempranas como 1888, en que Beijerinck consiguid aislar
una estirpe a partir de los nddulos de una leguminosa. El la llamd

~en un principio Bacterium radicicola, nombre que ha persistido du-~

rante cierto tiempo hasta ser sustituido definitivamente por el de -
Rhizobium, I ; ;

Dos‘aﬁos antes, Hellriegel y Wilfarth habian de-~
mostrado de forrﬁa cohc‘luyente la necesidad de la presencia de umas -
tUmdraciones especiales en las raices de las Ieguminosas para que
éstas pudies¢n sobrevivir en suelos deficientes en nitrégeno. Esta
experien.cia perman'e‘ci‘é como la dnica evidencia de la fijacién del -
" nitrbégeno atmosferlco por las legummosas hasta que las modernas -
’ tecmcas de marcado con element 0s radlactwos han permmdo esta~
blecer defiwitwamente que el sitio de la fuacmn son efectivamente
las tumoracxones de la ralz 6 nodulos . |

Ya en el siglo actual‘, _Ffed Baldwin y Mchy —_
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(1932) establecieron la existencia de ocho grupos principales, den-

tro de los cuales encajaban la mayoria de las estirpes aisladas, de

acuerdo con las especies vegetales sobre las que fuesen capaces -
de originar la formacién de nédulos.

A partir de este momento el nimero de cientifi-
cos dedicados a investigar sobre las especies del género asi como
sobre el proceso de la fijacidén del nitrégeno en los ndédulos no ha
hecho sino crecer constantemente, lo que debe imputarse sin duda
a la importancia cada vez mayor que tiene el citado proceso de la
fijacién biolégica del nitrogeno atmosférico, elemento escaso en for
ma aprovechable por los vegetales y, obviamente, esencial para su
subsistencia.

Una estimacién aproximada del total del nitrdgeno
fijado mediante procesos biolégicos es del orden del millén de tone
ladas métricas por afio, cifra de la que el mayor porcentaje co-
rresponde a la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Este hecho, unido
a la circunstancia de que la practica totalidad del nitrégeno fijado
resulta inmediatamente aprovechable por el hombre a través de la-
leguminosa hospedadora, ha convertido al Rhizobium en objeto de -
atencién primordial para un gran nimero de investigadores.

Sin em bargo, el estudio de la asociacidon Rhizo-
bium-leguminosa plantea muchos problemas, derivados de que en el
establecimiento de la simbiosis intervienen los genomios del micrcor
ganismo y del hospedador vegetal; esto ha llevado a muchos inves-—
tigadores al estudio de otros microorganismos capaces de fijar el

nitrégeno atmosférico en vida libre, como Azotobacter sp., Kleb-

.
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siella sp. y algas verdeazuladas. Un resultado importante de estos
trabajos ha sido el descubrimiento de que el sistema enzimitico im
plicado en la reduccién del N2 a NH3 posee caracteristicas fisico-
quimicas y de funcionamiento practicamente jguales en todos ellos y
similares también a las que posee el que se ha aislado y purificado
a partir de los nédufos, lo cual ha permitido suponer que los meca
nismos basicos de regulacién del proceso de la fijacién encontrados
en los fijadores en vida libre serfan también aplicables a la asocia
cién Rhizobium-leguminosa.

En‘el estudio de la simbiosis cabe distinguir dos
aspectos fundamentales, segin que se considere como objeto de es-
tudio el microorganismo o el hospedador vegetal; pero aunque el -
estudio de este Gltimo presenta un enorme interéds a la hora de com
prender el establecimiento y funcionamiento de la asociacién, cons-
tituyen mayoria las investigaciones realizadas sobre el simbionte.
Los apartados siguientes de ‘este capitulo tratan precisamente de re
visar la informacién mis relevante que sobre las caracteristicas y

actuacién de los Rhizobium ha aparecido en los dltimos afios.
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TAXONOMIA DEL GENERO RHIZOBIUM

La 8% edicién del Manual de Bergey incluye al -

género Rhizobium junto con el Agrobacterium , dentro de la familia

Rhizobiaceae . La diferenciacidn entre estos dos géneros se basa

fundamentalmente en la capacidad que muestran las especies de -
Rhizobium de formar nédulos fijadores de nitrégeno en las raices -
de leguminosas y no utilizar los citratos y la de dar lugar a le-
siones hipertroficas en muy diversos tipos de plantas y utilizar

los citratos en el caso de las especies del género Agrobacterium
Aln aceptando esta separacién, cuestionable como se expondra mas
adelante, la agrupacién en especies de las estirpes pertenecientes
al género Rhizobium no ha sido resuelta hasta el momento satisfa_g
toriamente,

La clasificacion tradicional del género tiene su
origen en los trabajos de Fred, Baldwin y McCoy en 1932, los -
cuales estableci eron como caracter sistemético principal, la éap_g
cidad de infectar y formar nodulos en un nimero restringido de es
pecies vegetales, las cuales componian el '"grupo de inoéulaci 4n"
de una estirpe determinada. De esta forma se 11eg6 al establecié

miento de seis especies : R.leguminosarum , especie tipo que for-

ma nddulos sobre las especies de Vicia, Lens y Pisum ; R.trifo-

lii, sobre especies del género Trifolium ; R,pgxéséoli, sobre algu-

nas especies de Phaseolus ; R.meliloti, sobre especies de Melilo~

tus , Medicago y Trigonella ; R.japonicum, sobre especies del gé-

nero Glycina; y R.lupini, sobre especies de los géneros Lupinus y

”
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Ornithopus ., Las restantes estirpes de Rhizobium no encuadrables
en ninguna de las seis especies Citadas‘ se vienen incluyendo en -
una especie de cajén de sastre que se conoce con el nombre de -
grupo "cowpea'. |
Ahora bien, lo que confiere un alto grado de aka
toriedad a esta clasificacién es que las estirpes incluidas en cada
una de las especies citadas podrian haberse clasificado como per-
tenecientes a otras especies, ya que muchas de ellas son capaces
de infectar y formar nédulos sobre leguminosas distintas de las que
componen su grupo de inoculacién. El caso extremo en este sentido
lo constituye un aislamiento de 85 estirpes a partir de distintas le
guminosas en Australia, de los que sdlo 3 podian incluirse en las
especies tradicionales, siendo las otras capaces de infectar a hos-
pedadores de hasta 4 grupos de inoculacién distintos (Dixon, 1968).
La alarmante frecuencia con que los investigado-
res encontraban incongruencias de este tipo obligé muy pronto a -
un replanteamiento de las bases taxondmicas y as{ Norris (1965 J,
inicié una serie de estudios que le llevaron a diferenciar dos gru-
pos dentro del género:
a) Estirpes de crecimiento rapido, con tiempos de generacién de -
2 a 4 horas en medios con manitol y extracto de levadura y con =

2 - 6 flagelos peritricos.

'b) Estirpes que crecen lentamente en dichos medios, con tiempos &

generacién de 6 a 8 horas y con un flagelo de insercién polar o -

subpolar,
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La 82 edicién del Manual de Bergey ha recogido

esta agrupacién de los Rhizobium incluyendo en el primero los -

R.leguminosarum, R.phaseoli, R.trifolii y R.meliloti y en el segun

do los R.japonicum y R.lupini. Dado que al grupo "cowpea" no se

le concede categoria de especie, no estd recogido en la citada eq_i
cién alin cuando puede encuadrarse con el segundé grupo. Dentro -
de cada grupo, no obstante, la diferenciacion éntre especies sigue
efectuandose atendiendo a los grupos de inoculacién clisicos ya ci-
tados.

Graham (1964 y 1976) aplicé los principios de la
taxonomia numerica a un elevado nimero de estirpes pertenecientes

a los géneros Rhizobium y Agrobacterium, comprobando un total de

100 caracteres distintos . Las conclusiones a las que llegd este au-
tor fueron sorprendentes:

1) Las estirpes incluidas en las especies clasicas, R .leguminosarum

R.trifolii y R .phaseoli, deberian ser integrada,s en una sola, R.le-
g uminosaru; .
2) Las estirpes de crecimiento rapido, especialmente R.meliloti, se

encuentran muy proximas a Agrobacterium sp.

3) Las estirpes de crecimiento lento se apartan mucho, tanto de —-

las de crecimiento rapido como de Agrobacterium sp., por lo que -

deberfan formar un género aparte, para el que propuso el nombre
- de Phytomyxa que es, por otra parte, el nombre més’antiguo del -
actual género Rhizobium (Schroeter-1886). |

't Mannetje (1967), aplicando nuevastécnicas de

procesamiento a los datos que obtuviera Graham concluybé que si -
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bien Agrobacterium sp. se encontraba muy préximo a las estirpes .

de Rhizobium de rapido crecimiento, no existian atn evidencias su
ficientes para agrupar a ambas en un mismo género, Finalmente,
Moffet y Colwell (1968), siguiendo también el método adansoniano —

afirmaron que R.meliloti deberfa continuar como una especie (nica

Y que Agrobacterium sp. deberia incluirse en el género Rhizobium,

mientras que R.leguminosarum incluir{a, tal como propuso Graham,

todo el conjunto de estirpes designadas como R.trifolii, R .phaseoli

y R.leguminosarum. Del mismo modo, las estirpes de crecimiento

lento debian incluirse segin estos autores en un género aparte.
Otros autores que han investigado el contenido -
en Citosina mas Guanina y el grado de homologia de los ADNs de

estirpes de Rhizobium y Agrobacterium , han llegado a las mismas

conclusiones antes citadas (Lange, 1961 y 1966; De Ley y Rassel,
1965; De Ley et al., 1966 y Heberlein et al., 1967).

Asi pues, todos los datos obtenidos indican la ne
cesidad de una reorganizacién dentro, no sdlo ya del género E}_‘l:

zobium » sino también a nivel de la familia Rhizobiaceae .

Sin embargo, existen todavia una serie de datos
que dificilmente encajan tanto en la clasificacién tradicional, como
en la nueva. Asi, R.phaseoli es un buen exponente de lo que Norris

llamd especies "puente", en base a que algunas de las estirpes son

capaces de infectar a Macroptillium lathyroides y Macroptillium —~

atropurpureum, que deberian ser susceptibles (nicamente a la infec

cidén por estirpes incluidas en el grupo "cowpea". Simultineamente,

algunas estirpes de este Gltimo grupo son capaces de infectar a -
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Phaseolus vulgaris. Desde el punto de vista del hospedador vege—
tal también existen especies puente, ya que las estirpes que nodu-

lan a Lotus corniculatus son de crecimiento rapido, mientras que -

las que se aislan de Lotus uliginosus y Lotus pedunculatus perte—

necen sin duda al grupo 'cowpea' (Vincent,1977). Curiosamente, -

algunas de las estirpes aisladas de Lupinus densiflorus, son de —

crecimiento rapido y, al mismo tiempo, poseen flagelos subpolares,
lo cual podria interpretarse en el sentido evolucionista, conside—
rando a las citadas estirpes como eslabones entre las de creci—
miento rapido y lento, o meramente como una complicacién mas en
el ya intrincado asunto de la taxonomia de Rhizobium, Finalmente,
hay que mencionar la estirpe aislada de la legu‘minosa tropical Lo-

tononis bainesii, verdadera ''rara avis' dentro del gémero Rhizo—

bium, ya que se encuentra muy lejos del restb de las estirpes en
lo que se refiere al contenido en G+C de su ADN y en su consti-
tucién antigénica (Vincent, 1977).

En cuanto a las investigaciones que podrian
aportar nuevos puntos de vista, cabe mencionar el estudio de los
antigenos intracelulares. Los estudios realizados hasta el momen-
to llevan a las mismas conclusiones generales que se han expues-—

to mas atrds, con la nota adicional de que las estirpes aisladas -

de Lotus corniculatus, Leucaena leucocephala, Cicer sp. y Lupinus
densiflorus, ain siendo de crecimiento rapido, ocupan una posicin

intermedia entre el grupo formado por R.trifolii—R.leguminosarum-

R.phaseoli y las estirpes de crecimiyento lento.

Otra técnica que se ha empleado on dgn éxi
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to, se basa en comprobar la capacidad de las estirpes de Rhizbbium
para provocar la incurvacién ("curling") de los pelos radicdles de
un grupo suficientemente alto de leguminosas, tomando los resulta-
dos que se obtengan como indicacién segura de las afinidades de -~
las estirpes consideradas por un grupo de inoculacién determinado

Por dltimo, aunque se conocen desde muy antiguo
su existencia y propiedades generdles, los fagos especificos no son
por el momento de wtilidad ‘en la caracterizacién de especies, dado
que algunos de ellos son capaces de atacar a estirpes incluidas en
espe‘cies diferentes, tanto de crecimiento lento como rapido, lo que
no es obstaculo para que sean, al igual que los antigenos de super
ficie, muy importantes en la caracterizacién de razas determinadas
(Staniewski et al., 1962 y Staniewski, 1970),

Como resﬁmen de todo lo que se ha expuesto hay
que concluir que la 'situacidn actual en cuanto a designacién de las
estirpes de Rhizobium no puede ser més confusa, pues si bien al-
gunos autores han adoptado los criterios de la nueva ordenaci én -
taxondmica, otros, bastante numerosos, siguiendo la fuerza de la
costumbre, se atienen a la clasificacién tradicional y, finalmente,
un tercer grupo de autores han decidido hacer abstraccién de cual
quier ordenacién taxondmica, denominando las estirpes manipula--
das por ellos como Rhizobium sp. aislado de tal o cual hospedador;
uso éste que es parlicularmente frecuente en el caso de las estir-

pes del grupo '"cowpza'.
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ECOLOGIA. CARACTERES ESENCIALES DE LA SIMBIOSIS

La propiedad que ha convertido a los Rhizobium en
el objeto de estudio de muchos microbidlogos, es su capacidad pa-
ra establecer una asociacién simbidtica con las leguminosas, duran
te la cual es capaz de fijar el nitrégeno atmosférico y reducirlo a
i6bn amonio, que es utilizado por la planta hospedadora.

Se han propuesto varios esquemas que tratan de -
integrar o resumir los eventos fundamentales que conducen al esta
blecimiento de una simbiosis ‘Rhikzobi um-leguminosa efectiva a la ho
ra de fijar nitrégeno (Nutman, 1965; Broughton, 1978), con varian
tes o matizaciones segln la experiencia propia de cada autor Qli-
vares, 1977 ; Nutman, 1977). Las diferencias entre los distintos
esquemas atafen a la cronologia de ciertos acontecimientos asi co-
mo a las consecuencias derivadas de ellos. Ultimamente, Nuti et g_l,_.
(1980) basandose en los datos aportadoe por los distintos autores -

resume el proceso en las doce etapas siguientes:

ETAFA ABREVIATURA SIGNIFICADO

I.-Multiplicacién de

Rhizobium en la ri-

ZOSFera. vuueeeine... «..RoCivvveveniiinen.. Colonizacidn de la raz
(""Root colonization')

IT.-Unién de las bac

terias a las células

corticales,....... seese ROBevvvsvessenern.. Adherencia a la raiz
("Root adhesion')
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11T.-Presencia del
acido nucl eico bac-
teriano en las célu”
las del cértex de-
la leguminosa

I1V.~Ramificacién de

los pelos radicales...,.Hab...

wd

V.-Incurvacién de
los pelos radicales...,.

V1.-Formacidén del
canal de infeccion......
VII.-Desarrollo -

del meristemo de

la planta...oevvvnn.n..
VII1,-Liberacién -
intracelular de las
bacterias del canal

de infeccién ..........
I1X.~Desarrollo de

los bacteroides........

X.-Reduccién del -
Nitrégeno. atmosférico. ..

- XI.-Funciones bio-
quimicas y fisioldgi
~cas complementarias....

X11.-Permanencia de
las funciones nodulares.. Npf

| Bar..

LY

ooooooooooooo

----------
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Presencia del &cido nu-
cleico (""Nucleic acid -
presence')

. Ramificacion del pelo -

("Hair branching')

Incurvacién del pelo -
("Hair curling')

. Infeccién ("Infection™)

Iniciacién del nddulo
("Nodule initiation')

. Liberacién de las bacte

rias ('"Bacterial release")

. Desarrollo del bacteroi

des ("Bacteroid
developpment')

. Fijacién ('Fixation')

Funciones complemen-
tarias ("'Complementary
functions'’)

. Permanencia del nddulo

("Permanence of nodule
functions')



1: Antes se la conocia como etapa Nop, pero se prefiere utilizar
Npf para evitar confusiones con Nopalina, sustancia a la que son

resistentes las estirpes de Agrobacterium tumefaciens, que poseen

el plasmido Ti (Nuti, et al,1980).

En el conjunto de las etapas citadaé g§e reconocen
las tres caracteristicas que tradicionalmente se han atribuido a las
estirpes de Rhizobium capaces de estableceryla asociacién simbio-~
tica: Especificidad (Esp) o capacidad de una éstirpe para recono-
cer a un limitado nimero de hospedadores; Infectividad (Inf) o ca-
pacidad de la estirpe en cuestion para penetrar en la raiz y formar
el nodulo; y Efectividad (Eff) o capacidad de la estirpe para dife-
renciarse hasta la forma bactercide y fijar el nitrégeno atmosférico
dentro del ndédulo. Sin embargo, no puede establecerse una corres-
pondencia concreta entre cada una de estas prbpiedades clasicas y
las etapas que propone Nuti, debido a que es dificil precisar si,
por ejemplo, las etapas Noi y Bar son consecuencia de la Infectivi
dad o por el contrario de la Efectividad de una estirpe,o si la e-
tapa Roc estd relacionada o no con la Especificidad.

| Por lo demas, habria que indicar que alguna de -
las estapas propuestas por Nuti,' ,sbn bastante discuytibles, comc es
el caso de la etapa Nap, ya que de momento no se ha conseguido
evidencia segura sobre su existencia.
En los apartados siguientes, que tratan de revi-
sar la informacién concerniente al proceso completo que conduce al
establecimiento de la simbiosis, se ha procurado seguir el esquema

citado anteriormente, aunque en algunos casos se han estudiado ——
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juntas varias etapas con objeto de no alargar excesivamente este -

capitulo de Introduccién,

Multiplicacién en la rizosfera y colonizacién de la raiz (etapa Roc),

EL habitat natural de los Rhizobium es el suelo,
y mads concretamente la rizosfera de plantas leguminosas y no legu--
minosas. El término rizosfera no ha sido definido con precisién,
ya que suele considerarse como tal,bien el cilindro de suelo que -
rodea a la raiz hasta‘ uha distancia de 15-20mms, (Dommerges, 1970),
o bien solo la capa de material mucilaginoso, colonizada por micro
organismos que rodea a las rafces y los pelos radicales (Dart, 1977).
Sea cualquiera la definicién que se tome, el hecho
cierto, conocido desde hace tiempo , es que los exudados radicales
de las leguminosas ejercen un efecto estimulante sobre las pobla-
ciones de Rhizobium del suelo de manera que en la rizosfera de
estas plantas se e;;cuentra una alta proporcidén de Rhizobium . Es-
te efecto puede considerarse que es selectivo, puesto que las po-
blaciones de Rhizobium resultan seleccionadas con respecto a las
de otras especies, e incluso se ha comprobado que pueden resultar
particularmente favorecidas las estirpes homéblogas, esto es especi
ficas e infectivas para‘ una leguminosas determinada (Tuzimura -
et al.,1966). Hay que hacer notaf, sin embargo, que al lado de es
pecies de leguminosas cuya rizosfera es altamente beneficiosa para
Rhizobium sp., existen otras que no lo son en absoluto, quizd co-

mo consecuencia de la excrecién de alguna sustancia inhibidora -
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(Currier y Strobel, 1976; Macgregor y Alexander, 1972).

No ha podido establecerse hasta el momento qué -
sustancia o sustancias son las responsables de la estimulacién -
antes citada., Las necesidades de carbohidratos de las especies del
género, varian ampliamente incluso a nivel de estirpe (Vincent
1977) y de otro lado, la composicién de los exudados es sumamente
variable cuali y cuantitativamente, en funcién de una serie de fac-
tores, como el tipo de suelo o la poblacién microbiana de éste, -
alterdndose asimismo en los ensayos de laboratorio, tras la inocu -
lacién y aparicién del primer nddulo (Rao e Iswaran, 1976). De -
cualquier forma, y tenindo en cuenta las necesidades de biotina y
tiamina de muchas estirpes de Rhizobjium, es posible atribuir a es-
tas vitaminas, que estan presentes en los exudados radicales, par-

te del efecto estimulante de estos ultimos (Vincent, 1977).

Unidén de Rhizobjium a la raiz (etapa Roa). Las lectinas como base

de la Especificidad

La Especificidad no ha sido considerada por to-
dos los autores como una caracteristica simbibtica distinta, sino
que en muchos casos se ha preferido incluirla dentro de la Infec-
tividad. Este punto de vista puede considerarse como superado ac-
tualmente, gracias a que, aparte de los trabajos de Higashi (1967),
se ha conseguido recientemente la transferencia del cardcter Es~
pecificidad mediante experiencias de transformacidén, desde R, tri-

folii a Azotobacter vinelandii (Bishop et al.,1977), asi como poner

de manifiesto por Prakash et al.(1979) la localizacién de los we-
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nes Especificidad en un ADN extracromosémico de R.leguminosarum .

Si bien las evidencias genéticas no ofrecen ningu-
na duda, las sustancias implicadas en el reconocimiento, por parte
de Rhizobium vy la legﬁminosa especifica, son objeto desde hace ya
algunos afios de controversia. Por lo que se refiere a la planta,-
las evidencias parecen indicar que son las lectinas las responsables
de la unién de la estirpe homébloga a las células epidérmicas de la
raiz.

Las lectinas constituyen un grupo de gluco proteinas
muy amplio y mal conocido que ya hace mucho tiempo fueron propues
tas como base de la especificidad en la interaccién Rhizobium-legu-
minosa (Simon, 1914, citado por Broughton, 1978). Su peso molecu-
lar varia desde 60.000a 140,000 daltons y pueden llegar a conte-
ner hasta un 22% de polisacaridos en su molécula., Invariablemen-
te se trata de tetrdmeros con subunidades iguales entre si o agru
padas de"dos en dos, aunque otras evidencias apuntan hacia la exis-
tencia de lectinas con todas las subunidades diferentes entre si.
Hasta hace pocos afios la unica técnica aprovechable para su detec-
cidn consistia en comprobar su capacidad hemo o leucoaglutinante,
lo cual presuponia de hecho la existencia de al menos dos sitios
activos de unidn/tetramero. El empleo de las técnicas de marcado
con fluoresceina ha puesto de manifiesto la existencia de {lectinas -
que son capaces de unirse a las células de Rhizobium , pero no de
aglutinarlas, es decir, tales moléculas poséq:rfan un solo sitio eac-—
tivo o bien dos sitios, pero no funcionales €1 la aglutinacién a -

causa de impedimentos estéricos intramoleculares.
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Se ha especulado bastante acerca de la misién de
las lectinas en la fisiologia de las leguminosas, desde atriburles
un papel semejante al de los én;icuerpos, frente a  bacterias y
enzimas fingicos, hasta la que nos ocupa de ser la base de la
Especificidad. En cualquier forma, es seguro que las distintas es-
pecies de leguminosas producen lectinas tambien diferentes y que -
una misma planta posee en la mayoria de los casos, un conjunto de
isolectinas, que se producen en sitios y tiempos diferentes duran-
te su desarrollo, lo cual constituye una evidencia indirecta de su
importancia en la fisiologia del vegetal (Brbughton, 1978).

Las primeras evidencias seguras de la interaccién
lectinas~Rhizobium fueron obtenidas por Sahlman y Fahraeus (19%63)
y posteriormente, por Hamblin y Kent (1973), quienes demostraron
que en una mezcla de hematies y R.phaseoli se producia la aglu-

tinacion al afiadir lectinas obtenidas de semillas de Phaseolus vul-

garis. Seguidamente Boohlool y Schmidt (1974) pusieron de mani-
fiesto que hasta el 90% de las estirpes de R .japonicum reacciona-

ban especificamente con lectinas obtenidas de Glycina maxima, mar

cadas previamente con fluoresceina, observandose que las lectinas
se unian sobre todo a los polos de los bacilos.

Por otra parte, Boochlool y Schmidt (1976), y
Dazzo et al (1976), entre otros, mostraron que los bacilos de va-
rias especies de Rhizobium se unian polarmente a las raices de —
sus hospedadores especificos, al tiempo que los anticuerpos anti
Rhizobium marcados con fluoresceina se unian también a los polos

de los bacilos; finalmente, Reporter et al., (1975) y Kauss y Bowles
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(1976) demostraron que los Rhizobium se unen precisamente a —-
aquellas zonas de la raiz de su hospedador enk las que las lectinas
s mas abundantes,

Todas estas evidencias parecen poner de
manifiesto que las lectinas son las responsables de la unidn de -
Rhizobium a la raiz, ahora bien, no siempre ha sido posible dé«—
mostrar que la unién Rhizobium-lectina sea especifica (Chen y
Phillips, 1976; Law y Strijdom, 1977) lo que ha sido explicado -
por Broughton (1978) como debido a fallos técnicos, o bien a que
las lectinas utilizadas en estos ensayos, obtenid'as, normalmente de
las semillas de la leguminosa, no son las mismas que se encuen-
tran en la raiz, que serian, verdaderamente, las efectoras de la
de interaccién con las estructuras superficiales de las células de
Rhizobium sp..

En cuanto a la naturaleza de estas es-
tructuras superficiales de Rhizobium, no se sabe practicamente na
da, si bien Broughton (1978) propone que se trata del lipolisacari-
do (antigeno 0 ). En este sentido, la evidencia mas segura la apor .
taron Wolpert y Albersheim (1976), demostrando que el antigeno 0
de R.trifolii reaccionaba especificamente con las lectinas obteni-
das de Trifolium sp..

Pese a todo lo que se ha expuesto, la
falta de resultados positivos obtenida por Chen y Phillips (1976) y
Law y Strijdom (1977) y mas recientemente por Hombrecher y Brewin
(1979) acerca de la especificidad de la unién Rhizobium-lectinas, -

asi como el .desconocimiento casi absoluto del sitio de unidén en la
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superficie de la bacteria, impiden de momento el asegurar definiti
vamente que las lectinas sean la base estructural de la especifici-
dad. Es, pues,necesario, de acuerdo con Broughton (1978), pro-

fundizar en el estudio de las lectinas, particularmente de las que
se encuentran en las raices, y simultaneamente, en el de los re-
ceptores de la superficie de Rhizobium, los cuales, como ha mos
trado recientemente el trabajo de Dazzo et al.(1979), podrian -

estar presentes sdlo durante ciertas fases del crecimiento bacte-

{iano.

La incurvacion de los pelos radicales (etapas Hab y Hac).

Los pelos radicales son células epidérmicas —-
iransformadas que constituyen la via de entrada mas general para
{os Rhizobium; como excepciones pueden citarse lpos casos de las

leguminosas Neptunia oleracea, que por desarrollarse en un hébi-

tat acudtico no posee pelos radicales, y Arachis hypogaea, en la

que la infeccidn tizne lugar en células epidérmicas no transforma-
das, cercanas al punto de unién de una raiz secundaria (Dart, 1977).
En plantulas cultivadas en condicignes axénicas,
tes pelos radicales {c;"‘recen rectos, presentando al microscopio un
aspecto mucoso, evidéncia’ndose bajo este material una cobertura a
iase de fibrillas de celulosa que forman una red bastante regular
excepto en el aj'ce, donde se observa una disposicién irregular -
que deja entre s espacios no cubiertos. La inoculacién de las

plantulas con u" cultivo de una estirpe de Rhizobium homdloga -
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provoca la aparicion de una serie de efectos sobre el crecimiento
de los pelos que traen.como consecuencia la incurvacién sobre un
punto, a cierta distancia del apice del eje mayor del pelo (curling'.

Segin Broughton (1978),. dentro del fendmeno -
general se distinguen efectos moderados, como la incurvacién de
los pelos en un angulo menor de 360% y en otros casos, ramifica-
cidén de dichos pelos, y acentuados, consistentes en el giro o incur
vacién en 4ngulo igual o supérior a 360°. De acuerdo con este
autor, la inoculacién de plantulas de una leguminosa determinada -
con estirpes no homélogas o bien con filtrados libres de células o
con preparaciones de exopolisacadridos de estirpes homblogas provo
caria la aparicién de los efectos moderados, mientras que los efec~
tos acentuados solo se darian al inocular el cultivo completo de la
estirpe homéloga.

No se conocen realmente la o las sustancias -
efectoras de los fendmenos moderados y acentuados, ya que todos
los resultados obtenidos hasta el momento son bastante confusos.
Ljunggren (1969) encontrd una sustancia termosensible en los fil-
trados libres de células de estirpes de R.trifolii que se convertia
en termoestable al afiadir estos filtrados a plantulas de Trifolium
repens y que ademds se unia a la raiz, de la que podia eluirse
mediante soluciones de acido acético 0.2 N o urea 6 M (Sglheim
y Raa, 1973). Por otra parte, Hubbell (1970) encontré en prepara
ciones crudas de eﬁ(bpolisacéridos de estirpes de R.trifolii wuna
sustancia termosensible y no dializable. Finalmente, Yao y Vincent
(citados por Dart, 1977), atribuyen los efectos moderados a una -

sustancia termoestable y dializable, presente en los filtrados libres
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de células que se afecta por los tratamientos con nucleasas, perio
dato y, sobre todo, tripsina, mientras que los efectos acentuados

se producirian por la accién de una sustancia presente en la super
ficie de las células de Rhizobium, o, alternativamente, por una -
sustancia que necesitaria de algin cofactor presente en dicha su-
perficie.

De acuerdo con estos hechos, las sustancias -
responsables de los efectos moderados serian varias y de natura-
leza quimica distinta; proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos;
peroc no es posible decidir de momento nada acerca de los efectores

de la incurvacidn acentuada.

Entrada en el pelo radical vy formacién del canal de infeccién

(etapa Inf)

La entrada en el pelo radical de las células de
Rhizobium puede revestir dos formas. En una de ellas, todo pare-
ce indicar que se trata de un accidente y consiste‘en la invasién
del pelo por unas formas pequefias, cocobacilos, normalmente flage
lados, invasién que se produce probablemente a través de ios -
espacios que dejan entre si las fibriillas de celulosa en el afice -
del citado pelo radical. La segunda forma de invasién comprende -
de formacién de una estructura especializada, el canal o corddén -
de infeccién, que contiene a los bacilos que son de esta forma -
"guiados" al interior de la raiz.

En la infeccién cale distinguir dos aspecios dis
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tintos del mismo problema: 1) la entrada propiamente dicha, y

2) la aparicién en el medio de una serie de sustancias de carac-
ter enzimatico y hormonal que serfan las responsables de las al-
teraciones que, como consecuencia de la iniciacién y progr‘esién
del canal de infeccién, sufre la pared del pelo radical.

El mecanismo de entrada se ha discutido con -
gran calor en los Gltimos afios sin que se haya 11egado a ninguna
conclusidn definitiva. Es un hecho comprobado mediante técnicas -
serolgicas que las poblaciones bacterianas aisladas de un solo -
nédulo son en la mayorfa de los casos muy homogéneas, es decir,
se trata de estirpes puras y, en consecuencia, es légico pensar que
procedan de una sola célula, pero también se dan casos de pobla-
ciones mezcladas en un solo.nédulo, lo cual induciria a pensar -
que penetraron mas de un bacilo (Labendra y Vincent, 1975). |

La explicacién de ambos hechos debe residir for
zosamente en el mecanismo de entrada, por lo que Dart (1977) ha
propuesto la formacién de un poro de corta duracién que permitiria
la penetracién de un solo bacilo, mientras que Nutman (1965) mantie
ne que la pared del pelo se invaginaria en el punto de entrada, al
tiempo que se produce la incurvacién alrededor de este punto, por
lo que no seria improbable el que quedaéen englobados més de un
bacilo, que de llegar a formarse el nédulo, originarian una pobla-
cién mezclada.

Cualciuiera que sea el mecanismo concreto por
el que se produce la entrada, lo cierto es que el bacilo llega a -

encontrarse en el interior del pelo, lo cual lleva implicito el con-
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curso de sustancias de cardcter enzimatico y hormonal que permi~
tan la relajacién de la estructura de la pared del pelo y el cambio
en la direccién del crecimiento de dicha pared (Napoli y Hubbell,
1975.

En cuanto a las enzimas implicadas en el proce-
s0, serian de cardcter pectinolitico y han sido detectadas en los -
ultimos afios en la mayoria de los ensayos de interaccién Rhizobium-
leguminosa por numerosos autores; uno de ellos, (Darbyshire,1966)

encontrd que el pretratamiento de las raices de Trifolium glomera-

tum con enzimas pectinoliticos aumentaba el nimero de puntos de
infeccién aunque no el nimero de nédulos formados.

De otra parte, ya en 1959 Ljunggren y Fahraeus
habian propuesto que Rhizobium sp., y més concretamente, los -
exopolisacaridos de las estirpes infectivas inducirian la produccién
por parte de la raiz de la leguminosa homéloga de enzimas del tipo
de la poligalacturonasa, que seria la responsable de la relajacién
de la pared del pelo, de forma que el bacilo pudiese penetrar enél.

Posteriormente, Palomares (1975 demostrd que
los exopolisacdridos de estirpes infectivas de R.meliloti eran capa~
ces de inducir la produccién de la citada poligalacturonasa, cuando

se los afladia a plantulas de Medicago sativa y que la produccidn de

un polisacarido especialmente activo en la induccién era debida a la
presencia de un plasmido (Olivares et al, 1977; Palomares et al,
1978a y b). No obstante, la pérdida del plasmido no ocasionabav la
pérdida de la infectividad, si bien ésta resultaba afectada cuantita-

tivamente (Qlivares et al, 1980) .
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Otros autores, sin embargo, no hah podido en-
contrar diferencias significétivas en la produccién de enzimas pec-
tinoliticos por las leguminosas inoculadas con estirpes de Rhizobium
especificas o no e infectivas o no, para dichas leguminosas (Lillich
y Elkan, 1968; Solheim y Raa, 1971; Bonish, 1973), lo que ha lle-
vado a considerar actualmente el que la produccién de enzimas pue
de explicarse, a pesar de los resultados de Palomares, como debi-
da a la actividad de la leguminosa en distintas etapas de su de‘sarrg
llo y no a una acdé especifica de las estirpes de Rhizobium (Dart,
1977).

En lo que se refiere a las sustancias de carac
ter hormonal estd perfectamente demostrado que las distintas estir
pes de Rhizobium sp. producen cantidades notables de distintas au-
xinas vegetales, como loé acidos indol acético e indol carboxilico
(AIA y AIC, respectivamente), citoquininas y giberelinas (Sanchez
Calle et al,,1978). Los ens.ayos efectuados con estas sustancias por
un buen nimero de autores (ver referencias en Dart, 1977) ponen
de manifiesto que su actividad, en el sentido de favorecer © per-
judicar la infeccién y el nimero de nédulos formados, depende de
la concentracién a la que actien, no obstante lo cual, se admite
que deben jugar un papel importante, tanto en la iniciacién y pro-
gresién del canal de infeccidn como en los efectos sobre los teji-
dos vegetales que dicho canal atraviesa (Hubbell et al, 1978),

Asi pues, y al igual que ocurrfa con el mecénig
mo de la entrada de Rhizobium en el pelo radical, no puede con-

cretarse acerca de los efectores de caracter enzimatico y hormonal
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que posibilitan la formacién del canal de infeccién, el cual en los
primeros momentos de su desarrollo sblo es aparente como un pun
to hialino y brillante cerca del que se sitia el nicleo de la célu-
la vegetal, al tiempo que la zona que lo rodea se caracteriza por
una mayor opacidad y la aparicién de depdsitos de callosa. (Dart,
1977).

Conforme progresa, el canal de infeccién apare
rece como una estructura groseramente cilindrica, con una pared
de composicién idéntica a la del pelo, en cuyo interipr se dividen
activamente los bacilos que se hallan dispuestos longitudinalmente
y en una sola fila, inmersos en ‘una matriz mucilaginosa o ''zooglea'.
El extremo del canal es, al igual que el extremo del pelo radical,
una zona mas plastica que debe permitir el crecimiento, como se -
ha dicho antes, gracias a la accién de las auxinas producidas por
el Rhizobium y a enzimas producidas por el hospedador vegetal.

En su recorrido atraviesa, o puede atravesar, varias células, lle-
gando al cértex interno, en donde se ramifica, siendo caracteristi-
co el que se encuentre acompafiado o guiado por el niicleo de las

células invadidas y rodeado por la membrana citoplasmatica de éstas

(Dart, 1977).

Efectos sobre los tejidos vegetales. Liberacidén de los bacilos del

canal de infeccidn, e iniciacidén del nédulo. (Etapas Noi y Bar).

El canal de infeccién sigue una linea de creci-

miento basicamente recta, por lo que se ha sugerido que la progre
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sién se harfa en funcién del gradiente de concentracién de una -

sustancia hormonal liberada desde el centro de la raiz hacia las

zonas externas. No se ha podido demostrar esta hipdtesis pero si

resulta obvio el que los efectos observados sobre la ploidia de las
células de los tejidos nodulares y de aquellos que atraviesa el ca-
nal, deben ser el resultado de la actividad de sustancias de carac
ter hormonal.

Estos efectos se traducen concretamente en el
aumento de tamafio de las células por las que atraviesa el canal,
y en la divisidén de las células adyacentes, detectdndose actividad
meristemética incipiente, con sfntes?s de material citoplasmatico -
y divisién celular, en la zona del cértex por la que entrd el ca-
nal de infeccién . Precisamente esta zona es la que dara origen

al nédulo, al menos en la generalidad de los casos, ya que en las

leguminosas Arachis hypogaea y Aeschynomene indica, el desarro-
llo nodular se realiza a partir de las células del periciclo, sien-
do asi equivalentes a una raiz secundaria (Dart, 1977).

En lo que se refiere a las células en las que
se va a liberar e' contenido del canal de infeccién, el punto de -
vista ma’s antiguo mantiene que este evento tendria lugar en las -
células del cértex con niveles cromosomicos 4c (disomaticas); -
actualmente, en cambio, se admite con igual probabilidad que las

auxinas producidas jor Rhizobium en el canal de infeccidén inducirian
" S ————

la reduplicacién de! material cromosémico, no seguida de citoqui -

nesis, de algunas le las células préximas y que tales células 4c

serian las recipi:ndarias de los bacilos contenidos en el citado ca
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nal (Libbenga y Torrey, 1973). De cualquier modo, la rotura del
canal debe ocurrir gracias a la actuacién de enzimas que serfan
producidas tanto por Rhizobium como por la célula vegetal (Hubbell
et al, 1978; Verma et al, 1978), tras lo que serfan liberados en
el citoplasma de la célula vegetal "paquetes" de bacilos envueltos
en la matriz, y rodeados finalmente por la membrana de la célula
hospedadora, individual o colectivamente, dependigndo de gque se
trate de estirpes de crecimiento rapido o lento.

La liberacién de los bacilos en la célula vege-
tal coincide con el aumento de la actividad meristemética de las -
células circundantes, evento que supone el inicio del desarrollo del
nédulo. Dependiendo de la forma final de éste, el tejido meristema
tico se dispone principalmente en posicién épical (nédulos alarga-
dos o cilindricos) originando nuevas capas de células hacia la zo-
na central del nddulo, o bien rodea a esta zona a modo de "cam-

bium" para dar lugar a ndédulos de aspecto redondeado; (Dart, 1977).

Desarrollo de los bacterioides (etapa Bad). Aspectos funcionales

del nddulo

Los bacilos liberados del canal de infeccién in-
vaden rapidamente el citoplasma de la célula hospedadora, inician-
- do simultaneamente la diferenciacién a la forma bacteroide. Estg
proceso supone alteraciones que afectan a la forma y tamafio ce-
lulares, de un lado, y a la composicién bioquimica , de otro; en

lo que se refiere a la forma y el tamafio los cambios mas notables
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tienen lugar en las estirpes de crecimiento rapido, en las que se
observa una fuerte reducci:én en el espesor de la pared celular,

~lo que posibilita la adopcién de formas extrafias, en T, Y, maza,etc,
al tiempo que el tamafio aumenta, alcanzéndose a veces un volumen
20 veces mayor que el ‘de los bacilos vegetativos. En el caso de

las estirpes de crecimiento lento, las alteraciones no son tan evi-
dentes, ya que se conserva en general la forma bacilar, al tiempo
que el tamafio no suele superar cuatro o cinco veces el de las cé-—
lulas vegetativas (Dart, 1977,

Los cambios a nivel bioquimico son, evn princi-
pio mas interesantes desde el punto de vista funcional. Los bacilos
normales en el canal de infeccién muestran grinulos de poli-g-hi
droxi -butirico (PHBA), que pueden perderse durante la diferen-
ciacién a bacteroide y ser systituidos por actimulos de polifosfatos,
aunque en otros casos, los bacteroides muestran granulos de PHBA
mas abundantes si cabe que en los bacilos vegetativos, lo que su-
giere una posible funcién de reservorio energético (Wong y Evans,
1971).,

El nuclecide aparece disperso en el bacteroide,
habiéndose descrito pérdidas en el material genético que podrian
explicar la falta de viabilidad de los bacteroides en los medios de
cultivo ordinarios (Bergersen; 1977); no obstante, otros autores
mantienen que los bacteroides de diversas estirpes de R_hizobium,
de crecimiento lento y rapido, tendrian una viabilidad de hasta -
el 90% (Tsien et al,1977). 7

Otros cambios bioquimicos, destacables por- su

probable repercusién en el proceso de la fijacién, se han detectado
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en las cadenas transportadoras de electrones, habiéndose déscrito
la pérdida en los bacteroides, de los citocromos a, a3,oyla~
hemoglobina de Rhizobium , y la aparicién de los citocromos €552,
p450 y p420 (Appleby, 1969).

Del mismo modo, parece seguro que se altera
la composicion en coenzimas del tipo de las flavinas, segin el re
sultado de los trabajos de Pankhurst et al. (1972) , habiéndose -
demostrado posteriormente que el contenido en Riboflavina, FMN
(flavin-mononucleédtido) y FAD (flavin-adenin-dinucleétido) de los
bacteroides es mucho mayor que el de los bacilos vegetativos
(Pankhurst et al., 1974).

Pero los cambios mas interesantes son, sin du-
da, la aparicion del complejo enzimatico nitrogenasa (NAS), cuya
presencia se detecta bastante tempranamente en el proceso de di-
ferenciacién a la forma bacteroide, y la de la leghemoglobina, no
relacionada en absoluto con la hemoglobina presente en el bacilo
vegetativo (Dixon, 1968); por el contrario, la leghemoglobina tiene
un origen mixto, ya que el grupo hemo es sintetizado por Rhizobium
mientras que la proteina es de origen vegetal (Appleby, 1974).
Por lo demds y a diferencia de la NAS y los demés componentes
que se han citado, la leghemoglobina no se encuentra en el interior
de los bacteroides sino que ocupa el citosol de la célula hospeda~-
" dora. | ‘

Los bacteroides ocupan la zona central de nddulo
maduro, facilmente :ﬁstinguible cuando se observan cortes de este

material, por su c>lor rosado mas o menos intenso, debido a la les
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hemoglobina. Rodeando a esta zona central ‘se disponen hacia a -
fuera, una capa de endodermis procedente del cértex de la raiz,
que envuelve a su vez al tejido vascular que tiene su origen en la
estela. Sigue a continuacién una capa de tejido meristematico que,
como se dijo en el apartado anterior, se dispone apicalmente en
los ndédulos de forma alargada, o bien rodeando a la zona central
en los de forma redondeada; éste tejido meristematico es el encar
gado de renovar la zona central conforme las células invadidas por
los bacteroides degeneran en la base del nédulo. La capa mas ex-
terna de éste, estd formada por tejido epidérmico procedente de la
raiz, habiéndose observado en algin caso, una capa de poco espe-
sor de tejido esclerenquimatoso, subyacente a la epidermis (Dart,
1977). |

Desde el punto de vista funcional, hay que des-
tacar, de un lado,los espacios intercelulares de la zona ceritral ,
que se intercomunican para formar conductos que llegan al exterior,
y de otro, la preseﬁcia en dicha zona central de las "células n-
tersticiales" o c%lulas no invadidas por los bacteroides, relativa-
mente abundante: y dispuestas a veces a modo de radios que cru-
zan 1a citada z:na central (Dart, 1977). Basdndose en los reque-
rimientos de ox.geno del nddulo, Bergersen (1977) propone que los
conductos desemjp>fian un papel fundamental ya que permiten la ra-
pida difusién de :quél hasta la zona central, mientras que las cé-
lulas intersticiales, muy activas metabdlicamente, con gran abundvag
cla de mitoconduas, serfan "sumideros" de oxigeno, impidien

do asi el libr: acceso de éste a los bacteroides, en los que se -
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encuentra la nitrogenasa que, como se verd, resulta rapidamente
inactivada por el oxigeno. Una evidencia adicional, segin el mis-
mo autor, de que la estructura de la zona central del nédulo tiene
la misién de regular la cantidad de oxigeno que llega a los bacte-
roides, la constituye la presencia de abundantes mitocondrias y -
amiloplastos en la zona del citoplasma de la célula vegetal adya-
cente a los espacios intercelulares. |

Asi, la estructura del n&ulo, se presenta co-
mo la mas adecuada para resolver dos problemas antagénicos: de
un lado, es necesario el aporte constante y rapido de oxigeno, de
manera que pueda obtenerse el ATP necesario para el funcionamien
to de la NAS, y de otro, debe impedirse que la cantidad de oxige-
no que llega a los bacteroides sea tan alta como para provocar la
inactivacion del citado complejo enzimético. Existe un tercer meca-
nismo regulador de la pr'esién parcial de oxigeno en }a zona de los
bacteroides, constituido por la leghemoglobina, cuya misién se ex-

pone en el apartado siguiente.

Fijacién del nitrdgeno atmosférico en_el nddulo (etapas Fix, Cof y Npf)

La fijacidn del nitrégeno atmosférico supone la
reduccién de esta molécula, con una ganancia total de 6 electrones,
para formar dos moleculas de amoniaco . Este proceso es catali-
zado por la NAS sintetizada en los bacterocides.

La NAS es un complejo formado por dos enzimas,

una ferroproteina (Fe-~Prot) y una molibdo ferroproteina (MoFe-Prot’

-
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dependiente de la presencia de ATP, Mgz+ ¥y poder reductor, para
su actividad. Una caracteristica interesante de la NAS es su baja
especificidad de sustrato, siendo capaz de catalizar la reduccién
de una serie de moléculas que tienen un triple enlacé, como. aceti-
leno (CH= CH) y cianuro (C= N); esta propiedad ha permitido la
puesta a punto 'de~una técnica relativamente sencilla para detectar
su presencia, consistente en la incubacién del material de que se
trate, como cultivos de microo'rganism,os, o cortes de nddulos, en
atmobsfera de acetileno , seguido de la inyeccién de una muestra de
dicha atmdsfera en un cromatbgrafo de gases para examinar la pre-
sencia de etileno, que se habri formado a partir de acetileno por
reduccidn, c‘:atalizadak por la NAS. (Dilworth, 1966; Koch y Evans,
1966). |

De otro lado, los requeri mientos de ATP y po-
der reductor de la NAS son muy altos, habiéndose estimado que -
la reduccién de una molécula de nitrégeno supone como minimo la
hidrélisis de 12 a 15 moléculas de ATP (Orme~Johnson, 1977). Un
hecho que acentia aun més el gasto energético es’ que durante la
catalisis, parte del poder reductor se invierte en la reduccién de
protones (H+) a hidrbégeno molecular (Hz), aln en atmésfera de ni-
trégeno puro (Hoch et al, 1960).

Una Gltima propiedad de la NAS es su extrema

- sensibilidad al oxigeno, por lo que es vital que se encuentra prote

gida en los bacteroides. Ya se ha expuesto en el apartado anterior
la estructura histologica del nédulo que permite un aporte constan-

te de oxigeno e impide al mismo tiempo que la concentracién de es-
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te pueda llegar a ser lesiva para la actividad de la NAS., El oxi-
geno que haya de ser utilizado en los bacteroides es ’céptado por la
leghemoglobina presente en el citosol de la célula vegetal y trans-
portado, a la forma de oxdlehemglobina , hasta la membrana que ro-
dea al bacteroide, donde lo cede a oxidasas muy especificas que se
encuentran acopladas en la cadena transportadora de electrones -
(fosforilacién oxidativa) de gran rendimiento en la produccion de
ATP (Bergersen, 1978). Este sistema de control de aporte de oxi-
geno permite al bacteroide obtener el ATP necesario para el fun-
cionamiento de la NAS y al mismo tiempo, la proteccidén eficaz de
ésta.

Por otra parte, cabe preguntarse sobre la na-
turaleza y procedencia de los sustratos necesarios para la obten-
cién de energia y poder reductor; en este sentido, no existen du-
das actualmente de que los productos resultantes de la actividad -
fotosintética de la leguminosas (fotosintato) constituyen la fuente -
principal de estos sustratos necesarios para la fijacidn. La eviden
cia més fuerte fue obtenida por Minchin y Pate (1973), quienes, me
diante experiencias de marcado con C14 demostraron que hasta -
el 32% del fotosintato es transportado a los nédulos, porcentaje -
del que aproximadamente la mitad, es devuelto a la planta huésped
en forma de compuestos aminados, mientras que la otra mitad se -
gasta en los procesos de respiracién y crecimiento del nédulo y -
en la fijacion del nitrogeno.

En cuanto a la naturaleza de los sustratos, se
acepta generalmente que serian hexosas, para las que se han detec

tado los enzimas oxidativos correspondientes en los bactercides -
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(Wong et al, 1971), si bien los acidos organicos sencillos, como
el succinico, provocan un aumento mayor en la actividad fijadora -
cuando se los aflade a suspensiones de bacteroides, quiza como -
consecuencia de tener menos problemas que las hexosas, para arag
vesar la membrana citoplasmética de los bacteroides (Bergersen,
1977).

Finalmente, en lo que se refiere a la obtencién
del poder reductor, varios autores han estudiado la posible impli-
cacidon de coenzimas como FMN, FAD y NAD (nicotin adenfndinucleé
tido), que se encontrarfan acoplados a la via oxidativa de las he-
xosas, al ciclo de los dcidos tr.icarboxi’liéos e incluso a la oxdacién
del acido p—hidroxi—butfriéo, sin que de momento se haya llegado
a ninguna conclusioén definitiva. Segiin Bergersen, (1978) la abun-
dancia relativa de FMN y FAD, junto con el descubrimiento de -
Koch et al,(1970) de una ferredoxina y una flavodoxina en los -
bacteroides, indicarian que estos coenzimas son los principales co

factores implicados en el flujo de electrones hacia la NAS.

Asimilacién del amonio y regulacién del proceso de la fijacién

El empleo de las técnicas de marcado radiactivo

’ : . . ) 1 z .
de corta duracién (pulsos radiactivos) con N 2 demostrd que el pri

mer producto estable de la fijacidén es el i6n NHZ (Bergersen,,
1965). Segilin es aceptado por la mayoria de los autores, el NH:,‘L

se incorporard al acido et-cetoglutarico para formar glutamico, me-

diante la catilisis de la enzima GDH (Glutamico deshidrogenasa), -

-
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ligada al NADP, y dicho glutdmico es convertido a continuacién en -
glutamina, por la enzima GS (Glutamino sintetasa), en presencia -
de mas amonio procedente de la fijacién. Ambas sustancias son ex
portadas seguidamente al citoplasma de la célula hospedadora, en
donde intervienen una serie de enzimas, que en presencia de ceto-
acidos, catalizan las correspondientes reacciones de transaminacién
mediante las que se forman las diversas sustancias aminadas que -
seran finalmente exportadas fuera del nddulo a través del xilema
(Pate, 1977).

Este sencillo esquema de funcionamiento se ha
visto complicado por una serie de descubrimientos en relacién con
otras posibles vias de asimilacién del amonio resultante de la fija-
cién, y asi, se ha propuesto que la principal actividad del bacte-
roide seria la formacién de L-aspartico, por aminacién del &cido
oxalacético (OAA) , el cual procederia tanto de los excedentes del
ciclo de Krebs, como de reacciones de carboxilacién a partir del
acido fosfoenolpiravico (PEP); posteriormente el aspartico sufriria
una reaccién de transaminacién, catalizada por una enzima, L-as-
partato~-alfa-glutarato transaminasa, que conduciria a la formacién
de glutdmico, el cual seguiria el proceso que se ha descrito en el
parrafo anterior.

Esta variacién en las primeras etapas de la asi
milacién del amonio viene apoyada por el descubrimiento de que la
aspartato transéminasa del bacteroide tiene una Km méis baja para
el aspartico, que para el glutdmico mientras que la que se afsla -

de la célula vegetal se comporta exactamente al revés, siendo en
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en cambio, iguales las Km de ambas para los cetoacidos (Ryan et
al,, 1971). Otras dos evidencias adicionales a favor de esta via
metabdlica son, el efectQ estimulante del COQ sobre la fijacion del
nitrogeno en los nédulos, y el que la mayorfa de los autores han
detectado niveles muy bajos de GDH (NADP) en los bacteroides
(Dunn y Klucas, 1973; Kuri et al., 1975)‘ por lo que no parece ~
probable que esta enzima pueda desempefiar un papel relevahte en
la asimilacién del amonio.

-Pese a todo, las experiencias de marcado radiac
tivo de larga duracién ("long term") con 1SN, demuestran que el -
grupo amino se incorpora mayoriatariamente en los aminoacidos -
glutamico y glutamina, por lo que Bergersen (1977) y Pate (1977)
mantienen que tanto el glutémico como el aspartico constituyen las
vias princi pales- de asimilacién del amonio en el bacteroide.

Un problema muy distinto al que se ha expuesto,
Yy que de momento no se ha reswelto en absoluto, lo cohstituye el -
mecanismo de regulacién de la fijacidén del nitrégeno en el nédulo.

La primera propuesta en este sentido se debe a
Wong y Evans (1971) quienes postularon, quizd por analogia con la
informacién obtenida en los fijadores en vida Iibre,k que en condi-
ciones en las que el aporte de fotosintato al nédulo fuese escaso,
el amonio resultante de la fijacién se acumularia en el medio, inhi
biendo la actividad de la NAS; ya un afio antes, sin embargo, -
Kennedy (1970), habia demostrado que la adicién de amonio y/0
aminoacidos a una concentracién final de 1 mM, no tenia ningiin -

efecto inhibidor sobre la actividad de la NAS aislada de nddulos -

de Lupinus sp..
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Posteriormente, y en vista de las dificultades ~
que planteaba el estudio de la regulacién de la fijacién en los né-
dulos, muchos autores dedicaron sus esfuerzos al esclarecimiento
del citado proceso en los microorganismos que posefan la capaci-
dad de fijar el N2 atmosférico en vida libre, particularmente Kleb-

siella pneumoniae, puesto que, a partir del descubrimiento de la -

fijacion del N2 por Rhizobium sp. en ausencia de la leguminosa -
hospedadora (Pagan et al., 1975; MacComb et al, 1975; Keister,
1976; Bedmar y Olivares, 1979), lo que demostraba que este mi-
croorganismo posee los genes necesarios para la sintesis de la
NAS, parecia posible que los mecanismos de regulacién del proce-
so de la fijacién descubiertos é'n Klebsiella sp., fuesen aplicables
también en Rhizobium sp.

El conocimiento obtenido acerca de la regulacion
del proceso de la fijacién y del metabolismo del nitrégeno en Kleb-
siella_sp., puede resumirse como sigue:

La asimilacién del amonio tiene lugar a través
de dos vias enziméticas alternativas en funcidn de la concentracién
de esta sustancia en el medio. Uno de estos enzimas, la glutamico
deshidrogenasa ligada al NADP (GDH-NADP), es activa salo en ~
presencia de altas concentraciones de amonio (aporte exdgeno),
debido a que posee una Km muy alta para éste, catalizando la si-

guiente reaccidn;
NADPH ———= NADP

alfa-cetoglytarato + amonio Glutdmico

Cuando las concentraciones de amonio son bajas, como ocurre pre

cisamente durante la fijacion biolégica, las enzimas que intervienen

-
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sucesivamente son, la glutamino sintetasa (GS), que cataliza la si-

guiente reaccidn, en presencia de ATP,
_ cs

Glutdmico + amonio

ATP ADP Glutamina + Pi

y a continuacidén, la glutdmico sintasa, también conocida como glu-
tamino ~2-oxoglutarato aminotransferasa (GOGAT), ligada al NADP,

que cataliza una reaccidén clasica de transaminacién,

_GOGAT
NADPH——NADP

Glutamina + alfa-cetoglutarato = 2Glutamico

(Shanmugan et al., 1974).

La GS tiene un papel fundamental, por su actua-
cién en la asimilacién del amonio y porque es al mismo tiempo, el
elemento clave en la regulacién de todo el metabolismo del nitrd-
geno en las bacterias entéricas examinadas hasta ahora (Bender
et al, 1977) . Esta enzima es un dodecamero de 600,000 daltons -
con subunidades de 50.000 daltons cada una, que resulta reprimida
réapidamente e inactivada de forma reversible por la unién covalen-
te de restos de AMP a su molécula, cuando existen altas concentra
ciones de amcnio en el medio (Kingdom et al., 1967), aunque més -
recientemente se han obtenido evidencias de que el verdadero efec
tor de la inh.bicién de la GS es el glutidmico. (Bender y Magasanik,
1977).

El descubrimiento de que la GS controla 1a‘sf13_
tesis de un gran nGmero dé enzimas implicadas en el metabolismo
de varias sustancias nitrogenadas, como histidina, prolina, tripté-

fano, urea, etc, asi como de la sintesis de la NAS en K. pneumoniae

57



(Streicher et al., 1974 llevd rapidamente al estudio de los meca-
nismos reguladores del metabolismo del nitro’géno en Rhizobium sp.,
a través de la investigacién de las enzimas correspondientes, tanto
en los bacteroides como en células en vida libre.

Los resultados obtenidos en los bacteroides. aun-
que no muy uniformes, seglin la estirpe y condiciones experimenta-
les utilizadas, indican que, tanto la GS como la GOGAT se encuen
tran presentes en baja concentracién, mientras que no se detecta
en absoluto la GDH-NADP (Brown y Dilworth, 1975; Robertson et

al., 1975; Kurz et al., 1975)y si, en algunos casos, la GDH li-

gada al NAD, implicada solo en el catabolismo del glutdmico -
(0'Gara y Shanmugan, 1976).

Estos hechos llevaron a proponer un modelo de
funcionamiento del bacteroide segln el cual se produciria la induc-
cién de la sintesis de la NAS y simultaneamente, la represién o -
inactivacién de las enzimas de la asimilacidén del amonio, lo cual
aseguraria la exportacién fuera del bacteroide de la practica tota-
lidad del amonio resultante de la fijacién (0'Gara y Shanmugan, 1976).
Hay que hacer notar que este modelo supone el que las reacciones
de aminacién para formar glutdmico, glutamina y aspartico se darfan
fuera del bacteroide, mientras que, como se expuso anteriormente,
Bergersen (1977) y Pate (1977), wantienen que dichas reacciones -

- tienen lugar todavia dentro del bacteroide.

De otra parte, las investigaciones realizadas -
sobre las estirpes de Rhizobium en vida libre han dado hasta el -
momento resultados contradictorios, en cuanto a la presencia y po-
sible importancia de las distintas enzimas. Brown y Dilworth (15875},
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han detectado la presencia de las tres enzimas, GS, GOGAT y -
GDH-NADP, mientras que Kondorosi et al., (1977), no han  podi-
do encontrar actividad debida a esta (ltima en una estirpe de -
R.meliloti ni tampoco de la GDH-NAD. Curiosamente, la actividad
de la GS de esta estirpe, no parece estar regulada por el estado
de adenilacién, asi com_é tampoco resulta notablemente inhibida por
altas concentraciones de amonio en el medio, a diferencia de lo -
que se ha encontrado en las estirpes de Kldsiella sp, Por el -
contrario, la GS presente en una estirpe de Rhizobium del grupo
"cowpea'', parece tener propiedades muy semejantes a la de -

K.pneumonjae, puesto que resulta inhibida por el amonio y su ac-

tividad depende del estado de adenilacién (Ludwig, 1978), y, al mis-
mo tiempo, podria estar implicada en la regulacién de la sintesis de
la NAS, ya que se han aislado mutantes GS vque son, al mismo -
tiempo NAS (Ludwig y Signer, 1977).

Por si estos datos fuesen poco confusos, los re-
sultados bbtenidos por 0'Gara y Shanmugan (1976), con estirpes de

R.trifolii , R.leguminosarum, R.japonicum y Rhizobium del grupo

"cowpea', indican, de un lado, que las estirpes citadas no son -
capaces de utilizar el amonio como Gnica fuente de nitrégeno, a -
menos que el medio de cultivo se suplemente con otras sustancias

nitrogenadas como aspartico, y que la adicién de glutdmico al me-

- dio bloquea en todos los casos la utilizacién del ameonio, y de otro,

que la enzima GOGAT tiene un importante papel regulador , puesto
que sy actividad varia notablemente en funcién de la fuente de ni-

trégeno que se afiada al medio de cultivo, asi como de la etapa de
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Ccrecimiento en que se encuentran los cultivos de las citadas es~
tirpes,
En suma, no es posible, por el momento, deci-

dir acerca de los procesos de regulacién de la fijacién del nitré-

geno y de su utilizacién en las distintas estirpes de Rhizobium sp.,

probablemente porque no se han utilizado en todos los casos ni la
estirpe ni la metodologia adecuadas. Estos problemas podran, qui-
z& yresdverse con relativa facilidad gracias a los importantes descu-
brimientos realizados en los dos Gltimos afios en relacidn con la -
genética de las propiedades simbiéticas de Rhizobium sp., temadel

que se ocupa el apartado siguiente.

Las_propiedades simbidticas de Rhizobium y los plasmidos

Las primeras evidencias obtenidas acerca de la
existencia de plasmidos en estirpes de Rhizobium , se remontan a
los trabajos de Higashi (1967) y Dunican et al., (1974) . Posterior-
mente, y utilizando el método del 'lisado claro', se demostrd la
presencia de plasmidos pequefios, de hasta 90 Mdal. (Sutton, 1974;
Palomares et al., 1978a y b, entre otros); seguidamente, Ledeboer
et al., (1976), demostraron que el método del lisado claro no era
el mas adecuado para la separacidén y deteccidén de plasmidos fie al
to peso molecular, probablemente porque éstos quedan unidos a res
tos de membrana durante la extraccién. Mas recie'nte‘mente, el tra-
tamiento de los lisados celulares con detergentes de alta polaridad,

ha permitido la deteccién de pldsmidos de hasta 300 Mdal., en dis-

-
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tintas estirpes de Rhizobium, utilizando para la separacidn la —
técnica de la electroforesis en geles de agarosa (Spitzbarth et a.,
1979; Casse et al.,1979; Prakash et ;a_l,, 1979; Nuti et al.,1979).

Los hechos >que ponen de manifiesto que la in-
formacién necesaria para el esiablecimiento de la simbiosis va en
elementos de ADN extracromosomicos, puede resumii'se, segun Nu

ti et al.(1980), como sigue:

a) El aislamiento de mutantes defectivos en la simbiosis se corre-
laciona normalmente  con la pérdida de pldsmidos de alto peso -
molecular o con delecciones importantes en alguno de dichos plas_
midos.

b) La transferencia de fenotipes simbidticos a frecuencias superio-
res a las que se transmiten los marcadores cromosémicos.

c) La inestabilidad "per se' de los caracteres simbibticos en dis-
tintas especies de Rhizobium.

d) la hibridacién de plasmidos indigenas de R.trifolii y R.legumi-

nosarum con otros plasmidos, parcialmente digeridos con la endo-
nucleasa Eco RI y que contienen algunos de los genes del operén
nif de Klebsiella sp.
B

. En relacién al punto a), se ha encontrado que
el tratamiento de "shock” térmico sobre estirpes nod* fixt (es de
cir, infectivas y efectivas, segiin la notacién clasica) resulta en
la obtencién de estirpes nod™ que ademéds han perdido uno de los

plasmidos de los tres que contenia la estirpe original (Prakash et
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al.,1979). De otro lado, Johnston et al. (1979), han obtenido es—
tirpes nod™ utilizando el mismo procedimiento, con la diferencia -
de que en lugar de perderse uno de los plasmidos, se detectd um
deleccién muy grande en uno de ellos. Finalmente, Zurkowski y -
Lorkiewicz (1976) obtuvieron igualmente estirpes nod™, en las que
se comprobd la pérdida de un plasmido de 190 Mdal.

En lo que se refiere a la transferencia de -
fenotipos simbidticos, la evidencia mas fuerte la han obtenido Jchn
ston et-al. en 1979. Estos autores introdujeron el marcador Km?

en el plasmido PJB5]1 de R.leguminosarum, el cual fue transferi-

do a estirpes nod” de la misma especie y a otras nod” de R.pha-

seoli y R.trifolii, comprobandose que todas las estirpes obtenidas

que habfan recibido el plasmido eran nod* sobre el guisante (Pi—

sum_sativum), lo cual demuestra que los geneé implicados en la -

Especificidad e Infectividad van en el plasmido o se contransfieren
con él.

En resumen, existen evidencias suficientes
como para admitir que la informacion necesaria para la expresibn
de los caracteres simbidticos va codificada en elementos ADN ex~
tracromosdmicos de alto peso molecular. Se desconoce por el mo~
mento la importancia de los plasmidos pequefios que han sido de—
tectados hasta el momento, si bien Nuti et al. (1980) proponen que
éstos podrian jugar un papel relevante en experimentos de ingenie
ria genética. En este sentido, él plasmido pEZ1 de R.meliloti,de}_
crito por Palomares et al. (1978& y b), tiene un peso molecular -

de 59 Mdal. y es autotransmisible (Bedmar y Olivares,1979), lo
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que permite augurar buenas perspectivas si se consiguen datos --
acerca de la informacién que va codificada en él, aunque ya se de
mostrd el que la presencia del plasmido se correlaciona con la sen

sibilidad a varios bacteriéfagos especificos (Corral et al.,1978).

RHIZOBIUM EN EL SUELO

Ya se ha mencionado anteriormente que el -
habitat npatural de Rhizobium es el suelo, y mas concretamente, la
rizosfera de las leguminosas. Por razones obvias siempre ha re—
sultado mas atrayente el estudio de la simbiosis que el de las con
diciones en que se desarrolla fuera del hospedador vegetal y los
factores a su desarrollo y supervivencia en el suelo. Resulta im-
prescindible, sin embargo, el conocer lo mas exactamente posible
dichas condiciones, pues dificilmente podra establecer asociacién -
alguna si las condiciones eddficas no permiten su supervivencia.

Se dispone de buen nimero de datos acerca
de la influencia de factores como la temperatura, humedad pH, -
iones metédlicos pesados, etc., sobre la viabilidad de los Rhizcbim
en el suelo, si bien no es posible llegar a conclusiones generaes
debido a que, en muchos casos, la informacién es contradictoria -

o se refiere a estirpes muy particulares, lo cual disminuye el va

lor de los datos aportacos.

La rizosfera, definida en otro apartado de -

este capitulo, puede considerarse en sentido amplio, como la zona
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de dimensiones variables inmediatamente adyacente a las raices.En
esta zona, y merced al efecto de los exudados radicales se desa-
rrollan distintas especies de microorganismos que pueden alcanzar
nimeros tan elevados como 1010/ml., de los que, en el caso de -
la rizosfera de las leguminosas, Rhizobium sp. puede suponer has

ta un 10% del total (Nutman, 1975).

Antagonismos

Como se desprende de lo que se ha dicho
mas arriba, los Rhizobium coexisten en la rizosfera con otros mi-~
croorganismos que en muchos casos ejercen un efecto antagbnico -
sobre ellos (Vincent,1977). ‘

El estudio de estos antagonismos se lleva a
cabo normalmente en el laboratorio, ya que el estudig "in situ"es,
con frecuencia, muy complicado. No obstante, se han desarrollado
diversas técnicas, como la que 'emplea anticuerpos anti Rhizobium
marcados con fluoresceina, o la utilizacién de estirpes resisten—
tes a antibidticos, que permiten realizar estudios sobre competen-
cia y antagonismos en el suelo (Alexander, 1977).

A priori, pueden clasificarse los antagonis
mos en dos grupos, uno de ellos inespecifico, derivado de la pre
sencia en la rizosfera de microorganismos predadores como Para-

mecium y Mixobacterias, o de productores de sustancias antibidti
acLtum L

cas, como Pseudomonas, Streptomyces, Nocardia, etc., y el otro

~especifico, constituido por Bdellovibrio y los bacteriéfagos espe~
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cificos. En cuanto a Bdellovibrio, es dudoso que pueda ejercer un
efecto importante sobre las poblaciones de’ Rh;izobiuim en el suelo,
ya que su accidén predadora esta determinada, al menos en el labo
ratorio, por una serie de condiciones que, en principio, no pare-
ce probable que se desarrollen en el suelo (Alexander,1977). Por
el contrario, los bacteridfagos han constituido desde hace muchos
afios objeto de atencién por parte de numerosos investigadores (ver
referencias en Pochon, 1958), como presuntos responsables de la
desaparicién o modificacién sustancial de las poblaciones rizobia—

nas susceptibles a su ataque,

BACTERIOFAGOS

El descubrimiento de los bacteribfagos se re
monta a los primeros afios de este siglo, con los trabajos de Twont
y D'Herelle, independientemente, 7

La falta de los medios técnicos adecuados pa
ra su observacién directa y la vigencia en aquellos momentos de -
otros organismos como objeto de estudios genéticos, hizo que el in
terés por los bacteridfagos no fuese demasiado grande hasta unos
afios ms tarde, cuando ia puesta a punto del microscopio electrd-
nico y el esfuerzo de investigadores como Ellis y colaboradores -
(1939), puso de manifiesto que, junto con las bacterias, conditian
el material biolégico ideal para los estudios genéticos y bioquimi—

cos ‘a nivel molecular.
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A este respecto baste mencionar que el des
cubrimiento de los ARNm y la elucidacién de los factores que con-
trolan los procesos de la transcripcién y traslacién de la informa
cion genética contenida en los acidos nucleicos, no hubiera sido -
posible, o lo hubiera sido mucho més tarde, de no ser por el es-
tudio de los bacteridfagos. A otro nivel, los bacteriéfagos han de
mostrado su importancia como claves para la identificacién de es-
tirpes y como instrumentos en la transferencia de material genéti_
co y , en consecuencia, en las experiencias de mapado cromosdmi
co.

Las caracteristicas esenciales de los bacte-
ridfagos se derivan de su compesicién exclusiva a base de protei-
na y acido nucleico. Esto hace que se comporten como particulas
inertes fuera del ambiente celular adecuado para su multiplicacién
se trata de pardsitos a nivel genético puesto que establecen com-
petencia con el acido nucleico del hospedador (Watson,1977). Una
diferencia adicional y basica con cualquier otro organismo, es que
no crecen por aumento de tamafio hasta dividirse binariamente, lo
que permite distinguirlos claramenté de los organismos celulares -
mas pequenfios como las Rickettsias.

El ciclo vegetativo normal de un bacteridfa—
go comprende una serie de etapas bien conocidas y que pueden —

' aplicarse a la generalidad de los casos;

a) Adsorcién del fago a receptores superficiales de la bacteria —

hospedadora.
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b) Inyeccidén del &cido nucleico al citoplasma bacteriano o a zonas
adyacentes a la membrana, acompafiado de una serie de proteinas

que estabjlizan a dicho acido nucleico o le sirven para iniciar la

replicacién. |

¢) Multiplicacién intracelular y maduracién y ensamblaje de las nue
vas particulas.

d) Lisis celular y liberacién al medio externo de los viriones.

- Es practicamente imposible la enumeracién,
ni siquiera resumida de los autores que han contribuido al esclare
cimiento de cada una de las etapas antes citadas, ademas de que
tal cosa rebasaria los limites de este capitulo. En consecuencia,
sélo se revisaran, superficialmente aquellos aspectos de la interac
cién fago-bacteria que tienen relacién con los resultados que sO-—
bre R.meliloti y sus bacteridfagos, se exponen en el capitulo si~—

guiente.

Bacteriéfagos moderados. Lisogenia y seudolisogenia

Uno de los aspectos mas sorprendentes de -
la interaccién fago-bacteria lo constituye la lisogenia. En este ti-
po de asociacibén, caracterizado por la integracién del ADN del fa
go en el cromosoma del hospedador o en otro sitio de su maquina
ria replicativa, normalmente la membrana celular, se consigue la
supervivencia de la bacteria y al mismo tiempo la perpetuacidén del

fago, en el estado de profago, entendiendo por tal, el ADN del -
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bacteriéfago, sometido a la accidén de su propio represor (Barksda
le y Arden, 1974). e
Las consecuencias que se derivan dgel esta-
do lisogénico para la bacteria hospedadora son, por un lado, la -
inmunidad ante el eventual ataque por el mismo bacteriéfage y aln
de otros fagos relacionados con el primero y la aparicién de nue-
vos caracteres fenotipicos, como consecuencia de la expresién de
algunos genes del fago o bien de genes bacterianos cuya expresin
es ahora posible merced a la presencia del profago., Estos fenéme
nos, llamados genéricamente de conversién lisogénica, pueden te-
ner una gran trascendencia como en la asociacién entre Coryne—-

bacterium diohteriae-fago (3 , en el que un gen del fago dirige la

sintesis de la toxina diftérica; en otros casos, la alteracién feno-
tipica es mas sutil, pero no menos provechosa para la bacteria, -
como ocurre en el sistema E,.coli-fago Pl, en el que el profago
establece un nuevo sistema de restriccién, cuyo efecto se suma al
que ya posee la estirpe no lisogenizada (Arber, 1965).

La estabilidad de la asociacidn lisogénica no
es absoluta, sino que con una frecuencia mas o menos alta, el pro
fago se desliga del control bacteriano e inicia un ciclo replicativo
que conduce a la lisis del hospedador. Este hecho, conocido comp
induccion del profago, puede producirse espontaneamente, lo que -
hace que en los cultivos de estirpes lisogenizadas siempre aparez
ca un cierto nimero de particulas de fago, o bien mediante la ac~
tuacién de una serie de agentes, como la irradiacién con luz ultra

violeta, adicidén a los cultivos de mitomicina C, carencia de timina,

68



saltos de temperatura, etc. (Lwoff,1953).

» Un tipo de asociacién fago-bacteria que imi-
ta perfectamente las propiedades de la lisogenia, por lo que se le
llamé seudolisogenia, infecciones persistentes o estado portador, -
$e caracteriza porque no existe el profago como tal, sino que se
dan una serie de circunstancias a nivel de la poblacién bacteriana
que conducen a un estado de resistencia al fago, lo que imita la ~
inmunidad, presencia del bacteriéfago en los cultivos y aparicién -
de nuevos caracteres -fenbtfpicos, lo cual simula la conversién liso
génica,

El establecimiento de las asociaciones seudo
lisogénicas es posible merced a los siguientes factores: 1) escase
de receptores especificos para el bacteridfago en la superficie ce-
lular, con lo que se disminuye la probabilidad de la adsorcién,2)
liberacidn, por las bacterias infectadas y lisadas, de una serie de
sustancias, virolisinas, que,actuando sobre la superficie de las cé
lulas, contribuyen alin mas a la escasez de receptores y 3) desa-
rrollo del "estado portador' (Fraser,1957), en el que las células

infectadas por el fago no resultan dafiadas hasta el extremo de pa

ralizar su crecimiento, sino que se dividen varias veces antes de

lisarse y liberar fagos. De esta forma se llega a un estado de ~-
equilibrio entre las células infectadas que, como se ha dicho,no se
lisan inmediatamente y las células que no pueden adsorber fago, es
decir, son sensibles aunque fenotipicamente resistentes.

Las asociaciones seudolisogénicas son facil-

mente detectables, debido a que no pueden mantenerse en presen—
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cia de suero antifago, al impedirse el proceso de infeccidén de las
células sensibles. Ademds, existen otros agentes que rompen la -
asociacién seudolisogénica, tales como el Tween, medios con alta
o baja tonicidad, etc.; el efecto de todos ellos parece ser el de
impedir la adsorcién del bacteriéfago, con lo que, al prolongar la
incubacidn, acaban predominando las células sensibles sobre las

infectadas (Barksdale y Arden,1974).

Restriccidon y Modificacidén

El estudio de la capacidad de los fagos pa-
ra multiplicarse en estirpes distintas de la misma especie, condu-
jo al descubrimiento de la restriccién, concretamente en las es—-
tirpes K12, B y C de E.coli y los fagos T2 y lambda. Posterior
mente se han descrito fendmenos de la misma naturaleza en otros
sistemas fago-bacteria, de donde se deduce que la restriccidén y -
la modificacién son dos caracteres ampliamente extendidos entre ~
las bacterias.

En la década de los sesenta se estudiaron -
con mayor atencién el comportamiento de los fagos y las estirpes
de E.coli mencionadas mas arriba y asi, los experimentos de Ar-
ber y Dussoix en 1962, llevaron a la demostracién de dos tipos e
zimaticos, una metilasa y una endonucleasa, encargadas respectiva
mente, de la metilacién de ciertas bases ubicadas en secuencias -
especificas de la cadena de ADN (modificacién, cardcter m*) y de

cortar la doble cadena, caso de que no se hubiese producide la -
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metilacién (restriccidn, caracter r?).

' Actualmente se conocen dos tipos de endmu-
cleasas. El tipo 1, caracterizado por un peso molecular altp,lo
constituyen proteinas poliméricas con subunidades distintas entre -
si, que requieren ATP y S-adenosil-metionina (SAM) para su acti
vidad (Boyer,1971). Cortan el ADN, no por la secuencia especifi_
ca que reconocen en.su sitio activo, sino a una cierta distancia -
de él. El tipo Il son proteinas de peso molecular relativamente —
bajo, estan formadas por subunidades iguales entre si y no reque
ren ATP ni SAM para actuar; por lo demas, cortan la doble cade
na por la misma secuencia de bases: que reconocen en su sitio ac-
tivo (Collins,1977).

Los genes que llevan la informacién para la
sintesis de los dos tipos enzimdticos pueden ser cromosdémicos, -
plasmidicos (plasmidos R) y fagicos. La importancia de la presen
cia de estos genes en los microorganismos se descubrid casi in--
mediatamente en experiencias de transferencia genética, pues la -
mayor barrera para la entrada de un ADN extrafio en una célula
receptora reside precisamente en que si este ADN no estd modifi
cado adecuadamente, las endonucleasas de restriccién lo cortarén
y a continuacién otras nucleasas lo reduciran rapidamente a nu-—
cledtidos (Boyer,1971). |

. No obstante, la eficacia de las endonuclea-
sas de restriccion no es absoluta, ya que sélo son activas frente
a moléculas de ADN de doble cadena no modificadas y, ademas, -

dependiendo del estado fisioldgico de la célula, puede darse el ca
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$0 de que, en la competencia que se establece entre la endonuclea
sa y la metilasa, sea ésta la que consiga llegar antes al ADN, -
modificandolo y haciendo asi imposible el ataque de la primera; de
hecho, es suficiente con que una sola de las dos cadenas de la mo
lécula del ADN se encuentre modificada para que la endonucleasa

no pueda actuar.

Por otra parte, puede darse el caso de que
las endonucleasas no puedan actuar debido a la saturacién de to—
dos sus sitios activos; tal es, al menos, la explicacién que se ha
dado para el fendmeno de la infeccién cooperativa, en el que la in
feccidén con un bacteridéfago no modificado, a alta multiplicidad, de
una estirpe restrictora, da como resultado la lisis celular y la li
beracién al medio de nuevos fagos no modificados. Se interpreta,
en consecuencia, que las primeras moléculas del ADN del fago sr
ven como 'cebo" para saturar los sitios activos de todas tas molé
culas de endonucleasa presentes en la célula, permitiendo asi el -
que otras moléculas de ADN del fago inicien el ciclo replicativo.
No estd claro, sin embargo, el por qué en algunas situaciones la
actividad de las endonucleasas se ve disminuida o eliminada por -
completo, como en estirpes r* irradiadas con luz ultravioleta, o -
calentadas durante cierto tiempo a 45% (Boyer,1971).

Aparte de su importancia en los procesos de
transferencia genética entre microorganismos, las endonucleasas —
de restriccion han encontrado un campo de aplicacién particular—
mente interesante en el reconocimiento de secuencias de ADN, cc-

mo lo demuestran los trabajos realizados sobre el ADN del fago -
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lambda, concretamente del sitio att y de los operadores-promotores
a los que se une el represor (Pirrotta, 1976), pero sobre ‘todo en
la construccidén de plésmidos artificiales en los que se "clenan" -
secuencias génicas de especial interés para ser estudiadas en mi-

croorganismos adecuados (Collins,1977).

BACTERIOFAGOS DE RHIZOBIUM

El descubri miento de bacteridfagos activos
frente a estirpes de'Rhizobium.se debe a Gerretsen en 1923, si -
bien ya en 1908, Loew y Aso sospecharon la existencia de "agen-
tes liticos" capaces de destruir los cultivos de Rhizobium sp.

El aislamiento se efectud precisamente a —
partir de nddulos y raices de leguminosas y en 1927, Grijns de—
mostrd inequivocamente su existencia por la formacién de placas -
de lisis en cultivos en medios sélidos,

A partir de la década de los afios treinta,
la investigacién sobre los rizobiofagos corre pareja con la que se
realizaba sobre los fagos de otras especies bacterianas, aunque ~
en el caso de los primeros, las citadas investigaciones tuvieron
un caracter marcadamente ecolégico y tendian a poner de manifies
to la actuacién de los rizobiofagos sobre sus hospedadores en el
suelo. En este sentido, autores como Demolon y Dunez (citados --
por Allen y Allen, 1950) les _atribuyéron un papel exagerado al ha

cerles responsables de la llamada 'fatigue des lucernes" por des-
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truccién de las poblaciones de R.meliloti en la rizosfera de Medi-
cago sativa. |
Ya en los afios cincuenta se habian encon—

trado fagos activos frente a la mayoria de las especies del género,
particularmente de las de crecimiento rapido (Vincent,1977), admi

tiéndose actualmente que la practica totalidad de los suelos en lcs

que se hayan cultivado leguminosas de cualquier especie contienen
fagos activos frente a las estirpes de Rhizobium capaces de nodu-
lar a dichas leguminosas, siendo posible su deteccién tanto en las

muestras de suelo rizosférico como en los nbdulos y raices (Po—

chon, 1958).

Propiedades generales, Interaccidn Rhizobium -fagos’

Los rizobiofagos no muestran tener propie—
dades que los diferencien de los que se han aislado y caracteriza
do para otras especies bacterianas. Antes al contrario, las dife
rencias que pudieran aparecer serian imputables méas a las estir—
pes de Rhizobium que a sus fagos especificos, y asi, es necesa-
rio tomar algunas precauciones especiales,en los ensayos en me—
dio sélido, para evitar la variabilidad en la morfologia de las pla-
cas liticas que pudiera derivarse de una excesiva produccién de -
polisacarido por parte de la estirpe concreta que se esté ensayan
do. |

Los datos obtenidos por los diversos auto—

res acerca del proceso de adsorcidon son bastante contradictorios,
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variando desde el 20% en 10 minutos de contacto, hasta el 80% en
sblo 1 minuto. El caso extremo lo constituirfa el fago DF2 de -~
R.meliloti, que se adsorbe muy lentamente, alcanzando porcenta~
jes relativamente bajos aGn después de una hora de contacto (Ca-
sadesls y Olivares, 1978 y 1979).

Tampoco es posible generalizar en otros as
pectos, como la duracién de la fase de latencia o el rendimiento
en particulas infectivas por célula infectada ("burst size'), que
varian desde 70 a 295 minutos y desde 11 a 490 particulas infec-
tivas por célula, respectivamente (Staniewski et al.,1962; Kowals
ki et al., 1963).

A partir de los afios cuarenta se estudiaram
otros aspectos de la interaccién Rhizobium-fagos, que incluyen —

desde la inactivacién de los fagos especificos de R.trifolii y Rle-

guminosarum por los. polisacdridos externos de estirpes de las —-
dos especies citadas, hasta el efecto que tiene la infeccién sobre
la movilidad electroforética de las células infectadas, pasando por
el efecto de la adicién de quimotripsina o ribonucleasa sobre la -
adsorcién e infeccién, respectivamente (Kleczkowska,1945; Klecz—
kowski y Kleczkowski, 1952, 1953, 1954a y b y 1959).

La naturaleza de los receptores especificos
se ha estudiado en muy pocos casos, pero en todos ellos se han
identificado con la fraccién lipopolisacaridica de la superficie ce-
lular de estirpes de R.trifolii y R.leggminosarum (Barnet y Vin—-

cent, 1970; Atkins y Hayes,1972; Zajac et al.,1975).

En relaciéon con otros aspectos de la inter-

-
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accion Rhizobium-fagos, se conoce desde hace muches afios la pro
piedad de algunos rizobiofagos de seleccionar estirpes resistentes
tras el ataque y destrucciéon de las correspondientes estirpes sen
sibles (ver referencias en Pochon,1958). Este problema fue inves
tigado exhaustivamente por Kleczkowska (1950 y 1971), quien estu
di6 la génesis de las citadas estirpes resistentes en distintas con
diciones de ensayo, asi como otros caracteres fenotipiéos que, en
principio, parecian ir ligados a la resistencia a los bacteriéfagos
utilizados en la seleccibén, tales como la morfologia de las colo-—
nias o la incapacidad para estblecer una simbiosis efectiva en la

fijacion del nitrbégeno atmosférico.

Finalmente, en lo que se refiere a la mor-
fologia de la nuclecépsida, los rizobiofagos tampoco difieren esen
cialmente de los que se han aislado para otras especies, segin se
desprende de los resultados obtenidos por autores como Krsmano-

vic-Simic y Werquin (1973) y Ackermann (1978), entre otros.

Lisogenia, transduccién y transfeccidn

La lisogenia fue descrita por primera vez
en 1956, por Marshall, en las estirpes SU297 y SU298 de R.iri—
folii, Dichas estirpes constituyen un caso basta-nte especial, por
~cuanto la estirpe SU297 libera un fago mode‘rado, el i, que a su
vez es capaz de infectar y provocar la induccidén del fago 7 en

la estirpe SU298 (Vincent,1977). A partir de este momento, se -
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describieron casos de lisogenia en la mayoria de las especies del
género (Takahashi y Quadling,1961; Kowalski,1966,,entre otros),
habiéndose citado también un caso muy raro, consistente en la i
sogenizacion de una estirpe por un fago moderado obtenido por -
reversién del cardcter "vir' (virulento o litico) que dicho fago ha |
bia ganado previamente (Kleczkowska, 1971).

En relacién todavia con la lisogenia, se han
citado casos d¢ conversidn, precisamente en la estirpe SU297 li~
sogenizada por el fago 7, que , como se ha dicho, es liberado par
la estirpe SU298 (Barnet y Vincent,1970).

Por ltimo, cabe mencionar los estudios 50
bre las variaciones en el fagotipo de estirpes lisogenizadas (Sta-
niewski y Kowalski,1965), sobre el fendmeno de la induccién por
la mitomicina C de dichas éstirpes lisogénicas de R.meliloti (Ze~
lazna-Kowalska,1972) y, sobre todo, los estudios que Sik y Orosz
(1973) han llevado a cabo con el fago moderado 16-3 , también de
R.meliloti, con vistas a su utilizacién como transductor especiali
zado.

La transduccién se ha conseguido con rela-
tiva facilidad en estirpes de R.meliloti, para caracteres de auxo-
trofia (Kowalski,1967 y 1970; Svab et al.,1978; Casadesis y Oli
vares,1978) y para.c_arac-teres simbidticos (Kowalski y Denarié,-
1972), |

De otra parte, la transfeccién se ha lleva-
do a cabo tambi€n en estirpes de R.meliloti, habiéndose estudiad

las condiciones Optimas para que se llevara a cabo el procego —

-
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(Staniewski et al., 1971; Sik y Orosz,1973; Staniewski et al.,19/5).

Fendbmenos de restriccién y modificacién

Se ha investigado bastante poco acerca de -
estos dos fenémenos en las distintas estii‘pes de Rhizobium. Las -
Gnicas citas disponibles al respecto datan de ks afos 1965y1966, , so

bre estirpes restrictoras de R.trifolii y R.leguminosarum para al

gunos fagos moderados. El autor de estosbtrabajos, Schwinghamer,
advierte, no obstante, de la muy probable importancia que la res-
triccién pueda tener en los procesos de transferencia genética en-
tre las distintas estirpes y especies del género (Schwinghamer,—-

1977).

Bacteriocinogenia

La produccidén de sustancias de tipo bacterio
cina parece ser un fendémeno muy comin en las distintas estirpes
de Rhizobium sp., examinadas hasta el momento (Roslycky,1967).
No se conocen, sin embargo, los determinantes genéticos implica—
dos en el proceso, al menos en la generalidad de los casos; en ~
otras especies bacterianas se sabe con certeza que se debe a la -
presencia de plasmidos, por lo que Schwinghamer (1977), propone
que éste seria también el caso de Rhizcbium sp.. En este sentido,

Hirsch (1979) ha descubierto recientemerte que la capacidad para

producir bacteriocinas se transfiere con una frecuencia mayor que
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cualquier caracter cromoéémico, lo cual apoya evidentemente la su
posicion de Schwinghamer.

En otros casos, se ha determinado que las
supuestas bacteriocinas son restos de particulas de fagos (Lotz y
Mayer,1972; Schwinghamer et al.,1973; Schwinghamer,1975; Fer—
nandez Vivas,1979) mis o menos incompletas, por lo que el fend-
meno debe atribuirse casi con toda seguridad a estados lisogéni—
cos defectivos, |

Finalmente, y en relacién con la produccidn
de bacteriocinas o liberacién de particulas "phage-like'", Schwing-
hamer y Brockwell (1978) han Hévado a cabo un estudio compara~
tivo sobre las posibles ventajas que tales capacidades confieren a

las estirpes productoras frente a otras no productoras.
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OBJETO DEL TRABAJO






La informaéi én que se ha revisado en el ca-
pitulo anterior, aunque muy extensa, resulta ﬁtil para poner de ma
nifiesto el nimero de cuestiones que quedan por resolver en la sim
biosis Rhizobium-leguminosa. Dejando a un lado al macrosimbionte,
cuyo estudio corresponderia a otras disciplinas, los mayores es—
fuerzos se estdn dedicando a esclarecer la génética del microrga-
nismo, como lo demuestran los trabajos aparecidos en los dos lti-
mos afios sobre la ubicacién de los genes implicados en la simbio-
sis en elementos de ADN extracromosémicds. »

También se ha puesto de manifiesto que los -
fagos especificos han sido objeto en muy pocas ocasiones de estu—
dios de importancia en relacién con la genética de Rhizobium sp..
Esta circunstancia no deja de ser extrafia teniendo en cuenta el qe
se ha demostrado hasta la saciedad la importancia de los bacteridé-
fagos en el estudio de otras especies bacterianas y que la tenden—
cia actual es considerar a éstbs como elementos muy activos en la
transferencia de informacién genética y, por tanto, en la evolucitn
de sus hospedadores y no como agentes de destruccién, como"po-—
dria desprenderse de los ensayos de laboratorio.

‘En el caso de Rhizobium sp., debido a la —
particular ecologia de éste, los fagos especificos deben haber iug_g
do , si cabe, un papel mas importante, ‘No en vano se ha demostra

do que los fagos son capaces de "seguir" a Rhizobjum sp. aln en
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el interior de los nddulos, de lo que se sigue que, fendmenos de -
transduccién, lisogenia y seudolisogenia y consecuentemente, el au
mento constante del acervo genético del hospedador bacteriano, por
aparicion de asociaciones defectivas, han debido ser eventos muy

comunes y quizd fundamentales en la evolucién de estos microorga
nismos hasta su estado actual.

Se admitird de buen grado que todo lo dicho
es pura especulacién, pero sdlo es necesario el considerarlo co—
mo posible para sentirse atraido por el estudio de los fagos y sus
hospedadores. Basta pensar en los ejmplos conocidos en otras es
pecies bacterianas sobre las capacidades que confieren algunos fa~
gos durante la asociacidén seudo o lisogénica, para vislumbrar to-
da una serie de posibilidades andlogas en las estirpes de Rhizo—
bium sp., del mismo modo que debe ser suficiente el considerar a
los fagos como instrumentos Gtiles y poco complicados en estudios
genéticos e identificacién de estirpes como pertenecientes a un —
taxén determinado.

Bajo estas premisas se planted el siguiente

trabajo, cuyos objetives pueden enunciarse como sigue:

1) Aislamiento, purificacién y caracterizacién parcial de bacterid-
fagos activos frente a estirpes de R.meliloti.

2) Fagotipado de estirpes de R.meliloti y estudio del origen de los
distintos fagotipos encontrados, tanto en estirpes aisladas "de no-

vo', como de otras obtenidas durante la realizacidén del presente -

trabajo.
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El primer objetivo responde claramente a la
necesidad de disponer de un instrumento para la identificacién de
estirpes de Rhizobium, como pertenecientes a R.meliloti, sin nece
sidad de recurrir al ensayo de infectividad. Esto es posible,con—
cretamente para esta especie, debido a que pueden considerarse —
como excepcionales los casos de bacteridfagos activos simultdnea-
mente frente a estirpes de R.meliloti y de otras especies.

El segundo objetivo tiene una relacién direc
ta con el anterior y se basa en el hecho, conocido desde antigue,
de la existencia de estirpes silvestres resistentes a la totalidad -
de los fagos frente a las que se las ha ensayado, lo cual no per-
mite, obviamente, el identificarlas por este medio,

La aparicién de dichas estirpes resistentes
se ha atribuido clésicamente a fendmenos de mutacién y/o de liso-
genia y sin embargo, los ensayos preliminares realizados al inicio
de este trabajo, asi como los datos aportados por la bibliografia,
indicaban que los fenémenos mencionados no podian explicar todos
los hechos observados.

En consecuencia, parecié conveniente pro—
fundizar en el estudio del fenotipo resistente, estudio que se abor
db6, por un lado, investigando la génesis de las estirpes resisten-
tes en los cultivos de las correspondientes sensibles inoculados —
con fago y por otro, examinando las propiedades y caracterfs;icas
de las estirpes resistentes aisladas de ndédulos radicales u obteni
das en el laboratorio.

De acuerdo con los resultados obtenidos en
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estas experiencias, que permitian descartar tanto la mutacién co—
mo la asociacién fago-bacteria, se inicidé la investigacién de otras
posibilidades, tales como la relacidén entre la sensibilidad a los fa
gos y la presencia de plasmidos, cuya pérdida o alteracién conlle
varia légicamente la resistencia a dichos fagos y la ganancia, du-
rante la interaccion de los fagos con estirpes sensibles, de siste-
mas de restriccién, cuya actuacién conducirfa también a la apari-
cidén del fenotipo resistente,

Asi pues, y a modo de resumen, los traba—
jos que se exponen en esta Memoria comprenden, desde el punto ¢
vista aplicado, el aislamiento y caracterizacién de bacteriofagos -
especificos de R.meliloti, con vistas a su utilizacién en la identi-
ficacion de estirpes aisladas 'de novo' y en experiencias de tipe
genético (Casadesiis y Olivares, 1978 y 1979; Bedmar y Olivares,
1979) y, desde el punto de vista ecoldgico, el estudio de su abun
dancia en los suelos y, sobre todo, la investigacién de los meca-
nismos que,desarrollados por las estirpes de R.meliloti a lo Iargd,
sin duda, de millones de afios, han pérmitido a dichas estirpes -
su supervivencia y la coexistencia en equilibrio con los citados fa

gos especificos, en la rizosfera de sus hospedadores vegetaies.
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MATERIAL Y METODOS






1. MICROORGANISMOS

1.1. Bacterias

Al inicio de los trabajos que se incluyen en esta
memoria, se dispuso de una coleccidén de estirpes de R. meliloti,
cedida por el Dpto. de Microbiologia de la Estacién Experimental
del Zaidin. Posteriormente, se aislaron casi 300 nuevas estirpes,
a partir de nédulos radicales de leguminosas incluidas en el grupo
de inoculacion de R.meliloti.

A continuacién se relacionan las estirpes proce—-
dentes de la Estacidn Experimental del Zaidin, que se referirdn -
de ahora en adelante como coleccién de laboratorio, junto con sus
caracteristicas mas notables en relacién a la simbiosis y el fago
tipo. En este grupo se han incluido ademéis, algunas estifpes ‘obtg

nidas a partir de las anteriores mediante diversos procedimientos.
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Rm2: Silvestre, infectiva y efectiva. Se comporta como sensible a
todos los bacteridfagos, por lo que se la ha utilizado preci--
samente para el aislamiento, purificacién y enriquecimiento ~-
de dichos bacteridfagos. |

Rm203: Es el aislamiento original del que procede la estirpe Rm2.
Tiene las mismas propiedades que ésta, en relacion al fagoti-
po y a los caracteres simbibticos.

Rmll:Tiene las mismas propiedades que la estirpe Rm2, de la que
se diferencia (inicamente en la morfologia de las colonias.
Rmllc: Obtenida a partir de la anterior, por tratamientos com na--
ranja de acridina (NA) (Palomares, 1975). Es también infecti-
va y efectiva, pero ha perdido la sensibilidad a algunos bac~

teridfagos.

sp57: Obtenida también a partir de la Rmll, por subcultivo, tras -
la seleccién con un fago virulento. Es infectiva y efectiva pe
ro se comporta como resistente a un bacteridfago.

402: Silvestre, infectiva y efectiva.‘ Es un subcultivo del aislamien
to original, Rm4, de la que difiere ligeramente en la morfolo
gia de las colonias. Es sensible a todos los bacteridfagos.

4c:  Se obtuvo a partir de la estirpe 402, por tratamiento con NA,
al igual que la estirpe Rmllc, siendo idéntica a ésta con res
pecto a su cémportamiento frente a los fagos.

Rm7 y Rm8: Silvestres, infectivas y efectivas, Forman colonias -
de aspecto no mucoso y son resistentes a un bacteridfa go.'

Rm2(AL1) y Rm2(SF2): Se obtuvieron a partir de la estirpe Rm2 -

por lisogenizacién con los fagos ALl y SF2, respectivamente.
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Con excepcidn del fagotipo, se comportan igual que la estirpe ori-

ginal,

1.2. Bacteridfagos

El aislamiento, purificacién y caracterizacién par
cial de fagos especificos de R. meliloti ha constituido una parte -
esencial de este trabajo, por lo que la descripcién de los distintos

bacterié{fagos se detallard en el capftulo de Resultados.

2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1. Mediq de Thornton, modificado (Th)

Composicidn:
Manitol 10.0 8.
Sulfato amdnico 1.0 8.
Extracto de levadura 1.0 g.
Fosfato bipotédsico 1.0 g.
Carbonato céalcko 2.5¢
Cloruro célcico 0.02 g.
Cloruro sbdico 0.1 g.
Sulfato magnésico 0.2 g.
Sulfato férrico 0.02 g.
Agar 18 g.
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Agua del grifo 1000 ml.
pH ‘ | 7

Este medio se ha utilizado para el mantenimiento

de las estirpes de R, meliloti.

2.2. Medio 79 de Allen con cristal violeta (CV)

Composicién:

Manitol 7.6 g.
Glucosa 2.4 g.
Extracto de levadura 2.0 g.
Sulfato magnésico 0.2 g.
Cloruro sbdico v 0.2 g.
Fosfato bipotasico 0.6 g.
Agar 20.0 g.
Agua destilada 1000 ml,
Cristal violeta 1/80.000
pH 7

Con la composiciébn que se ha descrito, se utilizé
para el aislamiento de nuevas estirpes de R. meliloti a partir de -
los ndédulos radicales y de muestras de suelo,

La solucién de cristal violeta debe esterilizarse -
separadamente y ailadir al medio la cantidad necesaria una vez/ que

éste también ha sido esterilizado a 117°C durante 20 mins.
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2.3. Caldo 79 de Allen, modificado (79M)

Composicibn:

Manitol 7.6 g.
Glucosa : 2.4 g.
Extracto de levadura 1.0 g.
Sulfato aménico 1.0 g.
Sulfato magnésico 0,2 g.
Cloruro sbdico , 0.2 g.
Fosfato bipotéasico 0.6 g.
Cloruro calcico 0.05 g.
Agua destilada 1000  ml,
pH 7

Una vez que se ha preparado se ajusta el pH y -
se calienta en el autoclave a 1152C. Se forma un precipitado que
se elimina por filtracién por membrana Milipore de 0.45 micras.
Finalmente, se reparte y esteriliza a 1172C durante 20 minutos.

Este medio se ha utilizado para el crecimiento ru
tinario de las estirpes, asi como para los ensayos y enriquecimien

tos de los bacteridfagos en medio liquido.
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2.4. Medio de Vincent, complejo. (V)

Composicién:

Sacarosa 2.5 g.
Fosfato bipotasico 0.5 g.
Cloruro sodico 0.1 g.
Cloruro calcico 0.05 g.
Cloruro férrico 0.02 g.
Sulfato magnésico 0.2 g.
Extracto de levadura 0.5 g.
Agar ; 18/7 g.
Agua destilada 1000 ml.
pH 7

El medio original lleva en su composicién 0.16 g.
de Sulfato calcico, que se han sustituido por 0.05 g, de Cloruro
calcico .para evitar el entwbiamiento que produce el primero. Es-
ta modificacién resultd imprescindible puesto que el medio se ha -
utilizado en todos los ensayos rutinarios que incluyen bacteridfags,
en los que es necesario conseguir la maxima mitidez de las placas
liticas originadas por dichos bacteritfagos. Por lo deméds, el medio

se esteriliza a 117°2C durante 30 minutos.
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2.5. Caldo de dilucién. (B)

Composicién:
Sacarosa 2.5 g.
Extracto de levadura 0.5 g.
Agua destilada 1000  ml.

Este medio es una modificacién, sin sales, del -
medio de Vincent. Se ha utilizado como caldo de dilucién y en las
experiencias de adsorcién de fagos, puesto que segin los autores
(Barnet y Vincent, 1970), la falta de sales impide una excesiva —-
produccién de exopolisacéridosv, que podrian interferir en el proce
so de adsorcién. El pH se ajusta a 6.5 y la esterilizacién se lle-

va a cabo a 1172C durante 30 minutos.

2.6, Solucidn de Hewit. (H)

Composici én:

Sulfato po;ésico 0.303 g.
Cloruro cilcico 1.416 g.
Fosfato monosddico, monohidrato 0.208 g.
Sulfato magnésico, heptahidrato 0.368 g.
Citrato férrico 0.025 g.

Sulfato de manganeso, tetrahidrato 0.022 g.
Sulfato de cobre, pentahidrato 0.0024 g.
Sulfato de cing 0.003 g.
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Acido borico 0.0186 g.
Molibdato sdédico 0.00035 g.
Agua destilada 1000 ml.

El medio se utilizé como solucidn nuytritiva para -
las plantulas de alfalfasdire las qe se fuese a realizar el ensayo -

de infectividad,

3. AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS

El aislamiento se llevé a cabo siguiendo la técni-
ca general utilizada por los distintos autores, desde fechas tan -~
tempranas como 1940. Sin embargo, se han introducido algunas mo
dificaciones, de manera que pudiese cuantificarse el resultado ob-

tenido, en aquellos casos en que se considerd conveniente.

3.1. Método general

Se tomaron muestras de suelo rizosférico, conte -
niendo nédulos o raices noduladas. Estas muestras se homogenizé—
ron en un mortero y se dejaron macerar en agua destilada, en pro
porcidn 1:1 (peso/vol), durante varias horas.,

| Se recogid la suspensién, una vez que las parti-
culas mis pesadas habfan sedimentado, centrifugando a 16.000 rpm,
durante 30 minutos para eliminar microorganismos y particulas de

suelo. El sobrenadante se mezcld en la proporcién 1:1 con los -
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cultivos de la estirpe sensible Rm2 recien inoculados, incubando
durante 48 horas a 28°C en agitacién y durante 4 dias a 200 en -
reposo, respectivamente. ‘

Al cabo de este tiempo, se afiadié un 10% de clo
roformo (vol/vol) a los cultivos, agitando vigorosamente para matar
las células, centrifugando a continuacién durante 30 minutos a ——
6.000 rpm,

Los sobrenadantes obtenidos se diluyeron conve-
nientemente, ensayando frente a la estirpe sensible en placa, se-
gan la técnica de la doble capa de agar que se describe mis ade-
lante. Ademés, el sobrenadante se ensayd también frente a la mis—
ma estirpe en caldo 79M.

El objeto de incubar a 20?2 durante la fase de en-
riquecimiento fue detectar aquellos bacteriéfagos que no pudiesen -
multiplicarse a 289, es decir, que fuesen termosensibles.

Finalmente, es obvio que se considerd como resul
tado positivo, el que tanto el ensayo en placa como el que se rea-
lizd en caldo, dieran por resultado la aparicién de placas liticas -

y el aclaramiento del cultivo de Rm2, respectivamente.

3.2. Método cuantitativo

En aquellos casos en que se considerd convenien-
te la estimacién de la cantidad de bacteridéfagos presentes en un -
suelo determinado, se modificd el proceso general descrito,como -

sigue:
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Se prepararon cinco muestras de suelo, libre de
raices y nodulos, de 1 g. de peso aproximadamente. Una de las -
muestras se desecd a 1052C durante 48 horas y las otras cuatro -
se suspendieron en un volumen de agua destilada (peso/vol) de ma-
nera que pudiese considerarse tal suspensiéon como la dilucidén1/10.
Se afiadié cloroformo al 10% y se agité, centrifugando seguidamente
para sedimentar el cloroformo y las particulas de suelo. El sobre
nadante se diluyé decimalmente y se ensayaron las distintas dilucio
nes en placa frente a la estirpe sensible, Los resultados se leye-
ron a los 2 dias, anotando tanto el nimero como la variedad de -
placas liticas que aparecian. Finalmente se realizaron los célculos
necesarios, de acuerdo con la pérdida de peso experimentada por -

la muestra a 1052C, para referir los datos a peso seco de suelo.

3.3. Aislamiento de bacteridéfagos asociados a estirpes de R.melilboti

Con alguna frecuencia, las estirpes de R. meliloti
que se aislan de los nddulos radicales se encuentran asociadas o
contaminadas con bacteridéfagos. En algun caso, se ha considerado
conveniente el aislamiento de estos bacteriofagos .

Dicho aislamiento no reviste dificultad alguna, -
puesto que es suficiente cultivar la estirpe contaminada o asociada
en caldo 79M, centrifugando a continuacién para obtener el sobre-
nadante, en el que se encontrardn los fagos. Posteriormente, se -

sigue el método de purificacién que se describe a continuacién.
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3.4. Purificacién

El proceso de purificacién consistié en enriqueci-
mientos y reaislamientos sucesivos a partir de placas liticas sufi-
cientemente separadas. El enriquecimiento se llevé a cabo de for-
ma rutinaria en caldo 79M, a 282 y en agitacién, frente a la estir
Pe Rm2, y los ensayos en medio sdlido, para la obtencién de pla—
cas liticas separadas, se realizaron en placas de medio Vincent,
segun la técnica de la doble capa de agar, que se describe mas -
adelante,

¢

3.5. Conservacién y almacenamiento

La mayorfa de los bacteridfagos aislados durante
el presente trabajo, se conservan bien, durante varios meses, en
el mismo medio de cultivo utilizado para el enriquecimiento y a 49,
En estas condiciones, se ha preferido utilizar tubos de cierre -
hermético, afladiendo unas gotas de cloroformo para evitar la eva-
poracidn excesiva y la contaminacién, respectivamente.

Se ha observado, sin embargo, que algunos bac-
teridfagos experimentan pérdidas de actividad de hasta el 90% en -
pocas semanas en las condiciones que se han expuesto. Esta cir-
cunstancia ha obligado a enriquecimientos muy frecuentes, ‘normal-

mente cada mes, para evitar su pérdida.
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3.6. Caracterizacién

La identificacién de los bacteridfagos Gnicamente ~
por la caracterizacién de las placas liticas que originan sobre -
una estirpe determinada, aun en condiciones estandardizadas, resul
ta obviamente insuficiente y aln arriesgada, puesto que tales carac
teres estan sujetos a variaciones importantes en funcién de pegue-
fias variaciones en las condiciones de ensayo.

Por tanto, y aunque reconociendo el valor induda-
ble del parametro citado més arriba, la caracterizacién de los dis-
tintos bacteriéfagos se completd estudiando el espectro de actividad,
ésto es, su capacidad para atacar a un grupo de estirpes de R.me-
liloti, y la morfologia de la nucleocépsida al microscopio electréni-
co.

En lo que se refiere al espectro de actividad, se-
averigud ensayando frente a las distintas estirpes, segin el proce-
dimiento que se describe en el apartado 5.1. de este capitulo, y la
obtencidén y preparacién de las muestras para el microscopio elec-

trénico se describen igualmente en el apartado 11.

3.7. Especificidad de los di stintos bacteridfagos

Algunos de los bacteridfagos alslados.,se utllu,aron
posterlormente para el fagoupado de estirpes de R.meliloti, por lo
que previamente, te comprobd que no eran activos frente a estirpes

de otras especies del género.
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Dicha comprobacién consistié en el ensayo de los

citados bacteridfagos, en placa, frente a 10 estirpes de R. trifolii

y R. leguminosarum, aisladas respectivamente, de Trifolium repens

y Vicia faba.

4. AISLAMIENTO DE ESTIRPES DE R.MELILOTI

4.1. Aislamiento a partir de muestras de suelo rizesférico

Las muestras de suelo se obtuvieron agitando las ~
raices de la leguminosa, cuidando especialmente de que tales mues
tras no tuvieran nédulos o trozos de rafz, con objeto de asegurar
la procedencia de las estirpes que eventualmente pudieran aislar
se.

Seguidamenté, se suspendieron las muestras en agua
destilada, en proporcién 1:1 (peso /vol.), agitando durante unos -
diez minutos. A partir de la suspension obtenida se diluyd decimal-
mente, inoculando 0,1 ml. de cada dilucibn en placas de medio 79CV

Las placas se incubaron durante 36 4 dias, selec-
cionando a continuacién aquellas colonias que, por su aspecto, fue
sen semejantes a las que originaban las estirpes de R.meliloti de
la coleccién del laboratorio. |

- Las colonias seleccionadas se diseminaron una vez
mas en el medio 79CV, pasando después a preparar suspensiones
que se observaron al microscopio Sptico de contraste de fases, -

bajo el objetivo de 40x. Como control de estas observaciones, se

“
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prepararon suspensiones de las estirpes Rm2 y /4c.

Se desecharon aquellas estirpes que se diferencia
ban claramente de los controles y las restantes se recrecieron en
medio Th, ensayando a continuacién frente a una serie de bacterid
fagos activos frente a la estirpe Rm2.

Finalmente, las estirpes que no se dejaron atacar
por los fagos especificos, se ensayaron frente a plantulas de

alfalfa para comprobar si se trataba efectivamente de estirpes de

R. meliloti.

4.2. Aislamiento a partir de los nédulos

Se siguid el procedimiento cldsico, que compran-
de una esterilizacién superficial de los nédulos, por inmersidén
en una solucién de cloruro merciirico al 0.1% en agua destilada,
durante 5 minutos y el triturado de los ndédulos en una gota de -
agua destilada estéril. Seguidamente, se disemina a partir del juge
nodular en placas de medio 79CV, incubando a 28°C durante 5 a
7 dias. |

Una vez que aparecieron las colonias, se digemi-
nd en el mismo medio, para asegurar la pureza de las nuevas si-
tirpes, o, alternativamente, las colonias se suspendieron en caldo
B, centrifugando y lavando varias veces, para diseminar finalmente
en placas de medio Th. Este ltimo método se empled con mas fre
cuencia, para asegurar la no contaminacién por bacteridfagos de

las estirpes aisladas.
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4.3. ldentificacién de las nuevas estirpes

Aunque el método de la esterilizacién superficial
con la solucidén de cloruro merciirico es bastante eficaz, era ob-
via la necesidad de asegurar que las nuevas estirpes pertenecfan
efectivamente a la especie R.meliloti.

Con este objeto, las estirpes recjentemente ais—
ladas se ensayaron frente a una serie de bacteridfagos especificos
de R. meliloti, aceptdndose que una estirpe determinada pertene-
cia efectivamente a la citada especie, si mostraba ser sensible -
al menos a un bacteriéfago. .

Cuando las estirpes ensayadas resultaron ser re-
sistentes a todos los bacteridfagos, se procedidé al ensayo de in-

fectividad sobre plantulas de alfalfa.

4.4, Ensayos de infectividad

Se ha utilizado la técnica descrita por Olivares
(1964).

.as semillas de Medicago sativa se esterilizaron

mediante una sohcién de cloruro mercirico al 2.5% en agua des-
tilada, en la que se mantuvieron durante 10 minutos. Seguidamen-
te se lavaron repeidas veces en agua destilada estéril, depositan
dolas finalmente e1 placas de Petri sobre un papel de filtro hime
do, en nimero no superior a 100 semillas por placa.

I.1 germinacidn se llevd a cabo incubando las -

placas a 282, hasta que las raices alcanzaron una longitud de -
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unos 2 cm. En este momento se pasaron a tubos que contenian -
10 ml. de la solucién de Hewit y una tira de papel de filtro, dis~
puesta de forma que mojara en la solucién. Las semillas se deposi
taron en la parte superior de la tira de papel de filtro, con ayuda
del asa de siembra flameada y fria, en nimero de 4 6 5 por ca-
da tubo.

A continuacién, los tubos se situaron en ilumina-
ciébn, conseguida mediante paneles de tubos fluorescentes de una -
potencia total de 160w, durante dos semanas, pasadas las cuales,
se inocularon con 1 ml de suspensiones espesas de las estirpes -
que fueran a ensayarse. Por término medio, los nédulos aparecie
ron a los 12 o 15 dias. Como control, en cada experiencia se dis
pusieron tubos inoculados con estirpes de la coleccién del labora-

torio y tubos no inoculados con ninguna estirpe.

4.5. Curva de crecimiento de una estirpe de R.meliloti

En la mayoria de los ensayos de interaccidn en-
tre las estirpes de R.meliloti y sus bacteriéfagos especificos, es
necesario conocer la m.d.i. (multiplicidad de infeccién fago/bac-
teria), Esto supone el tener que conocer en cada caso, el tiiulo
de la suspensién de fagos y el nimero de células presentes en el
indculo bacteriano, aunque sea de forma aproximada.

Una soluciébn cémoda del problema, consiste en
estimar el nimero de células a partir de la D.O. del cultivo, sin
tener que recurrir a sembrar en placé , para conocer dicho nime

ro,
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Por esta razén, se procedié a obtener la curva
patrén de crecimiento de la estirpe Rm2, en caldo 79M,en condi-

ciones de cultivo anilogas a las que se iban a dar en los ensayos

con bacteridfagos.

La estirpe Rm2 se inoculd en un matraz, con un
tubo lateral para permitir la medida de la D.O., que contenia -~

25 ml. de caldo 79M, incubando a 28° en agitacién. La medida de

la D.O. se realizd periédicamente en un espectrofotémetro "Spec

tronic 20" (Bausch and Lomb), a 650 nm. Con la misma periodi cidad,

se tomaron muestras de 0.1 ml que se diluyeron decimalmente en

caldo B, inoculando fimmlmente en placas de medio Th, alicuotas -
de 0.1 ml de cada dilucién para estimar el nimero de células via

bles en el cultivo en cada uno de los muestreos.

Por ltimo, los datos obtenidos se representarcn
como logaritmos, en escala decimal, ajustando una recta de regre

sién que relacionase las dos series de datos.

5. INTERACCION FAGO-BACTERIA. TECNICAS GENERALES

Los ensayos en medio sdlido, se han realizado -
siempre segin la técnica de la doble capa, descrita por Adams en
1966, utilizando el medio de Vincent, tanto para la capa base co-~
mo para la capa superior de medio semiblando.

Esta técnica consiste en mezclar una dilucip’nt—-—
apropiada de la suspensidon del fago con 0.2 ml. de una suspensién

espesa de la estirpe sensible en 4 ml. de medio semiblando, fun-
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dido y mantenido a 45° en el bafio. La mezcla se vierte a continua
cidn sobre la capa base y una vez que ha solidificado, se incuban
las placas a 289 o 20° segln los casos; si el indculo bacteriano -
ha sido suficiente, las placas liticas seran visibles a las 24 & 36
horas de incubacidén a 28%C y a los 4 0 5 dias si la incubacién -
se lleva a cabo a 20°C. v

Los ensayos en medio liquido se han realizado nor-
malmente en caldo 79M, con excepcién de los ensayos de adsorcidn,
en los que la estirpe se cultivd en caldo B. No obstante, en los
casos mas frecuentes , en los que se pretendia el enriquecimiento
de un fago o el probar la sensibilidad de una estirpe, se inocula-
ron cénjuntamente fago y bacteria en caldo 79M, incubando segui-
damente a 28° en agitacién durante 24 horas, si el objeto era el
enriquecimiento, y de 8 a 12 horas si el objeto era averiguar la

sensibilidad de la estirpe.

5.1. Fagotipado de estirpes de R. meliloti

Se ha llevado a cabo segln una técnica derivada
de la de la doble capa de agar, que se ha expuesto en el apariz
do anterior.

Las estirpes que fueran a ensayarse frente a los
bacteriéfagos, se cultivaron en placas de medio Th en masa. A
partir de estos cultivos se tomd una porcién con el asa y se l"xc-a
mogenizd, agitando fuertemente, en 5 ml. de medio semiblando,

fundido y mantenido a 459 en el bafo.

106



La mezcla se vertié directamente sobre placas de
Petri‘ estériles, sin la capa de medio base, dejando tranécurrir -
unos minutos hasta que solidificara. A continuacién, se marcaron
las placas convenientemente y se depositaron gotas dé las suspen-
siones de los distintos bacteridfagos, incubandé a 289, sobre una
superficie lo mas horizontal posible, para evitar que las gotas se
mezclaran entre si. |

Este método tiene la gran ventaja de su rapidez;
pues los resultados pueden leerse incluso ‘antes de 24 horas. Por
otra parte, tiene la ventaja adicional de que es posible ehsgyar un
buen nimero de suspensiones de fagos sobre una estirpe, con un
gasto de material y tiempo relativamente escaso.k |

La finica precaucién a tener en cuenta es que el
titulo de la suspensién de fago sea, como mfnimo; de 107 ppii/ml.
(particulas infectantes/ml), Esto debe ser asi pues se encontrd que
algunas estirpes son sensibles a determinades fagos, pero éstosﬂ-'
no se multiplican en dichas estirpes, es deci,r, se produce la li-
sis bacteriana, sin que se liberen nuevas partfculas{ Resulta —-
obvio, por tanto, que si el titulo de la suspensidén es éxcesiyame_rnxk
te bajo, no se observara la formacién de halo de 1irsis, aun cuan-
do una proporcién de células haya resultado lisada,

Finalmente, y como precaucién adicional, en to-
dos los ensayos de fagotipado, se prepararon placas 'inoguladas - |
con la estirpe Rm2, que actud como control de la pﬁreza y tfti;_lc

suficiente de las suspensiones de los. distintos fagos.
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5.2. Seleccidn de estirpes resistentes mediante bacteridfagos

Este método, empleado con mucha frecuencia des-
de el descubrimiento de los bacteribfagos, aprovecha precisamente
la propiedad de éstos, de eliminar todas o casi todas las células
susceptibles a su ataque, permitiendo el desarrollo de aquellos mu-
tantes preexistentes en la poblacién' que hubieran perdido, por --
ejemplo la propiedad de adsorber a dicho fagos.

La técnica es especialmente adecuada para los
bacteriéfagos liticos o virulentos, puesto que los moderados dejan
tras su ataque una poblacidén bacteriana heterogénea, mezcla de es-
tirpes lisogenizadas o seudolisogenizadas, entre las que es dificil
detectar las verdaderas estirpes resistentes.,

Por lo demas, la técnica es aplicable en medios
sdlidos y liquidos, aunque, como se expone seguidamente, el pri-

mer procedimiento tiene algunos inconvenientes.

5.2.1. Seleccidén en medio sbélido

Se llevé a cabo en placas de medio Vicent, segiin
la técnica de la doble capa de agar.

Para ello, se mezclaron fago y bacteria en el me
dio semiblando, como ya es habitual, pero utilizando una concentra
cion de fago tal que, tras la incubacién de las placas, se obtu{riese
lisis confluente, es decir, que no apareciesen placas liticas separa

das.
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La incubacion se realizé a 282, durante 4 & 5
dias, para permitir el desarrollo de las colonias, a partir de las
cuales se disemind en placas de medio Th, varias veces, para eli-
minar la contaminacién con el bacteridéfago utilizado en la seleccién.

Este método ha sido poco utilizado, debido a que
los bacteriéfagos virulentos dejan tras su ataque un gran nfimero de
estirpes supervivientes, sean resistentes o no, lo que dificulta mu~
cho el aislamiento a partir de colonias separadas.

Por otra parte, el método tiene el inconveniente
adicional de la lentitud, a lo qué hay que afladir el tiempo invertido
en los subcultivos y reaislamientos necesarios para obtener estir—-
pes puras y no contaminadas con el fago.

Por todo ello, se ha preferido siempre la selec-

cién en medio liquido, que se describe seguidamente.

5.2.2, Seleccién en medio liquido

Se llevé a cabo inoculando conjuntamente el fago
y la bacteria en tubos con 4'5 ml. de caldo 79M, incubando ségui.-
damente a 282 y en agitacién durante 48 a 72 horas. En este tiempo
tienen lugar, sucesivamente, la fase de aclaramiento debida a la li-
sis de las células sensibles y el nuevo enturbiamiento del medio de
cultivo por la proliferacién de las estirpes resistentes.

A continuacién se centrifugaron y lavaron las cé;-
lulas 2 & 3 veces en caldo B, para eliminar los bacteriofagos, dilu
yendo en el mismo caldo B, a partir de la Gltima suspensién obteni

da.
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Por Gltimo, se inocularon 0'l ml de las dilucio—-
nes adecuadas en placas de medio Th, para permitir el desarrollo
de colonias separadas. Si bien la fase de lavado es suficiente nor-
malmente para eliminar la contaminacién con los fagos, se realizd
un ultimo control sobre las colonias seleccionadas, consistente en
recrecerlas en caldo 79M, ensayando los sobrenadantes de estos —-
cultivos, sobre la estirpe RM2 y, en su casa, desechando aquellas
que aun fueran contaminadas.

Resulta evidente que el método es relativamente
sencillo y considerablemente répido, por lo que ha sido utilizado -
corrientemente.
| Por dltimo, solo hay que hacer notar, que ailin a
m.d.i. relativamente altas, es frecuente que junto con la poblacién
de estirpes resistentes aparezca otra de estirpes sensibles que no
resultaron lisadas debido, probablemente, a la aparicién en el me-
dio de cultivo de sustancias, endolisinas (Barksdale y Arden, 1974)
que alteran las estructuras superficiales de las células, impidiendo

la adsorcidén del fago.

5.3. Ensayos de adsorcidn

El objetivo principal de los ensayos de adsorcién

~ha sido demostrar que las estirpes resistentes a los fagos eran —-

aiin capaces de adsorberlos. |
Como se expuso en el capitulo de Introduccidn,

la adsorcién puede ser un proceso muy lento y de resultados varia
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bles en las estirpes de Rhizobjum, debido a la interferencia del ~
exopolisacdrido y otros restos de material celular. Para reducir -~
en lo posible las citadas interferencias, se utilizé siempre el cado
B que, segin Barnet y Vincent (1970), da los mejores resultados -
gracias a su bajo contenido en sales.

El procedimiento seguido consistid en cultivar la
estirpe que se fuera a ensayar durante una noche en caldo B, a -
282 y en agitacién, tras lo que se afiadié la suspensién del fago,
previamente titulada.

El tiempo de contacto fue variable segln los ca
sos, manteniendo la mezcla a 28?9 en reposo y centrifugando segui-
damente a 5000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se diluyé
decimalmente en tubos de caldo B, ensayando finalmente frente a
la estirpe sensible, segln la técnica de la doble capa, para contar
el nimero de fagos no adsorbidos.

Una vez conocido dicho nGmero, se obtiene el de
fagos adsorbidos y finalmente, la adsorcidén se expresa como el —
porcentaje de fagos adsorbidos-con respecto al numero inicial de -
fagos presente en la suspensidén original.

Una variante de este método, empleada con la -
misma frecuencia y que tienen la ventaja de poder controlar mds ~
exactamente el tiempo de contacto entre el fago y la bacteria, cen
sisti6 en diluir 1/100, directamente a partir de la mezcla, en tu-
bos con caldo B con el 10% de cloroformo (vol/vol), para matar ~
las células. Este método, que tiene la ventaja adicional de eliminar

la centrifugacion, podria, sin embargo, tener el inconveniente de
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que si el tiempo de contacto es excesivamente largo, algunas de --
las células infectadas, conteniendo particulas completas, resultaran
lisadas por el cloroformo, liberando las citadas particulas al me—-
dio y falseando por tanto el numero de particulas no adsorbidas. De
otra parte, tampoco es improbable que el cloroformo sea capaz de

inactivar algunas particulas, en cuyo caso, se obtendrian porcenta

jes de adsorcidén falsos, por exceso.

5.4. Restriccion y modificacidén

La evidencia de que existen estirpes bacterianas
capaces de restringir a determinados fagos, obtenidos por enrique-
cimiento frente a otras estirpes de la misma especie, se obtuvo en
tos primeres afios de la década de los 50 en estirpes y tagos de
E. coli.

‘ En el orden practico, todo consiste en controlar
el namero de placas liticas que una suspensién de un fago es ca—
paz de producir, al ensayar segln la técnica de la doble capa de
agar, sobre otras estirpes de la misma especie.

Por lo demés, éste ha sido el método que se ha
utilizado durante la realizacién de este trabajo, para comprobar
si la resistencia a los fagos de determinadas estirpes de R. meli-
. loti tenfa su base en un fendémeno de restriccibén précticamente to-
tal. A

Cuantitativamente, la restriccién se expresa co-

mo la e.o.p. ("efficiency of plating", eficacia en la formacidén de
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Placas liticas), que no es méas que el resultado de dividir el name
ro de placas liticas obtenida’s sobre una estirpe cualquiera, por el
que se obtiene al ensayar el bacteridfago sobre la misma estirpe -
frente a la que se enriquecibé {iltimamente: |

En suma, si F(X) es un fago obtenido por multipli

de F(X) sobre X, serd, obviamente, 1, mientras que sera tanto -
menor que 1, sobre Y, en funcion de la capacidad de esta estirpe

|
|
cacion en la estirpe X e Y es una estirpe restrictora, la e.o.p.
‘ para restringir al citado F(X).

6. TRATAMIENTO CON NITROSOGUANIDINA INTG)

| La mutagénesis con este agente se utilizé para in-

‘ tentar obtener estirpés resistentes a uno o varios fagéé, sobre la
base de .que tales resi stentes eran efectivamente debidas a un fend
meno de mutacién. El método quev se ha seguido es una variante -
del que utilizara Casadesus (1978) para la obtencién de marcado-
res de auxotrofia en esfirpés de R. meliloti .

Se cultivo la estirpe durante la noche, en caldo -
79M a 28° y en agitacién . A la maflana siguiente se diluyé el cul
tivo 1/10 en caldo B y se afiadié NTG hasta alcanzar una concentra
cién final de 180xg/ml, dejando qué actuase, a 289 y en reposd,
durante 30 minutos, pasados los cuales se centrifugd durante 15min

a 5000 rpm. con lo que el tiempo total de tratamiento fue de 45 mi-

.
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nutos. Las células se lavaron y centrifugaron varias veces mAs en
caldo B, diluyendo finalmente la suspensidén bacteriana y sembrando
en placas de medio Th para obtener colonias separadas.

Una vez que aparecieron las colonias, se ensaya
ron frente a un fago o una mezcla de fagos, segln la técnica de la
doble capa de agar, modificada, puesto que el procedimineto segui-
do fie inocular el medio semiblando con una suspensién de fago de
alto titulo, y una vez solidificada, se tocd en las colonias con pa-
lillos de dientes estériles, inoculando en la capa de medio semi--
blado preparada como se ha dicho. Ademas, se prepararon placas
control, no inoculadas con fagos, para comprobar si las colonias se
lisaban o no. Esta técnica tiene la ventap de poder ensayar gran
nimero de colonias, con un gasto de material y tiempo relativamen-
te escaso, y el inconveniente de que en algunos casos es dificil in-
terpretar los resultados debido ala aparicidén tras el tratamiento con
NTG de una mezcla de estirpes que producen colonias que se desa-
rrollan muy lentamente, o con una produccién de polisacarido afin -

mayor que ]a estirpe original.

7. INDUCCION CON MITOMICINA C (MIT.C)

La mitomicina C, fue uno de los primeros agentes
que se descubrid eran capaces de provocar la induccién del estzdo

lisogénico. Posteriormente, se comprobd la existencia de estirpes -
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lisogenizadas en las que el profago no era inducible en absoluto, o
lo hacia muy esca,samenté._

El objeto de la utilizacién de la mitomicina C so-
bre estirpes resistentes de R.meliloti era, obviamente, intentér -
la induccién de profagos que, eventualmente, podrian ser la causa
de la resistencia.

Como primer paso para averiguar las condiciones
més adecuadas de induccién, se obtuvo la estirpe lisogénica Rm2
(AL1), a partir de la sensible Rm2 y el fago moderado ALl, con -
la que se realizaron los ensayos, en caldo 79M, frente a varias -
concentraciones de mitomicina C.

Para esta estirpe, la induccidn tiene lugar va a -
concentraciones de 0.25ug/ml.; sin embargo, y ante la evidencia -
aportada por la bibliografia, de la existencia de estirpes de R.me-
lileti, lisogénicas e inducibles por la mitomicina C a concentracio-
nes de 10/4g/m1. (Kowalska, 1972), los ensayos se llevaron a ca-
bo rutinariamente a las siguientes concentraciones: 0.3, 0.5, 1.0,

2.5, 5y 10/ug/m1.

8. TRRADIACION CON LUZ ULTRAVIOLETA (UV)

Al igual que la mitomicina C, se ha utilizado para
intentar la induccién de las estirpes resistentes.
Las condiciones mas adecuadas se averiguaron tam

bién, comprobando el efecto de diversas dosis de irradiacién , -

-
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en medio sélido y liquido, sobre la estirpe lisogénica Rm2(AL1),

En medio sbélido, la dosis mas adecuada fue la -
obtenida al irradiar durante 4 seg. a 13 cm. de distancia con una
lampara "Sylvania'" de 16w de potencia. En estas condiciones, la
estirpe Rm2(AL1) se lis6 completamente, mientras que la estirpe -
Rm2, que actud como control, no se vié afectada.

Para los ensayos en medio liquido, se prepararcn
varios cultivos en caldo 79M de las dos estirpes, en fase exponen-
cial, con 108 células/ml., aproximadamente.

Seguidamente, se prepararon placas de Petri con
15 ml, de los cultivos, irradiando en las mismas condiciones que
en el caso del medio sdélido, durante 10, 20, 30, 40 y 50 segundos
A continuacién, los cultivos se pasaron a tubos estériles, incuban-
dolos a 289C, en agitacién y en oscuridad, durante 12 horas. Pa-
sado este tiempo, se midi6 la D.O. de los cultivos irradiados y -
de otros no irradiados que habian actuado como controles. De AC\E}:
do con los resultados obtenidos, el tiempo mas adecuado fue de 20

a 30 segundos.

9. CULTIVOS EN PRESENCIA DE TWEEN-80

Algunos autores han recomendde los cultivos en
caldo, en presencia de Tween-40 o Tween-80 a concentraciones des

de 0.01% con objeto de evitar la formacién de grumos, facilitando
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asi la obtencidén de colonias que procedan de una sola célula, una
vez que se pasa a diseminar en medios sOlidos. El Tween se ha em
pleado también a diversas concentraciones para curar la seudoliso-
genia o el estado portador de cultivos contaminados con fagos. Es-
te Gltimo ha sido el objeto que se ha perseguido, particularmente -
con estirpes que fueron capaces de liberar fagos y en las ‘que no -~
fue posible eliminar esta propiedad mediante el subcultivo o lavado.
Las condiciones mas adecuadas se averiguaron con la estirpe v47, y
- resultaron ser del 1% en caldo 79M y manteniendo el cultivo duran-

te 48 horas a 289 en agitacidn.

10. TRATAMIENTOS CON NARANJA DE ACRIDINA (NA)

El NA es uno de los agentes que cldsicamente -
se han utilizado para eliminar plasmidos de peso molecular relati-
vamente bajo, habiéndose descrito en algunos casos, su capacidad
para interferir con la replicaciébn del ADN de algunos bacteridfagos.

En lo que se refiere a las estirpes de R.melilo-
ti ,se le ha utilizado para intentar la eliminacién del plasmido -
pEZ1, descrito en la estirpe 402, por Palomares et al. (1978a y b),
asi como en la estirpe Rm2, en la que siendo silvestre al igual -
que la 402, se suponia deberia estar presente. |

El procedimiento seguido fue el mismo que utili-

zara Palomares (1975), consistente en incubar las estirpes en cal-
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do 79M, en presencia de 20mg/ml de NA, durante 48 horas, a 282
y en agitacion. Posteriormente, las células se lavaron ycertnﬁx;arm
repetidas veces antes de diseminar en placas de medio Th para la

obtencién de colonias,

11. MICROSCOPIA ELECTRONICA

La preparacién del material necesario asi como la
obtencién de las muestras y su procesamiento para ser examinadas
al microscopio electrénico, se llevaron a cabo siguiendo técnicas
generales, modificadas en algunos casos, segin se estimd conve-

niente.

11.1. Preparacidn del soporte: Rejillas con Formvar ~Carbbn

Se han utilizado rejillas de cobre de 300 & 400 -
mallas, que antes de ser cubiertas con el polimero plastico, se la
varon mediante pases sucesivos en los siguientes disolventes:

2 pases en cloroformo

2 pasesv en alcohol absoluto
2 pases en agua destilada

2 pases en alcohol absoluto
2 pases en cloroformo

Tras el Gltimo pase las rejillas se depositaron en

una caja de Petri, sobre una pila de papel de filtro, 4

-
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las secar al aire 'y protegidas del polvo. Finalmente, se guard;}ron
en una campana de desecacibn.

Para la pelicula plastica , se ha utilizado siem-~
pre el Formvar (polivinil- formol), disuelto al 0.25 & al 0.30% en
cloroformo para espectroscopia (Merck). La solucién se guardé tam-
bién en una campana de desecacién hasta el momento de ser uiiliza-
da.

"El pfocedimiento seguido para colocar la pelicu-
la plastica sobre laé rejillas, fue el siguiente:

Se toma un portaobjetos perfectamente limpio y -
seco y se sumerge en la solucién de Formvar, retirdndolo inmedia—
tamente y dejandolo escurrir y secar sobre la solucién, en posicidn
vertical; de esta forma se evita el que durante el secado absorba -
humedad y se formen agujeros en la pelicula.

Seguidamente se cortan los bordes de la pelicula,
raspando los bordes del portaobjetos con una cuchilla, Esta opera-
cién debe realizarse lo méds cuidadosamente posible para evitar el
que la pelicula se ensucie con pa_rticulas de vidrio.

A continuacidén se pasa a desprender la pelicula
del portaobjetos, haciéndola flotar sobre agua destilada. Para ello,
se introduce el portaobjetos por su borde de menor longitud, muy
lentamente en el agua, vigilénd’o si la pelicula se desprende uni-
formemente.

Una vez que se tiene la pelicula flotando sobré
el agua, se disponen las rejillas sobre ella, mias o menos ordena-
damente y con la supérficie mate en contacto con la pelicula. Final

»
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mente, para extraer la pelicula con las rejillas adheridas, se depo
sita un trozo de papel de filtro sobre la citada pelicula, dejandolo
estar hasta que el agua lo empapa totalmente, y en este momento se
saca, depositandolo en una caja de Petri que se lleva a secar a la
estufa a 37¢C.

Una vez que el conjunto formado por el papeLlas
rejillas y la pelicula se han secado totahnente; se procede a cubrir
la pelicula con una capa de carbdn, lo que se llevé a cabo en un
evaporador Hitachi mod.HUS-4B, haciendo pasar una intensidad de -
corriente de 40 amperios por los electrodos de carbdédn durante 1 -
a 1.5 minutos.

Por desgracia, y por razones de orden técnico -
no siempre ha sido posible evaporar carbbén sobre las rejillas, por
lo que se recurrid a irradiar con luz UV durante 5 minutos, en -
las mismas condiciones quevse expusieron en el apartado 8 de este
capitulo. El efecto de la irradiacién consiste fundamentalmente en -
hacer mas hidrdfila la superficie del Formvar y, segln autores, -
contribuye a aumentar su estabilidad; sin embargo, tal efecto no -
es comparable, en modo alguno, a la que se obtiene con la pelicu~

la de carbén,

11.2, Preparacién de las muestras
La mayor parte de las muestras examinadas han

sido, naturalmente, suspensiones de bacteribéfagos; sdlo en alguncs

casos se han preparado suspensiones de fagos y bacterias para com
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probar el sitio (superficie o flagelos ) de adsorcién,

A) Bacteridfagos.

En la mayoria de las casos se ha partido de los
enriquecidos en caldo 79M, lo que ha sido posible gracias a que el
titulo medio alcanzado en dichos enriquecimientos es del orden de -
109 fagos/ml, que permite la observacidén al ME con relativa como--
didad. El principal inconveniente de este método consiste en que -
si se utilizan tinciones a pH 4cido se obtienen preparaciones bas-
tante "sucias", al precipitar algunas de las sales que entran en la
composicién del medio de cultivo, a lo que contribuyen, evidente-
mente, los restos no centrifugables a baja velocidad de rhaterial -
celular.

El método clasico, consistente en ciclos de cen-
trifugacioén a alta-baja-alta velocidad, se utilizd con aquellos bac-
teridfagos que se enriquecen pobremente frente a la estirpe sensile,
Para ello, se prepararon de 15 a 20 placas, segin la técnica de
la doble capa de agar, de manera que se obtuviese lisis confluen—-
te.

Se recogieron las capas de medio semiblando en
50 ml. de una solucidn de acetato aménico 0.1 M, homogen¢izardo en
una "turmix" y filtrando la pasta obtenida a través de papel de fil-
tro normal. La suspensién resultante se centrifugd a 6000 rpm du-
~rante 30 minutos para sedimentar las células y los restos de agar
y el sobrenadante se filtré por membrana Milipore de 0.45 micras.

En este punto se realizdé un ensayo sobre la es-

tirpe Em2, en placa, segin la técnica de la doble capa de agar, -

-
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para controlar el titulo de la suspensidén obtenida y seguidamente,

se pasd a centrifugar a 60.000xg durante 2 horas. El sedimento se
resuspendib en el mismo volumen inicial de acetato aménico, centri
fugando a continuacién a 10.000 rpm durante 30 minutos, a lo kque
siguidé una dltima centrifugacién a 60.000 rpm. El sedimento se -

resuspendié finalmente en 2 6 3 ml. de acetato aménico, 0.1 M,

quedando asi preparado para su montaje en las rejillas.

B) Muestrés de bacterias y bacteridfagos.

El método utilizado mas frecuentemente consistié -
en mezclar fago y bacteria en caldo B, a una D.O. final de 0.5,
incubando a 282 en reposo para permitir la adsorcién. Seguidamen
te seklavaron las células, centrifugando y resuspendiendo en la so
lucién de acetato aménico varias veces y, como antes , se pasd

directamente a montar muestras sobre las rejillas.
11.3. Tinciones

Se han utilizado las tinciones cldsicas a base de
sales pesadas, como el fosfotungstato sédico o pbtasico, el aceta~

to de uranilo, etc., a diversos valores de pH.

Acido fosfotungstico. (PTA)
Se prepara en agua destilada al 1-2%, ajustando
el pH con una solucién de KOH o NaOH, entre 6.5 y 8. En la ~

mayoria de los casos se utilizé el KOH, ajustando el pH a 7 (PTK).
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Las soluciones de PTX pueden enturbiarse, bien
durante su preparacién bien"con el transcurso del tiempo, por lo
que es conveniente utilizarlas inmediatamente despues de ser pre
paradas o bien, filtrarlas a través de una membrana Milipore de
0.2 micras, lo que permite su conservacién durante bastante tiempo

a temperatura ambiente.

Acetato de Uranilo. (AU)

Se prepara en agua destilada o en alcohol-agua
al 50%, a concentraciones desde 0.5 al 1%. En teoria, el AU es
mucho més adecuado que el PTK para su utilizacién como tincidn ~
negativa, pero también presenta el inconveniente de qﬁe si la mues-
tra no estd adecuadamente purificada, todos los contaminantes re-
sultan  teflidos, obteniéndose de hecho, preparaciones poco contras
tadas, es decir, preparaciones en las que los especimenes destacan
pobremente sobre el "background". ;

Por otra parte, el AU se utiliza a pH 4.5-5, lo
que, en algunos casos, podria alterar la morfologia de las estruc-
turas que se vayan a visualizar, o crear artefactos que dificultan

la observacién de las primeras.

Oxalato de uranilo. (OxU)
Se obtiene mezclando AU y Acido oxdlico en agua

~destilada en la siguiente proporcidn:

Acido oxalico 0.15 g.
Acetato de Uranilo 0.50 g,
Agua destilada 100 ml
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(Mercer y Birbeck, 1974).

Es ligeramente mas activo y estable que el AU,
conservandose durante bastante tiempo a temperatura ambiente,
Por lo demés se utiliza como el AU, a pH entre 4.5 y 5, que se

ajusta con amoniaco.

11.4. Montaje de las muestras en las rejillas y tinc’ié,n

El procedimiento mas cominmente utilizado con-
sistid en depositar gotas de las suspensiones sobre las rejillas,
dejandolas estar durante 1 & 2 minutos y retirando a continuacién
el exceso de liquido con un papel de filtro. De esta forma, queda
sobre la rejilla una fina pelicula de la suspensién, que se deja se-
car al aire y protegida del polvo, Si la suspehsién utilizada no con
tiene la concentracién adecuada de la muestra que se vaya a obser
var, una vez secas las rejillas, se procede igual qué al principio,
depositando una gota, etc.

La tincidén se realizdé de la misma forma que el
montaje de la mue‘stra, es decir, se coloca una gota de la solucidn
empleada, que se retira totalmente con ayuda de un papel de fiiiro,
colocando a continuacidén una nueva gota que se retira del mismo -
modo y, por @ltimo, se coloca una tercera gota de la que sdlo se
retira el exceso, dejando una capa fina de liquido que se deja se
car al aire.

En algunos casos, se utilizé un método simpli-

ficado, consistente en mezclar 1 :1 (Vol/vol) la suspensidn de la
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muestra y la solucién empleada en la tincidn, procediendo como en
los casos anteriores, depositando gotas y retirandolas, etc. Este
método sdlo es aplicable cuando la suspensién de la muestra tiene
una concentracién adecuada, ya que, de lo contrario, la dilucién -
de la muestra en la solucién dificulta después la localizacién de los
objetos que se vayan a observar.

Todas las observaciones se realizaron en un mi-
croscopio electrénico "Phillips", mod. EM-300. Conviene hacer no
tar que es imprescindible el que las rejillas estén perfectamente -
secas antes de ser introducidas en la columna del microscopio, pues
de no ser asf, dicha columna resulta répidamente contaminada, al

tiempo que la preparacién sobre la rejilla "evapora" y se estropea

irremediablemente.
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RESULTADQOS







1. BACTERIOFAGOS

1.1. Aislamiento. Estudio cuali y cuantitativo de los bacteridfagos

activos frente a R. meliloti, presentes en el suelo.

Como se indico en Objeto del Trabajo, el aisla—
miento y caracterizacién parcial de bacteridfagos especificos de —
R. meliloti , constituyb el primer objetivo de este trabajo. Como -
parte previa al aislamiento propiamente dicho, se creyd cohvenien—
te el investigar la presencia y abundancia relativa de dichos fagos
en muestras de suelos rizosféricos de distinta procedencia.

El método utilizado para la cuantificacién de los -
resultados se expuso en el capitulo de Material y Métodos, y en-——
cuanto a la estimacién del nimero de fagos distintos, presentes en
cada muestra, se utilizd como criterio {nico, la morfologia de las -
placas liticas. '

Se han estudiado muestras de nueve suelos de dis-

tinta procedencia geografica, aunque por razones obvias, la mayo—-
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ria de ellos pertenecen a la provincia de Granada; se ha tenido -
en cuenta, ademas, el tipo de cultivo y la antigiiedad del mismo,-
en cada caso. En relacioén con el cultivo, se eligid preferentemen
te la alfalfa, y cuando ello no fue posible, se muestrearon suelos
de prados o jardines en los que crecian especies de leguminosas
pertenecientes al grupo de inoculacién de R.meliloti.

Todos los ensayos se realiza’ron frente a la es-
tirpe Rm2, que en experiencias preliminares demostrd ser la més
adecuada por sus caracteristicas de cultivo, asi como por su sen-
sibilidad a los bacteridéfagos. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 1. -

De estos resultados se desprende la existencia -
de una relacién entre la implantacién de cultivos de alfalfa y la -
existencia en los suelos éorrespondientes, de bacteridfagos activos
frente a la estirpe Rm2. La excepcién la constituyen los suelos de
Loja (Granada), en el que es posible atribuir el resultado negati-
vo a la reciente implantacién del cultivo, y el de Requejada (San—
tander), en el que, probableinente, el tiempo transcurrido entre la
extraccién de la muestra y su procesamiento, debid provocar la —-
inactivaciébn de la mayoria de los bacteridfagos.

De otra parte, tanto el nimero total corﬁo la va-
riedad de fagos, se hacen mayores, en general, al aumentar la an
tigiiedad del cultivo, aunque hay que destacar también, la presen-
cia de fagos activos en nimero muy alto, en muestras de suelos e
los que no se cultivaba alfalfa; ahora bien, como se dijo mas arri-

ba, en estos suelos se detectd la presencia de otras especies de-
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Tabla 1. Bacteriéfagos activos frente a R. meliloti, estirpe Rm2, presentes en muestras de 9 —

suelos rizosféricos de las provincias de Granada, Cérdoba y Santander.

Muestra Cultivo Antigliedad N¢ total N¢ placas liticas
fagos/gr di stintas
Loja Alfalfa 1 afio 0 -
Riofrio Prado - 0 -
Albaicin Alfalfa 4 afios 5'0x1‘03 2
La Zubia Alfalfa Z afios .3'2)(102 3
{Deifontes Alfalfa 12 afios o més 1'6x103 3
{Granada Alfalfa 10 afios o mas 6'3)(104 4
I1znalloz Prado - 0'5x1 O2 1
. ma 3
Cabra Jardin - 1'0x10 1
Requejada Alfalfa - 0 -




leguminosas incluidas en el grupo de inoculacién de R.meliloti, -
como Medicago sp. en el caso de Iznalloz (Granada) y Melilotus
sp., en el caso de Cabra (Cdrdoba).

Por Qltimo, hay que hacer notar que la estima-
cién del ntmero de fagos distintos presentes en un suelo,basada -
en la morfologia de las placas liticas que éstos originan debe dar
lugar a valores inferiores a los verdaderos, ya que muchos bac—
teriéfagos virulentos distintos dan lugar a placas liticas claras,
de aspecto muy similar y, por tanto, dificilmente distinguibles en
tre si.

Aparte de los ensayos cuantitativos, cuyo resul-
tado se ha expuesto mas arriba, se realizaron otros muestreos, a
partir de suelo rizosférico y de nédulos radicales, mayoritariamen

te de Medicago sativa , con la finalidad exclusiva del aislamiento;

en dichos ensayos y de acuerdo con lo que se dijo en el capitulo
de Material y Métodos, se llevd a cabo un enriquecimiento previo
de las suspensiones de suelo o de los extractos nodulares, frente
a la estirpe sensible Rm2.

Finalmente, otros bacteridfagos se aislaron, no
a partir de muestras de suelo rizosférico, sino como contaminan-
‘tes o asociados a estirpes silvestres de R.meliloti , aisladas de

ndédulos radicales de las leguminosas hospedadoras.
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1.2, Purificacién y caracterizacidn,

La purificacién se llevé a cabo siguiendo el pro-
cedimiento descrito en el capftulo de Material y Métodos . Tan so—
lo cabe afiadir que tras el e'nriquecimiento y tratamiento de los cul
tivos con cloroformo, la suspensién puede centrifugarse o bien fil-
trase a través de una membrana Milipore de 0'45 micras, para eli-
inar las células y restos celulares mas groseros. La filtracién tie-
ne un rendimiento ligeramente inferior a la centrifugacién, quiza de
bido a la adsorcién de algunos fagos al filtro.

En io que se refiere a la caracterizacion de los
distintos bacteritfagos, se ha recurrido fundamentalmente a tres pa
rametros: a) caracteres de las placas liticas que originan sobre la
estirpe Rm2 en condiciones estandar; b) ensayo frente a una varie-
dad de estirpes para obtener su espectro de actividad y c) examen
al microscopio electrénico, con objeto de obtener datos acerca de-

su morfologia.

1.3, Clasificacién.

De acuerdo con los parametros utilizados para la
caracterizacién, los fagos aislados pueden clasificarse en varios -
grupos, segln se atienda a uno u otro criterio. La clasificacién ba-
sada en los caracteres de las placas liticas presenta el inconvenien
te doble de la subjetividad a la hora de describirlos y de la circuns

tancia de que pequeflas variaciones en las condiciones de ensayo pue_
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den alterar sustancialmente los mismos. De otro lado, el espectro
de é\ctividad es un dato seguro, a condicién de que las estirpes en
cuestién no varien su sensibilidad para los fagos, y, finalmente, ~
la visualizacidn al microscopio electrdnico no siempre es posible
llevarla a cabo en condiciones lo suficientemente éptimas para agre
ciar pequefias diferencias morfoldgicas entre los viriones examina-
dos,

A pesar de ello, se han establecido varios gru~
pos, atendiendo a su caracter moderado o virulento, entendiendo -
por tal, el que originen placas liticas turbias y claras, respectiva
mente, sobre la estirpe Rm2, atendiendo al tipo de nucleocapsida y
a que sean capaces o no de lisar a ciertas estirpes bien caracte-
rizadas. En la tabla .2 . se exponen los distintos bacteriéfagos y
sus caracteristicas més notables.

A partir de los datos que se han expuesto en la
tabla anterior y tehiendo en 'cuentay los parametros utilizados para
la caracterizacién, se han establecido los siguientes seis grupos —

de bacteridfagos:

Grugo 1.

Bacteriéfagos de cardcter moderado, con nucleo—
capsida de simetria compleja, no activos frente a la estirpe v47.

VBP, f47, san y cab.

Al microscopio electrénico , estos bacteribéfagos -
son muy semejantes entre si, como se muestra en las figuraslb yld.
Se distinguen y muy escasamente, en la morfologia de las placas I

ticas que originan sobre la estirpe Rm2 y en el espectro de activi-

.
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dad. Una caracteristica notable de todos ellos es que, pese a ser

moderados, ya que producen placas liticas turbias, no establecen

asociacién lisogénica con las estirpes sensibles a su ataque.

Grugo 2.

Bacteriéfagos moderados, con nucleocidpsida de
si metria compleja, no activos frente a la estirpé lisogénica Rm2-
(ALD). "

ALl, SF2, f2D y AT1.

Al microscopio electrénico sonindistinguibles en
tre si (figurasla,f,g y 2e ), pero se diferencian bien de los que -
integran el grupo 1, tanto por la morfologia de la nucleocapsida,
como por su capacidad para establecer asociacidn lisogénica con
la estirpe Rm2. |

Por otra parte, es posible distinguir entre es-
tos 4 fagos por la morfologia de las placas liticas y por el espec
tro de actividad. En relacién con este cardcter, es interesante -
hacer notar que tanto ALl como f2D son capaces de atacar a la -
estirpe Rm2(5F2), mientras que ATl y el propio SF2 no pueden~
hacer lo mismo con la estirpe Rm2(AL1) ni con la citada Rm2(SF2).
Esta circunstancia podria indicar que AT1 y SF2 son efectivamen
te, dos bacteridéfagos muy relacionados, mientras que ALl seria -
un mutante ''vir' de uno de ellos, menos eficaz en el estableci—-
miento de la asociacién lisogénica y capaz, por tanto, de iisa,r a

la estirpe Rm2(SF2),
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Figura 1.a. Bacteridfago f2D, del grupo 2, tefiido con AU. Aprx
. ximadamente x220,000.
b. Bacteriéfago f47, del grupo 1, teflido con PTK. Au-
mentos aproximados, 200.000.
c. Bacteridfago LOO, del grupo 3, teflido negativamente
con PTK. Aproximadamente x225.000.
d. Bacteridfago VBP, del grupo 1, teflio con PTK. Ay
mentos aproximados, 95.000.
e. Bacteriéfago FAR, del grupo 5. Tincién negativa con
PTK. Aproximadamente x230.000.
f. Bacteridfago AL1, del grupo 2. Tincién negativa con
PTK. Aproximadamente x220.000.
g. Bacteriéfago SF2, del grupo 2. Tincidén negativa con
PTK. Aproximadamente x106.000.
h. Bacteriéfago FAR, del grupo 5. Tincidén negativa con

PTK. Aumentos aproximados, 154.000.
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Tabla 2. ‘Nomenclatura, procedencia y caracteristicas de los fagos de R.meliloti, aislados en el transcurso del presente trabajo

Espectre de actividad

Nombre Origen Carécter Simetria Rm2 Rm2(ALD Re@(SF2 2D5 2DA 402 4c T v5 v26 v47 hv213
VBP Vega +{Granada) f N Compleja + + + + - + - 3 o~ - - -
Lo0 foja (Granada) 1 v Isométrica + * * + - + - - + =
DF2 Deifontes (Granada) Y Compleja + + + B - + o+ = - -y +
ALl Albaicin {Granada) M Compleja + - + + - + = + - = : -
SF2 Santafé  {Granada) w . Compleja | - - + - + - + e - - -
1¥aAR Dosingo Perez {Granada) v . Compleja + + + + - N -
AL}, activo frente a la E A i :
2D { estirpe . M Compleja i - + + - + - + % = * -
Asociado a la esti
{47 1 b e et N Compleja + + + - - - 4+ - - - -
' | Asacioto @ 1a estirpe : ) . .
fhy wats, | w | Compleja * - - Z - L +
Asociado a la estirpe .. *
1 . v Isométrica + + s + - P + - % & -
»
AT1 Karfe (Granads) | M Compleja + - - + - + - s - =% -
san | Requejada {Santander) N ’ Compleja 1+ s + + - 0 . e = - -
cab Cabra (Cérdoba) M Compleija + + + + - % - + - - -

M= Moderado; placas liticss turbias sobre la wstirpe Ra? // = lisis /) - = resistemcia /] La
V= Virulento; placas Iiticas claras sobre la estirpe Rm2.

£1 ensayo dib resuitados variabies, segin los tasos.



Grupo 3.

Bacteridfagos virulentos, de nucleocédpsida iso—-
métrica, activos frente a la estirpe v26. |
L00 y fel.

La {nica diferencia entre ambos es que LOO ata
ca normalmente a la estirpe v26, mientras que fcl, que se aisld
como contaminante de la estirpe cl, muestra un comportamients -
variable frente a la citada v26. Por lo demds, al microscopio elec

trénico son indistinguibles (ver figuraslc y 2b).

Grupo 4.

Bacteridfagos virulentos, con nucleocdpsida de -
simetria compleja, capaces de lisar a las estirpes 4c y hv2i .
DF2,

Este bacteriéfago, de morfologia poco frecuente
(figuras 2a,2c y 2d), posee un espectro de actividad muy notable,
ya que, como se vera en los apartados siguientes, son muchas --
las estirpes sensibles exclusivamente a su ataque. Recientemente,
se ha encontrado que es también activo frente a una estirpe de -

R. meliloti (UR1, no incluida en esta memoria) procedente de Uru

guay.

Grupo 5.

Bacteridfagos virulentos, con capsida isométrica
y cola rudimentaria, probablemente contractil.

FAR,
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Este bacteritfago es destacable, al igualqe DF2
por la morfologia de su nucleocdpsida (figurasle y th ). Nosedis
tingue particularmente por su espectro de actividad, si bien, en lo
que se refiere a las placas liticas que origina sobre Rm2, es ti-
kpico que deje tras su ataque un gran nimero de estirpes resisten-

tes (figura9a ), lo cual lo distingue de los otros fagos virulentos.

Grupo 6.

Bacteridfagos moderados, con nucleocapsida de
simetria compleja y espectro de actividad muy restringido.
fhv.

Al microscopio electrdnico, éste bacteridfago -
presenta una morfologia muy similar a la de los componentes del -
grupo 1. Tanto su deteccion como su mantenimiento en el labora-
torio, constituyen un verdadero problema, debido a que origina -
placas liticas apenas aparentes y a que se multiplica muy escasa
mente sobre la misma estirpe a la que se le encontré asociado, -

hv2l , y sblo en algunos casos sobre Rm2.

1.4. Bacteriéfagos termosensibles.

Como se indicé en el capitulo de Material y Mé-
todos, en los distintos ensayos de aislamiento de bacteriéfagos se
inocularon dos series de placas, una de las cuales se incubd a -
28°C y la otra a 20°C, para permitir el desarrollo de los posi-~

bles viriones incapaces de multiplicarse a 289C.




Figura 2. a. Bacteriéfago DF2, adsorbido sobre la superficie de
una célula bacteriana. Tincién negativa con PTK, Aumen
tos aproximados,50.000,

b. Bacteritfago fcl, del grupo 3, adsorbido sobre la su
perficie de una célula. Tincidén negativa con PTK. Aprx
ximadamente x160.000.

¢. Bacteriéfago DF2, del grupo 4, teflido negativamente

con PTK y aumentado 200,000 veces, aproximadamente.

d. Bacteridéfago DF2, teflido negativamente con OxU y —
eumentado 215.000 veces, aproximadamente,

¢. Bacteridéfago AL1, del grupo 2, teflido negativamente

con OxU. Aproximadamente x215.000.
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Tabla 3.- Nimero de placas liticas formadas por la muestra de -

suelo de Iznalloz, sobre la estirpe Rm2 tras incubar

a 28 y 20°C,
Diluciones 1077 107 107
Temperatura
28eC 12 102 728
200C 35 368 -

Este ensayo se realizd tras enriquecer la sus-
pensién de suelo frente a un cultivo de Rm2, incubando natural--

mente, a 28 y 20°C;

Tabla 4. Nimero de placas liticas formadas por la muestra de -
suelo de Domingo Pérez, sobre la estirpe Rm2, tras in

cubar a 28 y 20¢C,

Diluciones 10° 107t
Temperatura
282C 16 1
200C 37 2

Al contrario que en el caso anterior, se utilizé

directamente la suspensiéon del suelo, una vez centrifugada.

145



Los resultados obtenidos con las muestras de Do
mingo Pérez e Iznalloz, parecian indicar la existencia de fagos -
termosensibles en nimero bastante alto ’(tablas 3 v 4); sin embar~-
go, se comprobd posteriormente que la mayoria de los fagos que
s6lo habian originado placas liticas a 202C eran también capaces
de multiplicarse a 28¢C, aunque més lentamente, es decir, sdlo-
formaban placas liticas a partir de las 72 horas de incvbacién, -
mientras que el tiempo normal para los demds bacteridfagos era-
de 24 a 36 horas.

Sblo se aislé un bacteridfago que con seguridad
era incapaz de multiplicarse a 282C, a partir de las muestras de
suelo de Iznalloz, al que se llamd 1zl. Este fago origind placas
liticas turbias sobre la estirpe Rm2 y mostrd poseer un especiro
de actividad semejante al de los fagos del grupo 2, descritos en
el apartado anterior, |

Este Gnico resultado positivo, que ponia an evi-
dencia la escasez relativa de fagos termosensibles en el suelo, -
unido a que los procesos de purificacidn y mantenimiento de estos
bacteriéfagos son considerablemente lentos, hizo que no se insis—

tiera mas en su aislamiento, asi como tampoco se prosiguid con -

la caracterizacién del fago 1zl.

1.5. Seleccidn de bacteridfagos para las experiencias de fagoti--

Eado.

La manipulacién de los bacteridfagos supone una
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serie de problemas dificiles de soslayar en el orden practico, de
bido a la aparente facilidad con que se contaminan las suspensio
nes, bien con bacterias, bien con otros bacteriéfagos. La prime-
ra cuestién se soluciona bastante bien afiadiendo unas gotas de -~
cloroformo a las suspensiones. La segunda forma de contammacidn
es mds dificil de evitar sobre ytodo si, como en este caso, se han
manipulado varios fagos distintos al mismo tiempo. Es muy proba
ble que la contaminacién de unos fagos con otros se produzca a
favor de superficies hiimedas, cuya creacidén es inevitable ya que
la mayoria de los ensayos se realizan con el material sumergide
en el bafio a 45°C.

Por otra parte, algunos bacteriéfagos son muy -
sensibles a la accién de ciertos agentes, como el cloroformo, o
al desarrollo de ciertas condiciones, como la espuma que se for-
ma en los cultivos en agitacidn, etc.

En consecuencia, se procedid a seleccionar en-
tre los que se han expuesto anteriormente, una serie de bacterid
fagos que presentaran el minimo de inconvenientes a la hora de -
ser utilizados en el fagotipado de las estirpes de Rhizobium ais-
ladas de ndédulos radicales o de muestras de suelo rizosférico.

El criterio fundamental que se siguid fue el que
en todo momento se pudiese controlar la pureza de las distintas -
suspensiones, es decir, que lés caracteristicas morfoldgicas y de
comportamiento de los bacteriéfagos seleccionados fuesen lo mas
distintas posible. Por lo demds, se eligié un nimero que no plan

tease excesivos problemas para su manipulacién.
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El resultado fué la eleccién de los seis fags si-
guientes: VBP, LOO, DF2, ALl, SF2 y FAR, cuyas caracteris-
ticas se han expuesto en apartados anteriores.

Estos bacteriéfagos se distinguen bastante bien
por sus placas liticas, como se muestra en la figura 9a, con ex-
cepcién de los virulentos LOO, DF2 y FAR., No obstante, ya se
apunté que FAR produce una placa litica ligeramente turbia debi-
do al crecimiento de células que no ha sido lisadas, y que, por-
otra parte, DF2 origina placas liticas de borde nitido pero lige~
ramente excéniricas, lo cual hace que se le distinga facilmente -
de los otros dos. Ademas de éstas diferencias en los caracteres
de las placas liticas y de las que se expusieron en el apartado
1.3., se han obtenido evidencias de que éstos tres fagos se ad-
sorben sobre distintos receptores de la superficie celular, hecho
que viene apoyado por la circunstancia de que el suero anti DF2
no es capaz de neutralizar a LOO y FAR.

En lo que se refiere a los fagos moderados,- -
VBP, AL1l, y SF2, no existe dificultad alguna en distinguirlos en
tre si, ni tampoco, naturalmente, de los virulentos, No obstante,
ya se indicé anteriormente que ALl y SF2 son dos bacteridéfagos
estrechamente emparentados en cuanto a morfologia y espectro de
actividad y que, probablemente, ALl es un mutante 'vir" de SF2
o de ATI1, |

Finalmente, quedaba por dilucidar, en relacvién

con estos seis bacteriéfagos, la cuestién de la especificidad, es

decir, habia que comprobar si alguno de ellos era capaz de lisar

”
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a otras estirpes de Rhizobium. Segiin la bilbiografia consultada, -
son excepcionales los casos de fagos de R. meliloti activos fren-
te a otras especies del género, no obstante lo cual, se realizaron

los ensayos oportunos frente a una coleccidén de 10 estirpes de -

R.trifolii y R.leguminosarum , aisladas de ndédulos radicales de -

Trifolium repens y Vicia faba, respectivamente, con el resultado

de que ninguno de los seis bacteridéfagos que se habfan selecciona
do tuvo actividad frente a las citadas estirpes, por lo que debe -
descartarse, en principio, el que en las experiencias de fagotipa-
do que se exponen méas adelante, se hayan clasificado como R.meli

loti estirpes que pertenecen a alguna de las otras dos especies.
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2. FAGOTIPADO DE ESTIRPES DE R.meliloti.

El objeto de estas experiencias fue investigar -
el fagotipo frente a los seis bacteridfagos seleccionados de estir-
pes silvestres de R.meliloti aisladas de suelos y nédulos radiales
a fin de determinar de una parte, si el fagotipado‘ puede sustiiyir
a la técnica de inoculacién a la hora de identificar una esiirpe oo
mo R.meliloti y, de otra, determinar si las estirpes aisladasde
diferentes hospedadores vegetales del grupo de inoculacién d: R.me
liloti presentan patrones distintos de resistencia y sensibilidad a
los citados fagos.

Como paso previo fue necesario el aislamiento -
de estirpes silvestres de R. meliloti, que se llevd a cahbc i piin

cipio a partir de suelos y posterior y mayoritariamente a partir -

de nddulos radicales.

2.1. Aislamiento y fagotipado de estirpes silvestres presenies ei

suelos rizosféricos,

La falta de un medio totalmente selec!i o ¢
las especies del género Rhizobium dificulta su aislam:cuis & wor-
tir del suelo, en el que coexisten numerosas bacterias que compi-
ten ventajosamente con Rhizobium sp. en los medios de cuitive amo
piados para €ste.

El método que se ha seguido y que se doenrio

en el capitulo de Material y Métodos, ofrece la ventaja <e oo

Eey-]
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seleccién basada en caracteres morfoldgicos y al mismo tiempo, el
inconveniente de la subjetividad en la apreciacién de dichos carac
teres, -

Se ha efectuado un sélo aislamiento en ¢l quese
seleccionaron en primera instancia 126 colonias que presentaban ~
aspecto mucoso y color similares a los de las estirpes de R.meli
loti de la coleccidén de laboratorio,

Las colonias aisladas se volvieron a diseminar-
en placas de medio 79CV, pasando a continuacidén a preparar ex-
tensiones que se observaron al microscopio, bajo el objetivo de -
40x, utilizando como control, extensiones de las estirpes Rm2 y
4¢.

Se desecharon 90 clonos y los 36 restantes se
ensayaron frente a los seis bacteridfagos seleccionados segin la
técnica habitual, con resultado negativo, es decir, ninguna de las
estirpes mostrd ser sensible a alguno de los bacteridéfagos. En -
consecuencia, se realizé un ensayo de infectividad frente a plan-
tulas de alfalfa, en el que se obtuvo, que sdlo 5 estirpes fueron
capaces de formar nddulos.

Los resultados obtenidos son, sin duda alguna,
muy pobres. La preseleccién basada en la morfologia colonial o -
de las suspensiones bacterianas al microscopio, no es, ocbviamente,

muy exacta, debido a la existencia de otras especies bacterianas,

como Pseudomonas sp. o Agrobacterium sp., y sobre todo Rhizo-
bium sp. que presentan caracteres semejantes a R.meliloti. Por

otra parte, existen otros dos factores més a considerar: la proba
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ble existencia de estirpes no infectivas, y, como se vera a conti-
nuacién, la abundancia relativa de estirpes resistentes al ataque
de la mayoria de los bacteriadfagos especificos.

Bajo estos condicionamientos, dificiles de supe-
rar en la practica, se decidié no proseguir con el aislamiento de

estirpes de R. meliloti a partir de muestras de suelo rizosférico.

2.2, Aislamiento a partir de los nddulos.

El aislamiento a partir de ndédulos radicales de

Medicago sativa, no ofrece ninguna dificultad, ya que esta espe-

cie se cultiva ampliamente como forraje para ganados. Eu cambio,
el aislamiento a partir de nddulos de Melilotus sp. y Trigreila
$p., ha supuesto, en primer lugar, el tener que localizar ias zo-
nas en las que se dan ambos géneros y, en segundo lugar, su -
identificacién positiva. Ambos problemas se han resuelic a satis—
faccién, gracias a la ayuda del Dpto. de Boténica de esta Facul-

tad.

Se han aislado un total de 271 estirpes,

tir de nédulos raiicales de varias especies de los tres

mencionados més arriba, que se relacionan, junto con St {agyciiio

en las tablas 5t 9; como puede apreciarse, el nimerc d¢e coili-
pes obtenidas de nédulos de Medicago sp., es mayor que el de las
estirpes de Meli'stus sp. o Trigonella sp., debido a la circunsian
cia antes aludida, de la mayor disponibilidad de los cuitivos de -

alfalfa, frente a la escasez relativa de especimenes de ivs civos
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dos,
Por dltimo, el nombre con que se ha designado
a las estirpes de cada aislamiento, hace referencia a la proceden

cia geografica,-Rmc, es R.meliloti de Cabra (Cdrdoba),- o al hos

pedador,-Rmg, es R.meliloti de Trigonella glauca,- de donde se

aislaron las estirpes en cuestién.

2.3. Fagotigado.

Se ha utilizado la técnica de la capa de agar -
sobre la que se depositan gotas de las suspensiones de los dis-
tintos bacteridfagos, tal como se describié en el capftulo de Ma-
terial y Metodos.

En cuanto a la lectura de los resultados, se ha
considerado como carcter sensible de una estirpe para un fago -
determinado, la aparicién de una zona o halo de lisis en el lugar
en el que se depositd la gota, independientemente de que tal zona
de lisis apareciese mds o menos clara o turbia. El caracter re-
sistente se ha considerado como la ausencia total de sintomas de
lisis, Ambos caracteres se notan con los signos + y -, respectiva
mente,

Por Gltimo, en todos los ensayos de actividad -
de los fagos frente a las distintas estirpes se prepararon placas
de la estirpe Rm2, como control de la pur'eza y titulo suficiente -

de las suspensiones de los seis bacteridfagos.
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Tabla 5. Fagotipo de estirpes de R.meliloti aisladas de nbdulos ra

dicales de Medicago sativa, procedentes de un cultivo de

alfalfa en La Zubia (Granada).

Fagotipo _
Estirpe VBP___LOO DF2 ALl SF2  FAR
Rmvi-v3 + + + + o+ .
Rmv4 - + + + + +
Rmv5-v8 - - - - - -
Rmv9-v16 + + + + + +
Rmvl7 - + -~ + - +
Rmvl18 + + + + + +
Rmv19 - + - - - -
Rmv20 + + + + + +
Rmv2l y v22 No crecen
Rmv23 - - - - - -
" Rmv24 + + + + + +
Rmv25 - + + + + +
Rmv26 - + - - - -
Rmv27 y v28 - - - - - -
Rmv29-v36 + + + + + +
Rmv37 ' No crecen
Rmv38 y v39 - = - - - -
Rmv40 y v4l + + + - - -
Rmv42 - + + + + +
Rmv43 + + + + + +
Rmv4s4 - + + + + +

+ ¢ Sensible, halo de lisis normal.

: Resistencia. ,

: Se comporta de forma variable, segln los ensayos.
p : Aparecen unas cuantas placas de lisis sueltas.

14+ 1
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Continda tabla 5.

‘. Fagotipo
Estirpe VBP LOO DF2 ALl SF2 FAR
Rmv45 y v46 No crecen ' ' ‘
Rmv47 - + % * - +
Rmv48-v53 + o+ + + + +
Rmv54 - - - - - -
Rmv55 + + + + + +
Rmv56 + + + - - -
Rmv57 y v58 + + + + + +
Rmv59 - + + + + +
Rmv60 - - - - - -
Rmv61-v63 + + + + + +
Rmvb4 - - - - - ~
Rmv65 + + + + + +
Rmv66 y v67 - - - - ~ -
Rmv68 - 4 - - - p
Rmv69 - + - - - -
Rmv70 y v71 + + + + + +
Rmv72 - - - - - -
Rmv73 + + + + + +
Rmv74 - + + + + +
Rmv75 - + + + - -
+ : Sensible, halo de lisis normal.

: Resistencia.
: Se comporta de forma variable, segiin los ensayos.
: Aparecen unas cuantas placas de lisis sueltas.

+

=]
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Tabla 6. Fagotipo de estirpes de R.meliloti, aisladas de nddulos -

radicales de Medicago sativa, procedentes de un cultivo -

de alfalfa en la Huerta de San Vicente (Granada).

.

Fagotipo , =
Estirpe VBP LOO0 DF2 ALl SF2 FAR
Rmhvl-hv8 + + o+ o+ + o+
Rmhv9-hv16 - - + - - -
Rmhv17-hv20 + + + + * +
Rmhv21 - - + - -~ -
+ + + +

‘Rmhv22-hv32 . +

+ 1 Sensible, halo de lisis normal,
- ! Resistencia.

Tabla 7. Fagotipo de estirpes de R. meliloti, aisladas de nédulos

radicales de Medicago lupulina, procedente de Atarfe -~

(Granada).
Fagotipo

Estirpe VBP __ LOO DF2 ALl _ SF2 _ FAR
Rmll y 12 - - IR _ -
Rml3-16 + + + + + +
Rml7-19 - - + . - _
Rmwll0 - + - - - -
Rmll1l - - + - - -
Rml12 - + - - - -
Rml13 + + + - - -
Rmll4 - - + - - -
Rml15 + + + + + +
Rml16-118 - - + = - _

+ : Sensible, halo de lisis normal
-3 Resistencia.
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Tabla 8. Fagotipo de estirpes de R.meliloti, aisladas de nédulos -

radicales de Trigonella glauca, recolectada en la zona -

del Puerto de la Mora (Granada).

Fagotipo
Estirpe VBP LOO DF2 ALl SF2 FAR
Rmgl - - - - - -
Rmg2 - - + - - -
Rmg3-g13 - - - - - -
Rmgl4-g17 - - + - - -
Rmgl18-g20 - - - - - -
Rmg21-g23 - - + - - -
Rmg24 - - - - - -
Rmg25-g27 - - + - - -
Rmg29 y g29 - - - - - -
Rmg30-g32 - - + - - -~
Rmg33 y g34 - - - - - -
Rmg35-g40 - - . - - i,

Rmg41-g52 - - - - - -

+ : Sensible, halo de lisis normal.

. -~ : Resi stencia.
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Tabla 9. Fagotipo de estirpes de R . meliloti aisladas de nddulos ra
‘dicales de Melilotus parviflorus, recolectado en la zona

de Cabra (Cérdoba).

Fagotipo
Estirpes VBP LOO DF2 ALl  SF2  FAR
Rmel-c16 - - - = - -
Rmcl7 - + + + + +
Rmc18-c20 + + + - - -
Rmc2l y c22 - + - -— - -
Rmc23 y c24 - - + - - -
Rmc25 + + - + - -
Rmc26-c29 + + + + + +
Rmec30 y c31 - - + - - -
Rmc32 + + + + + +
Rmc33~c64 - - + - - -
Rmc65~c77 - - - - - -
Rmc78 y ¢79 - - + - - -
Rmc80 - - ~- - - -
Rmc81-c83 - - + - - -
Rmc84 y ¢85 - - - - - -
Rmc86 - ~ + - - -
Rmc87 - - - - - -
Rmc88-c92 + + + + + +
Rmc93 y ¢94 - - + - - -

+ : Sensible, halo de lisis normal
- : Resistencia.
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2.4. Clasificacién de las estirpes de R meliloti, segin su fagaipo.

Resulta evidente que una primera clasificacién
puede establecerse en base al caracter sensible o resistente a la

totalidad de los fagos utilizados:

1) Sensibles a todos 108 fagos ....vvvveveesenr.n. Fs.
2) Resistentes a todos 1os fagos .v..v.vvevesv.... Fr.
3) Parcialmente sensibles & resi stentes........... Fa (Fagotipo

alterado).

El tercer grupo es bastante heterogéneo, si -~
bien se encuentra que son muy abundantes las estirpes que se can
portan como sensibles exclusivamente al fago DF2. En base a es-
te hecho, se ha establecido una subdivisién dentro del grupo Fa,
separado los subgrupos DF2s y Fa '"sensu stficto".

Si se considera la frecuencia absoluta de cual-
quiera de los grupos anteriores, no se' encuentran diferencias no-
tables entre ellos, a excepcién del subgrupo Fa, que queda en —-
franca minoria, como se desprende los datos expuestos en la tabla
10. ‘

Por el 'contrario. la distribucidén de los distints
fagotipos atendiendo a los hospedadores de procedencia, que seex
pone en la tabla 11, iné:‘ca que las estirpes Fs son mis propias -
de Medicago sp., mientr:s que los fagotipos Fr y DF2s, caracte-

rizan a las estirpes aisl:das de nédulos de Trigonella glauca y -

Melilotus parviflorus,
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Tabla 10. Freuercias absolutas de los distintos grupos y subgrupos

de estirpes, establecidos segin el fagotipo.

Grupo Frecuencia (%)
Fs 2878
Fr 29'52

Fa 922
DF2s 3062

No crecen 1'84

Tabla 11, Distribucién de los distintos fagotipos, segin el hospe-

dador vegetal del que se hayan efectuado los aislamientos .

Hospedador Aisla-  %Fs %Fr  %Fa  %DF2s  %No
' miento crecen
Rmv
+
Medicago sp. Rmhv 53'6 120 15'2 152 4'0
Rml
Melilotus ~ sp. Rme  11'7  35'1  6'3  46'8 00
Trigonella sp. Rmg 0'0 61'5 00 384 0'0
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En relacién con las estirpes procedentes de nd
dulos de Medicago sp., merecen una explicacién aparte aquellas -
que aparecen en las tablas bajo el encabezamiento "No crecen".
Se observd que estas estirpes, que mostraban un crecimiento apa
rentemente normal en las placas de medio 79CV y en las de medio
Th, se lisaban al ser inoculadas en medio Vincent para el emsayo
frente a los bacteritfagos. Se sospeché que éste comportamiento
podria deberse a un fendmeno de induccién por choque térmico, -
caso que las estirpes en cuestién fuesen lisogénicas, o bien, a -
una contaminacién con fagos durante la fase de aislamiento, por -
lo que se procedié a recoger la capa de medio semiblando en unos
ml. de caldo B y, tras centrifugar y diluir el sobrenadante obte-
nido, ensayar sobre la estirpe Rm2, en placa, segin la técnica -
habitual.

En todos los casos aparecieron placas liticas,
lo que demostraba la existencia de fagos asociados a las estirpes
que se habfan lisado. Teniendo en cuenta que tales placas liticas
eran claras, se estimé como més probable el que la lisis fue de-
bida a una contaminacién y no a la induccién del estado liscgéni
co.

Por Gltimo, para resumir los resultados que se
han expuesto en este aparfado, hay que destacar la abundancia de
estirpes Fr en los nédulos, que llegan a constituir casi 1/3 -
del total de la muestra examinada. Esta circunstancia limita gran
demente el uso del fagotipado para la identificacién de estirpes de

R. meliloti .
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De otra parte, tampoco es posible decidir me-~
diante esta técnica si una determinada estirpe procede de uno u -
otro hospedador vegetal, puesto que los resultados obtenidos mues
tran (nicamente diferencias de tipo cuantitativo en relacién con el

fagotipado.

2.5, Fagotipado de las estirpes de la coleccién del laboratoric.

El fenotipo M~ (Multiplicacién menos).

Como se indicd en el capitulo de Material y Mé-
todos, al inicio de este ’trabajo se dispuso de una coleccién de -
estirpes de R, meliloti, cedida por el Dpto. de Microbiologia de
la Estacidén Experimental del Zaidin.

Dichas estirpes proceden de nddulos radicales -

de Medicago sativa, pero teniendo en cuenta que su aislamiento se

remonta ya a varios afios y que algunas de ellas se obtuvieron -~
mediante diversos tratamientos, a partir de las primitivas edirpes
silvestres, se ha preferido exponer su fagotipo en una tabla apar
te (tabla 12), en la que se han incluido ademas las estirpes Rmz
(AL1) y Rm2(SF2), obtenidas a partir de la estirpe RmZ per liso-
genizacién con los fagos ALl y SF2, respectivamente.

En relacién con las estirpes 4c y llc, obtenibs
a partir de las silvestres 402 y Rmll por tratamientos con Naran
ja de Acridina (NA), se observd que el fago DF2 podia provocar,
segﬁﬁ los ensayos,-la aparicidn de halos de lisis muy clarcs o -

muy turbios, hecho que se observé también para la- estir——-—

162



Tabla 12. Fagotipo de las estirpes de R. meliloti de la coleccién

de laboratorio.

» Fagotipo
Estirpe VBP LOO DF2 ALl SF2 FAR
Rm2 + + + + + +
203 + + + + + +
Rm2(AL1) o + + - - +
Rm2(SF2) + » + + + - +
402 + S+ + + + +
4c - - + - - -
‘Rmill + - + + + + +
11c - - + - - -
Rm7 - + + + + +
Rm8 - + + + + +
sp57 + + - + + +

+ :Lisis

: Resistencia
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pe 402 y los fagos VBF, LOO, ALl, SF2 y FAR ( o sea todos me
nos DF2). Esta particularidad se estudid con la estirpe 4c y el -
fago DFZ, siendo aplicables los resultados obtenidos a los demas

ejemplos de estirpes y fagos.

En los ensayos en placa de medio Vincent, las -
suspensiones de DF2 con un titulo igual o superior a 108 fagos/ml,
originan halos de lisis de una nitidez comparable a la que aparece
sobre Rm2, si bien al prolongar la incubacién, aparece una turbi-
dez mucho més densa, debida al crecimiento masivo de células que
no han resultado lisadas.

| Cuando se diluye progresivamente la suspensién
del fago y se ensayansobre 4c las distintas diluciones, se obser-
va una pérdida progresiva de la nitidez del halo, que desaparece -
finalmente sin resolverse en placas liticas separadas,

En los ensayos en caldo, la inoculacién del fago
a una multiplicidad de infeccion (m.d.i.) fago/bacteria, aproximada
de 10, provoca el aclaramiento casi completo del cultivo, pero si
a continuacién se obtiene el sobrenadante de €stos cultivos y se di
luye, ensayando sobre Rm2 para contar el nimero de fagos activos,
se obtiene que éste es, en promedio, un orden de magnitud inferior
al que se ‘noculd. La repeticién del proceso con éste sobrenadan-
te resulta en un aclaramiento menor del cultivo inoculado con él,y,
como antes, el nuevo sobrenadante contiene un nﬁmei‘o de particu-
las inferor en un orden de magnitud, al precedente. ’
De aguerdo con estos resultados, la estirpe 4c,

es efectivamente sensible al fago DF2, pero no es capaz de multi-
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Plicarlo, pues como se ha visto, 1o que se obtiene es una pérdida
gradual del bacteridfago en los cultivos de la citada estirpe 4c, A
este comportamiento se le ha llamado M~, habiéndose comprobado

que es propio también de las estirpes 402 y 1lc, asf como deotras

que se describiran en los apartados siguientes,
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3. ESTUDIOS EN EL LABORATORIO SOBRE EL ORIGEN DE LOS
DISTINTOS FAGOTIPOS.,

Los resultados obtenidos en el fagotipado dé las
nuevas estirpes ponen de manifiesto la gran variabilidad en la res
puesta a los seis fagos y la abundancia relativa de estirpes total -
y parcialmente resistentes. Este hecho,que se conoce desde antigio,
se ha explicado fundamentalmente en base a la aparicién de muta—-
ciones al azar que serian rapidamente seleccionadas en presencia
de los fagos apropiados. Posteriormente, algunos autores han afir |
mado que hasta un 70% de las estirpes de R.meliloti procedentes
de los nddulos o del suelo rizosférico se encuentran lisogenizadas,
por lo que la tendencia actual es admitir que la variabilidad en el
fagotipo antes citada es consecuencia de la mutacidn y/o lisogeni-
zacion de una alta proporcién de las poblaciones de esta especie~
en su hébitat natural,

El objetivo de las experiencias que se exponen
en los apartados siguientes ha sido investigar la kposibilidad de la
mutacién y la asociacién de tipo lisogénico o seudolisogénico como
base para explicar la diversidad de fagotipos encontrados entre ks
poblaciones silvestres de R.meliloti,

En lo que se refiere a la mutacidén se ha estu-
diado la aparicién de fagotipos resistentes mediante’mutagénesis -
con nitrosoguanidina (NTG y mediante seleccién de mutantes espon-
tineas en presencia de bacteriéfagos virulentos.

Por otro lado, la existencia de asociaciones fa-
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go-bacteria se ha investigado estudiando la aparicion de estirpes

lisogenizadas o seudolisogenizadas, tras el ataque de los baCterig‘a_
fagos moderados a estifpes sensibles, asi como investigando el -
comportamiento de un grupo de estirpes procedentes de los aisla--
mientos que se han descrito en los apartados antericres o de la —
coleccién de laboratorio, en condiciones que favorecen la induicdén

en bacterias lisogénicas.

3.1. Mutagénesis con nitrosoguanidina (NTG) .

Una de las causas que se acepta como explica-
cidn de la variedad de fagotipos en las estirpes de R.meliloti es -
la aparicidn de mutaciones de resistencia a uno o varios fagos, —-
que , por supuesto, no llevarfan consigo la pérdida de las propie-
dades simbidticas de las estirpes afectadas.

El ensayo con NIGse llevd a cabo partiendo del
hecho de que en los aislamientos a partir de los nddulos se habia
obtenido un nimero muy alté de estirpes resistentes y de la obser
vacion de que los fagos virulentos dejaban un nimero también muy
alto de estirpes resistentes tras su ataque a otras inicialmente sen
sibles, Ambas cosas hacfan pensar en una frecuencia de mutacién
espontinea muy alta, por lo que el tratamiento con NIG podria au-
mentar esta frecuencia hasta el extremo de detectar estirpes resis
tentes sin necesidad de recurrir a un proceso de seleccién con fa
gos.

El procedimiento que se describibé en el capitu-

lo de Material y Métodos se aplicéd a la estirpe Rm2, tras lo cual,
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se ensayaron 312 clonos frente al fago DF2, con el resultado de -
que ninguno de ellos se comporté como resistente al citado DF2,

Posteriormente, se ensayaron 50 clonos mas, frente a los seis fa
gos, segln la técnica habitual, sin que pudiera detectarse ningin
tipo de alteracién en la respuesta a los distintos fagos. '

Sin embargo, teniendo en cuenta que el namero
de clonos ensayados fue muy bajo y que no se realizaron ensayos
preliminares para optimizar las condiciones del tratamiento mutagé
nico, el resultado obtenido no permite descartar la mutacién como
causa de la resistencia,

De cualquier forma, no se realizaron mas expe
riencias de mutagénesis con NTG, ya que el método mds adecuado -
para la obtencién de estirpes resistentes a los fagos parecia ser,
como se ha aludido mds arriba, la seleccién de mutantes espontd--

neos con los propios fagos.

3.2. Obtencidn de estirpes resistentes mediante seleccién con bac-

teridfagos.

Ya se expuso en el capitulo de Material y Méto-
dos el procedimiento clasico para la obtencién de estirpes resisteg
tes mediante seleccién con fagos, asi como las ventajas e inconve-
nientes derivados de la utilizacion de medios sdlidos y liquidos.

Solo resta afiadir, que si se opera en medio -
liquido, es necesario inocular el fago a alta multiplicidad, del or-

den de 5 a 10 fagos por bacteria, de manera que ya en los prime-
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ros momentos la totalidad o la inmensa mayoria de las células re-
sulten infectadas, evitdndose el desarrollo de poblaciones que sien
do sensibles, se comportan en estos cultivos como resistentes al-
fago, y que podrian inferferir con el aislamiento de las verdaderas

estirpes resistentes.

3.2.1 Seleccidén en medios sélidos.

No se ha utilizado normalmente este método pa-
ra la obtencién de resistentes, debido a que el proceso es mas len
to que en medio liquido. No obstante, los ensayos efectuados tanto
en medio de Vincent, segin la técnica de la doble capa de agar, y
en medio Th en superficie, como los llevados a cabo en caldo 79M,
dieron esencialmente los mismos resultados.

Los ensayos en medio Vincent consistieron en -
preparar placas inoculadas con fago y bacteria segln la técnica de
la doble capa de agar, de manera que se obtuviese lisis confluente.
A continuacién se incubaron las placas a 282C durante 4 a 6 dias
que era el tiempo necesario para que apareciesen las colonias ori-
ginadas por aquellas células que hubiesen resistido el ataque del -
fago.

En estas experiencias solo se utilizaron los fa-
gos virulentos, LOO, DF2 y FAR y la estirpe Rm2, obteniéndose -
en los tres casos un crecimiento masivo debido a las células qﬁe -
no habian sido lisadas, por lo que no pudo averiguarse la frecuen-

cia con que aparecian las supuestas estirpes resistentes.
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En ensayos posteriores se aumentd la m.d.i. y
se controldé el indculo bacteriano, en lo que se refiere al nimero
de células viables presentes en él. Bajo estas condiciones se pu-
do estimar, en algunos casos, el numero de células que no resul-
taban lisadas por los fagos, esto es, el nimero de colonias que -
crecian en las placas tras el periodo de incubacién. Este resultd
ser, como minimo, el 0'1% del total de la poblacién bacteriana pre
sente en el indculo, porcentaje que resulta a todas luces excesivo
para ser atribuido a un fendémeno de mutacidn espontér’;ea.

A continuacién se llevaron a cabo otras expe-
riencias en medio Th, en superficie, con las estirpes sensibles -
Rmll y Rm2 y los bacteridfagos LOO, DF2, ALl y FAR, consisten
tes en sembrar, en tubos que contenian este medio solidificado en
pico de flauta, suspensiones de la estirpe Rmll y el fago LOO a -
una m.d.i, aproximada de 0'001, y de la estirpe Rm2 y los fagos
DF2, ALl y FAR, a la misma m.d.i. final, incubando a continua-
cién a 289C durante 48 horas,

Pasado este tiempo se guardaron los tubos a -
4°C durante 30 dias, al cabo de los cuales se resembrd en el mis
mo medio y se incubé nuevamente a 289C durante 48 horas pero -
sin afladir nuevos fagos. Ademis, se tomd una muestra del cultivo
de la estirpe Rm2, que se ensayd en placa frente a los seis bacte
riéfagos para comprobar el fagotipo.

Este proceso de resiembra mensual y muestfeo
del cultivo de Rm2, se prolongd durante seis meses consecutivos,

sin que en ningln momento se observaran sintomas de lisis en el -
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Tabla 13, Fagotipd de una poblaciéon de Rm2 inoculada con los fa-

gos DF2, ALl y FAR, a lo largo de seis meses de con

tacto.

Muestreo VBP LOO DF2 ALl ~ SF2 FAR
1 t + + + + +
2 - + t + t t
3 - + - t t t
4 - + - - - -
5 - - -~ - - -
6 - - - - - -

t = Halo de lisis muy turbio y difuso.

+

1

Sensibilidad, halo de lisis normal.

Resistencia,

]
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cultivo. En la tabla 13 se muestra el fagotipo del cultivo de Rm2
en cada uno de los muestreos mensuales, en la que puede obser-—
varse que la poblacién bacteriana es completamente resistente a -
los seis fagos ya en el 52 mes.,

Por {ltimo, el cultivo de la estirpe Rmll, ino-
culado con el fago LOO, sdlo se muestred en el 62 mes, resultan~
do ser igualmente resistente a los seis fagos.

| Estos resultados ponen de mzénifiesto la capaci-
dad de los bacteritfagos para seleccionar poblaciones resistentes,
destacando sobre todo, el que no hubiera efecto visible sobre el -
crecimiento de l&s estirpes y que tanto el fago LOO como la mez—-
cla de DF2, ALl y FAR seleccionen poblaciones no sélo resisten-

tes a ellas sino tambien a los restantes fagos.

'3.2.2. Seleccién en medio liquido. Condiciones generales y curva

de crecimiento de la estirpe Rm2.

La interaccion en medio liquido ha sido el méto
to que se ha empleado corrientemente, debido a la rapidez con que
pueden obtenerse los resultados. El Gnico factor a tener en cuen-
ta en estos ensayos es la m.d.i., como se desprende de una serie
de experiencias preliminares, cuyos resultados se exponen seguida

mente,

1) Si se inoculan al mismo tiempo fago y bacteria, en caldo 79M,

siempre se obtiene lisis exponencial del cultivo, independientemenie

4

de la m.d.i., cuando esta varfa entre 1/10" y 1.

-
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2) Por el contrario, la inoculacién del fago cierto tiempo después
del momento de la siembra del indculo bacteriano, provoca ¢ no la

caida de la D.O., en funcién de la m.d.i. que se alcance.

3 La duracién de un ciclo litico. entendiendo por tal, el tiempo -
que transcurre desde el momento de la inoculacién del fago hasta
que se alcanza el méximo grado de aclaramiento en el cultivo, es
funcibn del indculo bacteriano. Si éste procede de cultivos mante-
nidos a 42C, el ciclo se completa en 8 horas, mientras que si pro
cede de cultivos a 28°C, en fase exponencial o estacionaria, el -
tiempo invertido es de 12 a 14 horas.

A la vista de estos resultados, que ponen de -
manifiesto la necesidad de controlar, aunque sea aproximadamente,
la m.d.i. en los ensayos, se obtuvo la curva de crecimients de la
estirpe Rm2 en las condiciones que se expusieron en el gapftulo @&
Material y Métodos, andlogas a las que se iban a dar en los ensa-
yos posteriores.

Asi pues, conociendo el titulo de la suspensidn
del fago y la D.D. del cultivo bacteriano, pudo estimarse la m.d.i.
sin necesidad de tener que tomar muestra para conocer el nimero
de células viable:, presentes en el inéculo.

En la tabla 14 se exponen la D.O. y el namero
de células viables por ml., de un cultivo de la estirpe Rm2 a dis-
tintos tiempos de :1cubacidén. Basindose en edos datos, en la figura 3,
se muestra la corr:lacidén existente entre los citados pa,rémetrés -
del cultivo, determinados experimentalmente, asi como la recta de

regresién tedrica calcrlada en el intervalo 3-12 horas de incubacién.
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El coeficiente de regresion de la citada recta -

es r = 0'992 y su ecuacidn, y = 1'687)(%9'330-

Tabla 14. Relacién entre la D.O. y el nimero de células viables

por ml., en un cultivo de Rm2 en caldo 79M,

Tiempo N¢ células
(horas) ; D.O. _viables/ml.
3 0'01 o 1'4x106
4 0'02 3'2,)(106
5 0'03 v 5'9)(106
6 0'09 2'1x107
7 0'19 ' 9'0x107
8 0'32 3'0)(108
10 0'58 1'2)(109
11 0'69 1'5x10°
12/ 075 1'6¢10°

No se incluye el resultado de las 9 horas debido a

que se realizd una medida poco fiable.
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log. num.
© cels.

-15 ' -1 -Q'6 log. D.O.

Figura 3. Relacién entre D.O. y nlmero de célu-
las viables de un cultivo de Rm2, en el intervalo
comprendido entre 3 y 12 horas de incubacidn.

—: Recta de regresién tebrica. e : Puntos expe

rimentales,
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3.2.2,1, Seleccién medianie el empleo de los bacteridfagos virulen

tos.

La razén por la que sélo setan empleado los bac
teridfagos virulentos para la seleccién de estirpes resistentes es
triba en que, como se dijo en el capitulo de Material y Métodos,
los fagos moderados pueden establecer asociaciones lisogénicas 0
seudolisogénicas con las estirpes sensibles, originando asi pobla-
ciones en las que es muy dificil detectar aquellas estirpes que, -
por mutacién, hayan ganado un fenotipo fesistente,

El procedimiento seguido, como se describié en
el capitulo de Material y Métodos, consistié en inocular conjunta-
mente, en caldo 79M, la estirpe Rm2 y cada uno de los fagos vi-
rulentos, LOO, DF2 y FAR, incwando a 28°C y en agitacién duran
te 72 horas. Al cabo de este tiempo, se lavaron las células cen-
trifugando y resuspendiendo en caldo B, pasando finalmente a dise
minar en placas de medio Th.

Una vez que aparecieron las colonias, se obser:
vd que algunas de ellas presentaban una morfologia claramente dis
tinta de la usual. Estas colonias; cuyas céracteri,sticasse descri
biran en el apartado 3.3.2., no se tuvieronen cuenta en esta expe
riencia y solo se aislaron y recrecieron, para ser fagotipadas, -
aquellas que mosiraron una morfologia similar a la de la estirpe
original, Rm2. |

El resultado obtenido se muestra en la tabla 15,

en la que puede apreciarse que todas las estirpes seleccionadas -
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fueron del tipo Fr, independientemente del bacteridéfago que se hu-
biera utilizado en la seleccidén. Este hecho pone de manifiesto que,
al igual que LOO en el caso de las experiencias en medio sélido,

DF2 y FAR originan poblaciones resistentes no sélo a ellos miss,

sino también a los otros bacteridfagos.

Tabla 15. Fagotipo de las estirpes resistentes obtenidas a partir

de Rm2, mediante seleccién con los fagos virulentos -

LOO, DF2 y FAR.

Cultivo N2 de clonos1 Fagotipo
Rm2/LO0 23 Fr
Rm2/DF2 19 Fr
Rm2/FAR 21 Fr

1 = Se incluye la suma de los resultados obtenidos en

2 ensayos independientes,
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3.2.2.2. Seleccidn de estirpes resistentes mediante el fago DF2.

De acuerdo con los resultados que se han expwes
to en los apartados anteriores, el comportamiento de las estirpes
seleccionadas con fagos virulentos es un tanto extrafio y no se ajs
ta al esperado en las derivadas de mutantes espontaneas.

Se decidié, pues, estudiar con mas detalle el -
proceso de génesis de las citadas estirpes resistentes. Las expe-
riencias se llevaron a cabo con la estirpe Rm2 y el bacteribéfago -
DF2; éste presenta la ventaja sobre LOO y FAR de ser mas facil-
mente distinguible por su morfologia al microscopio electrénico y
por los caracteres de sus placas liticas.

Las condiciones generales que se describieron -
en el capitulo de Material y Métodos para la obtencién de estirpes
resistentes en medio liquido, se modificaron ligeramente, ya que -
se inocularon dos cultivos de Rm2 en matraces con 60 ml. de cal-
do 79M, a uno de los cuales se afiadié DF2 para alcanzar una mul
tiplicidad de infecci én aproximada de 2.

Se tomaron muestras periddicamente de ambos -
matraces para controlar el nimero de célulds viables y, en el ca-
so del cultivo con fago, comprobar cuando empezaban a detectarse
las estirpes resistentes,

Una {iltima modificacién consistié en que las mues
iras se trataron con suero anti DF2 en exceso, duraﬁte 15 min, -
a 379C, antes de diluir y sembrar en placas de medio Th. El ob-
jeto de esta modificacién fue asegurar la eliminacién del fago y evi

tar por tanto, que éste pueda seguir actuando durante el crecimien

4
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to de los distintos clonos en medio sblido.

Se realizaron 4 muestreos del matraz que con-
tenia el fago y 4 del cultivd control, a tiempos 4, 8, 24 y 33 ho-
ras yO0,4, 8 y 24 horas, respectivamente.

Una vez crecidas, se tomaron 64 colonias de -
cada uno de los muestreos efectuados a partir del cultivo inocula-
do con fago, a excepcidén del muestreo realizado a las 33 horas,
del que sblo se tomaron 48, que se sembraron en tubos del mismo
medio. Igualmente se aislaron y recrecieron 112 colonias proceden
tes del muestreo realizado a las 24 horas a partir del cultiva -
control; los 112 cultivos obtenidos se ensayaron frente al fago DF2
por la técnica habitual, resultando ser todos ellos sensibles al fa
go.

En cuanto a los cultivos derivados de cada uno
de los muestreos del cultivo inoculado con DF2, se ensayaron fren-
te a los seis fagos para comprobar los cambios que hubiera expe-
rimentado el fagotipo.

- En la figura 4 se ha representado la evolucién
del nimero de células viables en los dos cuitivos, inoculado y no
inoculado. En la figura 5 se ha representado la evolucién del cui-
tivo inoculado con DF2, desglosando dicho cultivo en tres curvas,

una que representa el nimero total de célulis viables, y otras dos

que, respectivamente, indican el nimero de c¢flulas sensibles y re

sistentes a cualquiera de los 6 fagos . Los citos para obtener —-
estas dos filtimas curvas se obtuvieron considerando que la compo-

sicién de las muestras de 64 y 48 colonias rvflejan con cierta se-
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guridad la composicidn del cultivo en cada momento,es decir, si la
muestra de 24 hr. contenia un 60% de resistentes y un 40% de sen
sibles, se aceptb el que la composicién del cultivo serfa aproxima
damente la misma. |

Finalmente, en las figuras 6,7 y 8, se ha repre
sentado el fagotipo de los clonos aislados a partir de cada muestra;
cada columna representa el porcentaje de clonos con un determina-
do fagotipo, con respecto al total aislado., No se incluyen los da—
tos correspondientes a la muestra tomada a las 4 hr. de inabadén,
ya que todos los clonos aislados tuvieron un fagotipo Fs.

Los resultados obtenidos parecen indicar que el
paso del fagotipo Fs a Fr no se lleva a cabo directamente en un so
lo paso sino, como parece deducirse de los datos del muestreo efec-
tuado a las 8 hr.,previa aparicién de'fagotipos Fa, Hay que desta
car, sin embargo, que a las 24 y 33 hr., las Fr predominan am~
pliamente sobre cualquier otro fagotipo Fa.

Finalmente, el resultado mas sorprendente de la
experiencia consiste en que los clonos resistentes exclusivamente -
al fago DF2, usado en la seleccidn, son minoria en relacién con -
los que muestran fagotipos Fr y Fa, fagotipo Fa que en ocasiones
no incluye la resistencia a DF2.

Con objeto de comprobar si la obtencién del fago
tipo Fr era efectivamente un proceso secuencial, se eligieron 3 es
tirpes Fa y 3 Fr, que se cultivaron en caldo 79M en presencia ‘y
ausencia de DF2 durante 24 horas a’ 282C, en agitacién. Pasado

éste tiempo, se lavaron las células varias veces para eliminar los
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Figura 4. Nimero de células viables por ml. en dos
cultivos de Rm2, uno de ellos inoculado con & fa—
go DF2 a una m.d.i. aproximada de 2, a tiempos-
de incubacién 0, 4, 8, 24 y 33 horas. e: Cultivo —

inoculado con el fago. o: Cultivo no inoculado.
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Figura 5. Evolucién del nimero de células sensiles,
namero de células resistentes y nQmero total de cé-
lulas viables, en un cultivo de Rm2 inoculado con el
fago DF2, a lo largo de 33 horas de iricubacién, a
28¢C y en égitacién. ®: Nim. total de células via--
bles. o: Nﬁm. de células sensibles. a: Nim. de cé-~

lulas resistentes.
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Figura 6-. Composicién, en cuanto a fagotipos, de la
muestra tomada a las 8 horas de incubacién, de un-

cultivo de Rm2, inoculado con el fago DF2.
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Figura 7. Composicién, en cuanto a fagotipos, de la
muestra tomada a las 24 horas de incubacién, de un

cultivo de Rm2, inoculado con el fago DF2.
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fagos, diseminando en placas de medio Th. Como ya es habitual, -
las colonias obtenidas se recrecieron y ensayaron frente a los 6
bacteriéfagos, con el resultado de que se encontrd que las estir—
pes Fa, en presencia de DF2, originaron clonos Fr, mientras que
las Fr no sufrieron cambic algunc en su fagotipo. Por su parte, -
los cultivos control, en ausencia de DF2, tampoco experimentaron
cambio alguno. |

En consecuencia, parece claro que el bacterido-
fago DF2 es capaz de inducir o seleccionar de algin modo, la re-
sistencia a é1 mismo y/o a los deméas fagos, resistencia que se ob
tendria a través de una serie de estadfos intermedios, caracteriza

dos por un fagotipo Fa,

3.3. Propiedades de las estirpes resistentes obtenidas en el labo-

ratorio,

Todas las evidencias que se han obtenido hasta el
momento acerca de las estirpes resistentes, conducen a descartar
la mutacién como explicacién vélida para la aparicién de las cita—
das estirpes resistentes. No obstante, se considerd conveniente es
tudiar algunas de las propiedades de éstas, obtenidas mediante se~
leccion con el fago DF2, y de otras, Fa y Fr, procedentes de la
coleccién de laboratorio y de los aislamientos a pai‘tif de los ‘néw
dulos radicales que se describieron en el apartadé 2.2,.

Los aspectos que se han estudiado son, la adsor-
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cidn de los fagos por las estirpes resistentes, la posible relacién
entre el fagotipo y la morfolgia colonial vy, finalmente, la rever—

sién del carécter resistente de algunas estirpes Fa y Fr.

3.3.1, E’nsayos de adsorcién.r

Como se indicd enk los capitulos de Introduccién
y Material y Métodos, la adsorcién es un proceso de resultados -
variables en la mayoria de las estirpes de Rhizobium sp..No obs-
tante, se considerd imprescindible el probar si las estirpes resis
tentes con las que se estaba trabajando eran o no capaces de ad-
sorber a los fagos para los que habfan ganado la resistencia ,pues
caso de llegarse a 'un resultado afirmativo, se tendria una eviden
cia segura de que la base de la resistencia era intracelular.

A continuacién se exponen los resultados obteni-
dos en distintos ensayos en los que se utilizaron diferentes estir-
pes y fagos. En relacién a las primeras, se han utilizado las es-
tirpes Rm2 y 402 (Fs) y 4c (DF2s), de la coleccién de laborato-
rio, hv2l (DF2s) y v5 (Fr), procedentes de los aislamientos de

nbdulos radicales de Medicago sativa y, finalmente, las estirpes -

2DA (Fr) y 2DBf”(DF2r), obtenidas de la sensible Rm2, mediante
seleccidn con el fago DF2.

" En un primer ensayo, segin el método de la dily_
cién en caldo B mas el 10% de cloroformo, la suspensién del fa—-

go DF2 tenia un titulo de 5'3 x107ppii.fm1. (particulas infectantes
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por ml.). Como puede verse en la tabla 16, el porcentaje de ad-
sorcién no aumenta  apreciablemente al aumentar el tiempo ¢ con-
tacto entre el fago y la bacteria. Se decidid por ello elegir el -
tiempo de 15 min. como mas adecuado pa'ra ensayos posteriores,
puesto que al utilizar tiempos de contacto mayoresQ se corria el
riesgo de que algunas células infectadas liberasen nuevas particu

las virdsicas, lo que, obviamente, falsearia los resultados.

Tabla 16. Porcentajes de adsorcidn del fago DF2 sobre la edirpe

Rm2 a los 10, 20y 30 minutos de contacto.

Tiempo Fagos libres Fagos adsorbidos Adsorcidn
(minutos) _ x107) @10 @
0 5'31 - -
10 3'30 2'00 37'6
20 2'90 2'30 46'5
30 2'60 2'60 , 49'71

En el siguiente ensayb, con las estirpes Rm2 y
2DA, se pretendié comprobar si el titulo de la suspensién de DF2
utilizada afectaba de alguna forma a la adsorcién. Para ello se -
obtuvieron las diluciones 1072,10-3 y 10~3 de una suspensidn del

fago, que contenian respectivamente, 5'6x106, 5'32x10° y 5'36)(103
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ppii/ml,., las cuales se ensayaron por separado con las dos egir-
pes citadas, segin el método de la dilucién en caldo B mas el ~-
10% de cloroformo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, que se
exponen en la tabla 17, el titulo de fagos de la suspensién no --
afecta de forma sensible a su adsorcién por la estirpe Rm2, ni ~
tampoco por la 2DA. En cualquier caso, hay que destacar que és
ta Gltima es Fr y, como puede observarse, adsorbe al fago DF2

en la misma cuantia que la sensible, Rm2.

Tabla 17. Porcentajes de adsorcién del fago DF2 sobre las estir

pes Rm2 y 2DA, en funcién del titulo de la suspensién

del fago.

Titulo de la sus- % Adsorcién % Adsorcién
pensidén de DF3 _.__sobre Rm2 sobre 2DA
5'6x100 22'0 36'0
5'3x105 39'1 26'3
5'3x103 31'0 32'8

1 = ppii/ml.

Finalmente, se ensayéron los bacteriéfagos LOO,

DF2 y FAR frente a las estirpes Rm2 y 402 (Fs), 2DA y v5 {Fr)
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y 2DBf, 4c y hv2l (Fa), segin el método de la centrifugaéién in
termedia, por lo que al tiempo de contacto de 15 min., hay que -
afiadir otros 15 min. empleados en la citada centrifugacién,

El titulo de las suspensiones de los fagos que se
utilizaron en esta experiencia, fue de 5'5x104, 1'5),(105 y4'2x104 -
ppii/ml., para LOO, DF2 y FAR, respectivamente,

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
18, e indican que, aun cuando los porcentajes de adsorcién son -
generalmente mayores para aquellos fagos a los que son sensibles
las estirpes ensayadas, éstas continuan adsorbiendo con bastante
intensidad los bacteribéfagos a los que son resistentes. Ello es es
pecialmente patente en el caso del fago DF2,

La Gnica excepcibén la constituye la estirpe v5, -
de fagotipo Fr, capaz de adsorber al fago FAR, pero no a los -
LOO y DF2, puesto que los porcentajes obtenidos con éstos Glti——
mos pueden interpretarse como errores cometidos en la dilucién -
de las suspensiones.

Asi pues, y aimque con las reservas derivadas
de lo erratico del proceso de adsorcién de las estirpes de Rhizo-

bium sp., parece claro que salvo excepciones, la resistencia a —

los bacteridfagos que muestran las citadas estirpes ensayadas no
se debe a la alteracién de los receptores especificos y que, por

tanto, el fenotipo resistente se habria ganado a nivel intracelular,



Tabla 18. Porcentajes de adsorcién de los fagos LOO, DF2 y FAR

sobre varias estirpes Fs, Fr y Fa.

- % Adsorc, % Adsorc. % Adsorc,

Estirpe Fagotipo de LOO de DF2 de FAR
Rm2 Fs 88 32 &6
402 Fs 97 30 20
2DA Fr .59 32 31
v5 Fr - 8 3 28
2DBf Fa(DF2r) 60 23 20
4e Fa(DF2s) 47 28 16

9 hv213 Fa(DF2s) 51 71 o
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3.3.2. Relacidén entre el fagotipo y la morfolpgia colonial. |

De acuerdo con la bibliografia, es frecuente que
tras la seleccidén con un bacteriéfago, algunas de las estirpes re
sistentes muestren una morfologia colonial distinta a la de la es-
tirpe original. Este hecho es indicativo de un cambio en las es-
tructuras superficiales de las células, lo que conlleva general--—
mente el fenotipo resistente al no poder adsorberse el fago, o ha
cerlo con dificultad.

Las colonias que forman las estirpes de R.meli~
loti que se aislan de los nbédulos radicales, tienen el aspecto ti-
pico, mucosas, de color blanco grisidceo o transparente, seginel
medio de cultivo utilizado. Es caracteristico ademgs que crezcan
bastante elevadas sobre el medio, mostrando una gran variabili--
dad en el tamafio.

Este tipo silvestre se llamé morfotipo A, para -
distinguirlo de otro tipo de colonias que aparecen de forma espm
tanea y con éierta frecuencia,e los cultivos en medio sélido.carac
terizado  por un tamafio menor, de aspecto denso y opaco y co-
lor amarillento o lecheso, al que se llamd morfotipo B (ver figuras
D,9d e ).

Por otra parte, como se indicé en el apartado
3.2.2.1., durante las experiencias de seleccién de estirpes re—-
sistehtes con los fagos virulentos, se observd la aparicibén de'cg_
lonias que mostraban‘_ juna morfologia distinta a la de‘ las formas A

y B. |
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Las colo‘nvias de este tercer tipo, al que se lla-
mé morfotipo Bf, muestran un tamafio atn menor que el de las —-
formas B, son de color amarillo-pardo u ocre, poco elevados 50
bre el medio y de superficie rugosa y estriada y borde irregular,
tal como se muestra en la figura 9f.

En principio, tanto el morfotipo B como el Bf, -
parecen ser mutantes que han sufrido una alteracién en su capa
cidad para producir el exopolisacirido tipico de las formas A, -
por lo que se considerd interesante comprobar si la mencionada -
alteracién suponia ademds, alglin cambio concreto en el fagotipo.

En el caso del morfotipo B, que, como se ha di-
cho, aparece espontaneamente en los cultivos no inoculados con
fago, se comprobé répidamente que no sufre alteracién alguna en
el fagotipo, es decir, muestra el mismo patrén de resistencia o —
sensibilidad que las estirpes de procedencia de morfotipo A.

‘ Por el contrario, el morfotipo Bf sdlo se detec-
ta en los cultivos previa seleccién con un fago virulento y siem--
pre se ha observado un cambio en el fagotipo con respecto a la -
estirpe original. -

En los primeros ensayos se comprobd que todas
las estirpes con morfotipo Bf, independientemente del fago utiliza
do para seleccionarlas, eran resistentes al fago DF2 y sensibies
a los demés, lo que hacia pensar que la morfologia Bf iba ligada
exclusivamente a este fagotipo. Sin embargo, en ensayos posterio
res con la estirﬁe Rm2 y cada uno de los fagos virulentos se can

probd que no existia tal relacién, como se desprende de los si--
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guientes resultados:

a) Siempre que se practica una seleccién con un bacteriéfago vi-
rulento a partir de una estirpe sensible de morfotipo A,se obtie
ne una mezcla de estirpes, tambi€n de morfotipo A, que muestran
un fagotipo alterado (Fa) o resistente (Fr), pero no siempre se -
detectan estirpes con morfotipo Bf,

b) A través de un nimero suficiente de ensayos, se han aislado -
estirpes con morfotipo Bf que presentan la misma variedad de fa-
gotipos que las que presentan el morfotipo A.

c) Al igual que ocurre con las estirpes A de fagotipo Fa, la ino
culacién de una estirpe Bf y Fa con un fago virulento capaz de -

atacarla, provoca la aparicién de estirpes Bf de fagotipo Fr.

Segln lo que se ha expuesto, el morfotipo Bf no
estd ligado a un cambio concreto en el fagotipo. Queda, sin em--
bargo, por aclarar el por qué las estirpes Bf resultan seleccima
das, en algunos caéos, en los cultivos inoculados can fagos viru
lentos; en este aspecto, lo Gnico que parece claro es que las es.
tirpes Bf muestran una respuesta alterada frente a los fagos ca—
paces de atacarlas, ya que, en los ensayds en caldo, nunca se -~
consigue un grado de aclaramiento comparable al que se consigue
en el caso de las estirpes A y en placa, el halo de lisis que se
. forma con los distintos fagos es muy poco aparente, COmo se mes
tra exj la figura 9c.

Finalmente, las caracteristicas diferenciales mas

notables de los morfotipos B y Bf, se exponen en la tabla 19.
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Tabla 19. Caracteristicas diferenciales de los morfotipos B y Bf.

Caréacter

Morfotipo B

Morfotipo Bf

Origen

Aparecen espontaneamente
en los cultivos en medio -
solido.

Solo se detectan previa se-
leccién con bacteriéfagos -
virulentos.

Fagotipo

No se altera respecto al-
de las estirpes A de par
tida.

Siempre aparece alterado -
respecto al de las estirpes
A de partida.

Cultivo

Al prolongar la incubaddm
las colonias toman un as
pecto- semejante a las de
las estirpes A.

Si se prolonga la incubad&n
se acentllan alin mis las ca
racteristicas propias.

Infectividad

No se altera respecto a-

las estirpes A de mrtida.

No se altera respecto alas
estirpes A de partida.

Reversién

No se ha observado re-
versidn espontinea al —-
morfotipo A.

No se ha observado rever-
sién espontdnea a los mor-
fotipos A & B.
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Figura 9. a. Halos de lisis producidos por los bacteriéfagos uti-
lizados en el fagotipado, sobre la estirpe Rm2. Comen-
zando en 1, y siguiendo en el sentido contrario al de —
las agujas del reloj, aparecen VBP, LOO, DF2, ALl, -
SF2 y FAR. Tamafio natural, aproximadamente.
by d. Morfotipos A y B de la estirpe hv2l, en medio
Th, a los cuatro dias de incubacién a 28%, Aumentado
3 veces aproximadamente.

c. Halos de lisis producidos por los seis bacteriéfagos
utilizados en el fagotipado, sobre la estirpe 2DBf. Los
resultados y aumento’s son los mismos que los de la fi-
gura a.

e. Morfotipos A y B de la estirpe Rm2, en medio Vin—
cent, a los tres dias de incubaciér a 28°. Aumentado 4
veces, aproximadamente. |

f. Morfotipo Bf de la estirpe Rm2, estirpe 2DBf, en me-
dio Th, tras la incubacién a 28? dirante 6 dias. Aumen

tado 8 veces, aproximadamente.
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Figura 9.
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3.3.3. Reversion del caricter resistente a los fagos.

Uno de los fenbmenos que se estudiaron en rela-
cién con el fagotipo resistente fue la posibilidad de reversién to
tal o parcial de este caracter en las estirpes 2DA, 2DBf y 2D2,
obtenidas a partir de la sensible Rm2 por seleccién con el fago -
DF2,

La estirpe 2DA se comporta como resistente ake
seis bacteridfagos usuales peré en cambio, es sensible al fago -
f2D, el cual origina sobre ella placas liticas turbias, tipicas de
un bacteridéfago moderado.

De acuerdo con ésto, se intentd obtener una es—
tirpe 2DA, lisogénica para el fago f2D; se inocularon fago y bac
teria en caldo 79M, incubando a 28°C en agitacién durante 4 a 6
horas, pasadas las cuales, se disemind en placas de medio Th.-
Finalmente, las colonias se recrecieron en el mismo medio y se
ensayaron frente a los seis bacteridfagos habituales y el propio
£2D.

i - El resultado que se esperaba, caso de que sehu
| biese producido la lisogenia, eran clonos resistentes a los siete
bacteridfagos. Sin embargo, lo que se obtuvo fue una mezcla de
clonos aparentemente lisogénicos y clonos que habian revertido al
fagotipo Fs. Estos resultados se muestran en la tabla 20, en la
que se ha considerado imprescindible la utilizacion de nuevos'sﬁg
bolos, con objeto de describir lo mas exactamente posible el camn

portamiento de las estirpes obtenidas en estos ensayos.
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Tabla 20, Fagotipo de varios clonos obtenidos de la interaccién -

de la estirpe 2DA con el fago 2D,

; Fagotipo _ :
Clono __ VBP LOO DF2 ALl _SF2 _ FAR
2DA/f2D-1 tp  tp t t tp t
2DA/f2D-2 - - - - . o
2DA/f2D-3 - - - - - -
2DA/2D-4 t t t t 13 | t
2DA/f2D-5  tp tp t tp tptp

[

- = Resistencia.
Halo de lisis turbio.

~
]

Placas liticas sueltas, individualizadas.

o
1l

i

tp= Halo de lisis turbio, en cuyo interior se observan placas li-

ticas mis nitidas.

Por lo que se refiere a los clonos 2y 3 de la
mencionada tabla 20, se comprébé, mediante los ensayos de induc
cibn con mitomicina C y luz ultravioleta, descritos en Materiél y
Métodos, que se trataba efectivamente de clonos lisogénicos para
el fago £2D. ' |

Por el contrario, los clonos 1, 4y 5, que en -
principio habian revertido al fagotipo Fs, se comportaron inesta-

blemente por subcultivo en placa y én caldo, perdiendo répidamen
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te el fagotipo Fs y pasando a ser nuevamente Fr y sensibles al -
fago f2D; por otra parte, no pudo demostrarse que los citados do
nos fuesen asociados, esto es, que liberasen al fago f2D.

A la vista/de estos resultados que demostraban ~
la posibilidad de la reversién temporal al fagotipo Fs, mediada —
por el fago f2D, se realizaron las mismas experiencias con las -
estirpes 2D2 y 2DBf, resistentes a los fagos VBP y DF2, respec
tivamente,

En los dos casos se obtuvieron igualmente clavs
lisogenizados y clonos que habfan pasado a ser sensibles, tempo-
ralmente, a los fagos para los que eran resistentes, Ahora bien,
se comprobd que si el contacto entre el fago f2D y la estirpe en
cuestidn se prolongaba mds de 6 a 8 horas, los clonos sensbles
se hacian indetectables, obteniéndose ﬁnicamehte estirpes lisoge—
nizadas.

As{ pues, durante los primeros momentos de la
interaccién fago-bacteria, el fago f2D es capaz de provocar la re
versiébn temporal del c&racter Fr y Fa, en las estirpes de este -
tipo, obtenidas mediante selecéién con el fago DF2. Este resulta
do constituye una evidencia méAs de que las citadas estirpes Fa y

Fr no se obtienen por mutacién de la estirpe sensible Rm2,
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3.4. Fenbmenos de lisogenia y seudolisogenia ysu relacidn con la

resistencia a los fagos.

Como se expuso en el apartado 3., la otra causa
a la que se hace responsable de la variabilidad en el fagotipo de
las estirpes de R.meliloti, y por tanto, de la resistencia a losfa
gos, es la asociacidn fago-bacteria de tipo lisogénico o seudoliso
génico. |

En lo que se refiere a las experiencias que se -
describen en esta memoria, la posibilidad de la lisogenia y seudo
lisogenia surgid del hecho, citado en el apartado 2.4., de la exis
tencia de estirpes recientemente aisladas de nddulos radicales, que
se lisaban como consecuencia de una contaminacién con bacteriéfa_
80s y del aislamiento de bacteridfagos moderados como ALl y STE2
capaces de establecer asociacién lisogénica con la estirpe sensi-
ble Rm2 . |

Ambos hechos aconsejaron, de un lado, el estu--
dio de la interaccibén entre los fagos moderados y las estirpes sen
sibles, para comprobar si se establecia la asociacién lisogénica,
y de otro, la investigacién del caricter lisogénico o seudolisogé-~
nico de estirpes de la coleccién del hboratorio y de otras, aisla

das de nédulos radicales.
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3.4.1. Interaccidn entre los vfagos moderados y la estirpe sensi-

ble Rm2,

Los ensayos se efectuaron segiin el método gene
ral que se aplicd en el caso de los fagos virulentos, consistente
en inocular cada uno de los fagos VBP, ALl y SFQ, en cultives
en caldo 79M de la estirpe Rm2. Se incubd durante 24 horas a -
282C y en agitacién, diseminando a continuacién en placas de me
dio Th para obtener colonias separadas., Posteriormente, se re-
crecieron las colonias en el mismo medio y se ensayaron, segin
la técnica habitual, frente a los seis fagos. Los resultados obte-

nidos con cada bacteridfago se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Fagotipo de las estirpes obtenidas de la interaccién en

tre los fagos moderados y la estirpe Rm2,

Nim. clonos

Cultivo ensayados Fagotipo
r
3 clonos del tipo VBP
Rm2/VBP 16 13 clonos Fs,
Rm2/AL1 16 16 clonos ALl - SF2"
r
Rm2/SF2 16 16 clonos del tipo SF2

VBPT,etc.,= Resistencia a estos fagos y sensibilidad al resto,
Fs = Fagotipo sensible.
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Se eligieron a continuacién dos clonos de los aul-
tivos con ALl y SF2, que se llamaron Rm2(AL1) y Rm2(SF2), com
probandose en primer lugar que se comportaban establemente por -
subcultivo y tras la incubacién en presencia'de Tweeen-80 al 1%.

El resultado de los subcultivos, en los que todos
los clonos obtenidos liberaban bacteriéfagos, asegura'ba la existen
cia de la asociacién fago-bacteria y, de otra parte, el hecho de -
que tras la incubacién en presencia de Tween-80, no se obtuvie-—
ran clonos Fs que hubieran perdido la capacidad de liberar fagos,
permitié decidir que la asociacién era de t‘ipo lisogénico.

Por Gltimo, se realizaron los ensayos de induc—-
cién con mitomicina C y luz ultravioleta, siguiendo el procedimien-
to descrito en Material y Métodos, con el resultado de que las dos
estirpes fueron susceptibles a ambos agentes, es decir, se lisaron
liberando a los fagos respectivos.

En lo que se refiere a las estirpes del cultivo -
Rm2/VBP, destaca sobre todo la escasa actividad del fago, que de
ja tras su ataque una proporcién muy alta de estirpes sensibles,Se
estudiaron, por los mismos procedimientos que se han citado, los -
tres clonos VBPr, con el resultado de que ninguno de ellos se com
portd establemente por subcultivo o en presencia del Tween-80, si
no que, en ambos casos, aparecieron clonos Fs no contaminados -
con el fago. En consecuencia, no se siguié adelante, aceptando —-
que la asociacién que se habia establecido era de tipo seudolisogé_
nico.

Asi pues, estos resultados ponen de manifiesto la
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existencia de dos tipos de bacteridéfagos moderados. Uno de ellos
establece asociaciones livsogénicas con la estirpe sensible, lo cual
resulta efectivamente, en la resistencia al propio bacteriéfago y,
en el caso de la estirpe Rm2(AL1), a otro fago, probablemente kre_:'
lacionado con el primero. .

El otro tipo, en cambio, establece preferenteme_q
te asociaciones de tipo seudolisogeénico, inestables, que, no obsan
te, conducen igualmente a la resistencia al propio bacteriéfago.
Como se expone en el apartado siguiente, este tipo de asociacién
parece darse con cierta frecuencia en las estirpes silvestres de -

R .meliloti.

3.4.2. Estudios sobre la asociacién fago-bacteria en estirpes sil-

vestres y de laboratorio,

Los ensayos se llevaron a cabo sobre dos grupos
de estirpes, uno de ellos formado por una muestra de las estirpes
aisladas de los nddulos radicales y el otro, por las estirpes del
coleccién del laboratorio.

Los procedimientos utilizados fueron los clasicos,
descritos en Material y Métodos, que se emplearon sobre las es-

tirpes del primer grupo en la siguiente secuencia:

1) Ensayo de los sobrenadantes de los cultivos en caldo 79M de -
las distintas estirpes, sobre Rm2 , en placa, con objeto de detec

tar los posibles fagos liberados por las estirpes en cuestién.
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2) Si el ensayo anterior resultd positivo, es decir, si habia fagos

activos frente a Rm2, se procedidé a subcultivar y reaislar las es-
tirpes que los liberaban, repitiendo a continuacién el ensayo deg-—-
crito en 1), De esta forma se eliminaban aquellas estirpes que fue_
sen simplemente contaminadas con fagos.

3) Las estirpes que, tras la fase de reaislamiento, continuaban lite
rando fagos, se ‘irradiaron, de una parte, con luz ultravioleta UV}
a dosis que provocaban la induccién de la estirpe Rm2(AL1), y de

otra, se cultivaron en presencia de mitomiciha C (mit.C), a corcen
traciones desde 0'3 a 10 microgr./ml., segin se expuso en Mate—-
rial y Métodos.

4) Independientemente de los resultados de los ensayos de induc~-
cién, las estirpes asociadas con fagos, se cultivaron en presencia
de Tween-80, para eliminar una posible asociacién de tipo seudoli-

sogénico,

Los resultados del ensayo descrito en 1), sobre -
una muestra de estirpes de los distintos aislami,entos, se exponen
en la tabla 22. En dicha tabla aparecen mas estirpes del aislamien
to a partir de nédulos de Medicago sp., debido a que fue en esie
aislamiento en el que se descubrié la contaminacién con fagos de
algunas estirpes.

Tras la fase de aislamiento, se encontrd que to--
das las estirpes asociadas con fagos virulentos y una de lzs ::{ue
iban asociadas con fagos moderados, habian perdido esta capaci-~

dad. Las dos estirpes restantes, v47 y hv2l, continuaron liberan-
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do fagos, por lo que se procedié a estudiar las caracteristicas d

la asociacidén en cada una de ellas.

Tabla 22. Estirpes silvestres de R.meliloti, procedentes de los -

distintos aislamientos, asociadas con fagos activos fren

te a la estirpe Rm2.

Aisla~ Niam. estirpes Nim.estirpes Morfologia
miento ensayadas - con fagos placas liticas
- o R
Rmhv 5 1 1 turbia

Rml 2 0 -

Rmc 8 o 4 4 claras

Rmg 5 0 -

La estirpe hv2l, asociada al fago fhv, mostrd un

comportamiento absolutamente extrafio. Se comprobd que ni la mit.C

ni la luz UV, ni tampoco la incubacién en presencia de Tween-80,

tenfan efecto alguno sobre la citada estirpe, De cira parte, como
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se expuso en el apartado 1.3., el fhv solo se multiplica sobre la
propia hv2l, lo cual indicaria que se trata de un caso de seuddi
sogenia, aunque, como se ha expuesto, tal asociacién no se afec
t6 por la incubacién en presencia de Tween-80.

Por otro lado, la estirpe v47, asociada al fago
f47, muestra un fagotipo Fa, resistente a los fagos VBP, SF2 y
el propio f47 y sensible a los fagos virulentbs, LOO, DF2 y FAR,
mientras que los fagos ALl y f2D, la atacan o no, segun los ca-
SOS. |

Esta resistencia a varios bacteriofagos moderatks
parecia indicar que v47 era una estirpe lisogénica, con la reser-
va de su comportamiento variable frente a ALl y f2D,

No se obtuvo lisis, ni siquiera aumento en el ni-
mero de particulas de f47 al inducif la estirpe v47 con mit,C &
luz UV; ello no permite , no obstante, descartar la lisogenia, pues
to que existen y.:rofagos no inducibles por éstos agentes.

' Sin embargo, cuando se la cultivd en presencia -
de Tween-80, se obtuvieron algunos clonos Fs, no asociados con
el f47 y, por supuesto, sensibles a este fago. Este hecho permi-
tié decidir, sin ninguna duda, que la estirpe v47 va asociada ai -
citado f47 de forma seudolisogénica. |

En cuanto al grupo de estirpes de la coleccidnde
laboratorio, que comprehdia a las estirpes Rm2, 2D2, 2D5, 2DA,
2DBf, 402 y 4c, se tropezé inicialmente con la dificultad de quie
ninguna de ellas liberaba fagos activos frente a Rm2, de forma es

pontdnea. No obstante, é'xistfa la posibilidad de que alguna deéllas



liberase algin bacteridéfago no detectable por la sencilla razén &
que no se disponia de la estirpe sensible adecuada.

Esta circunstancia hizo aconsejable el someter-
las a los mismos ensayos que se han descrtio para las estirpes -
silvestres, particularmente, la induccién con mit,C y luz UV y -
examinar, ademds, los sobrenadantes, al microscopio electrénico.

El resultado de los ensayos(con las distintas es
tirpes fue negativo, es decir, no se detectaron bacteriéfagos ac
tivos tras la induccién, ni tampoco se observaron particulas vird
sicas al microscopio electrénico. ;

En resumen, los resultados que se han expuesto
demuestran la posibilidad de la asociacién fago-bacteria, de tipo
seudolisogénico,. en estirpes silvestres de R.meliloti. Sin embar-
go, y con la excepcidén de las estirpes v47 y hv2l, la mayoria d
los casos estudiados pueden . interpretarse como debidos a contami
naciones accidentales con fagos, durante la fase de aislamiento de
las estirpes.

En consecuencia, ni la seudolisogenia, ni por su |
puesto, la lisogenia, parecen ser causas importantes en la apari-

cién de resistencia a los fagos en R.meliloti.
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3.5. Relacién entre el fagotipo y la presencia de plﬂésmidos.

Una dltima posibilidad que podria explicar la apa
ricién de resistencia a uno o varios bacteridfagos, seria admitir
la presencia en las estirpes sensibles de uno o varios pldsmidos ’
que condicionarian la sensibilidad a los distintos bacteriéfagos.De
esta forma, la alta frecuencia con que se obtienen estirpes Fa y
Fr, tras la sleccién con los fagos virulentos podria deberse a la
pérdida o alteracién mas o menos profunda, de los citados plasmi_
dos. |

En contra de esta hipbtesis se puede aducir, ob
viamente, que las estirpes Fa y Fr adsorben a los fagos, hecho
que obliga a admitir también que los supuestos plasmidos condicio
narian la sensibilidad a nivel intracelular y que, en su ausencia,
los fagos serian incapaces de multiplicarse en la célula hospedado
ra. .

A favor de esta hipdtesis se cuenta con los resu
tados obtenidos con las estirpes 402 y 4c, de la coleccidn de la—
boratorio., | '

Como se expuso anteriormente, la estirpe 4c pro.
cede de la 402 por tratamientos con naranja de acridina (NA), ha-
biéndose demostrado que dicho tratamiento supuso la pérdida de un
- plasmido de 59 Mdal., el pEZ1 (Palomares et al., 1978a y b).

Concordantemente con la pérdida del plésmido,’ la
estirpe 4c alterd su fagotipo con respecto a la 402, como se mues.

tra en la tabla 23, en la que pliede observarse que la estirpe 4c¢
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ha perdido la sensibilidad a cinco de los seis bacteriéfagos. Es in
teresante hacer notar ademds, que la estirpe 402 era M precisa—-
mente para los cinco fagos a los que se hace resistente la 4c y qe

ésta Gltima es también M para DF2.

Tabla 23. Fagotipo de las estirpes 402 y 4c.

: Fagotipo _
Estirpe VBP LOO- DF2 ALl  SF2 FAR
402 Y ¥ +M +M M

4c - - M ~ - -

+: Sensible. / -: Resistencia. / M : Multiplicacion menos.

Sin embargo, no han podido obtenerse nuevas estir
pes del tipo 4c, a partir de la 402, por tratamientos con NA y, por
otra parte, tampoco se obtinen estirpes "curadas', es decir de fago
tipo Fa 6 Fr, a partir de la Rm2, por cultivo de ésta en presercia
del citado agente.

Por tanto, y a pesar de lo atractivo _del caso de -
las estirpes 402 y 4c, no parece que los resultados obtenidos con

ellas puedan hacerse extensivos a las demds estirpes Fa y Fr.
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4. FENOMENOS DE RESTRICCION Y MODIFICACION ENESTIR-
PES DE E.MELILOTI -

La posibilidad de que los fenbémenos de restriaién
fuesen la base para explicar el comportamiento resistente de algu-
nas de las estirpes que se han utilizado en este trabajo, proviene
de la observacién de la respuesta de algunas estirpes frente a de
terminados fagos, consistente en la aparicidn de sdlo unas pocas ~
placas liticas individualizadas, cuando se ensaya, por la técnica -
habitual, una suspensién que tedricamente contiene un nimero sufi
ciente de bacteriéfagos para originar un ,halé de lisis confluente.

Este tipo de respuestas llevd a estudiar una se-
rie de estirpes Fr y Fa, asi como la sensible Rm2, considerando
que el fenotipo resistente seria simplemente el resultado de un fe
némeno de restriccién, llevado hasta sus Ultimas consecuencias.

; El procedimiento seguido ha sido el clasico, con_
sistente en el enriquecimiento’ de los fagos en distintas estirpes, -
ensayando las suspensiones obtenidas, sobre otras, para controlar
el nimero de placas liticas que aparecen en cada caso, esto es, -
la e.o.p. ("efficiency of plating', eficacia en >la formacién de pa-
cas liticas) de las citadas suspensiones,

Como se recordara, todos los fagos se obtuviercn
frente a la estirpe Rm2, lo que ha hecho innecesdrio hasta el mo-
mento, al nombrarlos, hacer referencia a la estirpe donde se ﬁa-j-
bian inultiplicado, pero puesto que en los apartados siguientes se

van a exponer los resultados obtenidos al ensayar fagos enriqueci
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dos sobre distintas estirpes, se ha considerado conveniente modi-

ficar la nomenclatura como sigue:

- Para designar a los fagos obtenidos sobre distintas estirpes, se
escribira el nombre completo del fago, seguido, entre paréntesis,
del nombre de la estirpe sobre la que se ha enriquecido altimamen
te.,

- Cuvando un bacteriéfago se haya enriquecido varias veces conse
cutivas sobre una misma estirpe, se escribird como se ha dicho -
en el parrafo anterior, seguido de un guién y un nimero, indicati_
vo del pase de enriquecimiento de que se trate,

- Finalmente, en alglin caso ha sido necesario indicar las dos Gl-
timas estirpes sobre las que se ha multiplicado un fago determina_
do. Ejemplo: DF2(Rm2X2D2), que seria el fago DF2, enriquecido

sobre la estirpe Rm2 y a continuacién, sobre la estirpe 2D2.

4.1. Restriccién y modificacién del fago DF2(Rm2) por las estirpes
hv2l y 402. |

. La estirpe hv2l se aislé de nédulos radicales de

Medicago sativa, comportindose como sensible exclusivamente al -

fago DF2. Ademés, y como se expuso en el apartado 3.4.2., va -
asociada al fago moderado fhv,

Las experiencias realizadas con esta estirpe con_
sistieron en el enriquecimiento, en tres pases consecutivos, del -

fago DF2(Rm2) sobre la citada hv2l, ensayando las suspensiones -
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obtenidas en cada pase sobre Rm2 y la propia hv2l. Los resulta—

dos obtenidos se muestran en la tabla 24.

Tabla 24. e.0.p. de los fagos DF2(Rm2) y DF2(hv21) sobre las e
tirpes Rm2 y hv2l.

€.0.p. so- ‘ e.o.p. CIE
Fagos bre Rm2 bre hy21
DF2(Rm2) 1 013
DF2(hv21) -1 ’ 1'19 1
DF2(hv21) -2 1'32 B!
DF2(hv21)~3 1'30 1

Los datos expuestos demuestran que la estirpe --
hv2l es capaz de modificar al fago DF2, de manera que la e.o,p.
de las nuevas suspensiones se acerca bastante a la que se obtie-
ne sobre Rm2. Sin embargo, cabe preguntarse por que no se igua
lan el niimero de placas liticas obtenidas sobre las dos estirpes. |
No se conoce la respuesta, aunque a titulo de hipotesis, puede pm_
sarse que el fago fhv, asociado a hv21l, podrfa haber establecido
| una restriccidn adicional para el fago DF2, en la citada estirpe.

En lo que se refiere a la estlrpe 402, soélo hapo
~dido estudlarse su comportamento frente al fago DF2, debido a ~

que, como ya se ha dlChO, sblo es capaz de multiplicar a este fa

-
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go.
Los résultados obtenidos al énsayar las suspen--
siones DF2(Rm2) y DF2(402) sobre las estirpes Rm2 y 402 se mes
tran en la tabla 25. Como-puede observarse, tanto la restriccién
como la modificacién son muy poco aparentes, por lo que podria
Cuestionarse su existencia real. No obstante, los resultados que -
se han expuesto en la tabla se han repetido a lo largo de ensayos
sucesivos, lo cual permite descartar el que sean debidos a erro-~

res cometidos en la dilucién de las suspensiones del fago.

Tabla 25. @.0.p. de los fagos DF2(Rm2) y DF2(402) sobre las es-
tirpes Rm2 y 402.

€.0.p. so- €.0.p. so-
Fagos . bre Rm2 bre 402
DF2(Rm2) 1 0'58
DF2(402) 0'75 1

Asi pues, tanto la estirpe hv2l, Fa y asociada a
fago fthv, como la 402, Fs pero M~ para cinco bacteriéfagos, pare
cen tener sistemas de restriccién y modificacién distintos a los de
la estirpe sensible Rm2, aunque no es posible decidir acerca del‘

origen de estos sistemas de restriccién que, por otra parte, pare

cen ser muy poco efectivos.
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4.2. Comportamiento de las estirpes 2D2 y 2D5, frente al bacte-

ridfago DF2,

El estudio de los fenémenos de restriccién y mo

dificacién en estas dos estirpes parecfa muy interesante, puesto
que ambas se habian obtenido a partir de la sensible Rm2, medan
te seleccibén con, el fago DF2.

;‘.:-lLa estirpe 2D2 se comporta como resistente al -
fago VBP, mienﬁ*as que la 2D5 es M para este fago y al mismo
tiempo muestra ﬁn comportamiento variable frente a DF2.

No se encontrd que hubiera restriccién notable -
para los fagos LOO, ALl, SF2 y FAR, en ninguna de las dos es-
tirpes, por lo que los ensayos se han limitado al bacteriéfago --
DF2.

En la tabla 26 se muestran los resultados obte-
nidos al ensayar las suspensiones DF2(Rm2), DF2(2D2)y DFA2D5)
sobre las estirpes Rm2, 2D2 y 2DS. Como en casos anteriores, -
las suspensiones del fago se obtuvieron por enriquecimiento en -
caldo 79M,

Como puede observarse en la mencionada tabla,-
la estirpe 2D5 restringe fuértemente al DF2 obtenido en las esir
pes 2D2 y Rm2, pero el hecho absolutamente inesperado es que -
también restringe al fago enriquecido sobre ella misma.

Este resultado, en principio obsurdo, ha sido -
confirmado repetidas veces y solo puede ser explicado suponiend

que la estirpe 2D5 posee unos sistemas de restriccién y modifica
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cién muy poco activos en llas‘ condiciones fisiolégicas que se de--
sarrollan en los cultivos en caldo 79M. Por el contrario, el sis—
tema de restriccién seria muy activo en medio Vincent, con loge
el fago obtenido por el enriquecimiento en caldo 79M seria nueva-

mente restringido en los ensayos en placa.

Tabla 26. e.o.p. de los fagos DF2(Rm2), DF2(2D2) y DE2(2D5), ~
‘sobre las estirpes Rm2, 2D2 y 2D5.

€.0.p.so €.0.p.so €.0.p.so

Fagos bre Rm2 bre 2D2 bre 2D§

DF2(Rm2) 1 0'35 2x1077

DF2(2D2) 0'56 1 1x1072
7 7

DF2(2D5) 4x10 4x10 1

De otra parte, y como se puede observar en la-
tabla, la estirpe 2D5 restringe con menor intensidad al fago ob--
tenido sobre 2D2 que al obtenido sobre Rm2. Esta circunstancia ~
llevd a pensar que la modificacién debida a la estirpe 2D2 po--
dria facilitar a su vez la modificacién del fago por la estirpe —-
2D5, por lo que se obtuvo una suspension de DF2, por enriqdecj_
miento sucesivo sobre las estirpes 2D2 y 2D5,

Esta suspensién, DF2(2D2)(2D5), se ensayd fren-
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te a las tres estirpes, actuando como control del resultado, una -
suspension de DF2 enriquecida en dos pases sucesivos sobre la -
estirpe 2D2.

Los resultados obtenidos,que se muestran en la -
tabla 27, parecen confirmar la suposicidén anterior, puesto que ‘1a
e.o.p. de la suspensich DF2(2D2X(2D5), es muy prdxima en las es_
tirpes 2D5 y 2D2, pudiendo interpretarse el resultado obtenido so
bre la estirpe Rm2, como debido a que no todas las particulas del

fago resultaron modificadas por la estirpe 2D5.

Tabla 27. e.o.p. de los fagos DF2(2D2)X2D5) y DF2(2D2)-2, scbre
las estirpes Rm2, 2D2 y 2D5.

e.0.p.so €.0.p. SO €.0.p. so
Fagos '‘bre Rm2' bre 2D2 - “bre 2D5
DF2(2D2)@15) 20 2'8 . 1
DF2(2D2)-2 0'58 1 1x107%

En cualquier caso, esti claro Que las estirpes -
- 2D2 y 2D5 restringen al fago DF2(Rm2), llegdndose, en el caso de
2D5 a nivéles muy proximos a la resistencia total,

Ello sugiere que la resistencia a los fagos paiia

ser debida a la actuacién de enzimas de restriccién, cuya activi-
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dad en los casos limite, como la estirpe 2DA, podria provocar la

resistencia a la mayoria de los bacteribdfagos.

4.3. Modificacidn del fago AL1 por la estirpe 2DA.

La estirpe 2DA presenta un fagotipo Fr y se obtu
vo, al igual que 2D2 y 2D5, a partir de Rm2, mediante seleccién
con el fago DF2.

Sin embargo, como se expuso en el apartado 3.3.3.,

la estirpe 2DA es sensible al fago f2D, de cuya obtencidn tratan

precisamente las experiencias que se describen en este apartado.

En los ensayos realizados para la caracterizacidn
de la estirpe 2DA, se observd que la adicidn simultdnea de varios
fagos virulentos o moderados a los cultivos de esta estirpe en cal-
do 79M, provocaba un ligero retraso en el crecimiento, con respefz_
to a los cultivos no inoculados. Esta observacién llevd a ensayar -
en placa el efecto de mezclas de fagos sobre la citada 2DA, al ob-
jeto de comprobar si alguna de las mezclas era capaz de provoar
la aparicién de placas de lisis.

Se obtuvieron resultados positivos con las mezlas
AL1-FAR y AL1-DF2, lo que permitia suponer que las placas liti--
cas que aparecieron se debian a un nuevo fago, hibrido de los an-
teriores, aunque, a juzgar por las caracteristicas de los tres 'fa—-—
gos implicados, tal hibridacion parecia muy poco probable.

Se llamé £2D al nuevo bacteri6fago, por su capa-
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cidad de atacar a la estirpe 2DA. Este fago fue ’purificado y carac
terizado por los métodos ya descritos, con el resultado de Que .
era idéntico, tanto en su morfologia como en su capacidad lisogé-
nica, al fago AL1,

Esta identidad con ALl, unida a que no habia evi
dencia de que el nuevo fago tuviese alguna propiedad de los fa——
gos DF2 6 FAR, llevd a pensar que el fago f2D era realmente un
ALl modificédo por la estirpe 2DA,

Para comprobar esta hipdtesis, se ensayaron so-
bre la citada 2DA una serie de suspensiones de AL1, obtenidas 0
bre las estirpes Rm2, 2D2, 2D5 y 2DBf, Los resultados obtenidos,
que se muestran en latabla 28, demostraron claramente lo acertad
de la hipétesis, puesto que las suspensiones AL1(2D2) y AL1(2D5) -

fueron capaces de originar placas liticas.

Tabla 28. Efecto de varias suspensiones del fago ALl sobre las es

tirpes 2DA y Rm2.

Suspen- Efecto so Efecto so
sién ALl bre 2DA bre Rm2
ALI(Rm2) - | +
AL1(2D2) p +
 AL1(2D5) p +
AL1(2DB) - | +

- - - g F
- = Resistencia. // + = Sensibilidad. // p = placas liticas sueltas.
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El bacteriéfago se enriquecid y purificé a partir
de las placas liticas, realizdndose con &l las pruebas habituales -
de caracterizacion, con el resultado de que demostrd ser idéntico
al fago f2D y, naturalmente, al AL1,

De acuerdo con estos resultados puede afirmarse
que 2DA es capaz, en determinadas circunstancias, de modificar al
fago AL1, lo que implica obviamente, que la resistencia de la es-

tirpe para el citado ALl, estd basada en un sistema de restriccit.
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DISCUSION






En el capitulo anterior se han expuesto los resulta
dos obtenidos durante la realizacidén de este trabajo y, al mismo
tiempo, dichos resultados se han comentado més o menos extensa_
mente, intentando resaltar su posible significado con referencia a
los objetivos formulados en el Objeto del Trabajo, asi como a las
hipétesis propuestas para explicar los hechos observados.

En consecuencia, el presente capitulo de Discusidn
tiene como objeto el comentar brevemente y desde un punto de vis
ta global, los resultados obtenidos y, sobre todo, y dada la apa-
rente heterogeneidad de éstos, proponer postulados que los integren
de forma coherente, recurriendo para ello a las informaciones que
sobre el tema aporta la bibliografia especializada.

El primer resultado a destacar es la abundancia de
bacteridfagos activos frente a R.meliloti, presentes en las mues—
tras de suelo rizosférico en los que se cultiva regularmente la al_
falfa. Este hecho demuestra suficientemente la coexistencia de dos
poblaciones antagbnicas, sin que, aparentemente, ninguna de las -

dos resulte eliminada, paradoja que lleva implicitas dos soluciones
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alternativas: o bien el comportamiento de los bacteriéfagos en el
suelo no es el mismo que el que muéstran en los medios de cul—
tivo del laboratorio, o bien son las estirpes de R..meliloti las que
han desarrollado los mecanismos oportunos para evitar ser elimi_

nadas de la rizosfera de Medicago sativa.

Resulta evidente que ninguna de las dos alternativas
es satisfactoria, ya que el alto niimero de bacteriéfagos encontra
do en la rizosfera sblo puede haberse obtenido por la multiplica-
cién de éstos sobre las correspondientes estirpes sensibles y, ak
mas, no basta con que dicha multiplicacién haya ocurrido, por —
asi decirlo, una sola vez, sino que el mantenimiento de la pobla
cién de fagos requiere- el que constantemente se produzca el ci—
clo litico productivo de’ nuevos viriones, ya que, en caso contra_
rio, los fagos serfan eliminados por el régimen de lavado del sue
lo, ademés de otras causas, como la adsorcién inespecifica a par
ticulas coloidales, etc. (Alexander,1977).

Por lo tanto, es necesario admitir que en la rizos_

fera de Medicago sativa , entendiendo por tal, la zona preferen-

temente colonizada por los Rhizobium,es decir, el mucigel o rizo.
plana (Dart,1977), existe una poblacién de R . meliloti sensiblé'a
los fagos, a costa de la cual, dichos bacteriéfagos proliferan y -
se mantienen en nimeros altos en la citada rizoplana.

De otra parte, hay que destacar el hecho de que se
detectaran y aislaran bacteridéfagos en los nédulos radicales de —
los diversos hospedadores vegetales: de R.meliloti. Ello concuer-

da con los resultados, ya muy antiguos, obtenidos por autores co
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mo Demolon y‘ Dunez y Vandecaveye y Katznelson (citados por —
Alleﬁ y Allen, 1950), acerca de la capacidad de los bacteridfagos
de R.meliloti para seguir a las estirpes de dicha especie hasta -
el interior del nédulo. Es necesario tener en cuenta, sin embar-
go, qué no es 'posible asegurar la eficacia absoluta de la esteri-
lizacién superficial de los nédulos por la solucién de cloruro mer
ctrico (Dart, 1977) por lo que, tanto los resultados obtenidos pr
los autores que se han citado, como los que se incluyen en esta

Memoria,t deben aceptarse con ciertas reservas.

En cualquier caso, resultado de los distintos ensa-
yos efectue;do’vé,'Sobre muestras de sudos rizosféricos y nédulos ra
dicales, asf como sobre estirpes silvestres de R.meliloti, fue el
aislamiento de 13 bacteriéfagos que se clasificaron en seis grupos
di stintos; de.aéuerdo con los parametros utilizados en la caracte
rizacién, de la morfologia de la nucleocépsica, espectro de acti-
vidad y caracteres morfolégicos de las placas liticas. Este lti-
mo pardmetro puso de manifiesto la existencia de una alta propor-
cién de fagos rnr'noder‘ados, es decir, que originaban placas liticas

turbias sobre la estirpe sensible, lo cual permitia suponer que —

las asociaciones de tipo lisogénico y seudolisogénico serian fre--

cuentes en las poblaciones silvestres de R.meliloti,.

De entre los fagos aislados se eligieron seis, tres -
de ellos mode;'édos y los otros tres virulentos, para ser utiliza-
dos en el fégot'i‘pado de las estirpes de R.meliloti. Previamente se
comprobd la ééﬁecifici dad de dichos bacteriéfagos, ensayandolos

frente a esfi’rpes de R.trifolii y R.leguminosarum, puesto que se

-
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pretendia utilizar la sensibilidad a estos fagos como clave para -
la identificacién de las nuevas estirpes, en sustitucién del ensa-
yo de infectividad.

Se fagotiparon un total de 271 estirpes, de las que

125 procedian de dos especies del género Medicago (M.sativa y M.

lupulina) y 52 y 94, de nddulos radicales de Trigonella glauca y

Melilotus parviflorus, respectivamente.

| Lka muestra puede considerarse como heterqgénea des
de el punto de vista estadistico, en base a su procedencia geogra
‘fica y en base al niimero de estirpes examinadas en cada caso, -
por lo que no puede asegurarse que las proporciones obtenidas de
los distintos fagotipos presentes en los nédulds de los hospedado-
res vegetales examinados, no resultarian alteﬁadas al examinar -~
muestras mas homogéneas en cwanto a lakprocéjdencia geografica 6
al tamaflo. ’ }

De otra parte, resulta evidente hue no hay ningin -
fagotipo que pueda considerarse como caracterfstico de un hospe-
dador determinado, sino que, como mucho, puede hablarse de la
abundancia relativa de tal o cual fagotipo en los nédulos de un hes
pedador vegetal y siempre éon las reservas debidas a la heteroge
.neidad de las muestras. _ |

En lo que se refiere a la utilizacién de los bacterid
fagos especificos para la identificacién de las estirpes aisla«,clas, -
como perteneciéntes a R.meliloti, estd claro que viene Ijmitéda per
la existencia-de estirpes que son resistentes a todes los bacterié

‘fagos ensayados. Sin embargo, y teniendo en cuenta que dichas es

-

228



tirpes suponen un 30% del total, se convendra en que con un 70%
de las estirpes de un aislamiento hipotético, se puede evitar el -
tedioso ensayo de infectividad que, en términos de duracién, supo
ne de 20 a 30 dias, como minimo, mientras que el ensayo frente
a los bacteridfagos queda resuelto en un mdximo de 36 horas.

Por dltimo, y como solucién afin mis cémoda para -
el problema de la identificacidén de estirpes, es necesario desta-
car el caso del bacteriéfago DF2, activo, naturalmente, frente a
todas las estirpes Fs y DF2s y, ademds, frente a un 56% de las
estirpes Fa, con lo que resulta que un 64'56% del total de la mes
tra examinada es susceptible a su ataque. Por tanto, el citado fa
go es el idéneo para ser utilizado como instrumento en la clasifi~-
cacién de las estirpes aisladas "de novo", como pertenecientes a
R.meliloti. Asimismo, y para concluir con el tema del fagotipado,
los resultados obtenidos con las estirpes de la coleccién del labo
ratorio no alteran las conclusiones que se han expuesto mis arri-
ba, puesto que todas las estirpes de la: citada coleccién son, con -
excepcidén de la sph7 y la 2DA, sensibles al fago DF2 y aun en el
caso extremo de la citada 2DA, Fr, se dispone del fago 20 para
su identificacién como perteneciente a R.meliloti.

En cualquier caso, el hecho cierto es la abundancia
de estirpes Fr y Fa en las poblaciones silvestres de R.meliloti, -
Cuyo origen parcia problemitico, como se demostrd al contrastar
las hipdtesis de la mutacién y la asociacién fago-bacteria, come -
base para explicar la aparicién de la resistencia a los fagos.

Una tercera posibilidad, concretamente la de la re-
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lacién entre los plasmidos y la sensibilidad a los bacteridfagos,

merece una explicacidén aparte, puesto que en el caso de las es-
tirpes 402 y 4c y Rmll y 1llc, es evidente la relacién antes cita
da. Al mismo tiempo se comentard el problema del fenotipo M~, -
equivalente a las mutaciones HD ("host defective') descritas ’én -
E.coli (Revel et al., 1980) y que, como se verd, se encwentra -
muy relacionado con el tema de los plasmidos.

El maximo exponente del fenotipo M™ es la estirpe -
402, Fs, pero incapaz de multiplicar a los fagos VBP, LOO, ALl,
SF2 y FAR y si, en cambio, ‘al DF2. De acuerdo con los resul-
tados obtenidos por Palomares et al. (1978a) Vy Bedmar y Olivares
(1979), dicha estirpe lleva un plésmido, el pEZ1l, de 59 Mdal. de
peso molecular y autotransmisible, que codifica para la sintesis ~
de un exopolisacarido especialmente activo en la induccién de la
enzima poligalacturonasa por las raices de plantulas de Medicago
sativa (Palomares et al., 1978b).

La estirpe 402 es susceptible de ser 'curada' del -
citado plasmido por tratamiento con naranja de acridina, obtenién
dose la estirpe 4c, no ’productora del exopolisacarido antes men—
cionado y ademas, de fagotipo DF2s, ya que es resistente a los
fagos para los que la 402 era M~ y sensible, pero M~, para el -
propio DF2 (Corral et al., 1978).

Resulta, pues, evidente, que el plasmido pEZ1 lle-
va simultdneamente los caracteres S (Sensibilidad) y M (Multipli-
cacién) para.distintos bacteriéfagos, &, al menos, su presencia -

condiciona la expresién de dichos caracteres, Ahora bien, la es-~
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tirpe 402 no es sensible, "sensu stricto", lo cual la distingue —
claramente de estirpes bomo la Rm1l que también lleva el pEZl -
(Olivares, comunicacién personal), pero que es FsM* para todos

los bacteriéfagos; este hecho llevarfa a admitir que el mismo plas
mido codifica en distintas estirpes los caracteres M* y M~ 4, al-
ternativamente, que el pEZ1 de la estirpe 402 se encﬁentra altera
do, bien por mutacién & por cualquier otra causa.

Entonces, ;como se ha originado el fenotipo M~ y -
por qué no han podido obtenerse més estirpes del tipo 4c y 11c¢?.
Para responder a esta pregunta es necesario tener en cuenta los
siguientes extremos: |

La estirpe 402 no es la Rm4 que cita Palomares en
sus tfabajos (1975 y 1978a y b), sino un subcultivo obtenido a par
tir de un liofilizado de la citada Rm4, por lo que, en principio,
no pued: afirmarse que la 4c proceda de la actual 402. De otra
parte, ea lo que se refiere a la es‘tirpe Rmll, el aislamiento ori
ginal cedido igualmente por el Dpto. de Microbiclogia de la Esta-
cién Experimental del Zaidin, resulté ser una poblacién contamina
da con un )acteriéfégo, de la que se separaron por subcultivo y
reaislamien» tres nuevas estirpes, la Rmll actual, FsM*, la —
Rmllw, no incluida en esta Memoria y caracterizada por una res-
puesta alt:rada a los seis bacteridéfagos, consistente en que todos
ellos orignan halos de lisis muy turbios (pero no se ha compro—
bado que . trate de una estirpe M™) y, finalmente, la estirpe —
sp57, resistente al fago DF2 y sensible, aunque con la misma par

ticularida« que la Rmllw, a los otros cinco fagos. Por lo tanto,
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tampoco puede asegurarse que la estirpe 1lc se obtuviera por cu
raciéon de la Rmll actual.

En suma, lo que se sugiere es que el citado trata-
miento con NA sblo seria efectivo sobre estirpes que estarian pre
sentes en los aislamiento originales obtenidos por Palomares, pe-
ro que no son, en modo alguno, las actuales ’402 y Rmll; por el
contrario, se trataria de las estirpes "inestables' que apareceh
en las poblaciones contaminadas con fagos. En este sentido, no hd
ce falta repetir lo que se ha dicho acerca de la estirpe Rmll.y,
en lo que respecta a la 402, se dispone de una evidencia segura
de que tuvo su origen en una contaminacién con bacteriéfagos.Di~
cha evidenci”e‘l la constituye la estirpe 2D5, obtenida de la interac
cién RmZ—DfE?Z y que es M~ para el fago VBP, ademas de mostrar
un comportaféiento variable, restrictivo, para el propio DF2.

‘fz‘;;Asf pues, y a modo de resumen, se propone el si-
1

guiente procé\;ﬁo\para explicar la aparicién de las estirpes cura—

das: )

§

Py

i
1
F

R

~ Estirpes FsM* pEZ1™", contaminadas con bacteriéfagos.

- Aparicién en laslw"poblaciones anteriores de estirpes que, como
consecuencia de la "ﬂteraccién con los bacteriéfagos, llevan un —
plasmido inestablé, iusceptible de ser eliminado por el tratamien-
to con el NA. Por tz%nto, si éste se lleva a cabo, aparecerén es—
tirpes del tipo 4c y 1.:.

- Como se demostrd er ;.el capitulo de Resultads , al aislar clonos

a partir de los cultivoisf contaminados con bacteriéfagos, aparecen
. R S : .
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estirpes Fa, que son, por tanto, las equivalentes de la Rmllw y
la sp57, ,mencionadas mas arriba. Naturalmente, dichas estirpes,
libres de la contaminacién con los fagos son perfectamente esta—

bles y no son susceptibles de curacién por el NA,

De acuerdo con lo que se ha expuesto acerca de la
hipdtesis de los pldsmidos, resulta evidente que el caso de las es
tirpes 402 y 4c y Rmll y 1llc, aunque muy atrayente, debe ser -
considerado como particular, puesto que no se dispone de eviden-
cia alguna que permita asegurar la existencia del plasmido pEZ1
en otras estirpes, sea cual sea su fagotipo.

La obténcién de estirpes Fr y Fa se intenté median-
te el tratamiento con NTG, sin resultado positivo; no obstante, y
puesto que no se habia optimizado previamente el citado tratamien
t0, no es posible afirmar que las estirpes resistentes no puedan
obtenerse por un fenémeno de mutacién,

Pese a este resultado negativo, se investigaron una
serie de estirpes que presentaban una morfologfa colonial altera—
da, con objeto de descubrir si existia alguna conexién entre este
caracter y la aparicién de resistencia a uno o varios bacteriéfa—
gos.,

Como se expuso en el apartado 3.3.2., la aparicién
del morfotipo B se corresponde bien con los fendmenos clésicos de
mutacidn y.no estd relacionado en absoluto con la alteracién en d
fagotipo, ya que las estirpes en cuestién muestran invariablemente

el mismo patrén de resistencia o sensibilidad que las estirpes A
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de procedencia. Es interesante hacer notar a este respecté,‘ que
las estirpes de morfotipo B aparecen espontaneamente en los cul-
tivos en forma A y que, ademés, acaban predominando sobre és-
tas en el transcurso de unos pocos subcultivos, Tal ¢circunstancia
podria indicar que el morfotipo B aparece como consecuencia de
una mutacidn que afectaria la produccidén de exopelisacérido y que
capacita a dichas estirpes para competir ventajosamente con las
A, en los medios de cultivo de laboratorio. Del mismo mbdo, y -
ante el hecho de que no se aislan estirpes de morfotipo B a par-
tir de los nédulos radicales, habria que admitir que el exopolisa-
~carido tipico de las estirpes silvestres confiere algﬁnas ventajas
selectivas para dichas estirpes, en el habitat naturaly.

En lo que se refiere al morfétipo Bf, fue mas difi-
cil demostrar que su aparicién no iba asociada a cambiosv concre-
tos en el fagotipo. La dificultad principal consistié en que no pu-
dieron obtenerse estirpes Bf de forma espontdnea, a partir de es
tirpes A 6 B, sino que sdlo se detectaron en las experiencias de
seleccién con los fagos virulentos. Pese a todo, klos resultados & -
tenidos al estudiar las caracteristicas de las estirpes Bf, asi co
mo su génesis en los cultivos de estirpes A inoculados con fagos
virulentos, pusieron de manifiesto que, al igual que el morfotipo
B, el Bf es el resultado de una mutacién que afecta también a la
produccion del exopolisacdrido, pero que sblo resulta selecciona-
da en los medios de cultivo si al mismo tiempo se selecciona con
algi’m fago virulento. La razén de este comportamiento estriba en

que las estirpes Bf son menos susceptibles al ataque de los ’bactg
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riéfagos, por lo que es légico que en los cultivos de estirpes A
6 B inoculados con fagos, resulten favorecidas las estirpes Bf ,
frente a las citadas A y B.

Asi pues, los morfotipos B y Bf constituyen dos ~
ejemplos claros de mutacioén que,si bien alteran las estructuras -
superficiales de las células, no suponen cambios en el fagotipo de
las estirpes afectadas, aunque en el caso concreto del morfotipo
Bf, dicha mutacién supone, por razones desconocidas, una cierta
resistencia al ataque de los fagos.

Al contrario que el tratamiento con NTG, la utiliza
cién de los bacteriéfégos para obtener estirpes resistentes si dio
el resultado apetecido y alin superd cualquier expectativa, ya que
en las experiencias llevadas a cabo en medio sdlido lo que se ob
tuvo fue el cambio del fagotipo Fs a Fr, en toda la poblacién ba
teriana y sin que se observara, por otra pérte, una reduccién en
el crecimiento de las estirpes sobre las que se estaba llevando a
cabo la seleccién. Es evidente que este comportamiento no se co
rresponde en absoluto con un fenémeno de mutacién, sino que, par
el contrario, seria andlogo al de una poblacién bacteriana en can
tacto con un bacteriéfago capaz de establecer con ella una asccia
cién de cualquier tipo.

Por otra parte, en los ensayos en caldo, el compcr
tamiento de las estirpes sensibles inoculadas con fago es similar,
en cuanto al resultado, al que se ha descrito para los medios sé
lidos, si- bien, en el citado caso del medio liquido, si se observd

una reduccién importante en el nimero de células viables.
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Por dltimo, y aparte del hecho de que no se detec
taron estirpes Fa & Fr en los cultivos no inoculades con fago,es
necesario destacar que en las experiencias llevadas a cabo con -
el fago DF2 y la estirpe Rm2, en caldo, se obtuvo un conjunto -
de estirpes que presentaban todas las gradaciones de resistencia
6 sensibilidad a los seis fagos ensayados, desde la resistencia a
un so_io bacteridfago, hasta la resistencia a todos ellos.

Como ya se ha dicho antes, todos los fenémenos ob
servados en relacién a la aparicién de estirpes resistentes, du—
rante la seleccién con bacteriéfagos, conducen a descartar la myu
tacién y conceden, en cambio, mayor crédito a la asociacién fago
-bacteria, como base de la resistencia a los fagos,

De acuerdo con ello, se investigd, segin los méto-

dos clasicos, la posibilidad de la asociacién lisogénica y seudo-

lisogénica en una muestra de estirpes Fs, Fa y Fr, de distinta -~

procedencia. El resultado de estos ensayos puso de manifiesto la
ausencia de estirpes lisogénicas en la muestra éxaminada, pese a
que se habia encontrado anteriormente que los bacteriéfagos ALl
y SF2 eran capaces de establecerse‘ lisogénicamente en la estirpe
sensible Rm2,

De otra parte, sf fueron relativamente abundantes -
los casos de asociacién se'udolisogénica, pero dadas las caracte-
risticas inestables de la mayoria de las asociaciones, se interpre
t6 que eran debidas a contaminaciones accidentales durante la fa-
se de aislamiento de las estirpes; como es obvio, este hecho con-

cuerda perfectamente con la abundancia de bacteriéfagos, en la ri-
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zosfera y en los nddulos radicales de los distintos hospedadores
vegetales. Finalmente, se encontraron dos estirpes, v47 y hval,
asociadas de forma seudolisogénica con bacteriéfagos moderados,
aunque en el caso concreto de la estirpe hv2l casi podria hablar
se de una asociacién criptica, dadas las especiales caracteristi—
cas del fago fhv. |

En resumen, 105 resultados obtenidos al estudiar la
posibilidad de la asociacién fago-bacteria excluyen claramente a -
la lisogenia clasica como fendmeno de importancia en la aparicién
de estirpes resistentes, en. contra de los resultados obtenidos por
Kowalski (1966), mientras que las asociaciones seudolisogénicas t
picas, como en el caso\de la estirpe v47 & mis extrafias, como -
en el caso de la hv2l, si podrian tener un papel relevante en la
génesis de estirpes ‘Fa Yy, quiza, Fr.

Se llegd asi al estudio de las propiedades de las es
tirpes resistentes con objeto de averiguar, al menos, la base fi—
siolégica de la resistencia. ‘El resultado obtenido en tales estudics

puede resumirse como sigue:

- La resistencia a los bacteritfagos no estd basada en la altera—
cién de los receptores célulares para dichos fagos, como lo de—
muestra el que las estirpes Fa y Fr continfen adsorbiendo a los -
fagos para los que han ganado la resistencia.

- El carécter resistente ‘no es estable, sino que es susceptible de
reversién, temporalmente, durante y como consecuencia de la iner

accién de las estirpes Fa y Fr con un bacteriéfago moderado.
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Los dos resultados que se han expuesto y sobre to
do, el segundo, constituyen otras tantas evidencias en contra de
la mutacidén como base de la resistencia. Es, sin duda, muy cu—
rioso que el caracter resistente se pierda temporalmente como can
secuencia de la interaccién con un fago moderado; esta circunstan
cia podria interpretarse en el sentido de que dicho fago moderado
suprime la actividad de algln elemento genético que se estuviese
expresando en ese momento en la célula y que fuese la causa de
la resistencia.

Puesto que se habia demostrado que la base de la -
resistencia ei‘a intracelular, era logico investigar los fendmenos
de restriccidén, ya que, caso de demostrarse su existencia, que-—
daria explicada la resistencia a los fagos y, al mismo tiempo, la
posibilidad de la reversién temporal en las condiciones antes cita
das.

El ejemplo més claro de estirpe restrictora es, sin
duda, la 2D5, obtenida a partir de la sensible Rm2, mediante se-
leccién con el fago DF2. Esta estirpe restringe notablemente al -
propio DF2, al tiempo que es M~ para el fago‘ VBP. Hay que des
tacar, ademés, el hecho de que sélo modifica al fago DF2 cuandc
éste se ha multiplicado previamente en la estirpe 2D2, obtenida -
igualmente a partir de la interaccién Rm2-DF2 y ligeramente res-—
trictora para este fago. |

De otra parte, la estifpe 2DA, Fr y obtenida tam—
bién de la interaccién Rm2-DF2, es capaz de modificar al fago —

ALl, que pasa a ser el f2D, pero sbélo cuando el citado ALl sehs
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enriquecido sobre las estirpes 2D2 6 2D5, es decir, muestra un
comportamiento analogo al del faygo DF2 para las estirpes 2D2 y
205, | |

Parece claro, por tanto, que las estirpes 2D2, 205
¥y 2DA han ganado un sistema de restriccién supernumerario pero,
y esto es lo mas sorprendente, que actlia sobre distintos bacteri_é_
fagos y con intensidad también diferente. |

Sin embargo, las tres estir?es se. obtuvieron de la
misma forma, por interaccién de la estirpe sensible Rm2 con el -
fago virulento DF2 y, en consecixencia, a la hora de preguntarse
sobre el origen del citado sistema de restriccién, es légico pen-
sar que sea debido a la actividad del fago, lo cual, obviamente,
lleva implicito admitir que se ha establecido una asociacién entre
la estirpe sensible y el citado bacteriéfago.

- Por desgracia, no se han obtenido evidencias, utili
zando los métodos clasicos, de que exista realmente dicha asocia
cién, Esta falta de resultados lleva a suponer que él fago se ha
establecido en la célula de una forma criptica, o bien, que la aso
ciacién es defectiva, con lo cual no 1legdrfan a formarse particu-
las infectivas en aquellas células en que se produjese la "induc—
cién" espontanea. |

En cualquier caso, admitiendo que se haya produci—
do la asociacidén entre el fago y la bacteria, queda por explicar -
el distinto comportamiento de las estirpes 2D2, 2D5 y 2DA. ‘En es
te tema sdlo es posible especular, aunque partiendo,' naturalmente,

de los resultados que se han expuesto en el capitulo anterior:
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- La génesis de las estirpes Fr durante las experiencias llevadas
a cabo con la estirpe Rm2 y el fago DF2, se demostrd que era —
un procesb secuencial, caracterizado por la aparicion de estadl‘os
intermedios, de fagotipo Fa. Dichos fagotipos Fa, varian desdela
aparicidén del fenotipo M~ para un fago, hasta la resistencia a cin
co de los seis bacteridfagos utilizados. |

- Asimismo, se puso de manifiesto que las estirpes Fa son esta-
bles en ausencia del bacteriéfago, continuando, en ¢ambio, su o
lucién hacia el fagotipo Fr, al ser cultivadas nuevamente en pre

sencia del bacteriéfago.

En consecuencia, el citado proceso secuencial pue-
de interpretarse como debido a la acumulacién en las -estirpes Fs,
primero y Fa, después, de copias del ADN del fago, por reinfec
ciones sucesivas, es decir, las estirpes Fa de fagotipo distinto,
serian otros tantos exponentes de estirpes que llevarian 1, 2, 3,
-«+s...n moléculas del ADN del bacteridfago.

El efecto de esta acumulacién de ADN del fago se—
ria, légicamente, el aumento en el nimero de moléculas de endo-
nucleasa presentes en el citoplasma bacteriano, con lo cual, en -
las estirpes Fr, ningln bacteridéfago se veria libre de sufrir el
ataque de dichas endonucleasas., |

Como argumento a favor de esta hipftesis pueQen -
citarse los trabajos de Staniewski y Kowalski (1965), quienes de-
mostraron que las alteraciones en el fagotipo de estirpes liSQgéni

cas de R.meliloti eran debidas no al establecimiento de la asocia

-
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cién lisogénica, sino al nﬁ-mero de copias del ADN del fago que -
consiguieran establecerse en la célula.

En resumen, lo que se postula es que el bacteriéfa
go DF2 y, puesto que se comportan igual que él, los LOO y FAR,
no son bacteridfagos virulentos en el sentido estricto de la pala-
bra, sino que son capaces de establecer asociaciones, con una -
frecuencia todo lo baja que se quiera, con las estirpes sehsibles
que infectan. Como consecuencia de dichas asociaciones aparecen
nuevos caracteres fenotipicos, precisamente la capacidad de res-
tringir, no sélo al propio bacteriéfago asociado, lo cual constitu
ye una inmunidad muy "sui generis", sino a otro nimero de bacte
ricfagos no relacionados con el primero,

Finalmente, hay que decir que el hecho de la asocia
cién no ha sido demostrado de forma directa, pero que su existen
cia se hace necesaria para explicar los fenémenos observados, For
otra parte, el modo en que se lleva a cabo tal asociacidén, sea —
por integracién en el cromosoma bacteriano, por unién a sitios de
membrana, integracién en algin pldsmido autéctono ¢ permanencia
en el citoplasma bacteriano como un nuevo pldsmido, asi como, a
otro nivel, el efecto de la asociacién sobre los caracteres simbid
ticos de las estirpes asociadas, son el objeto y la continuacién

previsibles de los trabajos que se han expuesto en esta Memoria.
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CONCLUSIONES






12) Tanto en la rizosfera como en los nédulos radicales de plan

tas del grupo de inoculacién de Rhizobium meliloti , se en—

cuentran bacteriéfagos activos frente a las estirpes de la ci
tada especie en nimero lo suficientemente elevado como pa-
ra permitir su deteccidn sin necesidad de enriquecimiento -

previo.,

22) Mediante las técnicas adecuadas se han aislado y purificado
un conjunto de 13 bacteriéfagos activos frente a R.meliloti,
de entre los que se seleccionaron 6, diferenciables por su -
estructura, capacidad para limar o no lisar a las distintas es
tirpes de prueba empleadas y caracteres de las placas liti—
cas que producen, con objeto de ser utilizados en las expe~

riencias de fagotipado.

32) Dada la especificidad d,é los bacteridfagos empleados en el -
fagotipado, se considera que éste constituye un método réapi-
do y eficaz para la identificacién de las estirpes de R.meli-
loti, a pesar de las limitaciones impuestas por la existencia

de estirpes resistentes.

4®) La aparicién de alteraciones en la morfologia coionial de las
estirpes de R.meliloti no supone un cambio concreto en el fa
gotipo de dichas estirpes. Por el contrario, la presencia de
un plasmido ADN (pEZ1), condiciona la sensibilidad a varios

bacteridfagos en las estirpes que llevan el citado pEZ1.
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5%) La heterogeneidad en el fagotipo de las estirpes ensayadas ~
no parece ser debida a fendmenos de mutacién 6 al estable-
cimiento de asociaciones lisogénicas & seudolisogénicas de -

tipo clasico.

62) La interaccién de estirpes sensibles con bacteriéfagos viru-
lentos da lugar a la aparicién de clonos progresivamente re
sistentes, no sdlo a los bacteriéfagos en cuestién, sino a -
otros no relacionados con los mismos. No obstante, dichos —
clonos pueden revertir a sensibles, de forma temporal, por

interaccién con un bacteridéfago moderado,

72) Se interpreta que estos fenémenos, asi como la heterogenei-
dad del fagotipo de las estirpes silvestres de R.meiiloti,son
debidos al establecimiento de una asociacién criptica entre -
los bacteriéfagos virulentos y la estirpe sensible y que la ac
tividad del bacteridfago de que se trate, en dicha asociacién,
seria la implantacién de un sistema de festri,cdén altaménte
efectivo que condicionaria la resistencia de las estirpes asQ
ciadas, tanto a! bacteriéfago en cuegtién, como a otros’ bac~

teri 6fagos no relacionados con é1.
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