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Las asociaciones entre organismos de distinta

especie son conocidas desde antiguo, asi Tlas primeras
descripciones datan del 1500 a de C y son atribuidas a
Papyrus Ebers que describe al pardsito intestinal Ascaris
lumbricoides. Ya en nuestra Era, Alberto Magno describe 1la
primera simbiosis parasitaria en vegetales, en el ano 1200
y es Francesco Redi, cientifico considerado el padre de
la Parasitologia, quien en 1694 decribe simbiosis
parasitarias en peces, aves, mamiferos y humanos, siendo a
partir de agui innumerables las referencias en las que se
citan asociaciones de distinto tipo aunque en la mayoria de
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los casos son de naturaleza parasitaria.

H. Anton de Bary, primer autor, que en 1886,
apuntd la naturaleza simbidética de 10s 11quenes
gelatinosos, considerados hasta entonces como un organismo
individual, acufa en 1879 el término “simbiosis” para
describir el creciente numero de asociaciones descubiertas,
que aparece por primera vez en el articulo "Die Erscheinung
der symbiose” (E1 fenbmeno de la simbiosis), en el que De
Bary define el término simbiosis en el mas amplio sentido
de la palabra, es decir, agrupa bajo este término a todos
aguellos organismos de distintas especies gue exhiben una

forma de vida conjunta.

Tras el 1intento, en decadas pasadas, de agrupar
bajo el término "simbiosis” sélo a aquellas asociaciones
de caracter mutualista, actualmente se tiende de nuevo
hacia una amplia concepcidn del mismo siguiendo el
espiritu de De Bary. Asi, hoy dia se define como
"Interrelacidén entre dos organismos, en la cual, los
efectos de dicha relacidén pueden ser beneficiosos o)
perjudiciales”, o bien como "asociacidén interespecifica en
la que dos especies distintas de organismos dependen uno de
otro en la alimentacién o proteccidédn’.

De acuerdo con el grado de beneficio o perjuicio
que obtienen los participantes se subdividen
tradicionalmente las relaciones simbioticas en tres

categorias:

-Comensalismo.- Término acunado por primera Vvez
por P.J. Vvan Beneden en 1876 que agrupa aquel las
asociaciones en las que uno de los dos simbiontes se

beneficia mientras que el otro no obtiene ni beneficio ni

15



dano. Generalmente las ventajas obtenidas son de tipo

nutricional o protector.

-Mutualismo.- Asociacidn simbidtica en la cual
ambos participantes obtienen beneficios, que gdJeneralmente

son de tipo nutricional.

-Parasitismo.- En este tipo de asociaciones uno

de 1los participantes se beneficia a expensas del otro. Al

igual que en el mutualismo, Tlos beneficios suelen ser de
tipo nutricional. Las simbiosis parasitarias varian
dependiendo del grado en que se ve afectado el normal

desarrollo del hospedador, definiendo en este sentido las
relaciones patdédgenas como aquellas en las gque las funciones
vitales del hospedador son perturbadas por 1la continua
presencia del huésped que, en este caso, seria denominado

patdgeno.

Sin embargo no siempre es posible 1ncluir una
relacidén simbi1dética dentro de una de estas categorias, vya
que frecuentemente estas relaciones no son estaticas vy
pueden derivar desde un tipo hacia otro, dependiendo de
factores ambientales o influencias internas producidas por
el propio desarrollo de l1a simbiosis. Asi, una relacidn
parasitaria puede derivar hacia un mutual 1smo O
comensalismo; transicidén que constituye, ademas, el proceso
evolutivo 16gico hasta establecer relaciones simbidticas

mutual istas.

Tradicional 2 independientemente de la
subdivisidn establecida en funcidén de Tlos beneficios
obtenidos por los participantes, se han venido utilizando
una serie de términos acunados por distintos autores a fin
de definir las distintas situaciones encontradas a medida
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que se han ido conociendo nuevas relaciones simbidticas.
Starr en 1975 desarrolla una clasificacidén de las
relaciones simbidéticas a fin de establecer una
normalizacidn en cuanto a la terminologia empleada para
definir los distintos aspectos de las relaciones
simbidéticas, ofreciendo agui una modificacidén posterior de
esta clasificacidn realizada por Ahmadijan & Aparecer,
1986, de acuerdo con los siguientes criterios:

-Localizacion de los simbiontes, podemos

distinguir entre:

XEctosimbiosis, en ella el huésped reside fuera

del cuerpo celular del hospedador.

XEndosimbiosis, en ella uno de Tlos simbiontes
(que pasa a denominarse endosimbionte) reside en el
interior de la o las células del otro participante, si bien
en la mayoria de los casos el endosimbionte esta rodeado
por una membrana propia del hospedador que 1o aisla del
citoplasma. Cabe distinguir aqui entre endosimbionte
citoplasmatico y nuclear en funcion de Tla posicidn que

adopte dentro de 1a célula hospedadora.

-=En funcién de Tla dependencia entre ambos
participantes cabe distinguir entre simbiosis obligadas Yy
facultativas, dependiendo de la capacidad de los simbiontes
para desarrollar sus ciclos de vida de una forma
independiente. Sin embargo es muy dificil apreciar cual es
el grado de dependencia, ya gue en muchos casos son capaces
de desarrollar independientemente sus ciclos de vida pero
no de colonizar 1os nichos ecoldégicos habitualmente

ocupados en estado simbidético.
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-En funcidén de la especifidad, encontramos desde
organismos gue pueden establecer relaciones simbidticas con
una amplia gama de organismos, hasta otros en 1os que hay
una elevada especificidad entre ambos simbiontes. En
general el grado de 1a misma estd relacionado directamente
con el grado evolutivo de la relacién simbidética siendo mas

especifica cuanto mas evolucionada.

E1l establecimiento de relaciones simbidéticas es
un fendmeno comin a los distintas reinos en Jlos qQque se
clasifican 1los seres vivos, pudiéndose considerar como
tales relaciones desde aquellas que protagonizan 10s virus

con huéspedes de organismos pertenecientes a cualquiera de

los reinos, pasando por Jlas que se establecen entre
organismos pertenecientes a un reino con organismos
situados en cualquiera de los otros, 1legando incluso a

postular como origen de 1los organulos eucariotas las
relaciones simbiéticas establecidas hace tres mil millones
de affios segln 1la teoria de endosimbiosis seriada (SET)
(Margulis, 1970, 1974, 1981).
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ENDOSIMBIOSIS

E1 estudio de los sistemas endosimbidéticos se ha
desarrollado poderosamente en las dos ultimas décadas,
tanto por su interés dentro del conjunto de las relaciones
simbidéticas como por la variedad de mecanismos que
evolutivamente han desarrollado los organismos 1implicados
en las mismas para posibilitar 1la colonizacidén de un nicho
ecolégico extremadamente concreto como es el citocosmos
(término acunado por Taylor en 1883 para denominar el
citoplasma de las células eucariotas), como asi mismo por
el papel evolutivo gue han desempernado en el origen de Jla

célula eucariota (Taylor, 1976).

Este tipo de estudios se encuadra en un area de
la biologia celular que comenzd a ser conocida como
"endocitobiologia’, término formalmente empleado por
Schwemmter en 1880. La rapidez con que se han desarrollado
ha provocado la aparicidén de un elevado numero de términos
para denominar a un mismo concepto. Asi en las referencias
bibliograficas aparecen las palabras simbionte
intracelular, endosimbionte, endocitobionte, citobionte o
xenosoma (en sentido estricto) cuando se hace referencia a
la localizacidén 1intracelular del simbionte. O bien
simbionte nuclear, cuando es esta la ubicacidé4n adoptada por

el mismo.

Corliss en 1985, en un 1intento de unificar
criterios, propone el uso del término xenosoma, en sentido
amplio, para definir aquellos organismos que viven,
frecuentemente durante un largo periodo de tiempo, dentro
del ambiente celular de otro organismo que se denomina

nhospedador.
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Las caracteristicas que ha de presentar un
organismo o estructura para ser considerado xenosoma son
las siguientes: debe ser una estructura que contenga DNA,
rodeada al menos por una membrana y que espacial vy
fisiologicamente serd capaz, después de un proceso de
entrada satisfactorio, de vivir durante al menos un
cierto tiempo dentro de una célula (qQque siempre sera
eucariota, unicelular O parte de un organismo
pluricelular), asi como ser capaz de reproducirse durante

su asociacidén con el hospedador.

De acuerdo con esta definicidn, dentro de 1los
xenosomas quedarian incluidos aquel los organulos
citoplasmaticos cuyo origen se atribuye a relaciones

simbidéticas.

A partir de esta definici16én, el término
endocitobiologia podria ser sustituido por otro mas amplio:
"xenosomologia’, que incluiria los estudios de las

interrelaciones entre citocosmos y xenosomas a todos 1los

niveles.

En el establecimiento y mantenimiento de un
xenosoma en la célula huésped, bien de forma temporal o
permanente, deben considerarse las siguientes etapas:

-Reconocimiento.

Generalmente es la etapa menos conocida.
Presumiblemente el hospedador y/o el huésped deben ser
sensibles a 1los atractivos de su posible hospedador y/o
huésped. Por ello, y aunque en muchos casos permanecen

desconocidos, deben existir mecanismos de reconocimiento o
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bien interacciones superficiales que promuevan la entrada.

En el caso de las relaciones simbidéticas que se
establecen entre amebas y sus bacterias simbidéticas, Ila
captacidén estd mediada por el uso de agentes quimiotacticos
(Ahn & Jeon, 1979) o bien por la presencia de poly-L-Lisina
unida a las superficies bacterianas de forma artificial,
(Kim & Jeon. 1983). En el caso de las simbiosis rizobio-
leguminosa ha sido demostrado el papel de las Jlectinas
situadas en la superficie de los pelos radicales, gque son
capaces de unir polisacaridos presentes en la pared celular
de 1la bacteria. En este mecanismo de unidén reside Jla
especificidad entre hospedador y huésped caracteristica de
estas relaciones, vya que sélo una determinada lectina pude
unir a determinados polisacaridos (Bauer & Bluvaneswari,
1980).

Modo de entrada

Evidentemente, sin un proceso que posibilite la
entrada del probable xenosoma, no se puede establecer
temporalmente ® de forma estable ningun sistema
endosimbiético. Evolutivamente, esta etapa seria previa a

la del reconocimiento.

Tanto estructuralmente, debido a l1a presencia de
paredes celulares, membranas etc, como fisiologicamente,

los procesos de entrada son complicados.

Moulder establece en 1985 una <clasificacidédn vy
terminologia de Tlos modos de entrada de 1los parasitos
intracelulares. De acuerdo con ella los parasitos pueden
entrar bien por DIACITOSIS, mecanismo por el cual el
parasito penetra realizando un agujero en la capa externa
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de la célula hospedadora (Bdellovibrios, Microsporidios); o
bien penetran via ENDOCITOSIS, alternativa en la cual no se
destruye la continuidad estructural del hospedador, de esta
forma el endosimbionte entraria rodeado por una membrana
propia de su hospedador vy derivada de la membrana

citoplasmatica de este mismo.

Este autor distingue dos tipos de endocitosis; en
unas, el mecanismo estda facilitado por una adaptaciodn
propia del huésped y en otras, por el hospedador, y dentro
de ambas establece nuevas dicotomias dependiendo de 1la
presencia o ausencia de estructuras especializadas en Jla

unidn y/o entrada.

Igualmente, en el resto de 1las simbiosis
intracelulares de caracter no parasitario, el mecanismo mas
frecuente es la endocitosis. Ello, 1incluso, da origen a
considerar a los protozoos como organismos preadaptados al
establecimiento de endosimbiosis, dada su enorme capacidad
para captar particulas via endocitosis (Stewart & Mattox,
1985).

Supervivencia.

La conversidon de una célula en endosimbionte
tras su captacién depende de la capacidad de esta para
evitar Jlos procesos de digestién. Una vez superada esta
etapa la supervivencia del endosimbionte dependera de su
capacidad para nutrirse en el interior Yy en ocasiones

totalmente a expensas de su hospedador.
Tras la entrada via endocitosis (mecanismo

mayoritario de entrada) de una célula en un hospedador se
desencadenaria la puesta en marcha de mecanismos de
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defensa. Asi 1los 1lisosomas se unen por fusidn con la
vesicula que contiene al endosimbionte (fagosoma),
vertiendo en ella hidrolasas acidas (glucosidasas, Ilipasas
y proteasas), en el caso de células especializadas poseen
ademds enzimas como lisozima, lactoferrinas y proteinas
catidnicas que tambien serian activadas. Este ataque
enzimdtico provocaria la muerte del huésped, por ello el
establecimiento de wuna relacién simbidética 1ntracelular
depende de la <capacidad para eludir 1los procesos de

digestidn.

Una forma elegante de evitar dichos procesos por
narte del endosimbionte es adoptar como hospedador celulas
carentes de lisosomas. Este tipo de adaptacidn es la que
presentan pardsitos tales como especies del género
Plasmodium, o como algunas especies pertenecientes a las
familias Bartonellaceae y Anapalsmataceae (Haschen,1975),
que parasitan a eritrocitos maduros carentes, por tanto,
de enzimas lisosomales. Sin embargo, en la mayoria de los
casos estos pardsitos desarrollan generalmente alguna etapa
de su ciclo vital en otro tipo de hospedadores que si
contienen lisosomas, & bien sus ancestros desarrollaron
capacidades endosimbiéticas en hospedadores con sistema

1isosomal.

E1l papel desempenado por este tipo de
adaptaciones en la evolucidén de 1os mecanismos de

supervivencia intracelular no ha debido ser importante.

Segun Cavalier-Smith & Lee (1985), pueden
considerarse principlamente tres tipos de estrategias para

eludir los procesos de digestidédn. Esquema.1l.
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Esquema 1.-Estrategias propuestas por Cavalier-Smith & Lee en
1985 para eludir los procesos de digestidn
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~-Imposibilidad de los enzimas lisosémicos liberados en el

fagosoma para digerir al endosimbionte.

Esta via es la elegida por muchos parasitos
intracelulares tales como Yersinia Pestis, Salmonella
typhimurium, Coxiella burnetti y especies del género

Leishmania.

En la mayoria de los casos es desconocido el
intimo mecanismo por el cual eluden la accién enzimatica.
Es conocida, en cambio, la adaptacién de C.burnetti a
ambientes extremadamente acidos como los del fagolisosoma
incluso cuando, experimentalmente y por adicion de agentes
tales como la clorogquina, metilamina y cloruro aménico, se
eleva el pH: en el fagosoma se inhibe la multiplicacidon de
esta bacteria (Hackstadt et al. 1983).

Por parte de algunas especies del género
leishmania se evita la accién enzimatica tanto por Ila
secrecién de grandes moléculas de carbohidratos con un
elevado numero de cargas negativas, como por un incremento
del pH 1interno del fagosoma provocado por la extensa
actividad protedsica que exhiben estos organismos: de estas
dos formas inactivan los enzimas lisosomales (Alexander &
Vickerman, 1975).

~-Rotura y pérdida accidental de la membrana del fagosoma,
quedando libre el simbionte en el citoplasma, 1o que impide

la unién de las vesiculas lisisémicas.

Este tipo de especializacion la presentan
organismos tales como Trypanosoma cruziy bacterias como
Rickettsia tiphy y R. tsutsugamushi. E1 mecanismo por el

cual escapan del fagosoma es desconocido, no obstante en el
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caso de las especies citadas de Rickettsia se ha sugerido
la 1implicacién de la Fosfolipasa A en la disolucidn de la
membrana (Winkler & Miller, 1984).

Igualmente, estos mecanismos se presentan en
relaciones simbidéticas no parasitarias tales como Jlas
protagonizadas por especies del género Holospora con

Paramecium.

-Pérdida accidental o 1nactivacion de Jos receptores
especificos que deben presentar las membranas del fagosoma,
evitando de esta forma la fusién de Jos ]i1sosomas.

Este tipo de estrategia la presentan
microorganismos tales como Micobacterium tuberculosis,
Chlamydia psittaci, Legionella pneumophila y especies del

genero Chlorella.

Tanto en el caso de C.psittaci (Friis, 1972),
como de L.pneumophila (Horwitz, 1983), la inhibicidén de la
fusidén de los lisosomas con el fagosoma que 1los contiene
debe residir en ciertas estructuras aun sin 1identificar
situadas a nivel de 1la pared celular. En cambio, en el caso
de M.tuberculosis 1la habilidad para eludir 1la fusidn
11sosomal se debe a la excrecion de los productos
bacterianos, probablemente sulfatidos (Goren et al, 1974).

Los dos Ultimos mecanismos descritos son 1os mas
importantes, especialmente desde un punto de vista
evolutivo para explicar el origen endosimbidético de

mitocondrias y cloroplastos.
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Adaptacién fisioldgica

Una vez superada la etapa de supervivencia referida
estrictamente a procesos que evitan la destruccion del
huésped por parte del hospedador, el paso siguiente seria

la adaptacidn fisiolégica que supone la colonizacion de un
ambiente intracelular en cuanto a procesos de nutricidn se

refiere.

Esta etapa es una de las menos conocidas en
términos generales, salvo en aquel las simbiosis
especialmente 1interesantes en funcidn de su importancia

econémica, como son las simbiosis Rhizobium-Teguminosa.

Salvo en el caso de los virus que explotan Jlos
complejos macromoleculares de la célula que los alberga, el
resto de 1los organismos protagonistas de endosimbiosis
noseen, al 1igual que su hospedador, toda la maguinaria
biosintética necesaria para la sintesis de macromoléculas,
siendo por tanto la adaptacidén mds generalizada, al menos
en el caso de simbiosis de tipo parasitario, el
aprovechamiento de 1la energia acumulada en 10s enlaces
fosfato de 4cidos nucleicos y nucledésidos fosfato de la
célula hospedadora , como en el caso de Chlamydias (Hatchet
et al, 1982) donde hay una dependencia total del huéesped, Yy
especies del género Rickettsiae en las que la dependencia

es parcial (Bovarnick et al, 1960).

En el caso, de las relaciones simbidéticas de tipo
mutualista el 1interés se centra principalmente en el
estudio de 1los productos aportados al hospedador por el

endosimbionte. En asociaciones protagonizadas por
organismos fotosintéticos, como la establecida entre algas

y grandes foraminiferos, es conocido el aporte al
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hospedador por parte del huésped de compuestos organicos
fruto de su actividad fotosintética, transfiriendo incluso
fotosintato (Muller-Merz & Lee, 1974).

En cualgquier caso es evidente que en las
relaciones endosimbidéticas debe existir un movimiento de
metabolitos entre hospedador y huésped bien de forma uni 6
bidireccional que, en el caso de estar el endosimbionte
rodeado por una membrana propia del hospedador, dependera
en gran parte de la existencia de los canales de transporte

adecuados.
Via de transferencia.

Uno de Tos problemas que evolutivamente presenta
una mayor complejidad es el cdmo un organismo adaptado a un
ambiente 1ntracelular debido a su relacidén endosimbidética,
y transformado en xenosoma, puede 1nfectar de nuevo a otros
hospedadores.

Evolutivamente 1os organismos implicados en este
t1po de relaciones han resuelto este problema de diferentes
formas, que conllevan un mayor o menor grado de adaptacidn;
asi, se observan desde 1os casos mas simples, que
frecuentemente aparecen en las relaciones de tipo
parasitario, en las que el endosimbionte abandona al
huésped y es capaz de infectar a un nuevo individuo, hasta
otros complicados mecanismos de adaptacidédn desarrollados
tambien por endopardsitos como Leismanias, Trypanosomas Y
los agentes etioldégicos de 1a malaria, que necesitan del
concurso de organismos vectores tales como 1insectos, con
los que establecen relaciones que podrian ser calificadas

como comensalismo.
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Otro tipo de solucidén es la diferenciacidn que
presentan determinados simbiontes entre formas
reproductoras e infectivas como Bdelovibrios, Clamidias, Yy
especies de los géneros Leishmania y Holospora, en las que
las formas reproductoras estan especialmente adaptadas al

ambiente 1ntracelular.

En otros, casos el endosimbionte esta tan
adaptado a su citocosmos gque es 1ncapaz de abandonarlo, vy
se transmite de generacidédn en generacidén, 1o cual implica
un clerto grado de sincronia entre hospedador y hueésped en

cuanto a la reproduccidén de ambos.

E1l caso extremo de adaptacidén 1o constituiria la
conversidén a organulo celular, en cuyo caso la adaptacidn

es tal gque no pueden abandonar el citocosmos.

Control y regulacién del 1invasor.

En determinadas condiciones (excepto en el caso
de Jlos parasitos extremadamente virulentos) v a fin de
conseguir una estabilidad, al menos temporal, tanto el
xenosoma como el hospedador deben mantener un cierto ajuste
en cuanto a la sincronia de sus procesos de divisidon. Por
ello la tasa de divisiodn del endosimbionte es,
probablemente, directamente proporcional al dano producido
en las <celulas hospedadoras, en el <caso de simbiosis

parasitarias (Moulder, 1985).

Todo ello Tleva a la conclusidn de que debe
existir un cierto control, que es atribuido por Tlos
parasitdélogos a adaptaciones del parasito para preservar su
habitat. Sin embargo, 1os estudiosos de las simbiosis de

tipo mutualista sitlan estos mecanismos de control en el
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hospedador, a fin de regular la proliferaci1én del simbionte
en su beneficio. Es dificil, no obstante, establecer 1los

limites de una forma generalizada.

En estudios realizados 1i1nfectando cultivos
celulares de fibroblastos de ratén (células L) con
Chlamydia psittaci, las monocapas aparecen totalmente

destruidas después de unos dias de rondas sucesivas de
infecc1én de la bacteria. Sin embargo, tras 2-4 semanas de

1ncubaci1dn emergen colonias de células L que estan

infectadas con C.psittaci, muchas de las cuales pueden
permanecer i1ndefinidamente en estado de infeccidn (Moulder
et al , 1980). Este mecanismo constituiria una adaptacidn
inteligente de un paradasito para no destruilr por completo su

habitat 1ntracelular.

En el caso de la especies, de Chlorella que
establecen relaciones simbidticas con el celentéreo Hydra
viridis, existe una armonia en 1o0os procesos de division
celular de ambas, de modo gue el numero de algas que
colonizan las células de H. viridis varia dependiendo de
las condiciones de cultivo del celentéreo. Asi, bajo
condiciones de 1luminacidén, H. viridis contiene no menos de
25 algas en su 1nterior; en cambio, sometidas a oscuridad,
el mecanismo que previene la unidén de los Tisosomas con el
fagosoma desaparece, albergando no mas de tres células
fotosintéticas, Yy el resto son digeridas o expulsadas sin
dano alguno (Neckelmann & Muscatine, 1983). Igualmente
puede variar el numero de algas que posee este celentéreo
en funcidén de Ta concentracidén de iones sulfato (esenciales
para la divisidén del alga) 1o que constituye otra via por
la cual el hospedador puede estimular o 1nhibir Jlos
procesos de division de Clorella (McAuly, 1980). Esto
constituiria una forma de control del huésped por el
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hospedador mediada por una limitacién de nutrientes. Sin
embargo, autores como Moulder (1985) consideran Qque 10s
hospedadores no pueden ejercer mecanismos de control sobre

el huésped a través de una limitacidon de nutrientes.

En algunas asociaciones entre algas y ci1liados
tales como Euplotes daidaleos y Stentor polymorphus, se han
observado procesos de digestidn del alga, lo ge supone
nresumiblemente una via de regulacién. Pero ;j,como pueden
acceder de forma limitada T1los enzimas digestivos del
hospedador al fagosoma que contiene al huésped?, podrian
explicarse estos hechos asumiendo cambios en la vacuola
perialgal durante el periodo de vida de la misma, perdiendo

asi su capacidad protectora.
Coevolucidén de hospedador y xXenosoma

Para que una relacién simbidética evolucione hacila
una forma estable o permanente tras un desarrollo
favorable de 1os procesos de reconocimiento y entrada,
posteriormente deben desarrollarse una serie de ajustes
entre ambos participantes; ello hace presumir la existencia
de una presidén selectiva sobre los dos componentes de la
asociacidén,que Tllevarda a un control genético ejercido por
ambos, asi como a una sincronia, al igual que ocurre en las
interacciones de organismos en hébitats distintos del
citocosmos. Finalmente y como consecuencia de esta
coevolucidén, el xenosoma iria perdiendo paulatinamente su
capacidad para sobrevivir fuera del huésped (Corliss,
1985).

Asi, en la relacidén simbidética entre Paramecium
bursaria y especies de Chlorella se observan mecanismos de
regulacién del huésped mediados no ya por procesos de
digestidén, sino por mecanismos de regulacién en funcidn de
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las condiciones ambientales al i1gual que ocurre en Jlos
ecosistemas. Es el tipo de regulaciodn denominada

"ecoldégica’.

En este caso la poblacidén de algas que contiene
el ciliado varia dependiendo de factores tales como Jla
iluminacién y Tla concentracién de nutrientes; asi, en
condiciones de iluminacidédn la cantidad de carbohidratos
excretados por el huésped fotositéntico 1ncrementa la tasa
de divisidn del <ciliado (Reisser et al, 1980). Bajo
condiciones de oscuridad disminuye el numero de algas
alojadas por el paramecio, Yy la tasa de crecimiento del
ciliado excede de la exhibida por el endosimbionte; el
desfase en el crecimiento origina la aparicidn de
paramecios Jlibres del endosimbionte. Esta regulacidén
constituiria un mecanismo de regulador de tipo estadistico
(Reisser et al, 1985).

En otros <casos, tanto de simbiosis nucleares

(Bacteria-Paramecium bursaria) cdmo de simbiosis
citoplasmaticas ( Caedibacter taeniospiralis—-Paramecium
aurelia), se ha podido demostrar como la tasa de

crecimiento del endosimbionte es genéticamente dependiente
de1l hospedador (Sonneborn, 1943; Gortz & Dieckmann, 1980).

E1l estudio de 1os mecanismos integrativos en 1los
sistemas simbidéticos permite la construccidn de una
tendencia evolutiva que Tllevaria finalmente a la
transferencia de informacidn genética entre ambos
participantes (tal es el caso de las simbiosis Rhizobium-
leguminosa) Yy cuyo uUltimo escaldn evolutivo Tlevaria a Jla
transformacién del xenosoma en organulos celulares
totalmente adaptados Yy dependientes de su habitat, el

"citocosmos .
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ENDOSIMBIOSIS EXPERIMENTALES

Hoy dia uno de los principales objetivos en
investigacién, tanto basica como aplicada, se centra en la
transferencia de nuevas capacidades metabdlicas a

organismos que no las poseen de forma natural.

Al amparo de esta corriente se han desarrollado
un conjunto de técnicas enfocadas hacia Jla mejora de
especies qQue en su mayoria consisten en la transferencia de
material genético. Entre ellas destacan todas aquellas que
se agrupan bajo el término “"ingenieria genética’, las
cuales han alcanzado un 1mportantisimo desarrollo en las

ultimas decéadas.

En 1la naturaleza, la simbiosis de tipo mutualista
representa, para un determinado numero de organismos, una
via natural para adquirir nuevas capacidades a la vez que
permite a Jlos participantes la colonizacién de héabitats

inaccesibles para ellos en otras circunstancias. Desde esta

6ptica, los estudios encaminados a Tla consecucidén de
simbiosis experimentales (endosimbiosis), contituirian una

via "natural” para posibilitar la citada adgquisicidn.

En este sentido cabe destacar los trabajos de Ahn
y Jeon (1979) gque aunque de una forma anacrénica, pueden
considerarse como estudio puente en este terreno. Dichos
autores establecen wuna relacidén endosimbidética de forma
experimental entre Amoeba proteus y una bacteria sin
identificar aislada de otra estirpe de A.proteus que diez
anos antes habia si1do infectada espontaneamente por esta
bacteria (Jeon & Lorch,1967). A. proteus supera el efecto
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nocivo del huésped, tornandose al cabo del tiempo en una
relacién simbidética en 1la que 1ncluso el hospedador se hace

dependiente del huésped.

En estas experiencias la captacidén de la bacteria
por la estirpe de A. proteus es 1nducida mediante 1la
adicidn de extractos celulares de Hydra viridis.

La maxima captacién (préxima al 100%) se obtiene
utilizando concentraciones bacterianas iguales & superiores
a 3x108 células/ml, encontrandose que cada ameba contiene

aproximadamente unas 300 bacterias.

Los estudios a microscopia electrdnica revelaron
que tras la fagocitosis las bacterias se hallaban en
vacuolas fagociticas, Yy comenzaban a dividirse rapidamente
hasta alcanzar un eqguilibrio tras 24 dias, observando
aproximadamente unas 42000 bacterias por ameba, muchas de
las cuales mueren; detectandose que tras 18 meses se
establecen relaciones de dependencia del huésped por parte
del hospedador.

Estudios posteriores realizados en este sistema
por el mismo grupo 1investigador (Ahn & Jeon, 1983)
revelaron, a través de electroforesis bidimensionales, la
presencia de un polipéptido de 29 kD de Pm en el citosol de
la ameba, ausente en las estirpes de A. proteus 1i1bres de
endosimbiontes, que identificaron como una proteina
secretada por la bacteria al citosol del hospedador, aunque
no ha podido ser determinado su posible efecto sobre el
establecimiento y mantenimiento de la asociacidn.

Posteriormente (Lorch et al, 1985) detectaron la

presencia de una proteina con peso molecular proximo a
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200000 D, que 1nyectada en el citosol de estirpes no
simbidéticas de A.proteus provocaban en las mismas un efecto
letal vy, que a diferencia de la descrita anteriormente, es
producida por la ameba infectada y no por el endosimbionte
ni por amebas libres de los mismos, considerandose por

tanto fruto del estado simbidético.

Este tipo de experiencias son relevantes ya que
las amebas simbidéticas pueden servir como modelo para el
estudio de Tlas consecuencias genéticas de las relaciones

simbidéticas.

No obstante y desde un punto de vista econdmico,
las asociaciones mAas 1nteresantes serian aquellas en 1las
que uno de los participantes fuese capaz de suministrar al
otro algiun nutriente limitante en la naturaleza, como es el
caso de las asociaciones con microorganismos fijadores de
nitrégeno ¢ bien fotosintéticos. Esto, fenotipicamente
supondria la adquisicidén de capacidades relevantes desde un
punto de vista aplicado, a 1la vez que transferir la
informacién genética responsable de estas capacidades de
una forma completa sin aislarla de su propio entorno

genético.

Todo ello hace interesante los estudios
encaminados a la obtencidén de simbiosis de forma
experimental en vegetales y hongos. Sin embargo, Yy a
diferencia de 1los protozoos que pueden considerarse como
organismos preadaptados al establecimiento de
endoasosciaciones dada su capacidad para captar particulas,
las células vegetales presentan gruesas paredes celulares
(Stainer,1970), por ello estudios de este tipo sélo han
podido ser realizados una vez desarrolladas y puestas a
punto Tlas técnicas de obtencidn y fusidn de protoplastos,
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que a continuacién y de una forma concisa se describen,
incidiendo en aquellos aspectos mas 1nteresantes en

relacién con el tema que nos ocupa.

Protoplastos y sus aplicaciones

Técnicas de obtencidédn de protoplastos

Salvo en algunas especies bacterianas en las que
l1os protoplastos se obtienen de forma espontanea,

normalmente es necesario inducir su formacion.

Los protoplastos bacterianos habituaimente se
obtienen bien por adicidon de antibidéticos que 1inhiben 1la
biosintesis de la pared celular, & bien mediante el uso de
enzimas como la lisozima. En el caso de hongos y células
vegetales se utilizan complejos enzimaticos dotados de
distintas actividades. Estos complejos enzimdtics suelen
ser producidos por microorganismos ¢ bien obtenidos a
partir del Jjugo digestivo de animales tales como caracoles,
generalmente pertenecientes al género Helix.

La eleccidn del complejo enzimdtico depende de
las distintas actividades enzimaticas que estos presenten
en funcidn de las paredes celulares sobre las que han de
actuar (Villanueva, 1966; Villanueva & Garcia Acha, 1966
Kuo y Yamamoto, 1975; Peberdy, 1976). En el caso de
tratamientos sobre hongos comunmente se utilizan complejos
enzimaticos con actividades quitinasa y celulasa, mientras
que para células vegetales las quitinasas son sustituidas

por pectinasas.

Dada la sensibilidad osmdética de los
protoplastos, tanto durante el aislamiento de 1os mismos
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como en posteriores manipulaciones, deben utilizarse medios

con la adecuada tonicidad a fin de evitar la lisis osmdética
de 1os mismos. Generalmente como estabilizadores osmdéticos
se utilizan soluciones de alta molaridad de sales como e]
KC1, CaClz etc, 6 azucares como sorbitol, manitol, sacarosa

y otros.

E1 rendimiento de los tratamientos enzimaticos es
dependiente en gran medida del estado fisioldégico de las
células de partida en el caso de los hongos. Asi influyen
factores como el medio de cultivo (Davis, 1985) y la edad
del cultivo, considerandose en general la fase exponencial
de crecimiento el momento optimo para la realizaci1dédn de
estos tratamientos (Benitez et al, 1975; Peberdy et al,
1976).

Asi mismo suelen realizarse pretratamientos con
agentes ti6élicos o detergentes, que facilitaran la
posterior actuacién de los enzimas. La duracién de estos
tratamientos depende tanto de la especie de microorganismo
a tratar, como de la edad del cultivo (Davis, 1985).

Los protoplastos son capaces de regenerar Jla
pared celular en medios osmdéticamente adecuados, siendo muy
importantes las condiciones del entorno. Asi en levaduras
gemantes, como por ejemplo Saccharomyces la regeneracidn de
los protoplastos sélo tiene lugar cuando estos se
encuentran embebidos en una matriz sélida, tal como agar,
gelatina 6 polietilen glicol (Negas, 1962,; Svoboda, 1966;
Svoboda & Piedra, 1983). En asusencia de estas matrices,
l10s protoplastos producen unicamente redes fibrilares
(Negas, 1971). En el caso de otras especies de hongos no
es necesaria la utilizaci1édmn de medios sélidos, aunque el

uso de Jlos mismos incrementa sensiblemente la tasa de
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regeneracién (Garcia Acha et al, 1966; Fukuil et al, 1969;
Strunk, 1969).

Fusién de protoplastos

Dentro del campo de la genética, el desarrollo de
técnicas de fusidén de protoplastos abre, en principio, una
posibilidad de superar las restricciones que 10s mecanismos
sexuales 1imponen al intercambio genético entre organismos

separados evolutivamente.

Las primeras observaciones de fusioén de

protoplastos de forma espontdnea fueron descritas en

especies de Bacteroides por Mellon et al, 1925. Estos
fendmenos que fueron atribuidos a 1las técnicas de
preparacion Y tincioén; s1n embargo, observaciones

posteriores realizadas "in vivo' pusieron de manifiesto la
existencia de estos fendmenos de Tforma natural (Smith,
1944), confirmandose posteriormente con otros
microorganismos tales como Proteus vulgaris (Stephen &
Hutchinson, 1851), Bacillus antrhacis (Staélin, 1956),
especies de Saccharomyces, Candida (MUller,
19655),Polysticus versicolor (Strunk, 1967) y Fusarium

culmorum (Lopez Belmonte et al, 1966).

Paralelamente a las observaciones arriba citadas
se intetaron reproducir estos procesos de forma artificial,
asi los primeros trabajos de fusidn controlada de
protoplastos fueron realizados con razas geneticamente
marcadas de Escherichia coli F- por Ledeberg y StClair en
1958 resultando infructuosos, pero abrieron un nuevo camino
para posteriores estudios.
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La fusidén de protoplastos tiene Tugar cuando las
membranas de 1os mismos se encuentran en intimo contacto, y
aunque esto puede ocurrir de forma espontanea, como ya se
ha mencionado, 10 hace con una probabilidad muy baja. Por
tanto es necesario el uso de agentes que induzcan

agregacion celular, para elevar de este modo la frecuencia
de fusidn. Las primeras experiencias fueron realizadas

utilizando la fuerza centrifuga como agente 1nductor y/o la
aglutinacion intensiva de protoplastos en frio (Ferenczy et
al, 1972; 1974) Sin embargo tras el descubrimiento del
polietilenglicel (PEG) como agente aglutinante y por tanto
fusogénico en protoplastos vegetales (Kao & Michaylunk,
1974 ; wWallin et al, 1974) este polimero comenzd a
utilizarse para fusionar protoplastos microbianos (Ferenczy
et al, 18975; Anné y Peberdy, 1975; 1976), asi como en
fusiones de células de mamifero (Pontecorvo et al, 1975).

E1l efecto del PEG consiste en provocar una fuerte
deshidratacién, vy por tanto la agregacidén necesaria para
que la fusidén de membranas se lleve a cabo. Este proceso se

ve facilitado por la presencia de iones calcio.

Aunque 1 mecanismo molecular de la actuaci1én del
sistema PEG-Ca?* no es del todo conocida, los estudios

realizados al respecto hacen pensar que tras la puesta en
contacto de las membranas de 1os protoplastos, se produce
una translocacién de particulas protéicas intramembranosas
en las zonas de contacto, permitiendo una i1nteraccidédn entre
los 1ipidos de membrana, 1o que lleva a una reorganizacién
de las mismas promovida por los 1ones Ca?*, Finalmente se
produciria la fusidén de pequenas regiones de las membranas
en contacto, con formacidén de pequenos puentes
citoplasmaticos, que al 1r ensanchandose provocarian Jla
fusidén de los protoplastos (Ahkong et al, 1975).
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Mads recientemente se han descrito procesos de
fusidn inducidos a través de descargas eléctricas, bien en
presencia (Weber et al, 1981) 6 en ausencia (Halfmann et

al, 1982) del citado polimero.

E] desarrollo de estas técnicas ha si1do 1mpulsado
como ya ha sido mencionado anteriormente, por la
posibilidad de obtener de esta forma hibridos somaticos
entre organismos, independientemente de su posicion
taxonémica. Asi desde las primeras experiencias descritas

con resultados positivos (ya citadas) son i1nnumerables 1los

trabajos realizados con esta finalidad.

Dentro de este campo es posible establecer dos
categorias atendiendo a la naturaleza intra ®

interespecifica de los hibridos obtenidos.

-Fusiones intraespecificas.-

Este tipo de fusiones en las que ambos
participantes pertenecen a la misma especie ofrece grandes
ventajas, principalmente en aquellos microorganismos que
carecen o presentan con una frecuencia muy baja ciclos de
reproduccidén sexual, como es el caso de numerosas especies
de hongos. Los trabajos recogidos en Jla literatura
cientifica en este terreno son innumerables y en ellos
generalmente se utilizan estirpes auxotrdéficas, 10 que
posibilita Tla seleccidén de los hibridos obtenidos tras el

proceso de fusidén (Ferenczy, 1985a).

Mediante esta técnica han podido aislarse razas
superproductoras de cefalosporinas (Hamlyn & Ball, 13978),
de celulasas (Toyama et al, 1984), de etanol (Farahnak et
al, 1986) y de metionina (Brigidi et al, 1988), entre
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OLros.
™~
Los procesos de fusidén se utilizan asi mismo como
método de andlisis genético y localizacidédn de genes en
aquellos microorganismos que por carecer de ciclos de
recombinacién natural es imposible realizar un analisis de
la segregacién de caracteres en l1os descendientes.

-Fusiones interespecificas.-

Este tipo de fusiones permitirian, en principio,
la obtencidn de nuevas entidades fruto de las 1nteracciones
entre los genomas de diferentes especies de

microorganismos.

En el campo de 1a micologia 1os primeros ensayos
en este terreno son los realizados con Aspergillus nidulans
y Aspergillus ftumigatus (Ferenczy et al, 1977) en los
cuales la frecuencia de complementaciédn es mucho mas baja
que en el caso de fusiones 1intraespecificas, lo cual parece
indicar que los estados heterocarionte y diploide son
letales en la mayoria de los <casos, O cuando menos,
altamente inestables. E1 grado de 1nestabilidad es
directamente proporcional a la distancia taxonédmica entre
ambos participantes, ello hace especialmente 1nteresante la
realizacidén de estudios de este tipo, con el fin de
establecer las relaciones genético-taxondmicas entre
microorganismos considerados como pertenecientes a especies
distintas (Kevei & Peberdy, 1977).

Incluso han Tllegado a describirse fusiones
intergenéricas, tal es el caso de las experiencias
realizadas por Provost et al, 1978, que describe Jla
aparicion de complementacién nutricional después de
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fusionar protoplastos de Candida tropicalis y Saccharomyces
fibuligera, exhibiendo los hibridos obtenidos espectros de
asimilacién distintos de Tlos de las estirpes de partida,
asi como diferencias en cuanto al crecimiento y morfologia
celular, probablemente debido a gque 1l1os hibridos son

aloploides parciales.

Iguales resultados se obtienen en el caso de
fusionar protoplastos de Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe (Tamaki, 1882). E1 analisis
genético de una microcolonia obtenida demuestra la
oresencia del juego cromosémico completo de S. cerevisiae

mas un cromosoma procedente de la dotacidn genetica de

Schz. pombe.

En el campo de la mejora genética de especies
vegetales 1los esfuerzos han ido dirigidos hacia fusiones
entre células de leguminosa y no leguminosa, describiéndose
la formacidn de heterocariontes entre cebada y soja (Kao et
al, 1974), maiz vy soja (Kao et al, 1974), zanahoria Yy
guisante (Gamborg et al, 1975) entre otras. En todos ellos
la formacioén de heterocariontes es visualizada a
microscopia éptica, e incluso se observa la division de 1los
mismos 1legdndose en algunos casos a obtener agregados de
mas de 100 células, mientras que en los hibridos en l1os que
la fusidn de nucleos tiene lugar no se han observado

procesos de division.

A pesar de estos resultados, que en principio
pueden considerarse desalentadores, las perspectivas

abijertas en este terreno son esperanzadoras.

La "audacia investigadora” ha 1legado 1ncluso mas
lejos, intentando transferir material genético a traveés de
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fusidn de protoplastos entre organismos situados en reinos
distintos. En este sentido cabe destacar 1os trabajos de
Kingsman et al, 1979, en que los autores transforman
protoplastos de Saccharomyces cerevisiae con el plasmido
hibrido pLC544 portado por Escherichia coli por fusiédn de
protoplastos de ambos microorganismos, obteniendo una
elevada frecuencia de transformacién en el caso de utilizar
protoplastos parcialmente lisados de E.coli, constatando
igualmente 1la ausencia de transformantes en el caso de

realizar la fusidn con células bacterianas enteras.

En esta misma linea, aunque con posterioridad en
el tiempo, Rassoulzadegan et al en 1982, transforman
culitivos celulares de mamiferos mediante fusidn con
nrotolastos de Escherichia coli, portadores de un plasmido
derivado del pBR32 en el que han sido clonados 1os genes
del virus SV40. Estos autores observan una frecuencia de
transformacidén, con este método, muy superior a la obtenida
por técnicas convencionales de coprecipitacién con 1ones
calcio. Asi mismo destacan la 11mportacia de utilizar

protoplastos parcialmente 1isados de la bacteria.

En células vegetales, concretamente protoplastos
de Vinca rosea, Hasezawa et al en 1981, 1logran transferir
el plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens por fusidn

entre protoplastos del vegetal y de la bacteria.

En estos ensayos, s1i bien no se consiguen
transferir capacidades propias de uno de los participantes,
(a excepcidn de las experiencias rea1izadas por Hasezawa et
al, 1981), si se logra introducir material genetico via
fusidn de protoplastos entre microorganismos taxono-
micamente muy alejados, como 1o son los pertenecientes a
distintos reinos, amplidndose, asi el rango de aplicacién
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de técnicas disefiadas, en principio, con objetivos menos

ambici10s0s.

Fusidén de protoplastos como mecanismo de introduccidn de

elementos genéticos y particulados

La captacién, de forma espontdnea durante Jlos
tratamientos que inducen la obtencidédn de protoplastos, de
pequefias particulas como virus, macromoléculas organicas
como ferritina, y particulas inertes tales como esferas de
poliestireno, ha si1do demostrada via microscopia
electrénica por numerosos autores (Cocking, 1965, 1966,
1970: De Leo & Cocking, 1967, Willison et al, 1971, Suzukj
et al, 1877), llegando incluso a describirse la captacidn
de microorganismos tales como Rhizobium leguminosarum por

Davey & Cocking en 1872.

Al 1igual que en el <caso de Tla fusidn de
protoplastos, estos mecanismos se producen de una forma
espontdnea con una bajisima frecuencia, dada la dificultad
de mantener el intimo contacto entre los participantes para
que estos fendmenos tengan lugar. La rapida y fuerte
agregacién que se produce en los protoplastos cuando se
ponen en contacto con PEG, 1levdé al estudio de este
polimero como agente inductor de la captacidén de bacterias
por protoplastos de células vegetales (Davey & Power,
1975), utilizando, como modelo, células de Anacystis
nidulans vy protoplastos de Parthenoccissus tricuspidata,

obteniendo excelentes resultados.

De esta forma seria posible introducir, mediante
tratamientos de fusidén de protoplastos, elementos genéticos

aislados, orgdnulos e incluso bacterias en el interior de

protoplastos.
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En cuanto al mecanismo de captacidén existen

algunas discrepancias.

Asi, en el caso de la captacidén de elementos de
pequeio tamarho como moléculas de DNA, se propone (Hinen,
1985) la adhesidén de las mismas a la superficie de 1os
protoplastos (probablemente por efecto de los iones
calcio), Yy como consecuencia de 1los procesos de fusidn que
tendrian lugar en presencia de PEG-Ca?* el DNA quedaria
entrapado entre las membranas de dos & mas protoplastos, vy
por tanto liberado en el interior del citoplasma celular;
este hecho ha sido probado por estos autores, utilizando
razas de Saccharomyces cerevisiae haploides, observando que
la mayoria de Tlos transformantes presenta dotaci1én

diploide.

Este mecanismo de entrapamiento es aceptado por
algunos autores como via basica de captacidén de elementos
de gran tamano, tales como nucleos aislados (Ferenczy,
1985b).

Sin embargo los trabajos realizados por Davey &
Cocking en 1972, vya citados anteriormente proponen un
modelo semejante a 1los procesos de pinocitosis y

endocitosis como via de captaciéon.

Yamada y Sakaguchi en 1981 realizaron un estudio
mas profundo del tema utilizando protoplastos de
S.cerevisiae y células de Anacystis nidulans , observando
que tanto el fendmeno del entrapamiento como el de la

captacién endocitotica tienen lugar.

La via endocitdédtica constaria de tres etapas, que
estos autores describen de la siguiente forma, Esquema 2:
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1.— En un primer estadio las células bacterianas

se adhieren a la superficie de los protoplastos.

2.- A continuacidén se produce una depresidn de
las membranas que se transformarda posteriormente
en una profunda invaginacidn en cuyo interior se

alojan las células.

3.- Durante la ultima fase se cierran las
invaginaciones por fusidén de l1os dos puntos mas
proximos de las membranas de los protoplastos,
apareciendo como consecuencia, en el citoplasma
de las mismas, vesiculas membranosas en cuyo
interior se encuentran la células de menor

tamano.

En cuanto a la via de entrapamiento tendra Tlugar
cuando una & méas células bacterianas quedan “atrapadas”
entre dos & mas protoplastos que se han adherido. Por
fusidén de las membranas de 1os mismos, estas células quedan
atrapadas en el interior de vesiculas membranosas alojadas

en el citoplasma del protoplasto resultante. Esquema 3.

Estos mecanismos de entrada han sido confirmados
para distintos sistemas; asi Hasezawa et al, 1983, Matsui
et al, 1982 y Matsuil et al, 1984, describen respectivamente
la introduccidn de esferoplastos de Agrobacterium
tumefaciens y esferoplastos de Escherichia coli en
protoplastos de Vinca rosea en ambos casos. Asi mismo
Tanaka et al en 1984 describen 1dénticos mecanismos en el
caso de inducir la captacidén de esferoplastos de E.col71 por
protoplastos de Neurospora crassa.
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Esquema 2.-Etapas del proceso de captacién por endocitosis

propuesto por Yamada y Sakaguchi en 1981.
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Esquema 3.-— Etapas del proceso de captacion por

entrapamiento propuesto por Yamada y
Sakaguchi, 1981.
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E1 uso de protoplastos bacteriancs en estas
experiancias demuestra que cuando existe wuna sensible
diferencia de tamarno, los tratamientos con PEG-Ca?* no
inducen la fusién de membranas si1no Qque provocan la
captacién, por parte del participante de mayor tamano, del

menaor.

Hasta el momento estos sistemas para 1nducir
la captacién de elementos por protoplastos se ha venido
aplicando con distintos fines:

-Introduccidén de material genético

Dentro de este capitulo se encuadran todas
aguellas experiencias de transformacidén mediadas por el uso
del PEG, y que como ya ha sido citado en este mismo
capitulo, debido al mecanismo intimo de la captacidn estan
directamente relacionadas con procesos de fusidn de
protoplastos. No obstante, y dada la entidad propia de
estas técnicas enmarcadas dentro de la "ingenieria
genetica"”, quedan fuera de las propias de "ingenieria
celular” dentro de las cuales se centra el trabajo objeto
de esta memoria.

Sin embargo, hay que citar de nuevo en este
apartado, los trabajos realizados por Kingsman et al, 1979;
Hasezawa et al, 1981 y Rassoulzadegan et al, 1982,
descritos anteriormente como fusiones "interreinos” ya que
también pueden ser consideradas como transformaciones
mediadas por fusidén de protoplastos entre dos entidades con
acusada diferencia de tamano, hecho que provoca una via
diferente de captacién. Presumiblemente la posterior fusidn
entre las membranas de 1los protoplastos de ambos
participantes provoca, finalmente, la Tiberacidn de
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material genético en el citoplasma (hecho comprobado por
Hasezawa et al 1982, Matsuil et al, 1982 y Tanaka et al,
1983), 1o <cual 1leva a considerar, en Uultimo extremo,

dichas experiencias como transformaciones.

Igualmente hay que resenar Jlas experiencias
l1levadas a cabo por Szabados et al en 13881, en Jlas que
dichos autores inducen la captacidén de cromosomas aislados
nrocedentes de trigo por protoplastos de maiz y trigo,
observando la efectividad del sistema asi como la
preservacion de la integridad estructural y morfoldédgica de

los cromosomas incluso, 3 horas después de la captacion.

-Transferencia de organulos.-

Aungue Nno soONn muy numerosos 10s estudios

realizados en este sentido, es evidente que el uso de estas
técnicas permite la transferencia de organulos
citoplasmdticos via fusién de protoplastos. La realizacidn
de experiencias de este tipo permitiria un amplio
conocimiento sobre las 1nteracciones entre elementos
genéticos nucleares y citoplasmaticos y haria posible Tla

mejora de razas de marcado interés econdmico.

-Transferencia de mitocondrias.-

Dentro de ste apartado se pueden realizar
subdivisiones en funcién de la transferencia o no de otros
elementos genéticos. Asi, se habla de transferencia no
selectiva o de transferencia selectiva. En el primer caso,
ademds de estas, se transfiere la dotacidédn genética nuclear
y se realiza via fusidén de protoplastos utilizando estirpes
con marcadores genéticos mitocondriales.
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En 1la transferencia selectiva de mitocondrias hay
gque distinguir entre las experiencias en las que se
realizan fusiones de protoplastos anucleados conteniendo
material genético citoplasmatica y las 1levadas a cabo con
suspensiones de mitocondrias aisladas. A este tipo de

experiencias nos referimos seguidamente por tratarse de
verdaderos procesos de captacidn.

Asi mismo es posible distinguir, dentro de este
grupo, transferencias de mitocondrias intra o)
interespecificas, dependiendo de 1a relacidn taxondmica

existente entre donador y receptor de los organulos.

En el terreno de las transferencias
intraespecificas las primeras experiencias descritas
corresponden a Jlas realizadas por Gunge y Sakaguchi en
1979. Dichos autores transfieren a protoplastos de una
estirpe rho° de S.cerevisiae mitocondrias resistentes a la

oligomicina con una bajisima frecuencia (1/108).

En este mismo sentido Yoshida en 1979 y Yoshida vy
Takeuchi en 13880 transfieren, 1gualmente, mitocondrias a
estirpes rho- de Saccharomyces cerevisiae resistentes a
antibiéticos, detectando una frecuencia de transferencia en
torno a 1/107-1/108 y sugieren, ademds, que la captacidn
tiene lugar tanto por entrapamiento de 1os organulos entre

los protoplastos, como por via endocitdética.

En trabajos posteriores realizados por Kucsera,
Mink y Ferenczy en experiencias no publicadas, elevando la
temperatura y disminuyendo el tiempo de 1los tratamientos
con PEG-Ca?t*, consiguen 1ncrementear 1la frecuencia de

transformacidén en mas de dos O6rdenes de magnitud.
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En el terreno de la transferencia interespecifica

de mitocondrias, ha s1do descrita 1la captacidn de
mitocondrias procedentes de Schizosaccharomyces pombe vy
Hansenula wingei por protoplastos de S.cerevisiae rho-,
obteniendo colonias rho+ con una bajisima frecuencia
(Yoshida, 1979: Yoshida & Takeuchi, 1980).

-Transferencia de cloroplastos.-

La transferencia de capacidades fotosintéticas a

organismos carentes de las mismas supondria la realizacidn

'1

de uno de los "suenos dorados” de la biotecnologia.

En la literatura cientifica hay recogidos algunos
casos en los que se describe la consecucidn de asociaciones
temporales con células de hongos. Asi Vasil & Giles en
1979, describen 1la captacidén de protoplastos aislados de
espinacas protoplastos de Neurospora crassa. Posteriormente
Kawakami et al en 1980 ensayan la captaci1én de cloroplastos
aislados de la cianobacteria Anabaena cilindrica, asi como
del alga Chlorella ellipsoidea por protoplastos de
S.cerevisiae, y aunque la captacién tiene lugar, Jla
presencia de tilacoides o protoplastos integros no pudo ser
demostrada mediante microscopia electrdédnica. Sin embargo si

describen Tla capacidad de los protoplastos para albergar

células enteras de Chlorella ellipsoidea, probablemente

protegidas por su pared celular.
-Transferencia de nucleos aislados.-

En el terreno de 1la mejora de razas vegetales, ya
en 1973 Potrycus & Haffmann describen la transferencia de

nicleos aislados a protoplastos de Petunia. Estos trabajos

provocaron el escepticismo de algunos autores en el sentido
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de la 1imposibilidad fisica de captacidn de organulos de

gran tamano.

Sin embargo, en el terreno de la micologia, y ya
dentro de esta década, han sido descritos procesos de
transferencia de nucleos aislados a células de S.
cerevisiae, utilizando como donadores y receptores mutantes
auxotréficos de esta levadura (Becher et al, 1982),
obteniendo colonias complementadas con una frecuencia
escasa pero reproducible. E1 andlisis genético de estas
colonias tras sucesivos subcultivos puso de manifiesto su
cardacter diploide. Estos autores asumen que estos organulos
de gran tamaro no pueden ser captados por endocitosis,
proponiendo el entrapamiento de nucleos entre dos & mas

protoplastos como via de captacidn.

Transferencia de microorganismos. -

La posibilidad de 1inducir 1la captacidn de
entidades biolégicas por parte de organismos eucariotas,
proporciona una via de tranferencia de nuevas capacidades,
bien mediante el establecimiento de nuevas relaciones
simbidéticas (que indudablemente conllevaria la necesidad
de establecer <cierto grado de sincronia entre ambos
participantes, asi como el mantenimiento de 1la entidad
estructural del endosimbionte) o bien tras la degradacidn
intracelular de la entidad biolégica captada, su material
genético quedaria 1ibre en el <citoplasma del eucariota
incorporandose ! la dotacidén genética del mismo.
Adquiriendo asi, en ambos casos, nuevas capacidades

metabdlicas.

Esta Ultima hipdétesis ha sido convenientemente
recogida en anteriores apartados de este mismo capitulo,
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ocupandonos en este momento de 1a primera hipdtesis

formulada.

La aplicacidén del sistema PEG-Ca?+ como agente
capaz de 1inducir la captacién de bacterias por parte de
protoplastos eucariotas, hace posible eludir los procesos
de reconocimiento Yy entrada que constituyen Tla primera
etapa en el establecimiento de endosimbiosis, etapa que se
caracteriza por una alto grado de especificidad
desarrollada a través del proceso evolutivo.

Una vez salvada esta primera barrera y en orden a
establecer endosimbilosis estables hay que satisfacer al

menos otros tres requisitos (Yamada y Sakaguchi, 1981):

-Suplementacidén de nutrientes y factores de

crecimiento para el hospedador.

-Divisidn celular de ambos en armonia.

-Inofensividad del microorganismo huésped para el

hospedador.

Tras las primeras experiencias que demuestran Jla
eficacia del PEG para 1nducir 1la captacidén de los
microorganismos (Davey & Power, 1975), se han descrito
trabajos cuyo objetivo es el establecimiento de relaciones

simbidéticas artificiales.

Burgoon y Bottino en 1976 describen la captacién
del alga Gleocapsa por protoplastos de Nicotiana tabacum y
razas albinas de Zea mays mediante observaciones a
microscopia éptica y, a diferencia de 1o descrito por 1os

autores anteriores, no encontraron protoplastos de tabaco o
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maiz que albergaran mas de una célula del alga, extremo que

es atribuido al gran tamano de 1la misma.

E1] estudio de la viablidad del sistema se reduce
a un periodo de 14 horas tras 1la captacidn, observando
durante este tiempo corrientes citoplasmaticas en aquellos
protoplastos que contienen a la bacteria.

También en 1976 Giles y Whitehead describen la
introduccién de células del fijador de nitrdégeno de vida
libre Azotobacter vinelandii en protoplastos de Rhizophogon
sp, hongo que es capaz de establecer relaciones simbidticas
de tipo micorriza con Pinus radiata, obteniendo resultados

espectaculares.

Tras el tratamiento con PEG, el exceso de
bacterias es eliminado mediantes sucesivos Tlavados Yy
tratamiento con lisozima, 1inoculando posteriormente 1los
protoplastos en medios carentes de nitrdégeno combinado,
comprobando que tras largos periodos de incubacidén, y con
una bajisima frecuencia, aparecen colonias de hongo, cuya
capacidad para fijar nitrégeno atmosférico fue demostrada a
través de test de reduccidén de acetileno a etileno. Tras 17
dias se obtiene un pico maximo de actividad gue se repite a
los 29 dias de incubacidn; posteriormente decrece de forma
paulatina, manteniendo no obstante cierta actividad tras
212 dias.

Estas colonias mantienen su capacidad de
crecimiento en medios carentes de nitrégeno combinado, e
incluso en presencila de antibidéticos tales como
estreptomicina, tetraciclina y bencil-penicilina.
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E1 estudio a microscopia electrénica de las hifas
del hongo puso de manifiesto 1la existencia de cuerpos
esféricos, de aproximadamente 0.5nm de diametro, situados
en el citoplasma del hongo que no aparecian en hifas no
modificadas de Rhizophogon. Estas estructuras esféricas
carecen de pared celular, pero estan rodeadas de una
membrana extra; presentan asi mismo, estructuras lamelares
e 1inclusiones que estos autores 1dentifican como acumulos
de poli-RB-hidroxibutirato, tipicos de formas vegetativas de

Azotobacter vinelandii.

En trabajos posteriores ijdentifican estas
estructuras como células de la bacteria mediante técnicas
de inmunotincidédn con anticuerpos frente a proteinas de
membrana e 1ntracelulares marcados con fluoresceina, vy
ensayados sobre <cortes del hongo obtenidos mediante
criomicrotomia (Giles & Whitehead, 1977a). Los autores
describen, incluso, la reasociacidédn del hongo con raices de
Pinus radiata, detectando 1la reduccidédn de acetileno que

demuestra que la actividad nitrogenasa se halla presente en

las plantas asociadas con razas del hongo colonizadas por
A. vinelandii. Asi mismo se detectan niveles superiores de
nitrégeno en estas raices reasociadas que 1os encontrados
en plantas asociadas con estirpes salvajes del hongo,
crecidas en medios carentes de nitrdgeno. (Giles &
Whitehead, 1977b).

Estos resultados no han podido ser reproducidos
por otros autores.

Aungue con resultados negativos Meeks et al
(1978), describen 1la captacidédn de razas auxotréficas de
Anabaena variabilis, cianobacteria capaz de figar
nitrégeno, por perte de protoplastos de Nicotiana tabacum.
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Estos autores optimizan el proceso de captacidn
para este sistema estimando que el tiempo minimo de
actuacidéon del sistema PEG-Ca?* es de 25 minutos, y Tla
concentracién oéptima del PEG la situan en torno a un 30%.
Asi mismo, ponen de manifiesto que la cantidad de células
captadas es independiente de Tla concentracidn de
cianobacterias, siempre qQque esta sea 200 veces superior a
la de protoplastos del vegetal. La captacidn se i1ncrementa,
Nno obstante, elevando la concentraci1én de los protoplastos,
estableciendo un maximo de obtencidén en valores del 7.6%,
que se alcanza para concentaraciones de 2x1053
protoplastos/ml del vegetal.

En cuanto a la viabilidad del sistema, estos
autores detectan un descenso paulatino en el numero de
eucariotas que contienen a la cianobacteria, de forma que,
tras b dias de incubacidén en medio liguido, menos de un 1%
de los protoplastos presentan células bacterianas en su
interior, debido fundamentalmente a la desintegracion vy

muerte de l1os protoplastos.

En ningdn caso se observaron procesos de divisiidn
celular ni en los protoplastos ni en las bacterias. Hay
que resenar que todos estos estudios de cuantificacidn vy

visualizacidn son realizados a microscopia éptica.

Yamada y Sakaguchi en 1981 realizan experiencias
encaminadas tanto al esclarecimiento de] mecanismo
ultraestructural de la captacidén como a la optimizacidn de
las condiciones en las que esta tiene 1lugar, 1ntentando
igualmente establecer relaciones simbidéticas entre
Saccharomyces cerevisiae y Azotobacter vinelandii.
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E1l estudio del mecanismo de captacidén 1o relizan
utilizando células de Anacystis nidulans en lugar del
fi1jador de nitrdégeno debido a la presencia, en la
cianobacteria, de estructuras tilacoidales que facilitan su
identificacién mediante microsacopia electrénica. Estos
autores proponen las dos vias gue ya han sido descritas con

detalle en este mismo capitulo.

En cuanto a la optimizacidn del proceso, proponen
que el maximo de captacidén (2-3 bacterias por protoplasto)
se obtiene utilizando PEG al 30% adicionado de CaClz 60 mM,
durante 30 minutos, a 30°C.

Para cuantificar la eficacia de 10s procesos de

captacidén en las distintas condiciones ensayadas, asi como
la viabilidad de las asociaciones obtenidas, emp lean
células de A. vinelandii marcadas radiocactivamente.

Demostrando la inviabilidad del sistema, dada la rapidez
con que desaparece la radiactividad cuando los protoplastos
son incubados en medio de cultivo, inviabilidad atribuida a
procesos heterofdgicos 6 bien a la desintegracidén de 1los
protoplastos antes de comenzar a crecer, extremos que

parecen confirmarse mediante microscopia electrdnica.

Con posterioridad a este estudio Tlas uUnicas
referencia bibliograficas encontradas al respecto son los
trabajos realizados por Hasezawa et al, 1982 (protoplastos
de Vinca rosea-protoplastos de Agrobacterium tumefaciens),
Matsui et al, 1982 (protoplastos de Vinca rosea-células 0O
protoplastos de Escherichia coli1) y Tanaka et al, 1984
(protoplastos de Neurospora crassa-protoplastos de
Escherichia col1).
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Estos autores realizan estudios ultraestruc-
turales que confirman 1os mecanismos de entrada propuestos
por Yamada vy Sakaguchi (1981) 1independientemente de la
presencia o ausencia en el microorganismo captado de
paredes celulares.

No obstante detectan, tras la captacidén, procesos
de ruptura y desintegracidén de las vesiculas que contienen
al esferoplasto procariota. En ocasiones tambien observan
protoplastos con signos de disrupcidén y liberacidn de Tlos

componentes celulares al citoplasma del eucariota.
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OBJETO DEL TRABAJO



De todo lo expuesto en Ta introduccidédn se deduce
que los estudios encaminados al establecimiento de
endoasociaciones de forma experimental entre organismos pro
y eucariotas, ademds de escasos, se han realizado bajo

perspectivas muy distintas.

Bien, centrando su objetivo en la determinacidn
de los mecanismos de entrada, o bien, una vez inducida la
misma, reconocer en el hospedador capacidades propias de]l
huésped, presumiendo que el mero hecho de 1inducir la

entrada conduce al establecimiento de relaciones
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endosimbiéticas. Es evidente que se obvia el estudio de Jlos

estadios intermedios.

Por ello el presente trabajo se ha centrado
fundamentalmente en el estudio de estos estadios
intermedios, cuyo conocimiento permitira, tanto dilucidar
la validez de este tipo de experimentos, como reproducir
fendmenos, Qque con una gran probabilidad, han tenido lugar
en algun momento de l1os procesos evolutivos que conducen al

establecimiento de relaciones endosimbidéticas. Todo ello

independientemente de la consecucidédn o no de una asociacion
estable, siendo estas las primeras investigaciones que se
han abordado.

Ahora bien, el estudio propuesto requiere en
primer lugar, la elecci1dén de un modelo procariota-
eucariota, la optimizacidn de los procesos de captacidn en

el mismo Yy el desarrollo de técnicas de observacidn que

permitan el estudio de las etapas i1ndicadas.
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MATERIAL Y METODOS



1 .MICROORGANISMOS UTILIZADOS

En el desarrollo del presente trabajo se han
utilizado las estirpes de bacterias y hongos que a

continuacién se detallan.

Escherichia coli
*xJC5466/pRD1 Trp-, Hi1s~, recA56, Lac~-, AX74,
Spcr/ Apr,Tcr, Kmr, Hist.
Procedencia: Departamento de Microbiologia. Fac. de

Ciencias.Granada

*ATCC 13005,CECT 877 Thr-, productor de L-valina.
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Procedencia: ATCC, US pat 2975105

Sacharomyces cerevisiae

x3.2 a, Ade-, Ura-, His" .
Procedencia: Departamento de Microbiologia. Fac.
Ciencias. Granada

xIV-PX2-1C aq,ura 3, trp 1, 11v 2-11.
Procedencia: J. Polaina.Calsberg Commun.49 557-584

xDBY 746 a, his 3 A1, Jeu 2-3, 2-112, ura 3AS5,trp 1-289a.
Procedencia: L.Ferenczy. Coleccién Dpto. Microbiologia
Josef Attila University. Szeged. Hungria.

Aspergillus nidulans

1056 Ade-, Paba-, yellow
Procedencia: L.Ferenczy. Coleccién Dpto. Microbiologia
Josef Attila University. Szeged. Hungria.

2.MEDIOS DE CULTIVO

En este apartado se describe la composicidn de
los medios de cultivo utilizados en la realizacidn del

presente trabajo.

Los Propcesos basicos de preparacion y
esterilizacidn son 1os mismos en todos ellos, salvo 1las
modificaciones adecuadas en cada caso.
2.1.MEDIOS DE CONSERVACION Y CRECIMIENTO
2.1.1.Medi1o YEPD

Empleado para el cultivo y conservacidon de Jlas

estirpes de Saccharomyces cerevisiae utilizadas. Presenta
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la siguiente composicidn:

-Extracto de levadura 109
-Peptona 20g
-Glucosa 20g
-Agua destilada 1000m1
pH 4.5

E1 correspondiente medio sélido va adicionado de

20g/1 de agar.

2.1.2.Medio CM

Empleado para el cultivo y conservacion de las
estirpes de Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus nidulans

utilizadas, y cuya composicién es la siguiente:

-Extracto de Levadura 5g
-Extracto de Malta 59
-Glucosa 10g
-Agua destilada 1000ml
pH 4.5

E1 correspondiente medio sél1ido va adicionado de
20g/1 de agar.

2.1.3.Medio LB

Empleado para el cultivo y conservacidn de las
estirpes de Escherichia coli utilizadas, presenta la

siguiente composicidn:

-Triptona 10g
-Extracto de levadura 59
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-NacC | 5@

-Glucosa 1g
-Agua destilada 1000m1
pH 7.2

E1l correspondiente medio sélido va adicionado de

20g/1 de agar.

2.1.4.Medio LB con Antibidticos

Empleado para asegurar el mantenimiento del
plasmido pRD1 que porta la estirpe JC5466 de Escherichia
coli, y que le confiere resistencia a 1os antibidticos
Ampicilina, Tetraciclina y Cloramfenicol. Se prepara de
igual forma que el medio LB, pero tras la esterilizacidn en
autoclave del medioc, este se mantiene en bano a 45 C, y se
le adicionan los antibidéticos previamente esterilizados por

filtracién, a las siguientes concentraciones:

-Tetraciclina 10ug/mT
-Ampicilina 504g/m]
-Cloramfenicol 50ug/ml

2.2 MEDIOS MINIMOS

Los medios minimos presentan en su composicidn
los nutrientes indispensables que permiten el crecimiento

de estirpes protdétrofas.

No ocurre 1o mismo con las estirpes auxdétrofas, de
ahi, la necesidad de suplementar el medio con 1los
requerimientos que presentan dichas estirpes para hacer

posible su crecimiento.
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2.2.1.Medios minimos de levaduras y hongos

2.2.1.1.Medio Minimo 1 (MM-1)

Su composicidén es la siguiente:

-Glucosa 29
-Soluci1én YNB 5mi
-Agua destilada 95m]1
-Agar purificado (Difco) 29

La solucidn de YNB contiene 1la totalidad de
vitaminas y sales minerales necesarias para el crecimiento
de las levaduras (Wickerham, 1946). Se prepara disolviendo
13g de bacto yeast nitrogen base w/0o aminocacids (Di1fco) en
100m1 de agua destilada y se esteriliza por filtracidn,

tras 1o cual se conserva a 4°'C hasta su uso.

Esta solucidn se anade una vez que han sido
esterilizados el resto de los componentes en autoclave a
117 °C durante 20 minutos y enfriados hasta 45°C

aproximadamente.

2.2.1.2.Medio minimo 2 (MM-2)

Es una variante del anterior, su composicidn es

la siguiente:

-Glucosa 29
—(NH4 )2 S04 0.3g
-KH2 PO4 0.29
-MgS04 0.1¢g
-Solucidén de vitaminas 0.1ml
-Agua destilada 100m]1
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-Agar purificado (Difco) 29

La solucidn de vitaminas presenta la siguiente

composicidn:

-Biotina 20mg
-Pantotenato Calcico 80mg
-Inositol 400mg
-Niacina 80mg
-PABA 40mg
-Piridoxina 80mg
-Tiamina 80mg
-Riboflavina 20mg
-Agua destilada 50m]

Esta solucidén se esteriliza por filtracidédn y se
conserva a 4°C hasta su uso. Puede anadirse al resto de

los componentes antes de ser esterilizados.

2.2.1.3. Medios minimos suplementados

Los medios minimos pueden suplementarse con
aminoacidos y/o bases padricas y pirimidinicas,
posibilitando de esta manera el crecimiento de las estirpes
auxdtrofas para dichos requerimientos. Estos aminoacidos vy
bases normalmente se preparan en forma de soluciones 100
veces concentradas, esterilizandose por filtracién 4
autoclave, segun su labilidad al calor y se adicionan a 1los
medios minimos una vez estos estan estériles. Las
concentraciones finales a las que se utilizan varian segun
el aminocdcido & base de que se trate, asi como del

microorganismo con el que se va a emplear.

Los correspondientes requerimientos se disulven
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en agua destilada a una concentracidén de 2mg/ml, excepto
las soluciones de Leucina, Isoleucina y Valina que se
preparan a una concentracidén de 3mg/ml, en el caso de los
dos primeros y 15mg/ml en el caso del udltimo.

2.2.1.4.Medios minimos con antibidéticos

Tanto al medio MM-1, como al MM-2, como a sSus
variantes suplementadas, se les pueden adicionar
antibidéticos en caso de ser necesario, a fin de ejercer
presiones selectivas. Estos antibidéticos se adicionan
esterilizados por filtracién, una vez autoclavados 1o0s

medios, y convenientemente enfriados hasta 45 °C.

2.2.2.1.Med1o M-8

Presenta la siguiente composicidn:

-Mezcla de sales 10mi
-Glucosa 4% 10mI
-CaClz2 0.01M - iml
-MgS04 0. 1M iml
-Citrato férrico 0.3% 0.02m]
-Agua destilada 78m]l

La composicién de 1a mezcla de sales es como

sigue:

-Naz2 HPO4 6g
—-KH2 PO4 39
-NacC 0.5g
-NH4 C 1 1g

70




-Agua destilada 100m1

Todos los componentes del medio se esterilizan
por separado Yy ya en estas condiciones, se realiza la

mezcla correspondiente.

Cuando el medio va a ser utilizado en forma
sdlida se adiciona agar purificado (Difco) al 2% y se

esteriliza junto con el agua.

2.2.2.2. Medio M-9 suplementado

Este medio puede suplementarse con aminoacidos
y/0 bases pUricas y pirimidinicas, posibilitando de esta

manera el desarrollo de las estirpes auxdétrofas.

Se le adicionan al medio una vez que este ha sido
esterilizado. Estos requerimientos se preparan de la misma
forma y se afaden a igual concentracién, que para 1los

medios minimos de levaduras ya descritos.

En caso de presentar las estirpes resistencias a
antibiéticos, estos se pueden anadir a las concentraciones
y condiciones que se citan en el apartado 2.1.3. de este

mismo capitulo.

2.3.MEDIOS HIPERTONICOS O DE REGENERACION (MH)

Los medios hipertdénicos se utilizan para
conseguir que los protoplastos de 1levaduras Yy hongos
filamentosos reviertan a células normales. Es por ello que
deben presentar en su composicidén estabilizadores osméticos
que impidan la lisis. Asi mismo necesitan la existencia de
un soporte sélido en el gque se encuentren embebidos,
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indispensable en el caso de las levaduras gemantes. Para
ello, se utilizan polimeros como agar 6 gelatina e 1ncluso
elevadas concentraciones de polietilenglicol (Necas, 1962;
Svoboda, 1966; Svoboda & Piedra, 1983).

E1 soporte sélido es proporcionado 1noculando Tlos
protoplastos en una sobrecapa mantenida en sobrefusidn a
45°C y compuesta por agar al 2% y estabilizador osmético
que es Sorbitol 0.8M en el caso de las levaduras y KCl1 0.7M

en el caso de hongos filamentosos.

Los nutrientes necesarios para el crecimiento son
aportados por una capa base, previamente dispuesta sobre
cajas de Petri, cuya composicidén es variable y es la que da

nombre a los distintos medios.

2.3.1.Medio OCM

Presenta la misma composicidn que el medio CM
descrito el el apartado 2.1.2. de este capitulo pero
adicionado de Sorbitol 0.8M 6 KC1 0.7M como estabilizador

osmoético.

2.3.2.Medio OMM-1 y OMM-2

Presentan la misma composicidn que el medio MM-1
y MM-2 respectivamente, pero suplementados con KC1 0.7M &

Sorbitol 0.8M como estabilizador osmdético.

Estos medios presentan tambien variantes
derivadas de la adicién de aminocdcidos y/6 bases puricas y
pirimidinicas, asi como antibidéticos en las mismas
concentraciones gque se indican en los apartados 2.2.1.3. Yy
2.1.4 respectivamente.
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2.4 .MEDIOS DE REGENERACION CON POLIMEROS DISTINTOS DEL AGAR

Presentan 1la misma composicidn en cuanto a Tlos
nutrientes adicionados en la capa base, difieren por tanto
unicamente en el polimero que proporciona solidez a Jla

sobrecapa.

2.4.1.S8Sobrecapas con carragenato

E1 carragenato es un polimero habitualmente
utilizado como soporte sélido para el cultivo de células

inmovilizadas (Tosa et al, 1979).

En lugar de agar al 2% se utiliza carragenato al 3%
disuelto igulmente en el estabilizador osmdético, la
gelificacidn de este polimero se produce al disminuir Tla
Lemperalura en presencia de i1ones K*, por ello una vez
vertido sobre la capa base, se deja enfriar, y se vierte

sobre la sobrecapa una solucidén fria de KC1 0.3M.

2.4.2.S0obrecapas con alginato

E1T alginato es otro polimero utilizado también
para dar soporte s6lido a cultivos de protoplastos
inmovilizados (Scheurich et al, 1980).

Este polimero, 1liquido a temperatura ambiente,
necesita para gelificar la presencia de 1iones Cact
adicionado a la capa base en forma de CaClz 60mM.

Una vez vertida wuna fina sobrecapa sobre la capa

base, se deja a T& ambiente hasta que el calcio, por

difusidén, gelifica el alginato.
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3.TECNICAS EMPLEDAS EN EL ESTUDIO DE LOS MICROORGANISMOS
UTILIZADOS

Las técnicas que se describen han sido aplicadas
para comprobar Tlos genotipos de las especies uUtilizadas

como paso previo a su utilizacidn.

3.1.TECNICA PARA COMPROBAR LOS REQUERIMIENTOS AUXOTROFICOS
DE LAS ESTIRPES UTILIZADAS

Para comprobar el caracter auxotrofo de Tlas
estirpes empleadas se 1nocularon las mismas en medio MM-1
en el caso de Saccharomyces cerevisiae, MM-2 en el caso de
Aspergillus nidulans, y medio M—-39 en el caso de Escherichia
coli1; 1ncubandose durante 48 horas en el caso de 1os hongos
y 24 horas en el caso de la bacteria. La temperatura fué de
28°C para levaduras y 37 'C para los restantes, de acuerdo

con sus optimos de crecimiento.

Las estirpes auxdtrofas sdélo crecen cuando se
hallan presentes en el medio todos 1os nutrientes que

necesitan.

3.2.TECNICA PARA COMPROBAR LAS RESISTENCIAS A ANTIBIOTICOS
DE LAS ESTIRPES DE Escherichia coli

Para comprobar la existencia de estas
resistencias, se 1noculan las estirpes en medio LB con los
antibiéticos adecuados a las concentraciones citadas en el
apartado 2.1.3. de este capitulo. Sdélo creceran aquellas
que sean resistentes a los antibiéticos presentes en el
medio.
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MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

Las curvas de crecimiento de las estirpes se
obtienen al representar graficamente las variaciones de
densidad O&ptica debida al crecimiento del microorganismo
con respecto al tiempo, durante un periodo de 24 horas.

Para ello se utilizan matraces para-nefeldmetros,
gque contienen 30 ml del medio apropiado, 1noculados con unha
dilucidn 1/100 de un <cultivo en fase estacionaria de

crecimiento.

Las medidas de densidad éptica se realizan a
intervalos regulares de 1 hora y a una longitud de onda de
640nm, en un colorimetro-espectrofotdmetro (Spectronic 20,
Bauch & Lomb).

5.METODOS DE OBTENCION DE PROTOPLASTOS

5.1.PROTOPLASTOS DE LEVADURA

5.1.1.Tratamientos con Novozyma 234

Esta ténica estd basada en la descrita por Guerra
et al en 1986. Ha sido empleada con las estirpes 3.2 y IV-
PX2-1C de Saccharomyces cerevisiae.Se parte de un cultivo
de levadura en fase logaritmica de crecimiento con una D.O.
entre 0.3-0.5, que contiene aproximadamente entre 1-5x107
células/ml, crecido en medio YEPD. Las células se Tlavan
varias veces con agua destilada, a continuacidén se recogen
por centrifugacién a 4000rpm y se resuspenden hasta una
densidad celular entre 1-5x108 células/ml en Tampdédn MES-
NaOH 100mM pH 6 adicionado de EDTA 100mM y DTT 5mM. Esta
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suspensidén se 1ncuba a 28 C durante 20 minutos en
condiciones de agitacion. Posteriormente se recoge por
centrifugacion y se lava en el mismo tampédn pero con
Sorbitol 0.6M, recogiéndose de nuevo y resuspendiendo en
tampdn Citrato-fosfato 0.01M con KC1 0.6M adicionado de DTT
5mM y Novozyma 234 (Novobiolabs) a una concentracidén de 1 6
1.5mg/ml. Esta mezcla se mantiene durante 30 minutos en
agitacidn a 28°C. Después del tratamiento se lavan una sdla

vez con este ultimo tampdn.

Para ver la eficacia del tratamiento enzimdatico
es preciso relizar, paralelamente, controles gue muestren
el porcentaje de obtencidn de protoplastos referido al n°
de células 1niciales y el porcentaje de regeneracidn de los
mismos. Para ello se llevan a cabo recuentos en Jos

siguientes etapas:

1) Antes del tratamiento, Tnoculando placas de
YEPD con las diluciones adecuadas para conocer el n° exacto
de ceéelulas de partida. Asi mismo se realizan recuentos en

camara de Thoma.

2 )Después del tratamiento, 1inoculando igualmente
las diluciones apropiadas en medio YEPD, para conocer el
Nnde células gue no se han convertido en protoplastos, y en
medio hipertdnico suplementado (MM-1), para saber el
porcentaje de regeneracién de protoplastos. Asi mismo se
realiza un recuento en cdmara de Thoma para conocer el
numero de celulas (tanto enteras como protoplastos) que

quedan después del tratamiento.
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Se parte de un cultivo de Tevadura en medio CM,
gque se encuentra en fase logaritmica de crecimiento (aprox.
107 células/ml. Se adiciona Mercaptoetanol al 1%, dejando
actuar a T2 ambiente durante 10 minutos. A continuacidn se
recogen las celulas por centrifugacidén, y se resuspenden en
la solucidn enzimatica compuesta por Enzimas del Jjugo
digestivo de caracol (Protoplast-forming enzyme,
Boerhinger, Biochemicals) 1%, disuelta en KC1 0.7M como
estabilizador osmdético, y adicionada de Mercaptoetano]
0.1%, hasta una densidad celular nunca superior a 108
celulas/ml. Se deja actuar a 28 'C en agitacién hasta 1la
completa conversidn en protoplastos, Qque es examinada
periodicamente mediante microscopia 6ptica. Generalmente
estas i1ncubaciones no son superiores a 1.30 horas. Una vez
obtenidos 1los protoplastos se recogen por centrifugacidn
suave, 2000 rpm, durante 10 minutos y se lavan con Sorbitol
0.8M.

Se realizan igualmente los controles descritos en

el apartado 5.1.1 de este mismo capitulo.

5.2.0BTENCION DE PROTOPLASTOS DE Aspergillus nidulans

Se parte de cultivos del hongo en medio sdélido.
Para ello, a partir de una suspensidén de esporas en agua
destilada, Yy por medio de un pincel, se depositan gotas de
dicha suspensidn sobre discos de celofdn dispuestos sobre
cajas de Petri que contienen MM-2, 1incubdndose a 37 °C
durante 20-22 horas.

Una vez que ha crecido el hongo , se recolectan

los discos de celoféan, se transfieren a cajas de Petri vy

se le adicionan 5ml de solucidén enzimatica compuesta por
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enzimas digestivas de Helix pomatia al 1% disuelta en KCI]
0.7M; en ocasiones puede 1r adicionada de Novozyma 234 a
una concentracidén de 0.5mg/ml. A continuacidn se incuba a
28 °'C hasta la formacion de protoplastos; el tiempo de
incubaci1dén varia en cada ocasién, sin embargo nunca suele
ser 1nferior a 1.30 horas. A continuacidén se filtra 1la
suspensidn a través de placa porosa de vidrio G-2, al
objeto de eliminar los restos de hifas, y se recoge por
centrifugacidn a baja velocidad 2000 rpm, lavdandose con KC]
0. 7M.

La técnica de captacidén estd basada en Jla
descrita por Yamada y Sakaguchi en 13981,que en e ]
transcurso de este trabajo ha sido ampliiamente modificada.
Los cambios realizados son el resultado de diversas
experiencias y por lo tanto serdn descritos en el apartado
correspondiente del capitulo de Experiencias y Resultados:
mientras que en este apartado se detalla la técnica que

sirvidé de punto de partida.

Se parte de una suspensidn de protoplatos de
Saccharomyces cerevisiae en Tampdn Tris—-HCI 50mM,
adicionado de CaClz 60mM (TC) y Sorbitol 1M, con una

densidad celular de 1x108 protoplastos/ml. Los protoplastos

3€ obtuvieron segun se detalla en el apartado

correspondiente de este capitulo.

De otra parte se recoge un <cultivo en fase
estacionaria de Escherichia coli crecido en medio LB, se
lava en agua destilada y finalmente se resuspende en el
mismo tampdn hasta una densidad celular 100 veces superior
a la densidad celular de la levadura.
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A continuacidn se mezclan alicuotas de ambas
suspensiones y se adiciona un volumen igual de
Polietilenglicol (PEG) 4000 al 30% disuelto en tampdn TC.
Se deJja incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente,
a continuacidén se lava varias veces en tampdn TC adicionado
de Sorbitol 1M (TCS), centrifugando a baja velocidad a fin
de eliminar el exceso de bacterias. Finalmente se

resuspende en sorbitol 0.8M.

Esta técnica se ha descrito para el caso de
Saccharomyces cerevisiae. Para 1inducir la captacidén de
bacterias por parte de protoplastos de Aspergillus nidulans
la técnica es la misma que se ha descrito, modificada
unicamente en cuanto a la densidad celular utilizada, 5x107
protoplastos/ml asi como en el estabilizador osmético, KC1
0.8M cuando se adiciona al tampdédn TC (TCC), vy 0.7M cuando

se utiliza como solucidn final.

Una vez 1nducida la captacién aplicando la
metodologia descrita en el apartado anterior, se inoculan
alicuotas de 1la suspensidén sobre cajas de Petri que
contienen medio OMM-1 & OMM-2 suplementados, que carecen de
uno de los marcadores auxotroficos del eucariota vy de al
menocs uno de los del procariota, segun 1la metodologia

expuesta en el apartado 2.3 de este mismo capitulo.

A continuacidén se incuban a 28°C (Saccharomyces

cerevisiae)y a 37°C (Aspergillus nidulans).

Por otra parte Yy como controles se 1inoculan
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placas con protoplastos no tratados, en iguales
concentraciones y condiciones que las aplicadas al sistema

PEG-Ca2+*, al objeto de controlar la reversidén de 1los

marcadores utilizados.

Para conocer la viabilidad de los protoplastos
tras el tratamiento con PEG se 1noculan las diluciones

apropiadas en medio OCM.

8.TECNICAS EMPLEADAS PARA LA EVALUACION Y SEGUIMIENTO DE

LOS PROCESQOS DE CAPTACION Y MANTENIMIENTO DE LAS
ASOCIACIONES OBTENIDAS.

La presencia de células bacterianas en e interior
de los protoplastos, asi como la evolucidon del sistema
bacteria-protoplasto obtenido, sdélo puede ser abordada de
una forma inequivoca mediante técnicas de visualizacidn e

identiticacidn.
8.1.TINCION CON DAPI

E1T DAPI (4-6 diamidino, 2 fenilindol) es un
fluorocromo que se une especificamente al ADN, y gue ademas

es supravital cuando se usa a bajas concentraciones.

Este colorante ha sido utilizado por Hasezawa et
al en 1983 para tenir protoplastos de Agrobacterium
tumefaciens, y de esta forma cuantificar la captacidn de

los mismos por protcoplastos de Vinca rosea.

En este caso ha sido utilizado con el mismo
proposito, tenilr células de Escheria coli antes de 1la
captacidén, e intentar dectectarlas, tras el tratamientoc con
PEG, en el 1nterior de 1los protoplastos, siguiendo
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basicamente el método de 1os autores anteriormente citados.

Células de Escherichia coli1 recogidas por
centrifugacidn a partir de un cultivo en fase estacionaria
en medio LB son Tavadas con agua destilada, posteriormente
con Sorbitol 0.8M y finalamente, resuspendidas en una
solucidén de DAPI 1ug/ml en Sorbitol 0.8M, manteniendose a
T2 ambiente y en oscuridad durante 30 minutos. Seguidamente
se lavan varias veces con Sorbitol 0.8M y finalmente, se

resuspenden en 1a misma solucion.

Con estas células asi tenidas se lleva a cabo 1la

induccidn de 1a captacion.

Las muestras se observaron en un microscopio de
fluorescencia Leitz equipado con Optica epifluorescente
usando un sistema de filtros compuesto por un filtro
excitador de 270 nm a 380 nm, y un filtro barrera de 410nm
a 580 nm.

8.2.TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

La presencia de 1os microorganismos puede ponerse
de manifiesto mediante tinciones especificas con

anticuerpos marcados.

La técnica elegida ha s1do la de
inmunofluorescencia 1ndirecta, usando como marcador Jla

fluoresceina.

La metodologia utilizada estd basada en 1la

descrita por Haseck et al (1986), convenintemente

modificada, y consta de las sigulientes etapas:
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¥a) Fijacién vy permeabilizacidn

Las muestras son fijadas en suspensidn en uha
soluci1dn de Paraformaldehido al 4% en tampdn Fosfato
potdasico 0.1M pH 6.5, adicionado de MgClz 1mM y EGTA 5mM,
asi como del estabilizador osmdéticoc apropiado, si 1la
fijacidén se realiza sobre protoplastos. Las muestras se
incuban en esta solucidn a T2 ambiente durante 80 minutos.
A continuacidén se realiza una segunda etapa de fijacidn, en
esta ocasidén con Glutaraldehido al 1% en el mismo tampdn
durante 10 minutos. Se recogen las celulas por
centrifugacidn, se lavan dos veces con tampdn fosfato
salino pH 7.2 (PBS) y se resuspenden en una solucidn de
NaBHs 0.5mg/ml disueito en agua, 1ncubdandose durante 20
minutos a 4°C. De nuevo se lavan las muestras, al menos

tres veces con PBS, y se resuspenden finalmente en agua.

Se depositan gotas de esta suspensidn sobre
portaobjetos y se dejan secar a 37°C sometiéndolas a
continuacidn a un tratamiento de permeabilizacidn, que
permita el paso de Tos anticuerpos.Para ello se sumergen
en metanol y acetona durante 10 minutos y 30 segundos

respectivamente, en ambos casos a -20°C.

Los muestras una vez procesadas pueden guardarse

a T2 ambiente hasta su uso.

*p) Conjugacidén con los anticuerpos

En primer lugar las muestras son rehidratadas a
través de una serie gradada de alcohol en agua, a
continuacién se lavan en PBS y posteriormente se incuban
durante 20 minutos a T2 ambiente en PBS con albumina de

suero bovino (BSA) al 1%.
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E1] siguiente paso es 1la 1ncubacidén con el
anticuerpo primario que en nuestro caso es el obtenido en
conejo frente al antigeno O de la pared de Escherichia coli
(B 0:127, Invesgen).

La 1ncubaci1dén se realiza en camara humeda durante

24-48 horas a 4°C , con una dilucidén 1/20 del anticuerpo en
tampdon PBS con BSA al 1%.

Posteriormente las muestras se lavan con PBS
durante 15 minutos y renovando tres veces el tampdn. A
continuacidn se 1ncuban con el anticuerpo secundario
marcado con 1sotiocianato de fluoresceina (Invesgen), a una

dilucidn 1/50 en camara humeda a 22°C durante 30 minutos.

8.3.TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

8.3.1.Preparacidén de muestras

Las técnicas tradicionalmente empleadas en 1la

preparacion de muestras para su observacidén mediante
microscopia electrdénica de transmision (MET) estan
disefladas para tejidos animales. Por otra parte apenas

ex1sten referencias sobre metodologia especifica para
levaduras y hongos filamentosos y en la hallada, siempre se
describen problemas en la fijacidn, derijvados de 1la
existencia en estos microorganismos de gruesas paredes

celulares y de vacuolas.

Todo ello nos 1Tlevd a tomar como método de
partida el tradicionalmente utilizado para tejidos

animales, que se describe a continuacidén, Yy que ha sido
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modificado en su mayor parte durante la realizacidn de este

trabajo.

Xa) Fijacidn.-

Se lleva a cabo con Glutaraldehido al 5% en
tampon cacodilato sédico 0.2M, pH 7.6. Tras el lavado de
muestras en el mismo tampdédn durante 2 horas con sucesivos
cambios del mismo, procediendose a continuacidn a una
postfijacidn con 040s al 2% en el mismo tampdn durante 2

noras.
Xb) Deshidratacioén.-

Se realiza en una serie de acetona del 20% a]
100%, y dos pases en oxido de propileno, previos a la
inclusioén.
C) Inclusidn.-

Se realiza siguiendo la técnica de Spurr (1969).
*d) Seccionamiento y contrastado.-

El seccionamiento de las muestras se lleva a
cabo en un ultramicrotomo Reichert-Jung (Ultracut), en

secciones de 500°A de grosor. E1 contrastado de Jlas mismas

se realiza siguiendo la técnica de Reynolds (1963).
8.3.2.- Observacién de las muestras
La observacidén de las secciones ultrafinas se ha

llevado a cabo en un microscopio electrénico Zeiss EM 902
equipado con espectrémetro de pérdida de energia de
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electrones que permite obtener una 1magen elastica (ESI)
por filtracidn de los electrones inelasticos,

consiguiéndose asi un mayor contraste y resolucion.

Las 1magenes fueron captadas en pelicula DUPONT
H-S7 y KodaK 7794 con un formato 8x10.
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EXPERIENCIAS Y RESULTADOS




1.EXPERIENCIAS PRELIMINARES

E1l conjunto de experiencias que a continuacidn se
detallan fueron realizadas con una doble finalidad, de una
parte la correcta caracterizacidén de los microorganismos a
utilizar y de otra el ensayo y puesta a punto de las
técnicas descritas en el apartado 8 del capitulo de
material y métodos, con el objetivo de adecuarlas a este

caso particular.

87



1.1 CARACTERIZACION DE LOS MICROORGANISMOS

1.1.1. Eleccidn de los microorganismos a utilizar

La elecci1én de Tlas especies empleadas en el
presente trabajo se realizdé bajo el criterio de usar
siempre aquellas que estuviesen bien caracterizadas, que
fuesen ampliamente conocidas y de facil manejo. Por ello,
como eucariota se optd por Saccharomyces cerevisiae
mientras que Escherichia coli fué el procariota elegido.
Posteriormente y ante la conveniencia de ampliar el
estudio a un hongo filamentoso, se eligid con esta

finalidad la utilizacidn de Aspergillus nidulans.

Estos microorganismos presentan las
caracteristicas anteriormente citadas, es decir, son de

facil manejJo y 1os mejor conocidos dentro de su grupo.

Dado que el criterio de complementacidn
nutricional nabia sido el elegido para forzar el
establecimiento de relaciones fisioldgicas entre Tlos dos
microorganismos participantes, se eligieron cepas que

presentaban auxotrofias complementarias.

De acuerdo con este criterio, se establecieron

las siguientes parejas de microorganismos:

-Saccharomyces cerevisiae 3.2 y Escherichia coli
JC 5466/pRD1.

-Saccharomyces cerevisiae DBY 746 y Escherichia coli
JC 5466/pRD1.

-Saccharomyces cerevisiae IV-PX2-1C y Escherichia
coli1 ATCC 13005.

-Aspergillus nidulans 1056 y Escherichia coli JC
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5466 /pRD1.

1.1.2.Comprobacién de los marcadores auxotréficos

El caracter auxdtrofo de las estirpes de
microorganismos empleadas se estudid siguiendo las técnicas
que se detallan en el apartado 3.1 del capitulo de material

y metodos.

Asi se comprobaron las auxotrofias que
caracterizan a Jlas estirpes 3.2, IV-PX2-1C, DBY 741 de
Saccharomyces cerevisiae; 1056 de Aspergillus nidulans vy
JC5466/pRD1 y 13005 de Escherichia coli1.

En cuanto a Jla tasa de retromutacidn de Jlos
marcadores de las estirpes de levadura, hay que sefnalar gque
fué siempre 1I1nferior a 1x10-8 para cada uno de Jlos
marcadores de IV-PX2-1C y DBY 741, asi como para 1os
marcadores de 3.2 excepto en el caso de la adenina, que
mostré una frecuencia de 1x10-% siempre que los tiempos de
incubacidén fuesen los habitualmente empleados, es decir

48-72 horas. Sin embargo en el caso del marcador histidina

de la estirpe 3.2. Yy para tiempos de incubacidédn superiores
a 7 dias, comienza a detectarse Tla aparicion de
crecimiento, 1o cual lleva a caracterizar la estirpe como

mutante de crecimiento lento para este marcador.

1.1.3.Comprobacidén de las resistencias a antibidéticos
presentadas por las estirpes de Escherichia coli

Mediante Tla técnica descrita en el apartado 3.2
del capitulo de material y métodos, se comprobd que 1la
estirpe JC5466/pRD1 presenta resistencias a la

tetraciclina, Kanamicina y Ampicilina, que Te son
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conferidas por el plasmido pRD1 que porta dicha estirpe.

1.1.4.Curvas de crecimiento

Como es sabido, la obtencién de protoplastos de
células de levadura mediante tratamiento enzimatico, esta
directamente relacionada con el estado en que se encuentran
los cultivos a tratar, alcanzandose un rendimiento maximo
cuando dicho tratamiento se realiza sobre células en fase
logaritmica de crecimiento. Por ello y a fin de conocer la
dindmica del mismo se obtuvieron las curvas de crecimiento

de 1as estirpes a utilizar.

Su confeccidn es 1gualmente conveniente para
poder determinar el numero exacto de ceélulas que

corresponden a unos valores concretos de densidad éptica.

En graficas las 1 y 2 se muestran las
correspondientes a las estirpes de Saccharomyces cerevisiae
3.2 vy Escherichia coli1 JC5466/pRD1 que han sido realizadas
siguiendo Tla metodologia descrita en el apartado 4 del
capitulo de material y métodos. Las curvas de crecimiento
de Tlas restantes estirpes de Saccharomyces cerevisiae vy
Escherichia coli1 empleadas presentaron el mismo patrdén de

crecimiento.

1.2.PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS EMPLEADAS

Las técnicas que se han seleccionado para e]
estudio del proceso de captacidén de células bacterianas por
protoplastos de levadura y de su posterior evolucidn han
sido wutilizadas tradicionalmente en trabajos de muy
distinta naturaleza y con especimenes muy diferentes de Tlos

que nos ocupan, de ahi la necesidad de ensayarlas sobre el
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material objeto de este estudio y modificarias si1 ello

fuese necesario.

1.2.1.Tinci1én con DAPI

Como vya se menciond en el apartado 8.1 del
capitulo de material y meétodos, la tinci1dn previa de Tas
bacterias con DAPI permitiria una cuantificacidn del

proceso de captacién. Este método ha sido empleado por

Hasezawa et al (1982) con igual propdsito.

A diferencia de estos autores, en este caso, 1los
resultados obtenidos siguiendo la técnica descrita por
ellos y detallada en el citado apartado del capitulo de
material y métodos, fueron insatisfactorios ya que, de una
parte la intensidad de la tincidn era claramente

insuficiente y de otra un elevado porcentaje de las células

bacterianas permanccidé sin tenir.

Se procedidé por tanto a modificar la técnica
incrementando la concentracién del fluorocromo en Tla
solucidn tincidn hasta 5ug/ml y el tiempo de incubacidn con

el mismo hasta 1 hora.

Estas modificaciones no 1ntrodujeron cambios
significativos respecto a Jlos resultados obtenidos

inicialmente.

Dado que el DAPI es un colorante supravital, se
optd por adicionarlo al medio de cultivo (LB) en
concentracién de 1ug/ml. Las bacterias se hicieron crecer

en este medio en las condiciones habituales, comprobandose
que la presencia del fluorocromo no alteraba el patrdén de

crecimiento de las mismas. Por otra parte, la observacion
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mediante microscopia O&éptica de fluorescencia reveld una

excelente calidad de tincidén, tanto en la intensidad como

en el porcentaje de células tenidas, que puede considerarse
del 100% . Esta tincidn permanecia 1nalterable tras varios
lavados con agua destilada y Sorbitol 0.8M, lo cual, hacia
dptimo el método para tenir las bacterias antes de ser

utilizadas en Tos procesos de captacidn.

1.2.2.Técnicas de inmunofluorescencia indirecta

Otro meétodo para detectar la presencia de
Escherichia coli en el interior de los protoplastos, tanto
en el momento de la captacidén como en posteriores etapas,

es la tincidn especifica con anticuerpos marcados.

Tradicionalmente, la puesta a punto de Tlas
técnicas de 1nmunofluorescencia 1ndirecta conlleva la

eleccidn de un fijador y el ensayo de las condiciones de

incubacidén (T2, tiempo y concentracidédn tanto del antigeno
como del anticuerpo) con 1los anticuerpos primario y
secundario. Sobre esta base se ensayaron, con celulas de

Escherichia coli, las modificaciones oportunas a la técnica

de HasecK et al (1886), vy que resultaria penoso describir
con detalle por tratarse de procesos rutinarios de
estandarizacién. Como resultado de estas experiencias se

determinaron las condiciones éptimas, que son las descritas
en el apartado 8.2 del capitulo de material y métodos. Las

imagenes obtenidas pueden observarse en la Fig.1 a.

Una vez optimizada la técnica sobre muestras de
la bacteria, era necesario su ensayo sobre muestras de
protoplastos y células de levadura con el fin de determinar

la existencia 0O no de reacciones cruzadas con los

anticuerpos empleados.
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Con este fin, se realizaron experiencias en estas

condiciones obteniendo los siguilentes resultados:

-Cuando se utilizan protoplastos es evidente Jla

ausencia total de fluorescencia caracteristica de Tla

fluoresceina.

-S1n embargo, sobre muestras de células con pared

aparecen zonas fluorescentes a nivel de la misma.

No obstante, esta fluorescencia no puede ser
interpretada como resultado de una reaccidn cruzada, ya que
aparece incluso en muestras control, es decir, en las gue
ha sido omitida 1la incubacidn con el anticuerpo primario.
Es por ello qgue este fendmeno ha sido atribuido a un
entrapamiento de los anticuerpos en la densa malla que

constituye la pared celular de la levadura.

A fin de evitar la aparicién de estas zonas
fluorescentes, que pueden dificultar una correcta
interpretacidén de 1los resultados, ¢tras 1la fijacién se
ensayaron tratamientos con enzimas que degradan la pared
celular. Esta técnica ha sido descrita para evitar
fendmenos similares en células vegetales por Knox et al
(1982). Para ello, y tras 1la etapa de fijacidn, las
muestras se resuspenden en una solucidn de Novozyma 234 (5
mg/ml) en agua destilada, dejando actuar a T2& ambiente
durante un periodo de 30 min - 1th. A continuacidén Jlas
muestras son Tlavadas varias veces con agua destilada,

siguiéndose posteriormente el tratamiento descrito.
La observacidn de Tlas muestras asi tratadas

reveld que en la mayoria de los casos este tratamiento

eliminaba la aparicién de fluorescencia 1nespecifica,
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debido a la degradacidén de la pared celular.

Otro problema a resolver era la aparicidn de
una fluorescencia 1nespecifica, que de acuerdo con Tla
bibliografia consultada aparece tambien en el caso de las
muestras vegetales (Knox, 1982). Esta es debida a 1Jlos
procesos de fijacidn y aunque presenta una tonalidad dentro
de la gama del verde diferente a 1la obtenida con Tla
fluoresceina, dificulta no obstante, la visualizacidén de

las muestras. Para eliminar este fendmeno suelen utilizarse

colorantes como el azul de Evans o verde Metileno. En este
caso se ensayaron ambos, adicionandolos a la solucidn del
anticuerpo secundario a uUna concentracidn 1/10000. Se

encontrdé que el azul de Evans era el que eliminaba esta
autcfluorescencia, haciendo el papel de contratincién, vy

observandose, tras su excitacidn, en el rango del rojo.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura

1 B ¥y ¢

1.2.3.Técnicas de microscopia electrédnica

La Unica via para detectar 1neguivocamente Tla
presencia de la bacteria en el interior de los protoplastos
es suUu visualizacidn mediante microscopia electrdénica,
proporcionando esta técnica, ademas, 1nformacidén sobre el
mecanismo ultraestructural del proceso de entrada, asi como

de l1a evolucidn del mismo.

Como vya se apuntd en el apartado 8.3.1. del
capitulo de material y métodos, las técnicas de preparacion
de muestras para su visualizacidn a microscopia electrdénica
estan muy desarrolladas en el caso de tejidos animales. En
las referencias bibliograficas existentes sobre los

96




estudios realizados en hongos se describe la utilizacidén
habitual de técnicas de criofractura. No obstante, el
orocesado de las muestras para la obtencidén de cortes

ultrafinos presenta multiples problemas, deb1ido
fundamentalimente, a Jla presencia de gruesas paredes
celulares, vacuolas, asi como a un hialoplasma denso que

dificulta 1la penetracién de los fijadores (Kopp, 1975). Por

ello se propone el uso de fijadores con un elevado poder de

penetracién, tales como la acroleina (sustancia que
presenta altos niveles de toxicidad), o bien, fi1jadores
como el dicromato potdsico que provocan uUna dréastica

destruccidn del contenido citoplasmatico.

Por todo ello, se optd por comenzar utilizando
las técnicas tradicionalmente empleadas en tejidos animales
a fin de comprobar si1 1la capacidad de preservaciodn
estructural obtenida permitia realizar los estudios objeto
de este trabajo, el método de partida fué el descrito en

el apartado 8.3.1 del capitulo de material y métodos.

Las muestras sobre las gue se ensayd esta técnica
fueron células de levadura, o protoplastos, mezclados con
células de Escherichia coli. Estas se incluyeron en agar al
2% para conseguir una consistencia semejante a la que
presentan Jlos tejidos animales. La inclusidén se 1llevd a
cabo adicionando a una solucion de agar al 4%, mantenido en
sobrefusidén (45°C), un volumen igual de una suspension de
levadura (1x10° céllulas/ml), a continuacidon se sometid a
centrifugacidén réapida a 15.000 rpm (Dra. Rico, comm.
pers.), Yy el sedimento, una vez solidificado, se cortd en
secciones de 1mm3 aproximadamente. Seguidamente estas

secciones fueron procesadas de la forma habitual.
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La observacidén de las muestras reveld, como se

comprueba en las microfotografias, que el método era
claramente 1ineficaz, proporcionando una escasa © nula
preservacidon ultraestructural, que no mejoraba nj aun

incrementando los tiempos de fijacidén.Fig.2.

A Jla vista de 1os resultados se optd por ensayar
paralelamente distintos métodos de fijacidn que 1incidian
tanto en la composicidn de las soluciones fijadoras como en
los tiempos de fijaciodn, e 1gualimente se realizaron
fijJaciones sobre muestras i1ncluidas en agar de la forma va
descrita. Se 1intentd tambien la fijacidn de células en
suspensi1on, hecho que conlleva la realizacidn de sucesivas
centrifugaciones de las muestras, hasta que comienza Jla
etapa de rehidrataciodn, al objeto de conseguir un alto
grado de cohesidn entre las células. Las centrifugaciones
se realizan en cada uno de los pasos del proceso: antes,
durante y después del tratamiento con 0sOs, y cada vez que
se realiza un cambio, si1endo la ultima de 1larga duracidn
(15 minutos) y a elevada velocidad (15.000 rpm). Con ello
se consigue una cohesidn progresiva entre las células, que
es reforzada con la consiguiente deshidratacidn. Se
obtienen asi unos sedimentos sélidos gue ya son tratados de

la misma forma que las muestras incluidas en agar.

Las condiciones de fijacidn ensayadas son las que

se describen a continuacidén:
-Fi1gacién n " 1:
Esta basada en la técnica de fijacidén de
muestras para tratamiento de 1nmunofluorescencia descrita

por HasecK et al (1981). Esta se lleva a cabo en dos

etapas. En 1la primera, las muestras se incuban en una
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solucidn de Paraformaldehido al 4% durante 1 hora a T2
ambiente, en una segunda etapa se incuban en una solucidn
de Glutaraldehido al 5%. Esta segunda etapa se ha ensayado

nara tiempos de 1 y 23 horas a T2 ambiente.

-Fijacidén n 2:

Consiste en la utilizacién de una solucidn fijadora
gque combina las propiedades de distintos aldehidos, al
objeto de conseguir una elevada velocidad de penetracidn vy

un alto grado de preservacidén estructural. Presenta Ila

siguiente composiciodn:

Formaldehido 4%
Acroleina 2%
Glutaralidehido 4%

Los tiempos de incubacidn ensayados han si1do de 2

y 24 horas.

-Figjacidén n 3:

La solucidén fijadora esta compuesta DOr
glutaraldehido al 12.5 ¥ .E1 tiempo de 1i1ncubacidn ensayado
fué de 24 horas.

En todos 1os casos, el vehiculo en el que van

disueltos los fijadores es tampdon fosfato sbébdico 0.1 M pH

6.5 , adicionado de EGTA 5mM y Mgz2Cl 1mM, compuestos que
han sido descritos como preservadores estructurales en
levaduras y células vegetales (Knox, 1882). Asi mismo, en
el caso de ser protoplastos 1la muestra a figar, va

adicionado del estabilizador osmético adecuado y en 1igual

concentracién a la utilizada antes de la fijacidén, a fin
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de evitar fendmenos de retraccidn o hinchamiento de Jlos

mi1sSmos.

Tanto la figacién n°1 como la n°2 proporcionaron
buenos resultados con tiempo de incubacidén de 2 horas, pero
unicamente en el caso de protoplastos y cuando estos eran

fijJados en suspensidén. Fig.3 a y b.

Estos resultados mejoraban con el uso de 1la
solucidn fijadora 2 con un tiempo de fijacidén de 24 horas,
haci1éndose extensiva esta mejora a las muestras de células

con pared. F1g.3 c,d,e y f.

Por otra parte, en el caso de muestras inciluidas,
aunque este meéetodo de fi1jgacidn mejoraba sensiblemente 1la
preservacidon, seguia siendo insatisfectoria, sobre todo en
el caso de células enteras y no mejoraba ni aumentando 1las
concentraciones de los fijadores al doble. Ademds, 1la
obtencidn de cortes ultrafinos de estas muestras es

practicamente 1imposible debido a la heterogeneidad de las

mismas.

Se optdo por tanto por usar el método de fijacidn
n 2.

En cuanto a Jla postfijacidn con tetrdxido de
osmio, se ensayd® en estas experiencias suUu uUSO a una

concentracidén del 1% y un tiempo de incubacidén de 1 hora,
obteniendo asi mejores resultados. Por ello se mantienen

estas condiciones para experiencias posteriores.

2.0BTENCION DE PROTOPLASTOS

La obtenci1dn de los protoplastos de las estirpes
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objeto de este trabajo se llevé a <cabo siguiendo las
técnicas descritas en el apartado 5 del capftulo de
material y métodos. Los niveles normales de obtencidn se
situéron, en todos los casos en torno a un 395-100% y 1los
porcentajes de regeneracién de los protoplastos oscilaron
entre un 10-30% en las distintas experiencias, dependiendo

de las estirpes ensayadas.
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3.ESTUDIO DEL PROCESO DE CAPTACION
3.1. OPTIMIZACION DEL PROCESO DE CAPTACION EN LEVADURAS

Como ya se menciond en el apartado 6 del capitulo
de Material y Métodos, la técnica descrita por Yamada Yy
Sakaguchi en 1981 para inducir la captacidn de células de

Azotobacter vinelandii por protoplastos de Saccharomyces
cerevisiae, ha sido la utilizada como punto de partida en

las experiencias objeto de este trabajo.

El primer objetivo a conseguir era la
optimizacidén del proceso de captacidon, asi como el estudio

del mecanismo citoldégico por el cual tiene lugar.

E1 proceso de optimizacidn se centrd en el

estudio de la influencia de los siguientes factores:

~-Relacién entre el n° de protoplastos/ n° de ceélulas
de Escherichia coli1.

-Concentracién de polietilenglicol (PEG) utilizada.

-Sistema de rehidratacién o de eliminacidon del PEG.

~-Efecto del vehiculo de solucién del PEG.

Los metodos a utilizar para valorar la
influencia de estos factores son la microscopia electrdnica
de transmision y la tincidén previa con DAPI que
permitirian, de una parte, la visualizacidn y confirmacion
de 1la presencia de 1la bacteria en el 1interior de |los

protoplastos, y de otra, 1la valoracidén de la eficacia del
Droceso.
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Hay que sefflalar que todas las experiencias que a
continuacién se detallan se han realizado con la cepa 3.2
de Saccharomyces cerevisiae y JC5466/pRD1 de Escherichia
coli, y gue las muestras fueron tomadas tras ser

resuspendidas en sorbitol 0.8M.

EFn una primera experiencia, Yy como punto de
partida, se ensaydé 1la técnica citada s1in modificacidn
alguna. La observacidén de las muestras a microscopia
electrénica reveld una bajisima frecuencia de captacidn,
apenas detectable por este método. Las imagenes mostraron
que habia formacidén de agregados entre bacterias y
protoplastos, pero que el grado de cohesi6én provocado por
el poder deshidratante del PEG no era suficiente como para
inducir la fusidn de las membranas de los protoplastos Yy

provocar la captacién de las bacterias. Fig.4.

Por otra parte, mediante la observacidon a
microscopia Optica de fluorescencia de muestras obtenidas
en experiencias paralelas, Yy en las que las bacterias
habian sido previamente tefiidas con DAPI, no se detectd
ninguna bacteria en el interior de Tlos protoplastos,
aungque a estos niveles de resolucidén es muy dificil
distinguir entre bacterias adheridas a la superficie de los
mismos & internalizadas. Todo ello hacia 1imposible el uso
de la microscopia éptica como Unico método de valoraciodn,
si bien no podia ser desechada en este momento dada la baja

frecuencia de captacidén detectada en estas condiciones.

A la vista de los resultados obtenidos, se optd
por introducir una modificacién: adicionar la soluci1én de
PEG directamente sobre el sedimento tras centrifugar Ila
suspensidn de protoplastos y bacterias, a fin de aumentar

la probabilidad de formacidén de agregados.
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Se ensayaron concentraciones del 15 y 30% de PEG
sobre estos sedimentos, vya que en Tlas condiciones de
partida el PEG se encontraba a una concentracidén final del
15% tras ser adicionado a la suspensidn de células,
determinar de esta forma si1 la ausencia de captacidn era
debida tambien a una falta de poder deshidratante provocada

por el uso de una baja concentracién de PEG.

Simultaneamente se ensayaron distintas
proporciones entre protoplastos y bacterias, dado que dicha

proporcidén podia suponer i1gualmente un factor determinante

a la hora de obtener valores éptimos de captacidn. Las
proporciones ensayadas en ambos casos fueron 1/10, 1/100 vy
1/1000.

La observacidén a miscroscopia electronica de las
distintas muestras obtenidas puso de manifiesto que 1la
captacidn sélo era detactable cuando se utilizan
concentraciones del 15% de PEG, Tncluso para proporciones
celulares de 1/10, vy que aumenta significativamente tanto
el n° de protoplastos que han i1internalizado la bacteria
como el n° de bacterias captadas por un protoplasto en el
caso de 1/100, encontrando protoplastos que 1ncluso
contienen 3 Dbacterias. Para proporcicones de 1/1000 la

frecuencia de captacidén disminuye sensiblemente.

Para valores del 30% de PEG no pudo detectarse en
ningin caso la presencia de la bacteria en el 1nterior de

la levadura.

En experiencias realizadas de forma paralela con
bacterias tenidas con DAPI, 1la observacidédn de las muestras
reveld que este método es absolutamente 1neficaz para
seguir el proceso ya que sdélo en aquellos casos en 10s qgue
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a microscopia electrénica se habia detectado una elevada
frecuencia de captacidén fué observado algun protoplasto que
contenia una célula bacteriana en su 1nterior. La causa por
la cual no pueden detectarse es descénocida, s1 bien
podemos apuntar que dada la baja resolucidén conseguida a
microscopia éptica, es 1imposible determinar si las
bacterias se hallan en el interior & adheridas a la
superficie de los protoplastos. Fig 5 a,b,c,d y e. Por otra
parte, hay que senalar qgue como consecuencila del
tratamiento con PEG se forman agregados de gran tamano
entre los protoplastos y las células bacterianas en 1los
que es 1imposible distinguir la posicidén relativa de cada
uno de ellos, y que es, probablemente, en estos agregados
donde la internalizacidén se da con mayor frecuencia. Fig. 5
f. No obstante y a pesar de las razones expuestas, debian

detectarse una gran cantidad de protoplastos con Dbacterias

internalizadas, dada la facilidad con la gue se observan a
microscopia electrénica; ello lleva a pensar gque por algun
mecanismo desconocido una vez el procariota ha sido captado

la fluorescencia desaparece O se enmascara.

Asi mismo Se ensayaron, de forma paralela,
técnicas de inmunotincidn siguiendo el método gque ha s1do
descrito en en el apartado 1.2.2 de este mismo capitulo,
va Qque si1 bien esta técnica habia sido disenada para la
deteccidn de Tlas bacterias en etapas posteriores, era
necesario comprobar su eficacia sobre muestras en las que a
través de la visualizacidén a microscopia electrédnica habia
sido comprobada la presencia de la bacteria en el interior

de 1os protoplastos.

En ninguna de las experiencias realizadas fueée
posible detectar bacterias internalizadas, no obstante si
era posible detectar, tanto las bacterias adheridas a los
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protoplastos como aquellas que estaban libres, demostrando
por tanto que el tratamiento con PEG no afectaba la

antigenicidad de la bacteria. F1g.6.

Las Unicas razones posibles eran las siguientes:
los anticuerpos no son capaces de penetrar en 108
protoplastos a pesar de los tratamientos de
permeabilizacidén, o bien el azul de Evans provoca un efecto
nantalla que impide la visualizacidn de las bacterias. Una
tercera razdén lleva a pensar, que al igual que en el caso
del DAPI vy por alguna razén desconocida, una vez Jlas
bacterias han sido internalizadas no es posible detectar la

fluorescencia.

Otro factor a tener en cuenta a la hora de
optimizar el proceso de captacidn es, como ya se menciong,
el sistema de rehidratacidn de 10s protoplastos O
eliminacién del PEG. A este respecto, Hasezawa et al
(1982), describen procesos de captacidén entre protoplastos
de Vinca rosea y Agrobacterium tumefaciens, destacando la
importancia de eliminar el PEG, tras el tratamiento, de una
forma paulatina diluyéndolo por adicidn de soluciones
tamponadas de elevado pH y alta concentracion de Ca?*; esto
provoca una rehidratacidén lenta y escalonada de 10s
protoplastos. En oposicidén, el método aplicado hasta el
momento provoca una brusca rehidratacién dado que el PEG es
eliminado en un sélo paso por centrifugacidn y resuspension

del sedimento en tampdn TCS.

A fin de valorar la influencia del método de
rehidratacién, se realizaron experiencias en las que tras
los 20 minutos de tratamiento se adicionaban volumenes de

tampdn TCS iguales a los de PEG empleados y a intervalos de
5 minutos, hasta obtener un volumen 4 veces superior al de
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PEG utilizado. Seguidamente se centrifugaba y se continuaba

de acuerdo con el protocolo habitualmente empleado.

La observacidén a microscopia electrénica de las
muestras asi tratadas reveld que esta rehidratacidén
paulatina incrementa sensiblemente el n° de protoplastos de
levadura gue han internalizado la bacteria, por tanto se

adoptd esta metodologia para posteriores experiencias.

E1 Gltimo factor sometido a estudio fué el
vehiculo en el gque va disuelto el PEG, y que hasta el
momento en todas las experiencias citadas habia sido tampdn
TC. Matsui et al (1982), Hasezawa et al (1982) y Tanaka et
al (1984) utilizan una solucidén acuosa de PEG, reservando
los tampones del tipo TC (elevado pH y alta concentracidn
de Ca?*) para los lavados, como habitualmente se venia

realizando en las experiencias anteriores.

La observacion de muestras tomadas en
experiencias paralelas utilizando PEG disuelto en agua y en
tampédn TC, reveld que Tla primera opcidn propiciaba un
ligero 1incremento en la frecuencia de captacidén, si1 bien
cabe senalar que este tratamiento provoca un elevado grado

de 1isis en los protoplastos.

3.2.ESTUDIO DEL MECANISMO ULTRAESTRUCTURAL DE CAPTACION

La optimizacidédn del proceso de captacidn era un
paso previo y necesario para abordar el estudio
ultraestructural del mismo, ya gue era preciso obtener un
namero significativo de protoplastos qgue contuviesen
bacterias en su interior a fin de determinar de una manera
fiable los sucesos que tienen lugar durante y después de la

captacion.
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Para realizar el estudio de 1os mecanismos
citoldédgicos por los que el PEG induce la 1nternalizacidn
de las bacterias por parte de l1os protoplastos, se tomaron
muestras en las distintas etapas del tratamiento: 1n-
cubacién, rehidratacién y lavados que fueron procesadas

para su visualizacidédn a microscopia electrdnica.

La observacidn de T1as mismas puso de manifiesto

lo siguilente:

- Durante la i1ncubacién con PEG: se observa Jla
formacidn de agregados de gran tamano, debido a la acciodn
deshidratante de este polimero. Fig.7. En estos agregados

se presentan dos situaciones diferentes:

1. Hay células bacterianas que se situan presionando
la membrana citoplasmatica de 1os protoplastos,
provocando la formacidédn de una invaginacidén gque las

rodea parcialmente, Fi1g 8 a y b.

2. Dos o mas protoplastos rodean a una celula
bacteriana que queda atrapada entre ellos, Fi1g 8 c,d

Y €.

- Durante la etapa de rehidrataci1dén: los
agregados celulares son de menor tamano, observandose, con
una baja frecuencia, una célula bacteriana rodeada total o©
parcialmente por dos o tres protoplastos. Las membranas de
los protoplastos en contacto presentan zonas en las Qgue

parecen fusionarse. Fi1g 9 a y b.

No obstante, lo mas frecuente es observar

bacterias que se alojan en depresiones de la membrana de
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los protoplastos; el grado de internalizacidn de las mismas

es variable, desde aquellas que sdélo parecen presionar
debilmente el ci1toplasma, hasta otras que se hallan
totalmente encerradas en una invaginacidon cuyos extremos
estdn préximos a encontrarse. Otras bacterias ya han sido

totalmente "englobadas” y aparecen situadas en el interior

de una vacuola que se cife por completo a la pared celular

de la misma, Fi1g. 9 Cc y d.

- Durante 1los sucesivos lavados con tampdodn TCS:
en las 1imégenes observadas ya no es posible visualizar

agregados, si bien aparecen protoplastos de muy distinto

tamafio, independientemente de gque contengan o no bacterias
en su interior. Este hecho puede atribuirse a procesos de
fusidn entre los mismos. Se observa i1gualmente un elevado

nimero de protoplastos que contienen una € incluso 2 o 3

bacterias. Fi1g 10 a.

Hay que senalar que en el <citoplasma de las
células que han captado al procariota se detecta con cierta

frecuencia la aparicidén de vesiculas de distintos tamanos Yy

distinta electrodensidad, asi como un sistema membranoso
interno muy patente, que puede ser identificado como

reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, Fig. 10 b y c.

Otros protoplastos presentan un contenido
citoplasmatico totalmente degenerado (6 degradado),
mientras que, tanto la membrana como la bacteria,

permanecen inalterados. Fig. 10 d.

-Finalmente, Yy de acuerdo a la metodologia, tras
los lavados en tampdn TCS l1o0s protoplastosa son
resuspendidos en una solucidén de Sorbitol 0.8M, a fin de
devolver el nivel de osmolalidad habitualmemte utilizado
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para mantener las suspensiones de protoplastos.

La visualizacién de las muestras tomadas en este

momentoc, puso de manifiesto que:

-Las vesiculas que contienen a la bacteria son de

mayor tamano. Fi1g 11.

-Hay un incremento de la frecuencia de protoplastos
gue, conteniendo bacterias en su interior, presentan rasgos
citolbégicos semejantes a Jlos anteriormente descritos,
pudiéndose observar, 1ncluso, la unidén de vesiculas por
fusidn con la que encierra a la bacteria. Fi1g 12 a.

-Asi mismo €l numero de protoplastos que presentan e

citoplasma degradado es muy superior al observado en e]
momento anterior. S6lo un pequefc porcentaje presenta
caracteristicas semejantes a las observadas en aquellocs
orotoplastos gque no habian internalizado a la bacteria.
Fig. 12 b y c.

Estos fendmenos de degeneracidn de los
protoplastos una vez han captado la bacteria, que ya fueron
mencionados en el apartado anterior de este mismo capitulo,
no habian sido detectados, o al menos no con esta
frecuencia, durante las experiencias de optimizacidén del

método en las gue se utilizd el PEG disuelto en TC.

Este extremo fue nuevamente comprobado observando
muestras tomadas en las distintas etapas del proceso,
realizado en este caso con PEG disuelto en tampdn. La
visualizacidén de las mismas reveld que durante las etapas
de 1incubacién con PEG y de rehidratacién Jlos fendmenos

observados coinciden de forma 1i1nequivoca con 1os ya

110




descritos para el caso de empiear PEG en disoliucidn acuosa.

Sin embargo, en las muestras correspondientes a

los lavados con tampdédn TCS, aunque tambien se detectan
caracteristicas citoldégicas iguales a las ya descritas,
estos fendmenocs aparecen con una frecuencia
considerablemente inferior, (Fig 13 a y b) observandose un
gran n° de protoplastos que conteniendo a 1la bacteria
presentan su aspecto citoldégico habitual, y en los que la
vesicula gue contiene a la misma aparece cenida por

completo a su pared celular.Fi1g.13 ¢ y d.

La visualizacidn de las muestras cuando ya han
sido resuspendidas en sorbitol 0.8M demostrdé que disminuye
la frecuencia de protoplastos que presentan caracteristicas
citolégicas habitules. En estos, las vesiculas que
encierran a las bacterias son de mayor tamanoc gque en la
etapa anterior pero menores a las encontradas en el caso

del tratamiento con disoluciones acuosas de PEG. Fig 14 a.

Asi mismo se incrementa, tanto la frecuencia de
los protoplastos con un elevado numero de vesiculas Yy
reticulo endoplasmatico y complejo de Golgi patentes (Fig.
14 b) como el numero de protoplastos en distintos estadios
de degeneracidén, degeneracidén que no es extensiva a las

bacterias. FIg. 14 c y d.

De todo 1o expuesto se deduce gque la presencia de
Esherichia coli en el interior de los protoplastos provoca
en los mismos un efecto degenerativo que es sensiblemente
atenuado por la presencia de iones Ca?* y valores de pH

ligeramente basicos durante el tratamiento con PEG.

111




Este hecho se confirma igualmente por comparacion

entre las densidades épticas de suspensiones mezcla de los

protoplastos con la bacteria, tras el tratamiento con PEG
disuelto en agua & en tampdédn TC, que son superiores en este

Ggltimo caso, en torno a valores de 0.1.
4 .CRECIMIENTO EN MEDIOS MINIMOS

A fin de comprobar la posibilidad de establecer
relaciones de complementacidén nutricional entre las
distintas parejas de microorganismos seleccionadas, previa
y simultdneamente a los estudios realizados a microscopia
electrénica, se llevaron a cabo experiencias en las Qque
tras la induccidn de la captacidén y una vez resuspendidos
los protoplastos en sorbitol 0.8M, segun la metodologia
descrita en el apartado 7 del <capitulo de material vy
metodos, ze inocularon en medios hiperténicos de
regeneracién, tanto completos (OCM) al objeto de determinar
la viabilidad de los protoplastos tras el tratamiento con
PEG, como en medios minimos (OMM-1, OMM-2) suplementados
que carecen de uno de los marcadores auxotréficos de Tla
levadura y de al menos uno de los de la bacteria. Asi mismo
en los casos en los que se utilizd T1a estirpe JC5466/pRD1
de Escherichia coli, se adicioné al medio ampicilina para
asegurar el mantenimiento del pldasmido pRD1 que porta dicha

estirpe.

Los resultados obtenidos se describen a

continuacidén de forma detallada.
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4. 1.EXPERIENCIAS REALIZADAS CON Saccharomyces cerevisiae
3.2 Y Escherichia coli JC5466/pRD1

a.- En ausencia de histidina.

A pesar de ser la estirpe 3.2 un mutante de
crecimiento lento para este marcador,comc ya se ha descrito
en el apartado 1.1.2 de este mismo capitulo, 1o cual
conlleva 1la aparicién de pequefas colonias tras Jlargos
periodos de incubacién, se creyd conveniente realizar
experiencias con esta estirpe aplicando presidén selectiva
nara el marcador citado a fin de evitar un crecimiento
rapido de la levadura. Un desarrollo rapido del eucariota
inevitablemente impediria la evolucidén conjunta del sistema
obtenido, eliminando asi la necesidad de establecer un
cierto grado de complementacién nutricional entre 1os

microorganismos participantes.

Lla utilizacidn de esta estirpe hace necesario

incluir controles paralelos inoculando, en las mismas
condiciones, protoplastos tratados con PEG en ausencia de
la bacteria, a fin de determinar diferencias en cuanto al

tiempo de aparicién de las colonias y aspecto y numerco de
las mismas. Hay que seRalar, no obstante, gue ambas
situaciones no son comparables, debido fundamentalimente a
1a diferencia de tamafio de los agregados que influira en el
numero de unidades formadoras de colonias, asi como a 1la
desigual frecuencia con la que se producen procesos de

fusidn entre 1os mismos.

Para ello se 1inocularon alicuotas en medios
minimos hiperténicos carentes de histidina, asi como
adicionados de todos los requerimientos, tanto en el caso

de los protoplastos que han sido incubados con la bacteria,
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como aguellos sometidos al tratamiento con PEG en ausencia

de 1a misma.

En medijos adicionados de todos 1os requerimientos
se observd la aparicidén de crecimiento tras 3-4 dias de

incubacidn. Los valores de regeneracidon encontrados tras el

tratamiento, en el caso de protoplastos control, son |lo0s
habituales para procesos de fusidn de protoplastos,
mientras que en el caso de los protoplastos en los que se
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