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INTRODUCCION



En los Gltimos afios se ha dado una gran importancia al
proceso de la fijacidn bioldgica del nitrégeno, ya que la produc-
cién de fertilizantes nitrogenados por via quimica es un proceso
que requiere una gran cantidad de energia. De las bacterias fija-
doras de nitrégeno, Rhizobium se puede considerar el género més im
portante puesto que en su intima asociacién con las leguminosas og
tiene una gran cantidad de energia para el pfoceso en forma de fo-
tosintato. E1 hecho de que entre las leguminosas noduladas por
Rhizobium se encuentren algunas que tienen una importancia funda-
mental en el proceso de la alimentacién mundial enfatiza ain mas

la importancia de este grupo de bacterias.

Este aumento del interés en la fijacién bioldgica del
nitrégeno ha coincidido con el desarrollo de métodos para el anili
sis genético de esta bacteria, por lo cual no es sorprendente que

la genética de Rhizobium se haya desarrollado rapidamente.

Los estudios genéticos en el género Rhizobium comenza-
ron hace unos veinte afios, y los primeros trabajos en este campo
se dirigieron a la obtencidén de mutantes que se pudieran utilizar
para demostrar la posible transferencia de material cromosémico

desde una estirpe de Rhizobium a otra.

La necesidad de conocer el mapa genético de Rhizobium

para localizar los genes implicados en los procesos de nodulacién

y fijacidén hizo que se continuasen buscando mutantes que .diesen la



de la histidina en otros géneros bacterianos.

En los distintos y numerosos estudioé genéticos efectu
ados en especies de Rhizobium para la obtencidén de mutantes se han
utilizado gran variedad de agentes mutagénicos como: radiaciones
U.V. (JOHNSTON gﬁ al, 1979; LORKIEWICZ et al, 1971; MEGIAS et al,
1981; NOEL et al, 1982; OSBURNE, 1982; RUSSEL & JONES, 1973; SHAH
et al, 1983; WALTON & MOSELEY, 198la, 1981b; ZAJAC et al, 1975);
radiactividad (ROY & MISHRA, 1976; WALTON & MOSELEY, 198la); altas
temperaturas (BANFALVI et al, 1981; ZURKOWSKI, 1982; ZURKOWSKI &
LORKIEWICZ, 1978b, 1979); agentes oxidantes como el &acido nitroso
( BERINGER, 1974; HEUMANN, 1979; JOHNSTON & BERINGER, 1975; PAIN,
1979; WALTON & MOSELEY, 198la); agentes alquilantes (KAUSHIK & VEN
KATARAMAN, 1972; MEGIAS et al, 1981; SKOTNICKI et al, 1979; WALTON
& MOSELEY, 198la); agenfes metilantes como la nitrosoguanidina
(AL-ANI, 1976a, 1976b; AL-BAYATTI & AL-ANI, 1977; ARIAS et al,
1982; BERINGER, 1974; BERINGER et al, 1977; BERINGER et al, 1978;
BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; CASADESUS & OLIVARES, 1979; DENARIE &
BERGERON, 1975; DENARIE et al, 1975; DOCTOR & MODI, 1976; DUNCAN &
FRAENKEL, 1979; ELMOKADEM & KEISTER, 1981; FINAN et al, 1983;
FORRAI et al, 1983; GARDIOL et al, 1982; HEUMANN, 1979; JESSBERGER
et al, 1974; JOHNSTON et al, 1978a; JOHNSTON et al, 1978b; KISS et
al, 1979; KISS et al, 1980; KONDOROSI et al, 1974; KONDOROSI et al,
1977; KONDOROSI et al, 1980; KOWALSKI & DENARIE, 1972; KOWALCZUK &
LORKIEWICZ, 1977; KUYKENDALL, 1981; LORKIEWICZ et gi, 1971; LUDWIG

& SIGNER, 1977; MAIER & BRILL, 1976, 1978; MEGIAS et al, 1981;



mayor informacién posible sobre el ordenamiento genético del cromo

soma de esta bacteria.

Por su complejidad, la simbiosis Rhizobium-leguminosa
es un sistema biolégico de dificil acceso, particularmente a nivel

molecular. El nédulo fijador de N, es producto de la interaccién

2
de los genomios implicados y, aunque conocemos algunas manifesta-

ciones de dicha interaccidén, estamos muy lejos de poder elaborar

un modelo global.

Para abordar este sistema bioldégico se debe recurrir
en principio al elemento mas sencillo de investigar, el género

Rhizobium.

El planteamiento y objetivo inicial de esta Tesis de
Licenciatura fué comenzar a ordenar genéticamente las mutaciones
que, hasta el momento, se conocen en Rhizobium, estableciendo las
relaciones entre ellas y clasificandolas segin la genética de

Escherichia coli y Salmonella typhimurium (SANDERSON & HARTMAN,

1978; BACHMANN, 1983). Este amplio objetivo debe ser elaborado a
largo plazo y como primera piedra de este estudio se eligib el ope

rén de la histidina.

Esta Introduccién se orientard hacia una revisidn de
todos los mutantes obtenidos hasta el momento en el género Rhizo-

bium, con una u otra finalidad, y a una breve revisién del operdn



MISHRA et al, 1975; NOEL et al, 1982; O'GARA & SHANMUGAN, 1977;
PHILLIPS et al, 1973; RONSON & PRIMROSE, 1979; SCHERRER & DENARIE,
1971; SCHWINGHAMER, 1967; SHAH et al, 1983; SIK et al, 1986; SKOT-
NICKI & ROLFE, 1979; SVAB et al, 1978; TRUCHET & DENARIE; 1973;
TRUCHET et gl, 1980; WALTON & MOSELEY, 198la; ZURKOWSKI & LORKIE-
WICZ, 1977, 1978a) e incluso Gltimamente mediante la utilizacidn

de transposones (BANFALVI et al, 1981; BREWIN et al, 1980b; BREWIN

et al, 1982; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; BUCHANAN-WOLLASTON et al,
1980; DJORDJEVIC et al, 1982; DOWNIE et gl, 1983; DUNCAN, 1981;
FORRAI et al, 1983; HIRSCH et al, 1982; JOHNSTON et al, 1978a;
JOHNSTON et al, 1982; KISS et al, 1980; MA et al, 1982; MEADE et
al, 1982; O'GARA et al, 1981; ROLFE et al, 1981; SCOTT et al, 1982;
SIMON et al, 1981; WALTON & MOSELEY, 198la) y la insercién de plés

midos como el RP4 (HEUMANN, 1979).

Asimismo se han obtenido mutantes espontaneos (ARIAS et
al, 1982; BANFALVI et al, 1983; BERINGER, 1974; BERINGER et al,
1978; BREWIN et al, 1980a; BREWIN et al, 1982; BUCHANAN-WOLLASTON,
1979; CARLSON & LEE, 1983; CASADESUS & OLIVARES, 1979; COLE &
ELKAN, 1979; DENARIE et al, 1975; ELMERICH et al, 1982; GLENN &
BREWIN, 1981; HAUGLAND et al, 1983; HIRSCH et al, 1982; HEUMANN,
1979; JOHNSTON & BERINGER, 1975; JOHNSTON et al, 1978a; JOHNSTON
et al, 1978b; JORDAN et al, 1969; KOWALSKI, 1971; KUYKENDALL, 1981;
KUYKENDALL & ELKAN, 1976; LAW et al, 1982; LEVIN & MONTGOMERY,

1974; LORKIEWICZ & MELKE, 1970; LORKIEWICZ & RUSSA, 1971; MacKENZIE

& JORDAN, 1972, 1974; MAIER & MUTAFTSCHIEV, 1982; MAIER et al,



1978; MATERON & HAGEDORN, 1982; MEADE gﬁ al, 1982; MEGIAS et al,
1981; MEGIAS et al, 1982; NELSON & SALMINEN, 1982; O'GARA & SHANMU
GAN, 1977; PAIN, 1979; PANKHURST, 1974; PANKHURST & CRAIG, 1979;
PANKHURST et al, 1982; RALEIGH & SIGNER, 1982; ROLFE & GRESSHOFF,
1980; SANDERS et al, 1978; SANDERS et al, 1981; SCHWINGHAMER, 1964,
1967, 1968; SCHWINGHAMER & DUDMAN, 1973; SCOTT & RONSON, 1982; SCO
TTI et al, 1982; SIK et al, 1980; SKOTNICKI & ROLFE, 1979; SKOTNI-
CKI et al, 1979; STANIEWSKI et al, 1973; STANLEY & DUNICAN, 1979;
ZELAZNA-KOWALSKA, 1977; ZELAZNA-KOWALSKA & LORKIEWICZ, 1971; ZELAZ
NA-KOWALSKA & KOWALSKI, 1978; ZELAZNA-KOWALSKA et al, 1974) y es-

ponténeos por filtracién (NAPOLI & ALBERSHEIM, 1980; SANDERS et al,

1978).

Todos estos tratamientos realizados en el género Rhizo- -
bium se han enfocado a la blUsqueda de nuevos mutantes que permitie
ran esclarecer algin aspecto sobre los genes del cromosoma bacteria
no que intervienen en la simbiosis, tales como: genes de la nodula
cidén (Nod), genes de la fijacidén (Fix) y los genes del estableci-
miento de la interaccidén Rhizobium-leguminosa (genes de la produc
cién de polisaclrido inductor de poligalacturonasa, genes de la

transformacién de triptéfano en acido indolacético, etc...).

Un estudio bibliografico detallado de las mutaciones
que se conocen hasta el momento en el género Rhizobium se expone

en las siguientes paginas.



Se comienza revisando los genes que confieren resisten
cia a antibidticos y que son de gran utilidad en Rhizobium dado que
se usan como carécter éenotipico y fenotipico seleccionable. El gé
nero Rhizobium es casi indistinguible taxonémicamente de género

Agrobacterium por sus caracteristicas morfolégicas, culturales y

fisiolégicas. La tUnica diferencia entre estos géneros es la produc -

cién por Rhizobium de nbédulos fijadores de N, en raices de legumi-

2

nosas y la produccién por el género Agrobacterium de tumores (aga-—

llas) no fijadores de N_ en raices de plantas dicotiledéneas.

2
Para poder diferenciar, pues, Rhizobium de Agrobacte-
rium se hace necesariala realizacidén de un test de nodulacién,
experimento cuya duracién suele oscilar entre las cuatro y doce se
manas dependiendo del tipo de Rhizobium utilizado. Dada la comple-
Jjidad de este test, no se puede emplear de forma rutinaria en com-

probaciones genéticas de las estirpes que se estan utilizando.

Los distintos autores que trabajan en Rhizobium han re
suelto este problema mediante la introduccidn de un caracter geno-
tipico estable en el cromosoma de la bacteria y que, ademds, conser

ve la capacidad de fijacién de N, de los mismos. Por ello, es muy

2
amplia la bibliografia existente respecto a estirpes de Rhizobium
resistentes a antibidticos. También, se han utilizado los mutantes

resistentes a antibidéticos en estudios de deteccidén de estirpes

incapaces de nodular.



Se han obtenido mutantes resistentes a los siguientes
antibiéticos: &cido nalidixico (genes nal) (HAUGLAND et al, 1983;
MATERON & HAGEDORN, 1982); ampicilina (genes amp) (SHAH et al,
1983); D-cicloserina (genes EXE) (PANKHURST, 1974; PANKHURST &
CRAIG, 1979); cloramfenicol (genes clo) (KISS et al, 1980; MATERON
& HAGEDORN, 1982; SIK et al, 1980); eritromicina (genes ery) (MATE
RON & HAGEDORN, 1982); espectinomicina (genes spc) (BERINGER et al,
1978; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; LAW et al, 1982; MATERON & HAGEDORN,
1982; MEADE et al, 1982; ROLFE & GRESSHOFF, 1980; SCHWINGHAMER &
DUDMAN, 1973; SKOTNICKI & ROLFE, 1979; SKOTNICKI‘EE al, 1979);
estreptomicina (genes EEE) (AL-BAYATTI & AL-ANI, 1977; ARIAS et al,
1982; BERINGER, 1974; BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-WOLLASTON,
1979; BUCHANAN-WOLLASTON et al, 1980; CASADESUS & OLIVARES, 1979;
CAVIEDES et al, 1982; DJORDJEVIC et al, 1982; DUNCAN, 1981; FINAN
et al, 1981; FORRAI et al, 1983; HIRSCH et al, 1982; JESSBERGER et
al, 1974; JOHNSTON & BERINGER, 1975; JOHNSTON et al, 1978a; JOHNS-
TON et al, 1978b; JOHNSTON et al, 1982; JULLIOT & BOISTARD, 1979;
KAUSHIK & VENKATARAMAN, 1972; KISS et al, 1979; KISS et al, 1980;
KONDOROSI et al, 1980; KOWALSKI, 1971; KOWALCZUK & LORKIEWICZ,
1977; LAW et al, 1982; LEPO et al, 1981; MA et al, 1982; MEADE et
al, 1982; MEGIAS et al, 1982; MISHRA et al, 1975; RALEIGH & SIGNER;
1982; SANDERS et al, 1981; SCOTT & RONSON, 1982; SCOTTI et al,
1982; SHAH et al, 1983; SIK et al, 1980; STANLEY & DUNICAN, 1979;
ZELAZNA-KOWALSKA, 1977; ZELAZNA—KOWALSKA & LORKIEWICZ, 1971; ZELAZ
NA-KOWALSKA & KOWALSKI, 1978; ZELAZNA-KOWALSKA et al, 1974); gara-

micina (genes gar) (AL-BAYATTI & AL-ANI, 1977; KISS et al, 1979);



kanamicina (genes kan) (BREWIN et al, 1982; FINAN et al, 1983;
JESSBERGER et al, 1974; LEPO et al, 1981; MAIER & MUTAFTSHIEV,
1982; MATERON & HAGEDORN, 1982; ROLFE & GRESSHOFF, 1980; SCOTT &
RONSON, 1982; SHAH et al, 1983); neomicima (genes ggg)_(PANKHURST,
1974; ROLFE & GRESSHOFF, 1980; SKOTNICKI & ROLFE, 1979); novobioci
na (genes nov) (MEADE & SIGNER, 1977); rifampicina (genes rif)
(AL-BAYATTI & AL-ANI, 1977; BERINGER & HOPWOOD, 1976; BERINGER et
al, 1978; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; CASADESUS & OLIVARES, 1979;
DJORDJEVIC et al, 1982; FORRAI et al, 1983; JOHNSTON & BERINGER,
1975; JOHNSTON et al, 1978a; JOHNSTON et al, 1982; KISS et al,
1980; KONDOROSI et al, 1982; MAIER & MUTAFTSHIEV; 1982; MATERON &
HAGEDORN, 1982; MEADE & SIGNER, 1977; MEADE et al, 1982; MEGIAS et
al, 1982; PANKHURST et al, 1982; RALEIGH & SIGNER, 1982; ROLFE &
GRESSHOFF, 1980; SANDERS et al, 1981; SCOTT & RONSON, 1982; SHAH
et al, 1983; SIK et al, 1980; WALTON & MOSELEY, 1981); trimetoprim
(genes tri) (O'GARA et al, 1981); tuberactinomicina (genes tum)
(MacKENZIE & JORDAN, 1974) y viomicina (genes vio) (MacKENZIE &

JORDAN, 1974; PANKHURST, 1974; SCHWINGHAMER, 1964).

Los mutantes auxétrofos de aminodcidos y bases y los
mutantes que requieren vitaminas han sido estudiados ampliamente,
puesto que dan gran informacién sobre la constitucién del genoma
de Rhizobium y porque existe una estrecha relacién, en algunos ca-
sos, entre estos mutantes‘y las caracteristicas simbidticas tales

como la nodulacién y la fijacidén de N,. Una de las estrategias més

5"

usadas en la localizacién de los genes simbidticos en el cromosoma



10

del género Rhizobium fué la utilizacidén de dichos mutantes; por
consiguiente es un apartado de gran interés en este género bacte-

riano.

Como mutantes que requieren aminocdcidos para su creci-
miento se han estudiado: mutantes en la biosintesis de arginina
(genes gﬁg) (CASADESUS & OLIVARES, 1979; DENARIE & BERGERON, 1975;
MEADE & SIGNER, 1977; MEADE et al, 1982; MEGIAS et al, 1982;0'GARA
et al, 1981; PAIN, 1979; SIMON et al, 1981; SVAB et al, 1978; ZUR-
KOWSKI & LORKIEWICZ, 1978); mutantes en la biosintesis de aminoéci
dos aromdticos (genes aro) (MEADE & SIGNER, 1977); mutantes en la
biosintesis de asparragina (genes EEE) (KAUSHIK & VENKATARAMAN,
1972; O'GARA et al, 1981; SIMON et al, 1981); mutantes en la bio-
sintesis de cisteina (genes EZE) {BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-
-WOLLASTON, 1979; CASADESUS & OLIVARES, 1979; DENARIE & BERGERON,
1975; FORRAI et al, 1983; HEUMANN, 1968; JOHNSTON et al, 1978; KISS
et al, 1979; KISS et al, 1980; KONDOROSI et al, 1974; KONDOROSI et
al, 1980; KONDOROSI et al, 1982; LORKIEWICZ et al, 1971; MEADE &
SIGNER, 1977; MEADE et al, 1982; PAIN, 1979; SHAH et al, 1983; SIK
et al, 1980; SIMON et al, 1981; SVAB et al, 1978; ZURKOWSKI & LOR-
KIEWICZ, 1978); mutantes en la biosintesis de fenilalanina (genes
ng) (BERINGER & HOPWOOD, 1976; BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-WO-
LLASTON, 1979; CASADESUS & OLIVARES, 1979; DENARIE & BERGERON,
1975; DJORDJEVIC et al, 1982; JOHNSTON & BERINGER, 1975; JOHNSTON
et al, 1978a; JOHNSTON et al, 1978b; JOHNSTON et al, 1982; KISS et

al, 1979; KISS et al, 1980; KONDOROSI et al, 1980; MEADE & SIGNER,
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1977; MEGIAS et al, 1982; PAIN, 1979; SIK et al, 1980; ZURKOWSKI &
LORKIEWICZ, 1978); mutantes en la biosintesis de glicina (genes
_ll) (CASADESUS & OLIVARES, 1979; DENARIE & BERGERON, l975;JOHNSTbN
& BERINGER, 1975; KISS et al, 1980; MEADE & SIGNER, 1977; MEADE et
al, 1982; SCHERRER & DENARIE, 1971; SIMON et al, 1981); mutantes
en la biosintesis de glutamina (genes gln) (PAIN, 1979); mutantes
en la biosintesis de histidina (genes EEE) (AL-ANI, 1976; BERINGER,
1974; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; CASADESUS & OLIVARES, 1979; CAVIE-
DES et al, 1982; HEUMANN, 1968; JESSBERGER et al, 1974; KONDOROSI
et al, 1980; KOWALCZUK & LORKIEWICZ, 1977; MEGIAS et él’ 1982;
PAIN, 1979; RONSON & PRIMROSE, 1979; ROY & MISHRA, 1976; SHAH et
al, 1983; SBIK et al, 1980; ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1978); mutantes
en la biosintesis de isoleucina-valina (genes ilv) (AL-ANI, 1976;
BERINGER, 1974; CASADESUS & OLIVARES, 1979; DENARIE & BERGERON,
1975; DOCTOR & MODI, 1976; HEUMANN, 1968; MEADE & SIGNER, 1977;
PAIN, 1979; SHAH et él, 1983; ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1978); mutan
tes en la biosintesis de leucina (genes leu) (AL-ANI, 1976; BERIN-
GER, 1974; CASADESUS & OLIVARES, 1979; CAVIEDES et al, 1982; DENA-
RIE & BERGERON, 1975; DOCTOR & MODI, 1976; KAUSHIK & VENKATARAMAN,
1972; KISS et al, 1980; KOWALCZUK & LORKIEWICZ, 1977; KOWALSKI &
DENARIE, 1972; MA et al, 1982; MEADE & SIGNER, 1977; MEGIAS et al,
1982; PAIN, 1979; ROY & MISHRA, 1976; SIK et al, 1980; SIMON et al,
1981; TRUCHET et al, 1980; ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1978); mutantes
en la biosintesis de lisina (genes lys) (MEADE & SIGNER, 1977); mu
tantes en la biosintesis de metionina (genes met) (BERINGER & HOP-

WOOD, 1976; BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; CASADE
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SUS & OLIVARES, 1979; DENARIE & BERGERON, 1975; HEUMANN, 1968;
JOHNSTON et al, 1978a; JOHNSTON et al, 1978b; KISS et al, 1979;
KONDOROSI et al, 1980; KOWALCZUK & LORKIEWICZ, 1977; LORKIEWICéng
al, 1971; MEADE & SIGNER, 1977; MEADE EE El, 1982; MEGIAS EE El,
1982; PAIN, 1979; ROY & MISHRA, 1976; SCHERRER & DENARIE, 1971; SIK
et al, 1980; SIMON et al, 1981); mutantes en la biosintesis de or-
nitina (genes 222) (CASADESUS & OLIVARES, 1979; LORKIEWICZ et al,
1971); mutantes en la biosintesis de prolina (genes pro) (HEUMANN,
1968; ROY & MISHRA, i976); mutantes en la biosintesis de serina
(genes EEE) (BERINGER & HOPWOOD, 1976; BERINGER et al, 1978; CASA-
DESUS & OLIVARES, 1979; LORKIEWICZ et al, 1971; O'GARA et al, 1981;
SIMON et al, 1981); mutantes en la biosintesis de tirosina (genes
EXE) (KISS et al, 1979; MEGIAS et al, 1982; PAIN, 1979; SHAH et al,
1983; ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1978); mutantes en la biosintesis de
treonina (genes thr) (MEGIAS et al, 1982); y mutantes en la biosin
tesis de triptdfano (genes EEB) (BERINGER, 1974; BERINGER & HOPWOOD,
1976; BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; BUCHANAN-WO
LLASTON et al, 1980; DENARIE & BERGERON, 1975; DJORDJEVIC et al,
1982; JOHNSTON & BERINGER, 1975; JOHNSTON et al, 1978a; JOHNSTON
et al, 1978b; KISS et al, 1979; KONDOROSI et al, 1980; MA et al,
1982; MEADE & SIGNER, 1977; MEADE et al, 1982; PAIN, 1979; RONSON &

PRIMROSE, 1979; SIMON et al, 1981; SVAB et al, 1978).

Desde el comienzo de los estudios genéticos en Rhizo-
bium, los mutantes de bases pUricas y pirimidinicas tenian una am-

plia participacién en la alteracién de la nodulacién; por ejemplo,
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el caso de los mutantes que requieren adenina para su crecimiento.

Como bases piricas (genes pur) sé han estudiado tanto
la adenina (genes ade) como la guanina (genes gua) (AL-ANI, 1976;
BERINGER, 1974; BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; BU
CHANAN-WOLLASTON et al, 1980; CASADESUS & OLIVARES, 1979; DENARIE
& BERGERON, 1975; HEUMANN, 1968; JOHNSTON & BERINGER, 1975; JOHNS-
TON et al, 1978a; JOHNSTON et al, 1978b; JOHNSTON et al, 1982; KISS
et al, 1979; KONDOROSI et al, 1980; LORKIEWICZ et al, 1971; MEADE
& SIGNER, 1977; MEGIAS et al, 1982; O'GARA et éi, 1981; PAIN, 1979;
PANKHURST & SCHWINGHAMER, 1974; SCHERRER & DENARIE, 1971; SCHWING-

HAMER, 1967; SHAH et al, 1983; SIK et al, 1980; SIMON et al, 1981;

WALTON & MOSELEY, 198la).

Como bases pirimidinicas (genes pyr) se han estudiado
la timina (genes thy), citosina (genes EEE) y uracilo (genes EEE)
(BERINGER, 1974; BERINGER & HOPWOOD, 1976; BERINGER et al, 1978;
BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; BUCHANAN-WOLLASTON et al, 1980; CASADESUS
& OLIVARES, 1979; DENARIE & BERGERON, 1975; JOHNSTON & BERINGER,
1975; JOHNSTON et al, 1978a; JOHNSTON et al, 1978b; KISS et al,
1980; KONDOROSI et al, 1980; MA et al, 1982; MEADE & SIGNER, 1977;
PAIN, 1979; SCHERRER & DENARIE, 1971; ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1977,

1978a).

El género Rhizobium, dependiendo de la especie y es

tirpe que utilicemos, puede requerir vitaminas para su crecimiento
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normal pero también se han descrito mutantes a vitaminas en aque-
llas estirpes que no las requerian, tales como: &cido félico (genes
fol) (KAUSHIK & VENKATARAMAN, i972); dcido nicotinico (genes nic)
(KAUSHIK & VENKATARAMAN, 1972); biotina (genes 9&2) (AL-ANI, 1976;
ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1978); pantotenato sdédico (genes ggg)
(MEADE & SIGNER, 1977); piridoxina (genes pdx) (MEGIAS et al, 1982)
y riboflavina (genes rib) (BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-WOLLAS-

TON, 1979; JOHNSTON et al, 1978a; PAIN, 1979; SCHWINGHAMER, 1968).

Otro aspecto interesante y que se ha comenzado a estu-
diar en los Ultimos cinco afios, es la obtencidn de mutantes en las
rutas metabdlicas de carbohidratos en Rhizobium y que pueden éstar
directa o indirectamente implicados en el establecimiento de la

simbiosis.

Se han estudiado mutantes tales como: mutantes deficien
tes en la actividad glucoquinasa (genes glk) (RONSON & PRIMROSE,
1979); mutantes deficientes en la actividad piruvatocarboxilasa
(RONSON & PRIMROSE, 1979); mutantes deficientes en la ruta Entner

Doudoroff (RONSON & PRIMROSE, 1979); mutantes deficientes en el con-
sumo de fructosa (RONSON & PRIMROSE, 1979); mutantes deficientes en
la utilizacién de gluconato (O'GARA et al, 1981); mutantes deficien
tes en la actividad fosfoglucosa isomerasa (genes pgi) (ARIAS et
al, 1979; ARIAS et al, 1982); mutantes deficientes en la actividad
a-cetoglutarato deshidrogenasa (genes kgd) (DUNCAN & FRAENKEL,

1979); mutantes incapaces de utilizar fructosa (DUNCAN, 1981), sor
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bitol (DUNCAN, 1981), manitol (DUNCAN, 1981), ribosa (DUNCAN, 1981),
xilosa (DUNCAN. 1981; SHAH et al, 1983), arabinosa (DUNCAN, 1981;
SHAH et gl; 1983), D-~manosa (ARIAS et al, 1982) e hipoxantina (KISS
et al, 1979); mutantes resistentes al succinato (GARDIOL et al,
1982; GLENN & BREWIN, 1981; SKOTNICKI & ROLFE, 1979) y mutantes en

el sistema de transporte de los &cidos C -dicarboxilicos (FINAN et

4
al, 1983; RONSON et al, 1981).

Otros mutantes que, igualmente, se han utilizado sobre
todo en la construccién de mapas genéticos y en la obtencidén de un
cardcter facilmente seleccionable para experimentos de transferen-
cia genética, son los resistentes a antimetabolitos, tales como:
azida sbdica (genes ggi) (AL-ANI, 1976; KOWALCZUK & LORKIEWICZ,
1977; SIK et al, 1980); canavanina (genes can) (MEGIAS et al, 1982);
5-fluorouracilo (genes EEE) (FORRAI et al, 1983; KONDOROSI et al,
1980; KONDOROSI et al, 1982; MEADE & SIGNER, 1977; SCOTT & RONSON,
1982); D-histidina (genes QEE) (PANKHURST, 1974; SCHWINGHAMER,

1968); D-alanina, DL-azatriptéfano, DL-fluorotriptéfano, D-leucina,

D-metionina, L~norleucina y DL-norvalina (PANKHURST, 1974).

También se han descrito mutantes resistentes a bacte-
riéfagos (ATKINS & HAYES, 1982; ZAJAC et al, 1975) y mutantes capa
ces de utilizar nitrato (genes nar) (KISS et al, 1979; KONDOROSI

et al, 1980) utilizados en distintos estudios genéticos.

Por Gltimo, los mutantes mas importantes en el género
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Rhizobium son, evidentemehte, aquellos que afectan a los genes res
ponsables de las caracteristicas simbiéticas; hoy en dia, la mayo-
ria derlos cieﬁtificos enfocan sus trabajos hacia estos mutantes
con la esperanza de elucidar la complejidad de la relacién Rhizo-

bium-leguminosa.

En principio, en la bibliografia podemos encontrarnos
con una nomenclatura diversificada de los genes de la nodulacién.
Asi, clasicamente, los mutantes de las caracteristicas simbidticas
se clasificaban en dos tipos: Inf (no infectivos) y Eff (no efec
tivos). Inf son aquellos mutantes que no infectan la leguminosa
huésped para formar nédulos mientras que los mutantes Eff forman
nédulos pero no fijan el N2.

Como es dificil demostrar, de forma convincente, que
una estirpe es incapaz de infectar la raiz de la leguminosa, muchas
estirpes son llamadas Inf baséndose en que no se ven los nédulos.
Por este motivo se han introducido las designaciones fenotipicas
Nod y Fix al objeto de clarificar los fenotipos mutantes (BREWIN
et al, 1980a).Los mutantes Nod son aquellos que no producen nédu-
los visibles y los Fix , aquellos que producen nédulos pero no fi-
jan el N2.

Ambos términos para designar los fenotipos mutantes de

no~nodulacién y no-fijacién de N, son evidentemente muy amplios y

2

deben existir muchos genes distintos implicados en cada uno de di-
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chos fenotipos. Asi, en trabajos muy recientes, se han descrito mu
tantes dentro del fenotipo Nod en distintas etapas de la nodula-
;iéﬁ; gélesréomo: mutantes defectuosos en la iniciacidn dé la nodg
lacién (genes noi) (ROLFE & GRESSHOFF, 1980); mutantes defectivos
en la formacién del tubo de infeccién (genes inb) (BADENOCH-JONES
EE gi, 1982); mutantes que no causan curvatura en el pelo radical
(genes hac) (BADENOCH-JONES et al, 1982); mutantes de pérdida de
adhesién al pelo radical (genes 522) (BADENOCH-JONES et al, 1982);
mutantes defectivos en la persistencia del nédulo (genes EEE)
V(ROLFE & GRESSHOFF, 1980); mutantes defectivos en el desarrollo del
bacteroide (genes bad) (ROLFE & GRESSHOFF, 1980) y mutantes defec-
tivos en la produccién de polisacdrido extracelular (genes gﬁg)

(CARLSON & LEE, 1983; LAW et al, 1982; NAPOLI & ALBERSHEIM, 1980;

SANDERS et al, 1978; SANDERS et al, 1981).

Igualmente, dentro de los mutantes de fenotipo Fix se
han descrito: mutantes en la actividad nitrogenasa (genes nif) (EL
MERICH et al, 1982; PANKHURST & CRAIG, 1979; PANKHURST et al, 1982);
mutantes deficientes en el consumo de H2 (genes EEE) (BREWIN et al,
1982; DEJONG et al, 1982; DREVON et al, 1982; HAUGLAND et al, 1983;
KROL et al, 1982; LEPO et al, 1981; MAIER & MUTAFTSHIEV, 1982; NEL
SON & SALMINEN, 1982; SKOTNICKI et al, 1979) y mutantes deficientes
en los citocromos ¢ y §§3 (ELMOKADEM & KEISTER, 1981).

A continuacidn se revisa la amplia bibliografia existen

te sobre los mutantes no nodulantes y no fijadores de N, que hasta

2
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el momento se conocen: mutantes deficientes en la produccién de nd
dulos (Nod ) (AMEMURA & HARADA, 1983; BADENOCH-JONES et al, 1982;
BERINGER et gl, 1977; BREWIN et él, 1982; BUCHANAN;WéttASTON et al,
1980; CAVIEDES et al, 1982; DENARIE & BERGERON, 1975; DJORDJEVIC
et al, 1982; DOWNIE et al, 1983; HIRSCH et al, 1982; KROL et al,
1982; LORKIEWICZ et al, 1971; MacKENZIE & JORDAN, 1974; MAIER &
BRILL, 1976; MAIER et al, 1978; MEADE et al, 1982; NOEL et al,
1982; PAIN, 1979; PANKHURST, 1974; PANKHURST & SCHWINGHAMER, 1974;
PATEL et al, 1981; RALEIGH & SIGNER, 1982; ROLFE & GRESSHOFF, 1980;
ROLFE et al, 1981; RONSON et al, 1981; SANDERS et al, 1978;
SCHWINGHAMER, 1964, 1967, 1968; SCOTT & RONSON, 1982; SCOTT et al,
1982; SIMON et al, 1981; TRUCHET et al, 1980; ZURKOWSKI, 1982;
ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1978b, 1979) y mutantes deficientes en la
fijacién de N2 (Fix ) (BUCHANAN-WOLLASTON et al, 1980; DJORDJEVIC
et al, 1982; DOWNIE et al, 1983; DUNCAN, 1981; FORRAI et al, 1983;
KONDOROSI et al, 1982; KROL et al, 1982; MA et al, 1982; MAIER &
BRILL, 1976; MEADE et al, 1982; NOEL et al, 1982; ROLFE & GRESSHOFF,
1980; SCHERRER & DENARIE, 1971; ZURKOWSKI & LORKIEWICZ, 1978b,

1979).

Después de seflalar los mutantes descritos hasta el mo-
mento en Rhizobium, cabe plantearse la ordenacidn y clasificacidn
que se indicaba al principio de la Introduccién, por una razén ob-
via. Si se quiere establecer la situacién de los genes responsables
de la nodulacién en las distintas especies de Rhizobium y se desean

comparar los genomas de éstas con respecto a dichos genes, se ha de
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conocer perfectamente que los genes comparados responden al mismo

defecto genotipico.

Ademds de la utilidad ya indicada, si se quieren compa
rar los distintos cromosomas de las diferentes especies de Rhizo-
bium, se han de conocer también intimamente los genes que se estéan

estudiando.

Hasta el momento se han realizado comparaciones entre
distintos mapas genéticos de Rhizobium (KONDOROSIVEE al, 1980; BE-
RINGER et al, 1982; HOOYKAAS et al, 1982; MEGIAS et al, 1982) basa
das en las distancias genéticas obtenidas por la frecuencia de co-
transferencia de distintos marcadores genéticos, pero realizéndose
~siémpre esta comparacién entre mutantes en-ios que, si bien se co-
noce el fenotipo alterado, no se conoce en detalle la alteracidn

genotipica, (Figura 1).

Esta Gltima idea nos llevé a comenzar la Tesis de Licen
ciatura que confiamos pueda representar la apertura de un importan

te campo en la genética de Rhizobium.

Lo expuesto hasta aqui.justifica sobradamente la tarea
de ordenar el éajén de sastre que constituyen los mutantes descri-
tos del género Rhizobium; pero sin embargo puede preguntarse el
por qué elegimos para comenzar esta labor justamente el operdn de

la histidina.
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Se eligié el operdn de la histidina por varios motivos
gque por si solos justifican la eleccién:
(i) La ruta metabllica de la biosintesis de la histidina es una de

las mds complejas y atractivas que se presentan en el metabolismo.

(ii) El1 operdén de la histidina es el mejor estudiado en varios gé-
neros bacterianos constituyendo incluso un modelo cléasico de ope-
rén. En algunas especies bacterianas, todos los genes que lo cons-
tituyen se encuentran incluidos dentro de un mismo bloque, caracte
ristico ya en algunos géneros. Sin embargo, en otros, se encuentran
distribuidos a lo largo de todo el genoma. La inclusién del género
Rhizobium en uno u otro grupo hace interesante la investigacidn de

este aspecto.

(iii) Se conocen muchas mutaciones en la biosintesis de la histidi
na en Rhizobium y especialmente en nuestro laboratorio se han estu
diado ampliamente en relacién con otros aspectos de la asociacidn

Rhizobium-leguminosa.

(iiii) Por Gltimo, se ha descrito una estrecha relacién con la no-

dulacién y produccién de polisacdrido en Rhizobium trifolii y otras

especies, que hace que se puedan situar algunos de estos genes en

el cromosoma bacteriano.
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La segunda parte de la Introduccidén se va a dedicar a
una breve revisién del operdn de la histidina en distintos géneros
bacterianos, dedicando especial interés a las especies Salmonella

typhimurium y Escherichia coli.

La genética y la bioquimica de la biosintesis de la
histidina se ha estudiado en una variedad de organismos tanto euca
riotas como procariotas. Dentro de los organismos eucariotas se in

cluyen Neurospora crassa (AHMED et al, 1964; CATCHESIDE, 1965),

Saccharomyces cerevisiae (FINK, 1964, 1966) y Aspergillus nidulans

(BERLYN,_1967). Los genes de la biosintesis de la histidina en
estos organismos presentan solamente tres pasos comunes (pasos 3,

2 y 10 de la ruta).

En organismos procariotas también se presenta diversi-

dad en la disposicidén de sus genes. En Pseudomonas aeruginosa los

genes de la histidina estan aparentemente localizados en cinco gru

pos de complementacién distintos (MEE & LEE, 1967); Streptomyces

coelicolor (RUSSI et al, 1966) tiene cinco genes de la histidina
localizados en un grupo y otros tres genes en lugares diferentes.

Bacillus subtilis (CHAPMAN & NESTER, 1969) tiene los genes de la

histidina localizados en, al menos,. tres regiones del cromosoma
desligadas, y, en dos de estas regiones, los genes de la histidina

estan localizados en grupos. Micrococcus luteus (KANE-FALCE &

KLOOS, 1975) presenta al menos cuatro grupos de genes en distintos

lugares del cromoscma. En Salmonella typhimurium.(AMES & HARTMAN,
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1963; LOPER et al, 1964), Escherichia coli (GARRICK~-SILVERSMITH &

HARTMAN, 1970) y Staphylococcus aureus (KLOOS & PATTEE, 1965a,
1965b) los genes de la histidina parecen estar ordenados en un

solo grupo, constituyendo un operén, (Figura 2).

La ruta biosintética de la histidina se conocié median
te la utilizacidén de mutantes, fundamentalmente, del género Salmo-
nella. En la Figura 3, se muestra la ruta biosintética de la forma
cién de histidina que comprende diez pasos enzimdticos que estan

catalizados por nueve enzimas en Salmonella typhimurium y cuyos

nueve genes se encuentran reunidos en un operédn.

El andlisis genético mas detallado del operdn de la

histidina se realizé en Salmonella typhimurium y como revisiones

més importantes podemos citar entre otras a MARTIN et al (1970),

BRENNER & AMES (1971) y UMBARGER (1978).

El detallado andlisis genético realizado por HARTMAN
et al (1971) hizo posible conocer la conducta fisiolégica del ope-
rén de los genes especificos y también de las interrelaciones con

otros sistemas biosintéticos.

Tddos los mutantes fueron aislados de la estirpe LT2

de Salmonella typhimurium salvo algunos que se ontuvieron de la es

tirpe LT7. Estos mutantes se obtuvieron tanto de forma esponténea

como inducida por agentes mutagénicos tales como ICR o nitrosogua-
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designan la reaccién enzimética y las letras corresponden a los genes.

(WHITFIELD, 19

71)
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nidina (HARTMAN et al, 1960b; LOPER et al, 1964; FINK et al, 1967;

OESCHGER & HARTMAN, 1970).

El mapeo genético se realizé mediante transduccién con
el fago P22 (ZINDER & LEDERBERG, 1952; DEMEREC et al, 1956), cruces
con Hfr (NIKAIDO et al, 1967; SANDERSON, 1970) o mediante cruces de
F'lac (ANTON, 1968). La clasificacién genética fué realizada por

test de complementacién con F'his de Escherichia coli K-12 (GARRICK-

-SILVERSMITH & HARTMAN, 1970; GREEB et al, 1971). También se reali
26 la complementacidén mediante transduccidén abortiva con el fago

P22 (DEMEREC et al, 1956; HARTMAN et al, 1960a; LOPER et al, 1964).

Del mapeo de las mutaciones obtenidas, HARTMAN descri-
bié los genes que codifican los enzimas biosintéticos de la histi-
dina en Salmonella y observdé que dichos genes ocupaban posiciones
contiguas en el cromosoma (HARTMAN et al, 1960a; HARTMAN et al,

1960b; HOPPE et al, 1979).

En la Figura 4 se muestra la situacidén general del ope
rén en el cromosoma de Salmonella incluyendo los genes reguladores
que se encuentran en lugares distintos al operdn de la histidina a

excepcidon del gen hisO (FINK & ROTH, 1968).

AMES & GARRY (1959) observaron que-este ordenamiento
de los genes puede tener alguna funcién reguladora. Primero se de-

mostré que la concentracidén de los enzimas de la histidina en la
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célula variaba dependiendo de la necesidad que la célula tenia del
aminodcido. Asi, cuando se suplementaba con histidina un medio mi-
nimo, los niveles enzimaticos bajabaﬁ (estaban reprimidos) pero
cuando la célula estaba creciendo en un medio pobre en histidina
los niveles enzimdticos aumentaban (estaban desreprimidos). Se su-
girié que este cambio coordinado de la actividad enzimdtica podia
ser debido al ordenamiento de los genes, poseyendo algin efector
tal como la histidina o el histidil-tRNA. Estas observaciones sir-
vieron a JACOB & MONOD (1961) para postular que la expresién de un
grupo de genes, un operdn, estd controlada por un conmutador llama
do operador. Posteriomente, WINKLER EE al (1978) han encontrado la
existencia en el operdn de la histidina, de un promotor y un aténug

dor al comienzo de la lectura del operodn.

Estas indicaciones de JACOB & MONOD y las observaciones
realizadas por MARTIN (1963) de que en salmonellas desreprimidas se
encontraban ARN mensajeros de alto peso molecular, indican que en
la transcripcidén del operdn de la histidina se forma un ARNm poli-
cistrénico. Esta hipdtesis de la existencia de un ARNm policistré-
nico fué apoyada por los trabajos de BAGDASARIAN et al (1970). En
la actualidad se conoce incluso la longitud del operdén de la histi
dina, que tiene cerca de 10.000 nucledtidos (MARTIN, 1963; RHOADES

et al, 1968; BAGDASARIAN et al, 1970).

Actualmente el operdn de la histidina se encuentra es-

tudiado minuciosamente y son muy pocos los detalles que quedan por
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elucidar en el género Salmonella. Hacer en esta Introduccién una
revisién exhaustiva de dicho operdn nos llevaria a escribir muchas
péginas sobre el mismo. Vamos, pués, a mencionar finalmente algunos

aspectos de los mecanismos de regulacién del operdn y de los mutan

tes reguladores descritos.

MOYED & MAGASANICK (1960) describieron que la histidina
€s un inhibidor de la fosforribosil-ATP sintetasa, primer enzima de
la ruta biosintética, y que ha sido purificado en varios laborato-
rios (BLASI et al, 1971; WHITFIELD, 1971; PARSONS & KOSHLAND,

1974).

El mayor interés concerniente a la fosforribosil-ATP
sintetasa es el papel que juega afectando a la regulacién de la ex
presién de los genes en el operdn de la histidina. Esta fué la pri

mera aportacién a la regulacién de la biosintesis de la histidina.

Este operén utiliza dos vias diferentes para su regula
cién: una primera via, de inhibicién feedback (MARTIN, 1963; AMES,
1964; BRENNER et al, 1970; FERNANDEZ et al, 1975; WAINSCOTT & FERRE
TTI, 1978) que sucede cuando la histidina se transporta al interior
de la célula, elevando su concentracidén intracelular e inhibiendo
el producto al primer enzima de la ruta, anteriormente expresado.
La segunda via de regulacidén del operdn de la histidina implica un

control de represién donde los enzimas de la ruta biosintética con
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trolan la propia concentracidén intracelular de histidina formada.

El:mapeo de esfas mutaciones reguladoras ha ;évelado
que se localizan en seis regiones diferentes a lo largo del cromo-
soma (ROTH & HARTMAN, 1965; ROTH & SANDERSON, 1966; ROTH et al,
1966a; ROTH et al, 1966b; ANTON, 1968; BRENNER & AMES, 1972;
BRENNER et al, 1972). Las posiciones de estos genes hisR, hisU,

hisW, hisT, hisO e hisS se hallan en la figura anteriomente expues

ta. Cinco de ellos no estan ligados al operdn de la histidina. El
gen hisO estd localizado al principio del mismo pudiéndo ser la
regién operadora segin el modelo de JACOB & MONOD (FINK et al,

1967; FINK & ROTH, 1968; SCOTT et al, 1975).

Las mutaciones en el gen hisS son defectivas en la his
tidil-tRNA sintetasa (ROTH & AMES, 1966; PARKER & FISHMAN, 1979)
observandose posteriormente por WYCHE et al (1974) que la histidil-
~-tRNA sintetasa codificada por el gen hisS juega dos papeles en la

regulacién del operdén de Salmonella typhimurium: uno, en la sinte-

sis de una molécula efectora (histidil-tRNA), y otro, la presencia

de la propia proteina comportandose como un efector positivo.

Las mutaciones en la regidén hisR presentan una reducida

cantidad de tRNA de la histidina (SILBERT et al, 1966).

La funcién del gen hisW estd relacionada con el tRNA

de la histidina y éste podria bien ser el gen estructural del
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tBRNATS  bien actuar sobre la histidil-tRNA sintetasa (DELORENZO

et al, 1972; BRENCHLEY & INGRAHAM, 1973; DAVIS & WILLIAMS, 1982).

Los mutantes hisU (BOSSI et al, 1978) tienen algunas
propiedades en comin con los hisW, lo que podria indicar un meca-

nismo de actuacidén similar al anteriormente descrito.

El producto génico del gen hisT estad envuelto en la mo
dificacién del tRNA''S (CHANG et al, 1971; LAWTHER & HATFIELD,

1977; ROSENFELD & BRENCHLEY, 1980; PARKER, 1982).

Estos son los genes encargados de la regulacidén de la
represién o desrepresién del operdn de la histidina, que han lleva
do a elaborar una hipdtesis de regulacién muy interesante que reta
a cualquier cientifico a ratificar en el sistema bioldgico que se

estad estudiando.



MATERIALES
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I. NOMENCLATURA GENETICA.

Se siguieron las recomendaciones de Demerec et gir
(1966) para los genes cromosémicos y de Novick et al (1976) para

los genes localizados en los plasmidos.

Los genes se designan mediante tres letras {que hacen
referencia a la actividad fisiolégica que determinan) y un nidmero.
Las mutaciones y los alelos se indican mediante el simbolo del gen
afectado y el nimero separado por un guién. En este trabajo sé usan

las designaciones génicas siguientes:

his, gln, pro, met y ade designan genes en las rutas

biosintéticas de los aminodcidos y bases a los que corresponde ca-
da abreviatura. Las mutaciones en estos genes producen auxotrofia

para ese aminoacido o base.

dhu designa genes cuyas mutaciones dan lugar a la uti-

lizacidén de D-histidina como Unica fuente de histidina.

ara, xyl y srl designan genes cuyas mutaciones dan lu-

gar a la no utilizacidén de los carbohidratos arabinosa, xilosa y

sorbitol, respectivamente, como uUnica fuente de carbono.

rec y sup designan genes cuyas mutaciones dan lugar a

estirpes deficientes en la recombinacidn y estirpes supresoras de
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mutaciones sin sentido, respectivamente.

rif, rps, spc y nal designan genes cuyas mutaciones

producen resistencia a rifampicina, estreptomicina, espectinomici-

na y acido nalidixico, respectivamente.

amp, kan, tet y gen designan genes cuyas mutaciones dan

lugar a resistencia a ampicilina, kanamicina, tetraciclina y genta

micina, respectivamente.

En esta Tesis de Licenciatura los fenotipos se designan
con las mismas o parecidas letras que los genes responsables pero
en caracteres redondos y con maylscula inicial; se usan algunos
signos adicionales: + para el alelo silvestre; - para los mutantes;
los superindices R y S indican resistencia y sensibilidad a un in-

hibidor, respectivamente.

2. ESTIRPES BACTERIANAS Y PLASMIDOS.

En la Tabla I se relacionan los plasmidos utilizados

en esta Tesis de Licenciatura:
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Tabla I. Relacidén de plasmidos utilizados.

Nombre Fenotipo que Grupo de com- Origen

confiere patibilidad
R68.45 Ap Tc Kn PI J.Beringer
pJB3JI Ap Tc PI J.Beringer
pJB4JI Kn Gc PI J.Beringer

En la Tabla II se indican las estirpes utilizadas en
la realizacidén de esta Tesis de Licenciatura. Todos los mutantes

obtenidos proceden de la estirpe RS4 de Rhizobium trifolii. El ori

gen de cada uno se especifica dando la estirpe de la que procede,
el mutdgeno utilizado (MNNG= tras tratamiento con nitrosoguanidi-
na) o el cruzamiento del que deriva. En este Gltimo caso, constan
las estirpes parentales separadas por el signo x para indicar cru-

zamiento.

En las estirpes que son portadoras de algin plasmido,
se indica el nombre de éste entre paréntesis y a continuacién el

nombre de la estirpe.
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Tabla II. Relacién de estirpes bacterianas utilizadas.

Sigias ) Genotipo Origen
I. NO ORIGINALES.

Escherichia. coli

1830(pJB4JI) nal pro met J.Beringer
1830(R68.45) nal pro met J.Beringer
1830(pJB3JI) nal pro met J.Beringer
Salmonella typhimurium

SV408 hisG46 araD531 xyl srl J.Casadesis
JL2744 hisA63 recAl supA J.Casadesis

II. ORIGINALES.

Rhizobium trifolii

RS4

RS8003
RS8004
RS600
RS603
RS608
RS5620
RS622
R5624
RS5625
RS626
RS627
RS5628
RS629
RS630
RS631
R5632
RS633
RS634

Silvestre

rif-6

his/gln-8 rpslL

his/gln-9 rpsL

his/gln-10 rpsL
his/gln-11 rpsL
his/gln-12 rpsL
his/gln-13 rpsL
his/gln-14 rpsL
his/gln-15 rpsL

his/gln-16 rpsL

Aislado de Trifolium
repens INIA Sevilla.

Esponténeo

Espontaneo

1830(pJB4JI) x RS8004
1830(pJB4JI) x RS8004
Kn 1830(pJB4JI) x RS8004

MNNG
MNNG
MNNG
MNNG
MNNG
MNNG
MNNG
MNNG
MNNG -
MNNG
MNNG
MNNG
MNNG
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TABLA II. Relacidn de estirpes utilizadas. (continuacién)

Siglas o >Génotip6 o Origen
RS636 his/gln-17 rpsL MNNG
RS638 his-18 rpsL MNNG
RS639 his/gln-19 rpsL MNNG
RS640 his/gin-20 rpsL MNNG
RS646 ' his/gln-21 rpsL Kn  1830(pJB4JI) x RS8004
RS653 his/gln-22 rpsL Kn 1830(pJB4JI) x RS8004
RS658 his-23 rpsL Kn 1830(pJB4JI) x RS8004
RS661 his/gln-24 rif-6 Kn 1830(pJB4JI) x RS8003
RS663 his/gln-25 rpsL Kn  1830(pJB4JI) x RS8004
RS665 his/gln-26 rpsL Kn 1830(pJB4JI) x RS8004
RS671 his-27 rif-6 Kn 1830(pJB4JIJ x RS8003
RS672 his-28 rif-6 Kn 1830(pJB4JI) x RS8003
R54638 his-18 rpslL spc-4 Espontédneo RS638
RS500(pJB3J1I) his-1 rpsL Kn 1830(pJB3JI) x RS600
RS503(pJB3J1I) his-2 rpsL Kn 1830(pJB3JI) x RS603
RS561 (pJB3J1I) his/gln-24 rif-6 Kn 1830(pJB3JI) x RS661
RS571(pJB3JI) his-27 rif-6 Kn 1830(pJB3JI) x RS671
RS572(pJB3J1I) his-28 rif-6 Kn 1830(pJB3JI) x RS672
RS573(R68.45) rif-6 1830(R68.45) x RS8003
RS574(R68.45) his-18 rif-6 rpsL RS573(R68.45) x RS638

En la Tabla III se muestran los fenotipos relevantes

que presentan algunas de las estirpes R' de Rhizobium trifolii ob-

tenidas como se describe en Métodos, apartado 9.
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Tabla II1I. Caracteristicas fenotipicas relevantes de las estirpes

R' de Rhizobium trifolii obtenidas.

Estirpe Fenotipo Procedencia
RS600 R'1 Rif' His'/pJB3JI::Tn5::His™ RS600
RS603 R'1 Rif" His®/pJB3JI::Tn5::His RS603
RS672 R'S0 Rps" His*/pJB3JI::Tn5::His~ RS672

3. PRODUCTOS QUIMICOS.

3.1. Antibidticos.

en el medio

Se utilizaron a las siguientes concentraciones finales

de cultivo:

RifampicCing. e eeeeeeeeeoasosoaansons 25 mg/1
Sulfato de estreptomicina........... 500 mg/1
Sulfato de kanamicina........... cene 25 mg/1
Tetracicling...viieeeiieneseescoaense 10 mg/1
AMpiciling...cieeieieenoerronencaens 20 mg/1
Espectinomicing..eeeeeeesseceesonnnn 50 mg/1
Gentamicing. . ..oveeee e rocincnnsas 5 mg/l
Penicilina G sédica.....cvevviiinnn 1000 U.I
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Se disolvieron previamente en agua destilada, salvo la
rifampicina que fué disuelta en metanol, y se esterilizaron por
filtracién utilizando membranas Sartorius de 0,45 p de didmetro de

poro.

3.2. Otros productos.

N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (nitrosoguanidina)
(Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, U.S.A.)
L-histidina, D-histidina y L-histidinol (Sigma Chemi-

cal Company, St Louis, Missouri, U.S.A.)

4. TAMPONES.

4.1. Tampén Tris-Maleato.

Preparado segin Gomori (1955). Una solucidn 0,2 M de
Tris-Maleato (solucién A) se diluyé hasta 0,05 M mediante adicidn
de una solucidén de NaOH 0,02 M (solucidén B) y de agua destilada en

las proporciones adecuadas para conseguir pH 5,5.
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4.2. Tampdn M9.

Se preparé mezclando 100 ml de solucidn concentrada
diez veces de solucidén M9 con 10 ml de sulfato magnésico (0,01 M),
10 ml de cloruro célcico (0,01 M) y 880 ml de agua destilada esté-

ril.

La solucién M9 consta de:

K2HP04................. .......... ceenen . 60 g
KH2P04.......... et et rssesesees st aasan . 30 g
NaCl..ieviivooonnnne e ecececserssssnesan 5¢g
NH401 ................................... 10 g
Agua destilada C.S.DP.esecovnn cesa s e «..1000 ml

Se disolvié en el orden indicado y se ajusté a pH 7,0.

5. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS.

5.1. Medio Base.

El medio base para el aislamiento y conservacién en el
laboratorio de las estirpes de Rhizobium fué el medio YT descrito

por Beringer (1974) que consta de:
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Triptona.e .. ieeeeeeeieneneeoennseonns 50 g
Extracto de levadura.......ceevueseee 3,0 g
CaCl2 ....................... IR . k0,84 g
Agua destilada.....ccviieieenieenns . .1000 ml

El pH se ajusté a 7,0 y el medio se esterilizé al auto

clave a 1212C durante 20 minutos.

5.2. Medio Definido.

5.2.1. Medio minimo.

El medio minimo adecuado para poner de manifiesto una
auxotrofia para cualquier aminoadcido o base fué descrito por Hooy-

kaas et al (1977) y modificado por nosotros. Consta de:

GluCoSa. . vttt itirennncenenneaannnas 10 g
KNO ettt 0,6 g
(NH4)2SO4 ............................ . 0,4 ¢
Solucién de biotina.......covivnvnnnns 1 ml
Solucién de micronutrientes........... 0,1 ml
Agua destilada....voieeieeneerveceennss 1000 ml

El pH se ajusté a 7,0 y se esterilizd al autoclave a
121°C durante 20 minutos. Posteriormente se afiadieron al medio,

mantenido en sobrefusidn a 45°C, los siguientes requerimientos:
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Requerimientos nutritivos

- 30lUciOn-de-tiamina. . . . . e cerenean -1 ml
Na2HP04.12H20........ ..... eeraeaees .. 0,45 g/1
Na2504.7H20.. ................ veseenees 0,1 g/l
L 0,02 g/1
L vetreee.. 0,04 g/l

La solucidén de tiamina se esterilizdé previamente por
filtracidén mientras que el resto de las soluciones se esteriliza-

ron al autoclave a 1212C durante 20 minutos.

Las vitaminas se prepararon a las siguientes concentra

ciones:

J2 3 KX vis 1 o = 1A 50 mg/1

T iaMINA . ettt tr et tennoeneensanoennnns 100 mg/1

Solucidén de micronutrientes

MnSO4.4H20 ........................ 0,11 g
Cu804.5H20 ........................ - 0,0012 g
ZnSO4 ......... Cheesseasrearaaeaan . 0,0015 g
H3BO3 ............................ . 0,0093 g
NaZMoOA...' ........................ 0,00018 g
Citrato férriCO.c i eeceensncanansnn 1,25 g

Agua destilada...veeeerovesnoesnns 500 ml
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5.2.2. Medio minimo sin fuente de nitrdgeno.

Este medib, carente de fuente de nitrégeno, fué descri

to por Kustu & Ames (1973) y su composicidén es la siguiente:

Glucosa ............................... 10 g
KZSO4 ................................. 1 g
KZHPOA.BHQO .......................... . 13,5 g
KH2P04 .............. teseecceneasseanns 4,7 g
Solucidn de biotina...cevesvseeneeses . 1 ml
Solucidén de micronutrientes........... 0,1 ml
Agua destilada...civiievescnsorosncoas 1000 ml

El pH se ajusté a 7,0 y se esterilizé al autoclave a
1219C durante 20 minutos: Posteriormente se afiadieron al medio,
mantenido en sobrefusion a 45°C, los requerimientos nutritivos

anteriormente citados.

La solucidén de tiamina se esterilizdé por filtracidn
mientras que el resto de las soluciones se esterilizaron al auto-

clave a 1212C durante 20 minutos.

Las vitaminas se prepararon a las concentraciones ante

riormente citadas.
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5.3. Medio diferencial de MacCONKEY.

5.3.1. Medio base de MacCONKEY.

Para el cultivo y diferenciacién de las colonias de

Salmonella se utilizd el siguiente medio:

Agar base MacCONKEY (DIFCO).c.eveescaens 40 g

Agua destilada.....ccivrivrveneonnns ... 1000 ml

Se esterilizé al autoclave a 1212C durante 20 minutos.
El azlcar adicionado fué el manitol a la concentracién de 10 g/1,

previamente esterilizado por filtracién.

5.4 Medios sdlidos.

Los medios sélidos se prepararon afiadiendo 12 g/l de

agar (OXOID) a los medios liquidos.

Los requerimientos y/o los antibidéticos, en soluciones
previamente esterilizadas por filtracidén, se afiadieron al medio

estéril mantenido en sobrefusidén a 45°C para obtener las concentra
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ciones finales siguientes:

Aminedcidos.: .« it 40-mg/l B
Bases..... Gttt 20 mg/1

Vitaminas..... earenan . 10 mg/1

Antibidticos.....evenn. Segliin se indica en Materiales,

apartado 3.1.



METODOS
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1. CULTIVOS DE LAS BACTERIAS EN MEDIO LIQUIDO.

Los cultivos liquidos se inocularon a partir de una
colonia bacteriana y se incubaron a 282C con aireacidén durante 48
horas. A continuacion se diluyeron en medio nuevo y se dejaron cre
. . . 8 . s
cer hasta una concentracién aproximada de 2 x 10  células por mili
litro, midiendo la densidad 6éptica a 480 nm con un espectrofotdme-

tro Bausch & Lomb "Spectronic 20'".

2. RECUENTO DE BACTERIAS VIVAS.

Después de efectuar las diluciones adecuadas en tampdn
M9, se tomaron muestras que se esperaba que contuviesen 100-200 u.
f.c. (unidad formadora de colonia) y se extendieron en placas con
medio YT agar, incubdndolas a 282C durante 48 horas. Para cada de-
terminacidén se sembraron tres placas y se hizo el promedio de

ellas.

3. TRATAMIENTO CON NITROSOGUANIDINA.

La nitrosoguanidina se disoclvié en agua destilada.
(1 mg/l) y se prepararon tubitos que contenian 1 ml.Se guardaron
congelados en oscuridad hasta el momento de ser usados y en ningiln

caso se volvieron a congelar.
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Se utilizé la técnica descrita por Megias et al (1981)

adaptada a Rhizobium trifolii. El1 cultivo de bacterias en fase ex-

ponencial se lavdé dos veces por centrifué;éiGn con tampén M9 y se
concentrd diez veces en tampén Tris-Maleato, pH 5,5. Se afiadié la
nitrosoguanidina a la concentracién final de SOO)ug/ml y se incubd

a 28°C, durante 30 minutos, en oscuridad y sin aireacidn.

Después del tratamiento las células se lavaron dos ve-
ces con tampdn M9.
4. OBTENCION DE MUTANTES HIS POR TRANSPOSICION.

Se utilizd la técnica descrita por Beringer et al

(1974) que consiste en mezclar dos cultivos, unc de células donadg

ras (Escherichia coli que transporta el transposén Tn5 insertado

en el plasmido pJB4JI) y otro de células receptoras (Rhizobium tri-

folii) que contengan aproximadamente unas 108 células/ml. Se mez-
clan en la proporcidén de 2:1 y la mezcla se filtra a través de una
membrana Sartorius de 0,45 u de didmetro de poro. La membrana que
contiene la mezcla conjugante se deposita en un soporte de agar y
se incuba a 28°C durante 16-24 horas.Transcurrido este tiempo se
recoge la muestra en 5 ml de tampdén M9 y, previa dilucidn, se siem
bra en placas con el medio selectivo para los transcénjugantes que

se especifica en cada caso.
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5. AISLAMIENTO DE MUTANTES.

5.1. Aislamiento de mutantes resistentes a antibiéticos.

Para la obtencién de mutantes resistentes a antibidti-
cos (rifampicina, estreptomocina y espectinomicina) se empled el
medio YT agar. Los medios se adicionaron del producto adecuado y a

las concentraciones que se indican en Materiales, apartado 3.1.

En el caso de la obtencidén de mutantes esponténeos se
partidé de un cultivo en fase estacionaria de bacterias con una con
centracién aproximada de lO9 células/ml. E1l factor de dilucidn em-
pleado en cada caso dependid de la frecuencia de aparicién de cada
uno de los mutantes que se buscaban. Estas frecuencias fueron de

-8 . . -8 ..
1 x 10 para la rifampicina, de 5 x 10 para la estreptomicina y

-7
de 2,4 x 10 para la espectinomicina.

5.2. Aislamiento, purificacidén y caracterizacidén de mutantes His .

5.2.1. Aislamiento y purificacidén de mutantes His .

Las colonias que habian crecido en medio YT agar tras
los distintos tratamientos mutagénicos, se replicaron mediante pa-

lillos de diente estériles a placas que contenian medio minimo.
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Las colonias supuestamente auxdtrofas se purificaron tres o cuatro

veces como garantia de homogeneidad genética.

5.2.2. Caracterizacién de mutantes His .

La caracterizacién de los mutantes His se llevé a cabo
de la siguiente forma: cada colonia que crece en el medio YT y no
crece en el medio minimo es, por definicién, auxétrofa; ahora bien,
para saber si es un mutante His , se pfueba en placas conteniendo
medio minimo suplementadas con histidina a la concentracidn que se

especifica en Materiales, apartado 5.
Si un auxétrofo (que no crece en medio minimo) crece

en estos medios, es porgque requiere histidina y por tanto seréd un

mutante His .

5.2.3. Identificacidén de hisD, hisG e hisE.

La identificacién de mutantes His para los genes hisD,

hisG e hisE se efectud por dos métodos diferentes:

I. METODO DEL HISTIDINOL.

II. METODO DE LA GLUTAMINA.
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I. METODO DEL HISTIDINOL. La capacidad de los mutantes

His  para crecer en presencia de L-histidinol se probdé mediante el

sigﬁiehfé método: loswéaiaﬂfé; se replicaron median%e palillos de
diente estériles, a partir de una colonia aislada, a placas que
contenian: -

Medio minimo

Medio minimo + L-histidinol (1 mM)

Medio minimo + L-histidinol (1 mM) + adenina (0,5 mM)

Medio minimo + L-histidina (0,1 mM)

Las placas se incubaron a distintas temperaturas y el

crecimiento se observé a los 2, 3 y 5 dias.

Este método se realizd también cambiando el L-histidi-

nol por D-histidina.

II. METODO DE LA GLUTAMINA. Este método consistid en
inocular los mutantes His en tubos que contenian:

Medio minimo + L-histidina (0,3 mM)

Medio minimo + L-histidina (0,3 mM) + glutamina (1 mM)

Cada tubo se inoculd con 0,1 ml de una suspensién densa
de cada mutante y se incubaron a 28¢2C con agitacién en un Lab-Line
Orbit Environ Shaker. El crecimiento se observé cada 12 horas mi-
diendo la densidad 6ptica a 480 nm con un espectrofotémetro Bausch

& Lomb '"Spectronic 20'".

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA
| BIBLIOTECA
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5.2.4. Identificacién de mutantes en las permeasas de

la histidina.

Para la identificacién de estos mutantes se emplearon

dos métodos:

I. IDENTIFICACION DE MUTACIONES hisP.

IT. IDENTIFICACION DEL COMPORTAMIENTO DE LOS MUTANTES
His~ AL EFECTO INHIBITORIO DEL TRIPTOFANO.

I. IDENTIFICACION DE MUTACIONES hisP. Este método con-
sistié en sembrar mediante estrias los mutantes His en placas.que
contenian medio minimo sin fuente de nitrégeno (descrito en Mate-
riales, apartado 5.2.2.) suplementado con arginina como Gnica fuen
te de nitrdégeno (10 mM) y con arginina (10 mM) mas histidina

(40 mg/l). Se incubaron a 282C de 3 a 5 dias.

II. IDENTIFICACION DEL COMPORTAMIENTO DE LOS MUTANTES
His AL EFECTO INHIBITORIO DEL TRIPTOFANO. La estirpe RS603 se ino
culd en tubos que contenian 5 ml de medio minimo, descrito en Mate
riales, apartado 5.2.1., suplementado con L-histidina (40 mg/l) y
con DL-triptéfano a las siguientes concentraciones: 80 mg/1,

40 mg/l, 20 mg/l, 10 mg/l y 5 mg/1.

Los tubos fueron incubados a 282C con agitacién en un
Lab-Line Orbit Environ Shaker. El crecimiento se observd cada 12

horas midiendo la densidad éptica a 480 nm con un espectrofotémetro
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Bausch & Lomb "Spectronic 20".

Paralelamente se inoculd un tubo control que contenia

solamente medio minimo suplementado con L-histidina (40 mg/l).

5.2.5. Caracterizacién de mutantes incapaces de utili-

zar D-histidina como fuente de L-histidina.

5.2.5.1. En placa.

Los mutantes His fueron estriados en placas de medio
minimo suplementadas con D-histidina y L-histidina a distintas con

centraciones y en el siguiente orden de siembra:

Medio minimo + D~histidina (0,01 mM)

Medio minimo D-histidina (0,03 mM)

+

Medio minimo + D-histidina (0,1 mM)

Medio minimo + L-histidina (0,03 mM)

Las placas fueron incubadas a 28°C durante 4 dias.

5.2.5.2. En tubo.

Los mutantes His fueron incubados en tubos que conte-
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nian 5 ml de medio minimo suplementado con D-histidina y L-histidi

na a distintas concentraciones. Para cada mutante se prepararon 4

Medio minimo + D-histidina (0,01 mM)
Medio minimo + D-histidina (0,03 mM)
Medio minimo + D-histidina (0,1 mM)

Medio minimo + L-histidina (0,03 mM)

Cada tubo se inoculd con 0,1 ml de una suspensién den-
sa de cada mutante y se incubaron a 282C con agitacién en un Lab-
~Line Orbit Environ Shaker. El crecimiento se observé cada 12 ho-
ras midiendo la densidad d6ptica a 480 nm con un espectrofotémetro

Bausch & Lomb "Spectronic 20".

6. SELECCION DE MUTANTES His POR EL METODO DE LA PENICILINA.

En los casos en que, debido a la baja eficacia del tra
tamiento mutagénico, no se encontraba un numero significativo de
auxétrofos, se utilizé el método de seleccién con penicilina (Le-

derberg et al, 1952) adaptado a Rhizobium trifolii.

Tras el tratamiento se resuspendid el cultivo en medio
liquido YT y se incubd durante un tiempo equivalente a 5 & 6 gene-
raciones. Con esto se pretendia que los mutantes obtenidos pudiesen

multiplicarse y no llevasen enzimas proveaientes de sus progenito-
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res. Seguidamente el cultivo se lavd, se centrifugd dos veces y se

. . . o s . . . 7
resuspendid en medio minimo a una concentracién no superior a 10

células/ml. Este cultivo se incubdé durante dos horas con aireacién

y entonces se afiadid penicilina (1000 U.I./ml). Se incubd durante
un tiempo equivalente a tres generaciones y seguidamente se lavéd
dos veces y se resuspendidé en medio fresco conteniendo penicilina.
Se incubd durante un tiempo equivalente a siete generaciones. Pos-
teriormente se lavé dos veces, se resuspendié y se sembrd en cajas

que contenian medio YT agar.

7. TEST DE REVERSION.

7.1. Reversidn espontanea.

Se inocularon tubos de medio YT liquide con una colonia
bacteriana de cada mutante His y se incubaron a 28°C con aireacidn
dejéndolos crecer hasta una concentracién aproximada de 1 x 109 cé
lulas/ml. Los cultivos se centrifugaron y resuspendieron en tampén
M@ y, tras efectuar las diluciones adecuadas en dicho tampdn, se
extendieron en placas de medio minimo, incubdndolas a 28¢C durante
4 dias. Paralelamente se tomaron aliéuotas que se esperaba que con
tuviesen 100-200 u.f.c. (unidad formadora de colonia) y se exten-
dieron en placas con medio YT agar, incubandose a 282C durante 48
horas. Con ello, se pretendidé determinar el ntmero de’células via-

bles en el cultivo para calcular la frecuencia de reversidén espon-
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tanea.

7.2. Reversién inducida con nitrosoguanidina.

Este método consiste en sembrar sobre placas de medio
minimo una alicuota de un cultivo con una concentracién aproximada
9 . . . .
de 1 x 10~ células/ml, necesaria para la formacién de un césped, y
depositar en el centro de la placa un pequefio cristal de nitroso-—

guanidina.

Las placas se incubaron a 282C durante 5 dias en oscu-
ridad para evitar la descomposicidén de la nitrosoguanidina por ac-
cidén de la luz. La aparicién de revertientes se observd como colo-
nias situadas a una cierta distancia del cristal de nitrosoguanidi

na.

8. CONJUGACION ININTERRUMPIDA.

8.1. En filtro.

Se utilizé la técnica descrita por Jacob et al (1976).
El método consiste en mezclar dos cultivos, uno de células donado-

ras y otro de células receptoras, que contengan al menos unas 10
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células/ml. Se mezclan volimenes iguales de ambos cultivos. Se to-

ma una alicuota de esta mezcla y se siembra, con la dilucién adecua

da, en medio‘selectivo para el‘donadof; EZQ éété ;ehpféféﬁde de%eg
minar el nimero real de células viables del donador, nimero que se
utilizard posteriormente en la estimacidén de la frecuencia de trans
ferencia del plésmido de que se trate. Seguidamente, la mezcla con
jugante se filtra a través de una membrana Sartorius de 0,45 u de
didmetro de poro. La membrana que contiene la mezcla conjugante se
coloca en un soporte de agar y se incuba durante 16-24 horas a
28°C. Pasado este tiempo, se recoge la muestra en 5 ml de tampdn

M9 y, previa dilucidén, se siembra en placas que contienen el medio

selectivo para los transconjugantes que se especifica en cada caso.

8.2. En placa.

Esta técnica consiste en replicar una colonia de la
bacteria donadora a una placa de medio YT incubdndose a 28¢C duran
te 24 horas, tiempo suficiente para que se forme un pequefio "botédn
de crecimiento'". Transcurrido este tiempo, se mezcla con la bacte-
ria donadora la bacteria receptora poniendo el inéculo con otro pa
lillo de dientes estéril y mezcléndolo con la masa celular anterior
mente obtenida, e incubadndose otras 24 horas a 28°C. Asi, ambas es
tirpes, donadora y receptora, crecen juntas y se produce la trans-

ferencia de material genético en un espacio reducido.
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Transcurridas las 24 horas de crecimiento conjunto, se

toma un inéculo del botdén de crecimiento y se estria sobre una pla

ca de medio selectivo para obtener los transconjugantes deseados.

8.3. En medio liguido.

Este método consistidé en mezclar dos cultivos, uno de
células donadoras y otro de células receptoras, en la proporcién
de 2:1 en un tubo estéril que se mantuvo en estufa durante 12 horas

a 282C y sin agitacidn.

Después de este tiempo se afiadié a dicho tubo una can-
tidad de medio fresco igual a la cantidad de los cultivos mezcla-
dos, adicionado de los antibidticos necesarios para que se favore-
ciera el crecimiento de los transconjugantes que se deseaban selec
cionar. Los cultivos con el medio fresco se incubaron en agitacidn
durante 12 horas a 28°C y, transcurrido este tiempo, se centrifugd
la mezcla y se concentrd diez veces, sembrandose finalmente en el

medio adecuado de los transconjugantes que se desean obtener.
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9. OBTENCION DE ESTIRPES R-primas.

9.1. Estirpes R' procedentes de mutantes His obtenidos por trans-

posicidn.

Las estirpes mutantes His realizadas por insercién del
transposén Tn5, se cruzaron con una estirpe donadora Escherichia
coli 1830(pJB3JI) mediante la técnica de conjugacién ininterrumpi-
da en filtro (descrita en Métodos, apartado 8.1.). Se seleccionaron
transconjugantes que habian recibido el plésmido pJB3JI y que se-
guian teniendo incorporado el transposén. Estos transconjugantes
se utilizaron como estirpes donadoras y se cruzaron con una estir-

pe receptora de Rhizobium trifolii, protdtrofa y resistente a un

antibiético distinto al que posee la célula donadora, mediante la
técnica de conjugacidn ininterrumpida en placa o en "botén de cre-
cimiento" (descrita en Métodos, apartado 8.2.). Los transconjugan-
tes se estriaron en placas que contenian medio YT agar suplementado
con el antibiético que confiere resistencia a la célula receptora

y los que confieren resistencia del transposédn Tn5 y el plésmido

pJB3JI.

9.2. Criterio de seleccidn de las estirpes R'.

Se eligieron como estirpes R' aquellos transconjugan-
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tes cuyo crecimiento en estrias fué continuo en casi la totalidad

de la superficie sembrada.

9.3. Confirmacién de estirpes R'.

Las estirpes R' procedentes de mutantes His obtenidos
por transposicidén se caracterizan por llevar insertado junto al
factor R un trozo de material cromosdémico y el transposén Tn5 que
dié origen a la mutacién His por insercién en algin punto‘del ope

rén de la histidina.

Para comprobar esto, las estirpes R' se utilizaron como
estirpes donadoras y se cruzaron con una estirpe receptora RS8003,
protétrofa y resistente a un antibidtico distinto al de la célula
donadora, mediante la técnica de conjugacién ininterrumpida en fil
tro. Se seleccionaron transconjugantes que habian recibido el trans
posdén Tn5 y transconjugantes que habian recibido el plésmido
pJB3JI, comparéndose ambas frecuencias de transferencia, que resul
taron ser muy similares. Esto es indicativo de que el Tn5 va inser
tado junto al pJB3JI y se transfiere a igual frecuencia que éste
Gltimo, arrastrando parte de los genes de lé histidina del mutante

original.



RESULTADOS Y DISCUSION
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1. AISLAMIENTO DE MUTANTES AUXOTROFOS His .

El pfihériobjé%iVOVQQerse abordé fué la blisqueda de‘mg

tantes auxétrofos a la histidina. Para ello, se utilizaron dos mé-

todos diferentes de mutagénesis:

En el primero, se utilizé como mutdgeno un agente qui-
mico, la nitrosoguanidina,cuyo mecanismo de accién es a nivel del
punto de replicacién y mutagenizando en una zona equivalente a 2

minutos del cromosoma de Escherichia coli. Por consiguiente se tra

ta de mutaciones puntuales, generalmente cambios de bases o pérdi-
das de unas pocas bases, que afectan a una zona determinada del

cromosoma bacteriano en replicacidn.

El segundo métodc utilizado para la mutagénesis fué el
empleo de elementos transponibles (transposones). Se utilizé el
transposén Tn5 que, como se indica en la bibliografia (BERG et al,
1980), produce inserciones al azar en el cromosoma bacteriano dan-
do lugar a una mutacidn puntual en un solo lugar del cromosoma,

afectando asi a la actividad de un solo gen.

En la Tabla IV se muestra ia frecuencia de aparicidn
de mutantes auxétrofos obtenida por tratamiento con nitrosoguanidi
na y por transposicién con Tn5. De la misma, se deduce que el tra-
tamiento con nitrosoguanidina ha sido muy eficaz produciendo una

frecuencia de mutacién elevada, 7,1%, pese a la contraseleccién
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con penicilina. El hecho de que de 24 mutantes auxdétrofos totales

obtenidos, 17 sean His—, y'de estos 17, 16 sean His/Gln~ (fenotipo

que indica dué son éapaces de éreééf”én ﬁ;eSQnéié‘aéwéia£a$iné‘cdmo
Gnico aminoadcido), nos sugiere que, a priori, estos mutantes
His/Gln pueden ser hermanos entre si, debido al tratamiento de
contraseleccién seguido. Posteriormente se mostrard que existen, al
menos en algunos casos, diferencias en el comportamiento de estos

mutantes.

La utilizacién del transposédn Tn5 como mutdgeno ha dado
lugar a una frecuencia de transconjugantes similar a la descrita
en la bibliografia (MEADE et al, 1982) y la frecuencia de mutacién
estéd de acuerdo con los datos obtenidos por otros autores (MEADE
et al, 1982)observéndose que el 25% de los mutantes auxdtrofos to-
tales obtenidos corresponden a mutantes His , y algunos de estos

presentan el fenotipo His/Gln .

Todos los mutantes ensayados presentan reversién espon
. . -6 -8 NP ; ;
tanea comprendida entre 10 y 10 ~. La reversidn inducida con ni-
trosoguanidina aumenté la frecuencia de revertientes en aquellas
estirpes conseguidas mediante mutagénesis con el propio agente.
Los mutantes obtenidos por transposicién no presentaron reversién

inducida con la nitrosoguanidina.
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Tabla IV. Frecuencia de aparicién de mutantes auxotréficos obtenidos por tratamiento con nitrosoguanidi-

na y por transposicidn.

i
h
H

H
f

Agente Supervivencia y Colonias Auxétrofos Auxétrofos Frecuencia de
- l
mutagénico Frecuencia de probadas totales His mutacidn
transconjugantes
MNNG® 70% 336 24 7,1%
336 17 5,06
i
b -4 v
Tnb5 1 x 10 11742 49 0,4%
11742 11 0,1%

{(a) Se traté un cultivo con MNNG a la concentracién de SOO‘pg/ml durante 30

Posteriormente se selecciond con penicilina.

)

(b) Segin la técnica descrita en Métodos, apartado 4.

minutos.

v9



65

2. IDENTIFICACION DE GENES hisD.

Como ya se indica en la Introduccién, la histidinol des
hidrogenasa (L-histidinol-nicotinamida adenina dinucledtido oxidorre
ductasa) es el enzima que cataliza la Gltima etapa en la biosinte-

sis de la histidina; en Salmonella typhimurium estd codificada por

el gen hisD (GREEB et al, 1971).

En Salmonella typhimurium este enzima se ha estudiado

ampliamente y se ha purificado, comprobdndose que posee una estruc
tura molecular de dimero con sus subunidades idénticas (LOPER,

1968; TANEMURA & YOURNO, 1969; YOURNO, 1968).

La actividad enzimética de la histidinol deshidrogenasa
es la Unica que se puede estudiar de forma directa en medio de cul
tivo por crecimiento o no de los mutantes en presencia de histidi-
nol como Unica fuente de histidina. El histidinol, aunque es una
fuente pobre de histidina, nos va a permitir obtener crecimientos

idéneos en medio sélido.

Si nos fijamos en la ruta, una mutacién en el gen hisD
impide éspecificamente el paso de L-histidinol a L-histidina. En
consecuencia, si adicionamos en el medio minimo L-histidinol, todos
aquellos mutantes que crezcan en dicho medio van a tener alterado
un gen que codifique en la ruta un enzima anterior a la histidinol

deshidrogenasa. Aquellas estirpes que no crezcan en L-histidinol y
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si lo hagan en L-histidina, tendran alterado especificamente el gen

hisD.

En la Tabla V se muestra el crecimiento de los 28 mutan
tes His en medio minimo suplementado con L-histidina y con L-histi
dinol a 28°C durante 5 dias de incubacién. De la misma se deduce
que las estirpes RS600, RS603, RS608, RS638 y RS658 no son mutantes
en el gen hisD sino que la mutacién se encuentra en otro gen que

actla en algin paso anterior en la ruta biosintética.

Las estirpes RS627, RS628, RS640, RS646 y RS653 crecen
a los cinco dias de incubacidén en medio minimo mas L-histidinol,
presentando un fenotipo His/Gln-. Este hecho nos va a indicar que

estos mutantes no son mutantes en el gen hisD.

Al igual que los mutantes anteriormente indicados, las
estirpes RS620, RS622, RS624, RS625, RS626, RS629, RS630, RS631,
RS632, RS633, RS634, RS636, RS639, RS661, RS663 y RS665, aunque no
presentan crecimiento en L-histidinol, al poseer un fenotipo
His/Gln queda descartado que sean mutantes en el gen hisD y sugiere
que el periodo de incubacién en medio minimo mas histidinol no fué

suficiente para mostrar crecimiento.

Las estirpes RS671 y RS672 presentan un fenotipo limpio
como His y no crecen en presencia de L-histidinol; por consiguien

te son mutantes en el gen hisD.
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Tabla V. Crecimiento de 28 mutantes His en medio minimo suplemen-

tado con L-histidinol y L-histidina a 28¢C de incubacién.

Estirpes Medio minimo MM + histidinol MM + histidina

(1 mM) (0,1 mM)

(a)  (b) (a)  (b) (a)  (b)
RS600 - - + + + +
RS603 - - + + + +
RS608 - - + + + +
RS620 - - - - + +
RS622 - - - _ + +
RS624 - - - - + +
RS625 - - - - . +
RS626 - - - - + +
RS627 - - - + + +
RS628 - - - + + +
RS629 - - - - + +
RS630 - - - - N +
RS631 - - - - + +
RS632 - - - _ + +

(a) Placas incubadas durante 24 horas.
(b) Placas incubadas durante 120 horas.
(-) No crecimiento.

(+) Crecimiento.
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Tabla V. Crecimiento de 28 mutantes His en medio minimo suplemen-

tado con L-histidinol y L-histidina a 28°C de incubaciédn.

oo e oo fconbinuaeibn) LT IR s s R R I
Estirpes Medio minimo MM + histidinol MM + histidina
(1 mM) , (0,1 mM)
(a) (b) (a) (b) (a) (b)
RS633 - - _ - + +
RS634 - - - - 4 +
RS636 - - - - + +
RS638 - - + 4 + +
RS639 - - - - + N
RS640 - - - + + '
RS646 - - - + + +
RS653 - - - + N N
RS658 - - + + . N
RS661 - - - - + +
RS663 - - - - + N
RS665 - - - - . +
RS671 - - - - 4 +
RS672 - - - - . +

(a) Placas incubadas durante 24 horas.
(b) Placas incubadas durante 120 horas.
(-) No crecimiento.

(+) Crecimiento.
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3. ESTUDIO DE LOS MUTANTES CON FENOTIPO HIS/GLN .
iéi‘fenéfipédéerestos mutantes, cémo ya se ha descrito
anteriormente, indica que pueden crecer en medio minimo suplementa
do con L-histidina como Gnica fuente de histidina o en medio minimo
suplementado con glutamina. Estos mutantes son efectivamente auxdé-
trofos a la histidina aunque sean capaces de crecer en medios donde

se encuentre ausente la histidina.

De los 22 mutantes que poseen fenotipo His/Gln , 16 de
ellos se han obtenido por mutagénesis con nitrosoguanidina. Estos
mutantes se obtuvieron en un solo tratamiento con dicho agente tras
contraseleccidén con penicilina, lo que nos sugiere que algunos de
ellos sean hermanos entre si, es decir, procedan de un mismo paren
tal. El resto de los mutantes con fenotipo His/Gln- se obtuvieron

mediante transposicién con Tn5 en distintos tratamientos.

La gran mayoria de estos mutantes no crecen en presen-
cia de L-histidinol como uUnica fuente de histidina o, si lo hacen,
- es tras un periodo muy largo de incubacidn, indicando que su tasa de

crecimiento en L-histidinol es muy baja .

Otra propiedad interesante que presentan estos mutantes
es la capacidad de crecer en medio minimo suplementado con glutami

na.
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La glutamina es necesaria en la ruta biosintética de

la histidina en el paso de N—(5'—fosfo—D~1'—ribulosilformimino)—?::mewﬂﬁwwwnn

-am156414(5:;—uosfof;iéosil)—4—imi&az;l;é;g§xaﬁ;aa kéBMriII) a un
compuesto intermedio inestable. Este paso estd catalizado por el
producto génico del gen hisH. Por otro lado cabe indicar que la
glutamina, como ya se sabe, es un aminodcido esencial para muchas
funciones metabdlicas de la bacteria, estando por consiguiente a
concentraciones intracelulares muy bajas (KUSTU & McKEREGHAN,

1975).

La hipétesis que puede cuadrar con el fenotipo que pre
sentan estos mutantes es aquella en la cual exista un defecto en
el gen hisH que dé lugar a un enzima parcialmente inactivo cuando
los niveles intracelulares de glutamina sean bajos, requiriéndose
niveles elevados de glutamina para el total funcionamiento del enzi

ma.

Esta hipbtesis estéd apoyada, en parte, por los resulta
dos obtenidos en el medio suplementado con L-histidinol puesto que
el histidinol wutiliza para penetrar en el interior de la célula el.
mismo sistema de transporte que la L-histidina, y se sabe que este
sistema de transporte esta regulado por la concentraciéﬁ intracelu
lar de L-histidina. El hecho de que la tasa de crecimiento en pre-
sencia de L-histidinol sea muy baja, puede indicar que el transpor
te de L-histidinol al interior estd controlado por la L-histidina

que estd sintetizando el enzima parcialmente inactivo proddcido por
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la mutacién en el gen hisH.

De loé'hutantes citados, el RS608 presenta un comporta

miento diferente en medio minimo con L-histidinol. Este mutantes
crece abundantemente en dicho medio. Por otro lado, todos los mutan
tes anteriormente citados son incapaces de utilizar la D-histidina
como Unica fuente de L-histidina o, si la utilizan, dan rendimien-—
tos de crecimiento muy bajos salvo la estirpe RS608, que es un buen

utilizador de D-histidina.

Como se vera posteriormente, la mutacién que permite
la utilizacidén de D-histidina como tnica fuente de L-histidina es
la mutacidén dhu, y esta mutacién presenta desreprimido el transpor
te de histidina al interior, siendo incluso cien veces mas eficaz
el transporte de D-histidina que el de L-histidina. Este hecho nos
corrobora que, efectivamente, el histidinol puede penetrar eficaz-—
mente en el interior de la célula y dar crecimiento en medio minimo

con L-histidinol.

De lo expuesto anteriormente, se sugiere que todos los

mutantes con fenotipo His/Gln son mutantes en el gen hisH.
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4. RELACION HISTIDINA-GLUTAMINA EN LA BIOSINTESIS DE LA HISTIDINA.

Dada la relacidn existenté entre la histidina y la-glu
tamina en la biosintesis de la histidina, y basédndonos en las apor
taciones de KUSTU & McKEREGHAN (1975) sobre las relaciones existen
tes entre la biosintesis de histidina y la actividad de la glutami
na sintetasa, se creyd oportuno realizar un estudio en medio liqui
do de la influencia de la glutamina en el crecimiento de mutantes

de Rhizobium trifolii. Se esperaba encontrar alguna correlacién en

tre las mutaciones en los genes de la histidina y el gen glnA (res

ponsable del enzima glutamina sintetasa).

En la Tabla VI se estudia la tasa de crecimiento en me
dio minimo suplementado o no con glutamina de algunos mutantes y
se ha calculado el incremento del rendimiento de crecimiento exis-
tente entre los medios minimos suplementados con L-histidina y los

que habian sido suplementados con L-histidina mas glutamina.

En la Tabla VI se observan dos grupos diferentes res-
pecto a su comportamiento en los medios de cultivo. 18 de los 22
mutantes estudiados presentan un incremento tanto en su tasa de
crecimiento como en el rendimiento del cultivo. Oscila desde 2 has
ta 7 veces en los medios con histidina y glutamina respecto a los
medios que solo estan suplementados con histidina. Estos mutantes
tienen una tasa de divisidén en medios suplementados con histidina

mas glutamina que oscila entre las 8 y las 50 hofas, mientras que
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Tabla VI. Estudio comparativo de la tasa de crecimiento e incremen

to en valores absolutos y relativos del rendimiento del

—e==euttivo—en-medio minimo—suptementado corr-histidina y con

histidina mas glutamina.

Estirpes Tasa de crecimiento Rendimiento de crecimiento
(en horas) Absoluto Relativo
MM + His MM + His MM + His MM + His A
+ Gln + Gln
RS600 100 50 0,07 0,43 5
RS603 100 40 0,13 0,37 3
RS620 28 8 0,12 0,28 2
RS622 100 11 0,05 0,26 5
RS624 12 14 0,17 0,60 5
RS625 13 8 0,22 0,71 4
RS626 100 16 ’ 0,16 0,36 2
RS629 100 20 0,19 0,37 2
RS630 58 26 0,15 0,44 3
RS631 22 12 0,18 0,49 3
RS632 29 9 0,20 0,74 4
MM + His= Medio minimo suplementado con histidina. (..4)

MM + His + Gln= Medio minimo suplementado con histidina mas gluta-
mina.

Rendimiento de crecimiento absoluto= Medido como la diferencia de

la D.0. a 480 nm a tiempo cero con la méxima D.O. obtenida en el

cultivo.

Rendimiento de crecimiento relativo= Medido como el incremento de

la D.O. a 480 nm en MM + His + Gln respecto al medio MM + His.
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Tabla VI. Estudio comparativo de la tasa de crecimiento e incremen
to en valores absolutos y relativos del rendimiento del
- —~euktivo en-medio minime suplementado con histidinay con
histidina mas glutamina. (continuacidén)
Estirpes Tasa de crecimiento Rendimiento de crecimiento
(en horas) Absoluto Relativo
MM + His MM + His MM + His MM + His A
+ GIn + Gln
RS633 100 13 0,06 0,29 4
RS634 100 13 0,03 0,31 7
RS636 100 20 0,04 0,27 4
RS638 100 22 0,05 0,18 4
RS640 16 8 0,20 0,60 3
RS646 100 13 0,14 0,32 2
RS653 34 13 0,20 0,26 1
RS663 100 20 0,16 0,37 2
RS665 27 13 0,33 0,32 1
RS671 30 14 0,15 0,20 1
RS672 10 10 0,72 0,84 1

MM + His= Medio minimo suplementado con histidina.

MM + His + GIn= Medio minimo suplementado con histidina mas gluta-

mina.

Rendimiento de crecimiento absoluto= Medido como la diferencia de

la D.O0. a 480 nm a tiempo cero con la méxima D.0O. obtenida en el

cultivo.

Rendimiento de crecimiento relativo= Medido como el incremento de

la D.0O. a 480 nm en MM + His + Gln respecto al medio MM + His.
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las tasas de divisién en presencia de histidina son casi todas su-

Por otro lado, existen cuatro mutantes cuya tasa de
crecimiento no se vé excesivamente afectada cuando los cultivamos
en medio minimo suplementado con histidina y glutamina. Los rendi-
mientos de cultivo en uno y otro medio son practicamente iguales.
Cabe destacar de estos mutantes el RS672 que posee un rendimiento
de crecimiento muy elevado en ambos medios. Este resultado nos hace
pensar que los niveles de transporte de L-histidina al interior de
la célula son muy elevados, pudiendo estar en este mutante desrepri

mida la permeasa de la histidina.

Como resultado més significativo de esta Tabla, se pue

de indicar que la glutamina en Rhizobium trifolii se utiliza como

fuente de nitrégeno, lo que supone rendimientos de crecimiento su-
periores. Segin los datos existentes se puede sugerir que no parece

haber correlacidén entre las permeasas de glutamina e histidina.

En la Figura 5 se muestran las curvas de crecimiento de
las estirpes RS636 y RS672 incubadas en agitacidén a 282C en medio
minimo liquido suplementado con histidina y con histidina mas glu-

tamina.
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Figura 5. Estudio del crecimiento de las estirpes RS636 y RS672

sembradas en medio minimo suplementado con histidina e
histidina mas glutamina, incubadas a 28°C en agitacién.
(A) Estirpe RS636 en medio minimo + histidina.

(A) Estirpe RS636 en medio minimo + histidina + glutamina.
(®) Estirpe RS672 en medio minimo + histidina.

hki Estirpe RS672 en medio minimo + histidina + glutamina.
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5. AISLAMIENTO DE MUTANTES EN EL GEN hisGE

La primera etapa de~la”bioéintesié de histidina es el
consumo de ATP para formar fosforribosil-ATP. Esta etapa estéd nor-
malmente catalizada por el producto génico del gen hisG que es un
enzima con actividad fosforribosiltransferasa (MARTIN, 1963). Este

enzima, en Salmonella typhimurium, estd estrechamente regulado por

inhibicidén feedback de la actividad enzimatica y por represién del

operdn, (Figura 6).

Cuando coexisten los dos mecanismos de regulacidén de la
actividad fosforribosiltransferasa activos, las células crecen nor
malmente; pero si se establecen condiciones en las que el producto
génico del gen hisG esté liberado de la inhibicién feedback y el
operdn esté desreprimido, las células requieren adenina para su
crecimiento, presumiblemente debido al agotamiento del pool de ade
nina causado por el descontrol de la utilizacién del ATP en la bio
sintesis de la histidina. Puesto que este fenotipo es debido a la
accidén enzimatica del producto génico del gen hisG, una mutacidén
que vuelva inactiva la actividad fosforribosiltransferasa evitard
que la célula pierda adenina y, por consiguiente, dicha célula no

requerird adenina para su crecimiento (JOHNSTON & ROTH, 1979).

Una forma de averiguar si los mutantes tienen alguna
mutacién en el gen hisG es mediante la utilizacidn de auxétrofos a

la histidina crecidos sobre una fuente pobre de histidina, que pue



A Operon de la histidina
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B - Rutas biosintéticas de la histidina y la adenina
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Figura 6. (A) Mapa genético del operdn de la histidina. (B) Rutas
biosintéticas de la histidina.y la adenina. Abreviatiras:
PPRP, Fosforribosilpirofosfato; ATP, Adenosina trifosfa-
to; PR-ATP, Fosforribosil-ATP; AMP, Adenosina monofosfa-
to; IMP, Inosina monofosfato; PRAIC, Fosforribosilamino-
imidazol carboxamida; BBM II, (Bound Bratton-Marshall
Compound)} Fosforribosilformimino-PRAIC; BBM III, Fosfo-
rribulosilformimino—PRAIC;[ ], intermediario desconocido;
IGP, Imidazol glicerol fosfato; IAP, Imidazol acetol fos

fato; HOL-P, L-histidinol fosfato; HOL, L-histidinol.
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de ser el histidinol.

VWEl histidiﬁol eéwuna fﬁeﬁfe pbgfé dekhisﬁidiga; presu-—
miblemente debido a su ineficaz transporte hacia el interior de la
célula. Asi, células His crecidas en medio minimo suplementado
con histidinol estén sometidas a hambre de histidina. En estas con
diciones algunos tipos de mutantes en el operdn de la histidina

pueden requerir adenina, como los mutantes hisI, hisA, hisF, hisH,

hisB e hisC cuando son cultivados a temperaturas inferiores a la
éptima de crecimiento, mientras que este requerimiento no es nece-
sario cuando los mutantes tienen alterado el gen hisG o el gen

hisE (JOHNSTON & ROTH, 1979).

En la Tabla VII se muestra el crecimiento de los distin
tos mutantes en medio minimo suplementado con L-histidinol, L-histi
dinol mas adenina y L-histidina, crecidos a distintas temperaturas:
t2 6ptima de crecimiento 289C, t¢ por debajo de la Sptima de creci-
miento 182C y t2 por encima de la 6ptima de crecimiento 43¢C.

En estas condiciones de experimentacidén solamente cre-
cen las estirpes defectivas en la primera o segunda etapa de la ru
ta metabdlica (muténtes hisG o EEEE)‘ Por consiguiente, las estir-
pes que aquil representamos son mutantes en el gen hisG o EiﬁE, deno
minandolos hasta ahora mutantes hisGE. En la Tabla se estudia el
mutante RS627 clasificado como hisH que presenta crecimiento en me

dio minimc con histidinol a 282C mientras que no crece a 182C.



Tabla VII. Estudio del crecimiento de varios mutantes His

L-histidinol y L-histidinol + adenina, incubados a 18, 28 y 37¢C.

b
i
it
il
Br
|

en medio minimo suplementado con L-hi$tidina,

Estirpes Crecimiento a 18¢9C Crecimiento a 28¢C Crecimiento a 37§C
MM + Hol MM + Hol MM MM + Hol MM + Hol MM + Hol MM + His
+ Ade + Ade ?
(a)(b) (a)(b) (a)(b) (a)(b) (a)(b) (a)(b) (a) (b)
RS600 + o+ -+ - - + o+ + + o+ + o+
RS603 -+ - 4+ - - + o+ - - 4+ + 4+
RS608 -+ -+ - - + o+ - . + o+
R5638 -+ -+ - - + o+ + + o+ + 4+
RS658 + o+ + o+ - = + o+ + + o+ + 4+
RS627%* - - - 4 - - -+ - - 3 + o+

(*) El segundo signo expresa el crecimiento medido a los 7 dias deincubacién.

(a) Placas incubadas durante 24 horas.

(b) Placas incubadas durante 120 horas.

Mii= Medio minimo.

Mid + Hol= Medio
M + Hol + Ade=

MM + His= Medio

minimo suplementado con L-histidinol (1 mM).

Medio minimo suplementado con L-histidinol (1 mM) y adenina (0,5 mM).

minimo suplementado con L-histidina (0,1 mM).

08
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Esta pérdida de crecimiento que encontramos a 182C se debe a la de

pendencia a la temperatura por pérdida de eficiencia en el transpor

te de histidinol a bajas temperaturasry también'ai requériﬁiento de

adenina que presenta.

Hasta el momento no se ha podido distinguir entre mu-
tantes hisG e hisE, puesto que las dos reacciones que catalizan los
productos génicos de estos genes estédn estrechamente relacionadas
con la actividad de la fosforribosiltransferasa. Es decir, el pro-
ducto génico del gen hisE es requerido para la formacién de fosforri
bosil-ATP y posterior transformacién en fosforribosil-AMP (JOHNSTON

& ROTH, 1979).

6. AISLAMIENTO Y ALGUNAS PROPIEDADES DE MUTANTES EN LA UTILIZACION
DE D-HISTIDINA.

A los mutantes His obtenidos por transposicién o por
tratamiento con nitrosoguanidina, se les comprobdé el crecimiento
en placas de medio minimo suplementadas con D-histidina como Unica

fuente de histidina.

Se aislaron aquellas estirpes capaces de crecer en pla
cas suplementadas con D-histidina. En la Tabla VIII se resumen las
estirpes que presentaron dicho comportamiento. De los resultados

expuestos, se muestra que las estirpes RS600, RS638, RS658 y RS672
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Tabla VIII. Crecimiento de distintas estirpes bacterianas en medio
minimo suplementado con D-histidina y L-histidina.

. wwoo= - - - Las placas se incubaron durante 3 dias a 282°C.

Estirpes Medio minimo MM + D-histidina MM + L-histidina

(0,1 mM) (0,1 mM)
RS600 - -+ t
RS603 - -+ -
RS608 - + -+
RS638 - -+ o
RS658 - -+ e
RS671 - et et
RS672 - it -

(=) No crecimiento.
(+) Crecimiento normal.

(++) Crecimiento abundante.
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crecen abundantemente en D-histidina desde las 24 horas de incuba-
cidén. Ya que los agentes mutagénicos utilizados producen mutaciones
Bﬁhtﬁéiééiréi éﬁé’aparezcan a la Qéz alterada la capacia;d de sin-
tetizar histidina y adquirida la capacidad de utilizar D-histidina
como Unica fuente de este aminoacido, nos sugiere que existe una

regulacién de la permeasa por la biosintesis de la histidina. Cuan

do se encuentran alterados determinados genes del operdn, puede

ocurrir que no se produzca alguna proteina o sustrato que pudiera
mantener bloqueada la sintesis de los productos que participan en
la permeacién de la histidina. Esta sugerencia hace pensar que la
localizacidén de los genes dhu (responsables de la capacidad de uti
lizar D-histidina como Gnica fuente de histidina) seria dentro del
operdn de la histidina o en una zona de vecindad muy préxima. Esta
idea difiere de la hipdétesis propuesta por KRAJEWSKA-GRYNKIEWICZ

et al (1971) que indican que, en Salmonella typhimurium, los genes

dhu se encuentran alejados del operdn de la histidina puesto que
al utilizar mutantes de deleccidén en todo el operén y regiones ad-
yacentes siguen apareciendo mutantes dhu. Esta hipdtesis puede ser
fadcilmente revocada con los resultados obtenidos, ya que cinco de
los mutantes se obtuvieron con Tn5, y el mecanismo de mutagénesis
del transposén es por integracién en un solo punto del cromosoma,

por lo que solo se vé afectado un gen por dicha mutacién.

Sin embargo, esta hipbtesis seria cierta siempre que
los genes de la histidina se encuentren reunidos formando un operén

y que, al igual que en Salmonella typhimurium, el operén‘se trans-
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criba como un ARNm policistrénico. Si los genes dhu estan ligados

al operdn pueden verse afectados por dicha mutacién.

Esta propiedad de utilizar D-histidina como Unica fuen

te de histidina se mantuvo estable en los citados mutantes.

La distinta capacidad para utilizar D-histidina ha sido
estudiada de forma cuantitativa comparando las tasas de crecimiento
y rendimientos de cultivo. Se han utilizado las estirpes indicadas
en la Tabla anterior, que presentaban.crecimiento idéneo en D-histi
dina. Ademds de estas estirpes se han utilizado otras que, aunque
no figuran en la tabla, presentaron un ligero crecimiento en D—hi§

tidina en medio sdlido.

En las Figuras 7, 8, 9 y 10 se muestra la variacidn de
la curva de crecimiento de cada una de estas estirpes en medio mi-
nimo con distintas concentraciones de D-histidina (0,01 mM, 0,03 mM
y 0,1 mM) y L-histidina (0,03 mM). En ellas queremos destacar los
distintos niveles de crecimento obtenidos, expresados como el in-
cremento de la densidad éptica a tiempo cero hasta la densidad
6ptica mas elevada que se consiga, y también la tasa de crecimiento

que presenta cada una de estas estirpes.

Las Figuras 7 y 8 muestran un crecimiento répido en la
utilizacién de D-histidina obteniéndose rendimientos de crecimiento

elevados mientras que en el resto de las Figuras se observa que el



Figura 7. Estudio del crecimiento de las estirpes RS600 (a), RS658
(b), RS620 (c) y RS638 (d) sembradas en medio minimo su-
plementado con D-histidina y L-histidina a distintas con
centraciones, incubadas a 282C en agitacién.

(@) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,01 mM).
(M) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,03 mM).
(M) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,1 mM).

ﬁkﬁ Crecimiento en medio minimo + L-histidina (0,03 mM).
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Figura 8. Estudio del crecimiento de las estirpes RS672 (a), RS671
(b) y RS603 (c) sembradas en medio minimo suplementado
con D-histidina y L-histidina a distintas concentracio-
nes, incubadas a 282C en agitacidn.

(®) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,01 mM).
(M) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,03 mM).
(A) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,1 mM).

hﬁt Crecimiento en medio minimo + L-histidina (0,03 mM).
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Figura 9. Estudio del crecimiento de las estirpes RS639 (a), RS653
{(b), RS640 (c) y RS646 (d) sembradas en medio minimo su-
plementado con D-histidina y L-histidina a distintas con
centraciones, incubadas a 289¢C en agitacidn.

(@) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,01 mM).
(M) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,03 mM).
(A) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,1 mM).

(*( Crecimiento en medio minimo + L-histidina (0,03 mM).
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Figura 10. Estudio del crecimiento de las estirpes RSGSS5 (a), 155663
(b) y RS608 (c) sembradas en medio minimo suplementado
con D-histidina y L-histidina a distintas concentracio-
nes, incubadas a 28°2C en agitacidn.

(@) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,01 mM).
(M) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,03 mM).
(A) Crecimiento en medio minimo + D-histidina (0,1 mM).

(W) Crecimiento en medio minimo + L-histidina (0,03 mM).



4 ¥m e

{(wupOgy) eonndo pepisuap

72

12

X <o

Kaon

fwuggy) eondo pepisuap

60

48

24

12

tiempo thoras:

(horast

tiempo

X < on

X ne

(c)

(wu ogy) ©213do pepisusp

10‘2-

72

60

48

36

12

tiempo (horas)



93

rendimiento de crecimiento es bajo y la tasa de crecimiento es bas
tante inferior a la de las estirpes anteriormente indicadas. Esto

muestra una clara correlacién con los resultados obtenidos en medio

sblido.

KRAJEWSKA-GRYNKIEWICZ et al (1971) hacen la distincién
de los mutantes dhu en mutantes dhuA, que no presentan variaciones
apreciables en las tasas de crecimiento a las distintas concentra-
ciones de D-~histidina, y mutantes dhuB, que presentan generalmente
crecimientos en D-histidina inferiores a los conseguidos en L-his-
tidina e incluso no son capaces de crecer cuando la concentracién
de D-histidina es de 0,01 mM o menor.Basandonos en ello se puede
indicar que todos los mutantes estudiadps en este capitulo son mu-
tantes dhuA His  no observandose la aparicién de ningun mutante
dhuB His . Por consiguiente podemos clasificar como mutantes dhuA

His a las estirpes de Rhizobium trifolii RS600, RS603, RS608,

R5638, RS658, RS671 y RS672.

Con respecto al resto de las estirpes mostradas en las
Figuras, se puede pensar que el rendimiento de crecimiento en D-his
tidina, que en todos los casos es similar al que presentan con
L-histidina 0,03 mM, sea debido a una alteracidn en la permeasa de
la histidina que impida pasen al interior las cantidades suficien-
tes de D-histidina requeridas para los procesos de racemizacién y
no a que estas estirpes carezcan de dichos enzimas de racemizacién.

Por consiguiente no podemos llegar a postular dqué tipo de mutantes
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son estas estirpes ya que no presentan un comportamiento similar a
ninguno de los descritos hasta el momento en la bibliografia.

Por otro lado, fué interesante estudiar la influencia
que tiene la temperatura sobre el consumo de D-histidina, para ver

si la permeasa de la histidina en Rhizobium trifolii es sensible a

la temperatura. Se estudié el comportamiento de las distintas estir
pes utilizadoras de D-histidina en medio minimo suplementado con

L- y D-histidina a distintas temperaturas de incubacidén: 182C,
282C, 379C y 43°C. En la Tabla IX se muestran los resultados obte-

nidos después de 5 dias de incubaciédn.

De la Tabla IX se deduce que a 439C no crece Rhizobium
trifolii y que a las temperaturas de 18°C y 379C, fuera de la 6pti
ma de crecimiento, presentan un crecimiento considerable. Se obser
va que la temperatura no actia sobre la permeasa inhibiéndo total-
mente el consumo de D-histidina, aunque si se observa una disminu-

cidén en el nivel de transporte de la histidina a esta temperatura.

Dado que en Salmonella typhimurium y Escherichia coli

existen las dos permeasas indicadas para el transporte de la histi
dina (AMES, 1964}, hemos investigado la‘posible existencia de algin
efecto inhibitorio o competitivo de los aminodcidos aromaticos fren
te a la histidina, lo que nos daria algin indicio sobre la existen

cia de méds de una permeasa.



Tabla IX. Estudio del comportamiento de distintos mutantes His en medio minimo suplementado confD—hiE

tidina y L-histidina, incubados a distintas temperaturas.

Estirpes Medio minimo + D-histidina Medio minimo + L-histidina Medio‘%inimo
(0,3 mM) (0,1 mM) :
Temperatura de incubacién Temperatura de incubacién Temperatura
de incubacidn
18¢C 282C 372eC 432°C 182C 282eC 372C 432C 283%C
(a)(b)  (a)(b) (a)(b) (a)(b) (a)(b)  (a)(b) (a)(b) (a)(b) (a)(b)
RS600 -+ + o+ + o+ - - + o+ + o+ + o+ - - - -
RS603 -+ + o+ - o+ - - + o+ + o+ + o+ - - - -
RS608 - o+ - 4+ -+ - - + o+ +  + + o+ - - - -
RS638 -+ + o+ -+ - - + o+ + o+ + o+ - - - -
RS658 + o+ + o+ + o+ - - + o+ + o+ + o+ - - - -
RS671 - = + o+ -+ - - + o+ + o+ + o+ - - - -
RS672 - o+ + o+ + o+ - - + o+ + o+ + o+ - - - -

Placas incubadas durante 24 horas.

(a)
(b) Placas incubadas durante 72 horas.
(=) No crecimiento.

(+)

Crecimiento.

S6
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- En las Tablas X y XI se exponen los resultados obteni-
dos del crecimiento de los mutantes auxétrofos a l? histidina fregwﬂ
féréhlos éminoéoidos arométiéés &ren éompetitividad con laihistidi
na. De este experimento se esperaba un retraso en el crecimiento o
un rendimiento menor en el cultivo cuando estuviesen presentes los
aminodcidos aromaticos, lo que podria sugerir la existencia de Gni

camente la permeasa para aminoacidos aromaticos y no de la especi-

fica para el transporte de histidina en Rhizobium trifolii.

De los resultados obtenidos se deduce que existen efec
tivamente ambas permeasas, pues no se observa competencia de los
aminocdcidos aromaticos con la histidina. El hecho de que no se vea
alterado el crecimiento por la presencia de L-arginina y L-tripté-
fano apoya la idea de que los mutantes dhu tienen desreprimida la
actividad de la permeasa de la histidina (KRAJEWSKA-GRYNKIEWICZ

et al, 1971).

Al realizar este estudio en todos los mutantes se obtu
vo un resultado aparentemente andémalo en el mutante RS603. Este mu
tante no crece en presencia de medio minimo suplementado con histi
dina y triptéfano. En la Figura 11 se muestra el crecimiento del
mutanteien medio minimo liquido suplementado con histidina y distin
tas concentraciones de triptéfano, incubado a 28¢C en agitacién.

En cada uno de los cultivos se obtuvieron tasas de crecimiento muy
similares, por lo que se concluye gque dicho mutante no presenta un

comportamiento anormal respecto al resto de los mutantes estudia-
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Tabla X. Estudio del crecimiento de los mutantes His en medio mi-

nimo suplementado con distintos aminoacidos aromaticos y

i con- histidina.

Las placas se incubaron a 282C durante 5

dias.

Estirpes MM + His MM + Tyr MM + Trp MM + Phe
RS600 + - - -
RS603 + - - -
RS608 + - - -
RS620 + - - -
RS622 + - - -
RS624 + - - -
RS625 + - - -
RS626 + - - -
RS627 + - - -
RS628 + - - -
RS629 + - - -
RS5630 + - - -
RS5631 + - - -
RS632 + - - -

(-) No crecimiento. (...)
(+) Crecimiento.

MM + His= Medio minimo suplementado con L-histidina (40 mg/1).

MM + Tyr= Medio minimo suplementado con DL-tyrosina (40 mg/1).

MM + Trp= Medio minimo suplementado con DL-triptéfano (40 mg/l).

MM + Phe= Medio minimo suplementado con DL-fenilalanina (40 mg/l).
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Tabla X. Estudio del crecimiento de los mutantes His en medio mi-
nimo suplementado con distintos aminodcidos arométicos y
v - CORe histidina. -Las placas se incubaron a 282C durante 5

dias. (continuacidn)

Estirpes MM + His MM + Tyr MM + Trp MM + Phe
RS633 + - - -
RS634 + - - -
RS636 . - - R
RS638 + - - -
RS639 + - - -
RS640 + - - -
RS646 + - - -
RS653 + - - -
RS658 + - - -
RS661 + - - -
RS663 + - - -
RS665 + - - -
RS671 + - - -
RS672 + - - -

(-) No crecimiento.

(+) Crecimiento.

MM + His= Medio minimo suplémentado con L-histidina (40 mg/1).
MM + Tyr= Medio minimo suplementado con DL-tirosina (40 mg/1).
MM + Trp= Medio minimo suplementado con DL-triptéfano (40 mg/1).

MM + Phe= Medio minimo suplementado con DL-fenilalanina (40 mg/1).
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Tabla XI. Estudio del crecimiento de los mutantes His en medio mi-

nimo suplementado con histidina mas aminodcidos aromati-

< - COS- y leucinas Las placas se incubaron a 28°C durante 5

dias.
Estirpes MM + His MM + His MM + His MM + His
+ Leu + Tyr + Trp + Phe
RS600 + + + +
RS603 + + - +
RS608 + + + +
RS620 + + + +
RS622 + + + +
RS624 + + + +
RS625 + + + +
RS626 + + + +
RS627 + + + +
RS628 + + + +
RS629 + + + 4
RS630 + + + +
RS631 + + + +
RS632 + + + +

(~) No crecimiento.
(+) Crecimiento.

MM + His + Leu= Medio
y con

MM + His + Tyr= Medio
y con

MM + His + Trp= Medio
y con

MM + His + Phe= Medio
y con

minimo suplementado con L-histidina
DL-leucina (40 mg/l). '

minimo suplementado con L-histidina
DL-tirosina (40 mg/1).

minimo suplementado con L-histidina

DL-triptéfano (40 mg/l).

minimo suplementado con L-histidina
DL-fenilalanina (40 mg/l). -

(40

(40

(40

(40

mg/1)
mg/1)

mg/l)A

‘mg/l)
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Tabla XI. Estudio del crecimiento de los mutantes His en medio mi-

nimo suplementado con histidina mas aminodcidos aromdti-

- cos-y~teucina: Las-placas se incubaron a 282C durante 5

dias. (continuacidn)
Estirpes MM + His MM + His MM + His MM + His
+ Leu + Tyr + Trp + Phe
RS633 + + + +
RS634 + + + +
RS636 + + + +
RS638 + + + +
RS639 + + + N
RS640 + + + +
RS646 + + + +
RS653 + + + +
RS658 + + + +
RS661 + + + +
RS663 + + + +
' RS665 + + + +
RS671 + N + +
RS672 + + + +

(=) No crecimiento.

(+) Crecimiento.

MM + His + Leu=
MM + His + Tyr=
MM + His + Trp=

MM + His + Phe=

Medio
y con

Medio
y con
Medio
y con

Medio
y con

minimo suplementadd con
DL-leucina (40 mg/l).

minimo suplementado con
DL-tirosina (40 mg/l).

minimo suplementado con

DL-triptéfano (40 mg/l).

minimo suplementado con

L-histidina

L-histidina

L—higtidina

L-histidina

DL-fenilalanina (40 mg/1l).

(40
(40

(40

(40

mg/1)
mg/l)
mg/1)

mg/1)
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dos, si bien, por causas que desconocemos, presenta un comportamien
to diferente cuando se cultiva en medio minimo s6lido adicionado de

histidina y triptéfano a concentraciones equimoleculares.

7. CRECIMIENTO DE LOS MUTANTES EN MEDIO MINIMO CON ARGININA COMO
UNICA FUENTE DE NITROGENO.

Puesto que, como se indica en el apartado anterior, los
mutantes en las permeasas del transporte de histidina (dhu) tienen
alterada su regulacidén, parecid interesante investigar si existia
en estos mutantes un defecto en la permeasa especifica de la histi

dina. Este defecto estructural en Salmonella typhimurium es causado

por la ausencia del producto génico del gen hisP (AMES & ROTH,

1968; KUSTU & AMES, 1973).

La proteina hisP es también un componente del sistema

de transporte de la arginina. Asi, en Salmonella typhimurium, cuan

do una estirpe His se cultiva en presencia de histidina y arginina,
siendo la arginina la Gnica fuente de nitrdgeno, si el mutante cre
ce en dicho medio se debe a que los componentes del transporte de
la arginina no estén alterados; ahora bien, si le aportamos ambos
aminodcidos y no crece, es indicativo de que estd alterado un compo

nente del transporte de la arginina (KUSTU & AMES, 1973).

Para estudiar la aparicién de mutantes hisP, se mide el
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crecimiento en medio minimo suplementado con arginina como Gnica

fuente de nitrégeno en mutantes que requieren histidina.

En la Tabla XII se muestra el crecimiento de todos los
mutantes His y de la estirpe silvestre de la que proceden, en los
siguientes medios: Medio minimo sin fuente de N2 suplementado con

arginina, Medio minimo sin fuente de N_ suplementado con arginina

2

e histidina y Medio minimo con fuente de N, suplementado con histi

2

dina tras incubacién a 28¢°C.

De los resultados obtenidos se deduce que Rhizobium
trifolii es incapaz de utilizar la arginina como Unica fuente de
nitrégeno, por lo que todas las estirpes estudiadas hasta el momern

to en Rhizobium trifolii carecen de los genes aut.

8. AISLAMIENTO DE R-primas PARA ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION.

Los estudios de las distintas mutaciones His obtenidas
por los tratamientos mutagénicos ya indicados, pueden ser clasifi-
cadas por métodos de andlisis quimico que implican experiencias pu
ramente bioquimicas. Ademds las mutaciones en los genes hisD pueden
ser clasificadas directamente por producirse o no crecimiento en

presencia de histidinol.

Estos hechos hacen que la clasificacién de mutantes del
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Tabla XII. Estudio del crecimiento de 28 mutantes His y la estirpe
silvestre 8003 en medio minimo sin fuente de nitrégeno
~““suplemeritado con arginina y arginina-mas histidina. Las-

placas se incubaron a 28°C durante 7 dias.

Estirpes MMSn + Arg MMsn + Arg + His MM + His
RS600 - - ‘ +
RS603 - - +
RS608 - - +
R5620 - - +
RS622 - - +
RS624 - - +
RS625 - - +
RS626 - - +
R5627 - - +
RS628 - _ +
RS629 - - +
RS630 - _ .
RS631 - _ +
RS632 - - +

(.o4)
MMSn + Arg= Medio minimo sin fuente de nitrdgeno suplementado con
DL-arginina (10 mM).

MMSn + Arg + His= Medio minimo sin fuente de nitrégeno suplementado
con DL-arginina (10 mM) y L-histidina (40 mg/1).

MM + His= Medio minimo suplementado con L-histidina (40 mg/1).
(-) No crecimiento. ,

(+) Crecimiento.
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Tabla XII. Estudio del crecimiento de 28 mutantes His y la estirpe
silvestre 8003 en medio minimo sin fuente de nitrégeno
. suplementado con arginina y arginina mas histidina. Las

placas se incubaron a 282C durante 7 dias. (continuacidn)

Estirpes MMSn + Arg MMSn + Arg + His MM + His
RS633 - - +
RS634 - - +
RS636 - - +
RS638 . - R
RS639 - - +
RS640 - - +
RS646 - - +
RS653 - - +
RS658 - - +
RS661 - - +
RS663 - - n
RS665 - - +
RS671 - - +
RS672 - - +
RS8003 - - +

MM + Arg= Medio minimo sin fuente de nitrégeno suplementado con
sn .
DL-arginina (10 mM).

MMsn + Arg + His= Medio minimo sin fuente de nitrégeno suplementado
con DL-arginina (10 mM) y L-histidina (40 mg/1).

MM + His= Medio minimo suplementado con L-histidina (40 mg/l).
(-) No crecimiento.

(+) Crecimiento.
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operén de la histidina se pueda realizar mediante dos estrategias
distintas: una, por andlisis bioquimico de los intermediarios acu-

mulados y otra, por andlisis genético mediante complementacién con

mutantes ya perfectamente clasificados de Salmonella typhimurium o

Escherichia coli.

Para estudios de complementacidén debemos obtener pre-—
viamente R-primas. De acuerdo a los mutantes que tenemos, éstas
pueden proceder de los mutantes . obtenidos por transposicién con Tn5
o de los mutantes obtenidos con nitrosoguanidina. En principio,
solo dedicamos nuestra atencidén a la construccién de R-primas proce
dentes de mutantes obtenidos por transposicién. En ellos se ha es-
tudiado la complementacidén con distintos mutantes de Salmonella
typhimurium y la complementacién con las distintas estirpes auxétro

fas para la histidina de Rhizobium trifolii que poseiamos.

La construccién de R-primas de mutantes obtenidos por
transposicién implica que en el factor R-prima vaya, ademds del
factor R, el transposdén Tn5 y un fragmento de material cromosdmico

que presumiblemente lleve los genes de la histidina.

Para la obtencidén de los R-primas de Tn5 se ha seguido
la técnica descrita en Métodos, apartado 9.1. El primer cruce se

realizé entre Escherichia coli 1830 que lleva el pléasmido pJB3JI,

que es un pléasmido Tra' (transferencia) y cma (habilidad de movili

zar material cromosdémico) cruzado mediante conjugacidén ininterrum-—
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pida por una estirpe de Rhizobium trifolii obtenida por mutagénesis

con Tn5, que presuponemos lleva insertado el Tn5 en algin gen de la

" biosintesis de la histidina. Se seleccionaron los ﬁransconjugantgsr
que llevaban el plasmido pJB3JI y el transposdén Tn5 por inoculacién

en los medios adecuados.

En la Tabla XIII se muestra la frecuencia de conjuga-

cién obtenida en la elaboracién de cinco R-primas diferentes.

Posteriormente se toman 200 colonias transconjugantes,
que en este caso se van a comportar como células donadoras, y se
cruzan mediante conjugacidén ininterrumpida en botdén de crecimiento

con una estirpe receptora de Rhizobium trifolii protétrofa y resis

tente a un antibidtico distinto al que lleva la célula donadora.
Tras un periodo de incubacién de 24 horas se obtienen transconjugan
tes sembrandolos en placas que contienen los antibiéticos a los cua
les confiere resistencia el plésmido, el transposén y la resisten-

cla cromosdémica que posee la célula receptora.

Adoptando como criterio de aparicidn de transconjugan-
tes R-primas el que crezca en mas del 50% de la superficie estria-
da, se obtienen varios R-primas que en este caso poseen O se supone
que poseen el plasmido, el transposdén y material cromosdmico cerca

no al lugar de insercién del transposoédn.

A las estirpes R-primas asi conseguidas se les prueba
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Tabla XIII. Estudio de la transferencia del pléasmido pJB3JI desde Escherichia coli a distintas es&irpes
L

de Rhizobium trifolii.

Estirpe Estirpe Ne células Frecuencia de

donadora receptora receptoras transconjugantes*

. 8 -8
Z.coli 1830(pJB3JI) RS600 3,98 x 10 5,97 x 10

. 7 -5
E.coli 1830(pJB3JI) RS603 1,50 x 10 9,20 x 10

. 9 -7
E.coli 1830(pJB3JI) RS661 5,50 x 10 2,25 x 10

. 8 -5
E.coli 1830(pJB3JI) RS671 2,25 x 10 1,25 x 10

. 8 -6
E.coli 1830(pJB3JI) RS672 2,31 x 10 5,28 x 10

(*) Referida a células donadoras.

80T
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si son capaces de movilizar con igual frecuencia los genes que con

fieren resistencia a la tetraciclina (que van contenidos en el plas

'midé pJBSJI) & los geheéﬂqﬁe confieren reéistencia a la kanamicina

(que van contenidos en el transposén Tn5). En la Tabla XIV se estu

dia la transferencia del factor R-prima desde Rhizobium trifolii

hasta un receptor determinado de Rhizobium trifolii estudiando el

crecimiento de los transconjugantes en medios YT con kanamicina,
tetraciclina y kanamicina mas tetraciclina. De los resultados obte
nidos se demuestra que la frecuencia de la resistencia plasmidica
y de la resistencia portada por el transposén son del mismo orden
de magnitud, por lo que podemos considerar que efectivamente son

estirpes R-primas estables.

Estos R-primas fueron utilizados en experimentos de com

plementacidn con Salmonella typhimurium. El fenotipo que presentan

los R-primas obtenidos se muestra en Materiales, apartado 2. El es
tudio de la complementacidén se realizé mediante conjugacién ininte
rrumpida entre cada uno de los R-primas obtenidos y las distintas

estirpes de Salmonella typhimurium citadas en Materiales, apartado

2.

La conjugacién ininterrumpida entre Salmonella y Rhizo-

bium se realizé por distintos métodos : en botén de crecimiento y
en medio liquido. Se seleccionaron las estirpes transconjugantes de
Salmonella en agar MacCONKEY base sin carbohidratos al cual‘se‘lé

afilade manitol y los antibidticos a los que confiere resistencia el

TN



Tabla XIV. Transferencia del factor R' desde Rhizobium trifolii a..Rhizobium trifolii.

Donador Receptor Ne células Frecuencia de transferencia de
receptoras resistencia a los antibiéticos
YT + XK YT + XT YT + XKT
, 9 -1 -2 -2
RS600 R'1 8004 4,1 x 10 3,0 x 10 2,5 x 10 1,9 x 10
9 -1 -2 (=2
RS603 R'1 8004 6,4 x 10 2,3 x 10 8,6 x 10 8,8 x 10
2,3 x 10 / 3,9 x 10°° 4,0 x 107° 4,0 x 107°

"RS672 R'50 8003

K= Kanamicina.

T= Tetraciclina.

X= indica el antibidtico al cual confiere resistencia la mutacidén cromosdémica de la estirpe receptora.

En los dos primeros cruces es estreptomicina y en el Ultimo es rifampicina.

01T
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plasmido pJB3JI y el transposén Tn5, indicio de que ha ocurrido la

transferencia de material genético desde Rhizobium trifolii hasta

’Salmonella typhimurium.

De los resultados obtenidos se deduce que no existe
conjugacién entre ambas; por consiguiente no pudimos realizar com-

plementacién con los mutantes His de Salmonella.

En el futuro se han de utilizar para la clasificacién

de los mutantes, bien estirpes His de Escherichia coli o bien rea

lizar la complementacidén con Salmonella mediante transformacidén con

los plésmidos de la misma.

9. GRUPOS DE COMPLEMENTACION ENTRE ESTIRPES R-primas Y TODOS LOS
MUTANTES His OBTENIDOS.

El establecimiento de los grupos de complementacidn se
realizd mediante conjugacidén ininterrumpida entre los R-primas ob-
tenidos de distintas estirpes y los distintos mutantes His de

Rhizobium trifolii que, previo a la conjugacién, tuvieron gue obte

nerse mutantes resistentes espontlneos a un antibiético distinto a

la resistencia cromosémica que posee la estirpe R-prima empleada.

La frecuencia esponténea de aparicién de resistencia a

la rifampicina (antibidético elegido por ser diferente al del R-pri.
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ma utilizado én la complementacién) fué del orden de 10—7. Estas

estirpes receptoras, que fueron todas las estirpes que figuran en

Materiales, Tabla III, se cruzaron por duplicado mediante conjuga-

cidén ininterrumpida con la estirpe RS672 R'50.

Los transconjugantes se seleccionaron en medio minimo
adicionado de rifampicina, kanamicina y tetraciclina, y los resul-
tados indican que no existe complementacidn entre ninguno de los
mutantes obtenidos y la estirpe R-prima utilizada. La ausencia de
complementacidén y la presencia de transferencia del plasmido y el
transposén a la célula receptora nos hace pensar que los genes del

operdén de la histidina en Rhizobium trifolii pueden o no encontrar

se reunidos en un solo bloque, puesto que para afirmar que el ope-
rén de la histidina va en un grupo ligado en Rhizobium deberia ha-

ber existido complementacidn.

De estos resultados se deduce, como consecuencia prac-
tica, que dada la naturaleza de la mutacidén que se realiza mediante
transposicién para los estudios de grupos de complementacidn es
preferible el uso de estirpes R-primas procedentes de mutantes ob-

tenidos con nitrosoguanidina.



RESUMEN Y CONCLUSIONES
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En el presente trabajo, se estudia la obtencidén y cla-

sificacidon genética de 28 mutantes auxdtrofos de la biosintesis de

15~hi§EiaIna: De'iosrrésultados expuestos se llega a las siguientes

conclusiones:

1. En Rhizobium trifolii existen las dos permeasas descritas en

otros géneros bacterianos, para la introduccidén de la histidi-
na en el interior de la célula: la permeasa especifica para la
histidina y la permeasa comin para los aminoadcidos aromaticos

y la histidina.

2. En Rhizobium trifolii existen los enzimas encargados de la ra-

cemizacidén de la D-histidina a L-histidina.

3. El género Rhizobium no puede utilizar la arginina como tnica
fuente de nitrdgeno, lo que indica que estas bacterias carecen

de los genes aut.

4. Por los métodos empleados, no se muestra transferencia interge

nérica de material genético desde Rhizobium trifolii a Salmone-

lla typhimurium.

5. Los mutantes His estudiados se han clasificado como:

hisD estirpes RS671 y RS&72



hisGE

hisH

estirpes RS600, RS603,

estirpes RS608, RS620,

RS626, RS5627,
RS631, RS632,
RS639, RS640,

R5663 y RS665.

RS638 y RS658.

RS622,

RS628,
RS633,

RS646,

RS624,

R5629,
RS634,

RS653,

RS625,
RS630,
RS636,

RS661,
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