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En los Gltimos afios se ha dado una gran importanciz al

proceso de la fijacién hioldgica del nitrégenc, yz gus la produc—
cidn de Tertilizantes nitrogenades por via guimica es un proceso

cue regulere una gran cantidad de energia. De las bacterias fija-

doras de nitrdégeno, Rhlzobium se puede congiderar el género més

fect

!

portante puesto gue en su intima asociacidn con las leguminosas o

|3

gran cantidad de energia para el procase en forma de fo-

tosintelte. EL hecho de gque entre las leguminossa
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se encusntren zlgunas gue tienen una importancis funda-
mental en el procese de la alimentecidn mundial enfatizs aln més

iz importancia de este grupo de bacterias.
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ron hace unos veinte aflos, v los primeros trabsz

desde una estirpe de Bhizobium a otra.

La necesidad de conocer el maps genédtico de Rhigobium
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En los distintos ¥y nunmeroscs estudios genéticos efactu

ados en especies de Rhizobium para la obtencidr de mutantes se han

-

utilizade gran variedad de agentes mutegénicos come: radiacionss

[

U.V. (JOHNSTON et al, 1979; LORKIEWICZ et al, 1971; MEGIAS ef al,

1881; NOEL e% al, 1982; OSBURNE, 1882; RUSSEL & JONES, 1873; SHaH

L al, 1983; WALTON & MOSELEY, 1881a, 1881b; ZAJAC et al, 1873});

()

4
@

digctividad (ROY & MISHRA, 1978; WALTON & MOSELEY, 18Blsz}: altas

5
[}

terperaturas {BAN?ALVI et al, 1881; ZURKOWSKL, 1982; ZURKOWSKI &

LOBKIEWICZ, 1978b, 1979); agentes oxidantss como 21 dcido nitroso

{ BERINGER, 1874; HEUMANN, 1979; JOHNSTON & BEFINGER, 1975; PAIN,

i ¥

1979; WALTON & MOSELEY, 188lal; agentes alquilentes (KAUSHBIK & VEN

-

KATARAMAN, 1972; MEGIAS et al, 1981; SKOTNICKI st al, 1978; WALTON

1981z); zgentes meltilantes come la ritrosoguanidina

(AL~ANT, 1978a, 1978h; AL-BAVATTI & AL-ANT, 1977; ARTAS et al,

BERINGER, 1974; BERINGER et al, 1977; BEFINGER et al, 1878;

1875; DOCTOR & MODI, 1876; DUNCAN &

et 21, 1974; JOHNSTON et al, 1978a; JOUNSTON et al, 1878b; KISS et

al, 1979; KISS et a1, 1980; KONDOROSI et gl, 1974; KONDCROSI et al,

@

1977; KCNDOROSI et al, 1980; KOWALSKI & DENARIE, 1972; KOWALCZUK
LORKIEWICZ, 1977; KUYKENDALL, 1$81; LORKIEWICZ =t al, 1971; LUDWIG

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



mayvor informacidn posible sobre &l ordenamientco genétice del cromc

FPor su complejidad, la simblosis Bhlzcblum-legumincsa
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es un sistema bioclégico de dificil acceso, parti.cularment

i‘.‘.!

0]

eg producto de la interaccidn

el
1...)

wwlecular. nddulec fijador de N

2
ge 1os genomiocs implicados y, aungue conocemos algunas manifesta-

ioner de dicha interaccidn, estamos muy lejos de poder elaborar

@]

un modele gilobal,

Para abordar este sisiemz bioldgico se debe recurrir

en principic al elemento més sencillo de investigar, el género

T - ; g =

El plarteamiento v chjetivo inlcial de este
Licenciatura fué comenzar a ordenzr genéticamenie las mulaciones

gue, hasta el momento, se conocen en Bhizobium, estableciendc las

2
&Y
4

netic

¢

refaciones entre ellas y clasificandolas segin la g

Salmonella typhimurium {SANDIRSCN & HARTMAN,
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18978; BACHMANN, 1983). Este amplio objetivo debo ser elaboradc =
large plazo y como primera pledra de este estudio se eligid el ope

histidinsa.
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Esta Introduccifén se orientaré hacis una revisidn d

[

todos los mutantes cobtenidos hastz =] momente e el géners Rhizo-

¥ a una breve ravisidn del operdn
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MISHRA et al, 1975; NOEL et al, 1982; C'CARA & SHANMUGAN, 1977;
PHILLIPS et al, 1973; RONSON & PRIMROSE, 1979; 5CHERRER & DENARIZ,
©71; SCHWINGHAMER, 1967; SHAH et al, 1883; SIK et al, 1980; SKOT-
NICKI & ROLFE, 1979; SVAB et al, 1878; TRUCHET & DENARIE; 1973;

al, 1980; WALTON & MOSELEY, 1981la; ZJRHOWSKI & LORKIE-

&

WICZ, 1877, 1878z} e incluso dltimamente mediante la utilizacidn

de transposones {BANFALVI et al, 1981; BREWIN 2% al, 198Ch; BREWIN

et al, 1982; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; BUCHANAN-WOLLASTON et =al,
1980; DJORDJEVIC et al, 1982; DOWNIE et al, 1983; DUNCAN, 1981
FORRAL et al, 1983; HIRSCH et al, 1982; JOHNSICN et al, 1978a:

JOHNSTCON et al, 1982; KISS el al, 1980; MA et gi, 1882; MEADE et

zl, 1982; O'GARA et al, 1981; ROLFE et al, 1981; SCOIT et al, 18982;
TMON et al, 1981; WALTON & MOSELEY, 188l1a) y 1a insercidn de plés

mides como el RP4 (HIUMANN, 187%).

Asimismoe se han obi

ai, 1982; BANFALVI et al, 1983; BERINGER, 1974; BERINGER et al,
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BREWIN, 1881; HAUGLAND et 21, 1883; HIRSCH L, 198Z; HEUMANN,

I <t
[

i87g; JOENSTON & BERINGER, 1975; JOHNSTON et al. 1$78a; JOHNSTON
et a1, 1978b; JORBAN et al, 1989; KOWALSKI, 1971; KUYKENDALL, 1881,
RUYKENDALL & ELKAN, 1876; LAW et al, 1982; LEVIN & MONTGOMERY

1874; LORKIEWICZ & MELKE, 1870; LORKIEWICZ & RUSBA, 1971; MacKENZIE

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



1878; MATERON & HAGEDORN, 1882; MEADE et al, 18
1881; MEGIAS et al, 1882Z;

CAN, 1877; PAIN, 1879; PANKHURST, 1874, PANKHURST

PANKHURST et al, 1982; RALEIGH & SIGNER, 1982;
'SANDERS et zl, 1978; SANDERS et al, 1981;
1957, 1968; SCHWINGHAMER & DUDMAN, 1873; SCOTT

21, 1982; SIK et =l, 1980; SKOTNICKI & R

CKI et al, 1879; STANTEWSKI et al, 1973; STANLE

ZELAZNA-KOWALSKA, 1977; ZELAZNA-KOWALSKA & LORK

--KOWALSKA & KOWALSKI, 1878; ZELAZNA-KOWALSKA

nonténecs por filtracidn (NAPOLI & ALBERSHEIM,

1878},
Todos estos tratamientos realizsdes
tium se han enfocadc a2 la bisgueda de nueves mul

ren esclarecer algln aspecto schre los genes ds
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cidn (Nod), zenes de la fijacidén (Fix) los gen
2

miento de la interaccidn Rhizcbium-leguminosa
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transformacidn dé triptdfanc en £cid

Un estudio bibliogriafico detallado

we sg conccen hasta el momento en el género Bh

&)
(

et ias siguientes péginas.

[

[6)}

NELSON & SALMINEN, 1942; O'GARA & SHANMU

AOLFE & GRESSHOFY,

SCHWINGHAMER, 196&¥

% RONSBON, 1882; 8500

JLFE, 187%8; SBKOTNI-
Y & DUNICAN, 1879;
{EWICEZ, 1971; ZELAZ

-

et al, 1974) y es-

1980; SANDERS et al,

de las rd*ﬂciones

zobium se expone



Se comienza revisando 1os genes que confleren resisten

ciz a antibidticos y que son de gran utilidad esn Bhizcbium dado guse

ze usan como caracter genctipico y fenotipico szleccicnable. EBI gé
nero Hhizobium es casi indistinguible taxondmicamente de génerc

Lgrobacterium por sus caracteristicas morfeoldgicas, culturales vy

figioldgicas. La tnica diferencia entre estos génercs es la produc

cidn por Rhizebium de néduleos fijadores de N2 en ralces de legumis

ses ¥y la produccidn por el génerc fAgrobacferium de tumores {aga-

ilas} no fijaderes de NZ en ralices de plantas dicotiledbneas.

Para poder diferenciar, pues, Rhizobium de Agrobacte-

ge hace necesariala realizscidn de un test de ncodulacidn,

ento cuya duracidn suele oscilar entre las cuatro y doce se
utilizede. Dada la comple-
de formz rutinaria en com-

probaciones genéticas de las estirpes que se esten utilizando.

Los distintos zutores que trabajan =2n Bhizobium han re

susltc este problema mediante la introduccidn de un caridcter geno-

enn el cromosoma de 1z bacteria vy que, ademds, conser

ve la capacidad de fijacidn de N, de los mismos. Por ellc, ss muy

z estirpes de Bhizobium

regsistentes z antibidticos. También, se han utilizads los mutantes

4
(D
}ﬂ,
4]
ot

fentes a antibidticos en estudics de deteccidn de estirpes

apaces de nodular.
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Se han obtenido mutantes resistentes a los siguientes
antibidticos: &cido nalidixico (genes nal) {HEAUGLAND et al, 1883;
MATERON & HAGEDORN, 1982}; ampicilina (genes arp) (SHAH et al,
1GE83}; D-cicloserina (genes cyc) (PANKHURST, 1¢74; PANKHURST &
CRAIG, 1978); cloramfenicol (genes clo) (KISS et al, 1980; MATERON
& HAGEDORN, 1982; SIK et al, 1980}; eritromlcira (genes ery) (MATE
RON & HAGEDCRN, 1982); ectlnom¢01na (genes §LE} {BERINGER et al,
1578; BUCHANAN-WOLLASTON, 1879; LAW et ai, 198z ; MATERON & HAGEDCORN,
1882; MEADE et ml, 1882; ROLFE & GRESSEOFF, 1980; SCHWINGHAMER &
DUBMAN, 1973; SKOTNICKILI & ROLFE, 1873; SKOTNICKET et al, 1879}
sstreptomicina (genes str) {AL-BAYATTI & AL-ANT, 1977; ARIAS et al,
1882; BERINGER, 1874; BERINGER et al, 1978; BUCHANAN-WCLLASTON,
1879; BUCHANAN-WOLLASTON et zl, 1980; CASADESUL & OLIVARES, 1873;

; 1982; DJORDJEVIC et agl, 1982; DUNCAN, 1881; FINAN

et al, 1981; FCRRAI et al, 1983; HIRSCH et al, 1982; JESS3ERGER et
21, 1974; JOHNSTON & BERINGER, 1975; JOENSTON et al, 1878a; JOHNS-

TON et &l, 1978b; JOHNSTON et al, 1982; JULLIOT & BCISTARD, 1979;
KAUSHIK & VENKATARAMAN, 1872; KISS et al, 1979; KISS et al, 1980;

KONDOROSI et al, 18980; KOWALSKI, 1871; XOWALCZUX & LORKIEWICZ,

1977; LAV et al, 1982; LEPO et al, 1981; MA ¢t al, 1982; MEADE et

i, 1982; MEGIAS et al, 1982; MISHRA et
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082; SANDERS 1, 1881; SCOTT & RONSON, 198z; SCOITI et al,

&

(,0

3o
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N

; SHAE et al, 1983; SIK et al, 1980; STANLEY & DUNICAN, 1878;
ELAZNA-KOWALSKA, 1977; ZELAZNA-KOWALSKA & LORKIEWICZ, 1871i; ZALAZ
NA-KOWALSKA & KOWALSKI, 1978; ZELAZNA-KOWALSKA st al, 1874);

micina (genes gar) (AL-BAYATTI & AL-ANI, 1977; XISS et al, 197%);



3

kenamicina {(genes kan) (BREWIN et al, 1982; FINAN et al, 1983;
JESSBERGER et g&, 1974; LEPC EE é&a 1981; MAIEE & MUTAFTSHIEY,
S82: MATERON & HAGEDORN, 1982; ROLFE & GRESSHCFF, 19B0; SCOTT &

RONSON, 1982; SHAE et al, 1983); neomicima (gerss neo) {PANKH

1874; ROLFE & GRESSHCFF, 1880; SKOTNICKI & ROLFE, 1878); noveobiocci

nz {genes nov) {(MEADE & SIGNER, 1977); rifampicina {(genes rif)

j=v]
Id

{AL-BAYATTI & ALL-ANI, 1977; BERINGER & HOPWOCOD, 1876; BERINGE

ai, 18978; BUCHANAN-WOLLASTON, 1979; CASADESUS & CLIVARES, 187S;

&.

DJORDJEVIC et al, 1982; FORRAT et al, 1983; JOPNSTON & BERINGER,

1975; JOHNSTON et al, 1978a; JOHNSTON et al, 1982; KISS et al,

LC)

1980; KONDOROSI et al, 1982; MAIER & MUTAFTSHIEV, 1882; NMATERON &
HAGEDORN, 1982; MEADE & SIGNER, 1977; MEADE et al, 1982; MEGIAS et
al, 1982; PANKHURST et al, 1982; RALEICH & SIGNIR, 1982; ROLFE &
GRESSHOFF, 1980; SANDERS et al, 1981; SCOTT & RONSON, 1982; SHAE

e% al, 1983; SIK et al, 1980; WALTON & MOSELEY, 1S$81); trimefoprim

genes tri; {C'GARA et =21, 1981): tuberactinomicina {(genes tum
H H

{(MzcKENZIE & JORDAN, 1874) vy viomicina {genes vio) (MacKENZIE &
JORDAN, 1974; PANKHURST, 18974; SCHWINGHAMER, 1%84).

Log mutantes auxdirofos de amincdcidos v bases y los

W

mutantes gue reguieren vitaminas han side estudiadcs ampliamente,

pussto que dan gran informacidén sobre la constitucilén del genoma
de Bnizoblum v porgue existe una estrecha relacidn, en algunos ca-

91}

oz, enitre sestos mutantes y las caracteristicas simbidticas talies

o

some la nodulacidn y la fijacidén de NQ“ Una de ias estrategias més

ugadas en la localizacidn de los genes simbidticos en el cromoscma
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manitol

(0

UNCAN, 1981),

s

{DUNCAN. 1981; SHAE et

1883), D-mancsa {(ARTAS

7

Otrog mutantes gue, igualmente, se

cons
cter facilmente seleccionable

enética, son los resistentes

ij

{genes azi) (AL-ANI,

al,

ruccifn de mapas genéticos

18

succin

& ROL¥

¥

para experi

2 antimetabolitos,

82

ato

=i

1978

P

¥

1976: KOWALCZIK & LORKIEWICZ,

i(D

51

03

of

1977; SIK et al, 1980); canavanina (genes can) [MEGIAS et al. 1982}
{genes fur) (FORRAI et &l, 1983: KONDOROSI et al,

18688%; D-alanina, Di—aretriptdéfanc, DL-flucrotriptdfanc, D-leucine,
~metionina, L-norlieucina y Di-norvalina (PANKHURST, 1974;.

También se han descritc mutantes resistentes a baclte-
ridfages (ATKINS & HAYES, 1982; ZAJAC et al, 1973) y nutantes cepa
ces de utilizar nitrato {genes nar} (KISS et al, 1873; KONDCROSI
et al, 1880} utilizados en distintos estudios genéticos.

Por Gltimo, log mutantes més importantes en el génerc



Cium-leguminosa.

En principic, en la bibliocgrafis podemos encontrarnos

con una nomenclatura diversificads de los genes de

]

lLagicemente, los mutanies de las caracteristicas simbidticas

ge clagsificaban en dos tipos: Inf {(no infectives) vy EFT {no efec
tivos). Inf son aguellos mutantes que no infectan la leguminosa
nuésped pars former ndédulos mientras gue los mutantes EfY Forman

ulog perc no fijan el Nzn

ne estirpe es incapaz de in

son llamadas Inf baséndose en gue no se ven los nédulos.

et 21, 198Ca).Los mutantes Nod son aquellos gue no producen nddu-

Ealy

ios visibles y los Fix , aguellos gue preducen anddulos perc no Ii-

e
(o3

Ambos términos pare designar los fenotipes mutantes d
no-nedulacidn y no-filjacidn de N, son evidenterente muy amplics ¥
e

ben existir muchos genes distintos implicadcoe en cada uno de di-



chosg fencotipos. Asi, en trabajos muy recientes. se han descrits mu
tantes dentre del fenotipo Nod en distintas etapas de la ncdula-
cidn, tales como: mutantes defectucsos en la iriciacidén de 1z nodn

lacibén (genes noi) (ROLFE & GRESSHOFF, 1980); mutantes defectivos

} (BADENOCH-JONES

o]
b

n la formacién del tubo de infeccidn (genes irl

]0

Loal, 1982); nutantes que nc csusan curvaitura en el pelc radical

€]

{genes hac) (BADENOCH-JONES et al, 1982); mutantes de pérdida de
adhesidn a1l pele radical {genes roa) (BADENOCH-JONES et al, 1882);

itantes defectivos en la persistencia del nédulo {genes nop }

(ROLFE & GRESSHCFF, 1%880); mutantes defectivos en el desarrollo del
bacteroide (genes bad) (ROLFE & GRESSHOFF, 1880} y mutantes defec-
tivos en la produccidn de polisacidrido extracelular {(genes exo)

(CARLSON & LEE, 1983; LAW et al, 1982; NAPOLI & ALBERSHEIM, 1880;

SENDERS et al, 1878; SANDERS et al, 1881).

Iguaimente, dentro de los mutantes de fenolipo Fix se
hen descrito: mubtantes en la actividad nitrogerzsa {genes nif} (ZL

RICH et al, 1982: PANKHURST & CRATG, 1979; PANKHURST et al, 1882},
mutantes deficientes en el consumo de Hz {genes hup} {(BEEWIN ot al,

1982; DEJONG et al, 1982; DREVON et al, 1982; HAUGLAND et al, 1883;
KROL et gl, 1882; LEPC et al, 1981; MAIER & MUTAFTSHIEV, 1$8%Z; NEL

SOW & SALMINEN, 19

X

2; SKOTNICKI et §§5 1979} v mutantes deficientes

en los cltocromos ¢ ¥ (ELMOKADEM & KEISTER, 1981;.

883

A continuacidn se revisa la amplia biblicgrafia exigten
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el momento se conocen: mutantes deficientes en la produccidn de nd
dulos (Nod ) (AMEMURA & HARADA, 1983; BADENCCH-JONES et zl, 1982:
BERINGER et 21, 1977; BREWIN et g1, 1982; BUCHANAN-WOLLASTCN i al,

1980; CAVIEDES et al, 1982; DENARIE & BERGERON, 1975; DJORDJEVIC

et al, 1982; DOWNIE et al, 1983; HIRSCHE et al, 1982; KROL ¢t ai,

1282: LORKIEWICZ 1, 187

; MacKENZIE & JORDEN, 1874; MAIER &

[

lcf"

BRILL, 1976; MAIER et al, 1$78; MEADE et al, 1932; NOEL ot al,

1882, PAIN, 1S79; PANKHURST, 1974; PANKHURST & SCHWINGHAMER, 1974;

et al, 1981; RALEIGH & SIGNER, 1982; ROLFZ & GRESSHOFF, 1980;
'ROLFE et al, 1981; RONSON et al, 1981; SANDERS st al, 18978;

NGHAMER, 1964, 19673'1968; BCOTT & RONSON, 1982; SCOIT et al,

fot
1]
j¢¢}
[AN]
o
I
5
=
ot

et al, 1981; TRUCHET et al, 1980; ZJRKOWSKI, 1982;

ZURKOWSKT & LORKIEWICZ, 1978b, 1873) y mubtantes deficientes en la

N, (Fix )} (BUCHANAN-WOLLASTON et sl. 1880; DJORDJEVIC

KONDOROSI et al, 1982; KROL et al, 1982; MA et =l, 1982; MAIER &

1882; NOEL gt al, 1982, ROLFE & GRESSHCOFF

198G; SCHERRER & DENARIE, 18971; ZURKOWSKI & LORXIEWICZ, 1978L,

e

ot
[49]
~J
¢4}

Después de sgefizlar los mutantes dessritos hasta el mo-

mento en Rhizobium, cabe plantearse la ordenacidn y clasificacidn

Ea

icaba &1 principic de la Introduccidn. por una razdn ob-

£
¢
o
0
@
}v-l
5
O

de log genes responsables

q

via. 51 se qulere establecer laz situacid

&

“t+

[eH]

n en lag distinta

jult
o
feet
1
o
O
=
i
O
Oy

(]

especiss de Rhizobium y se cesean

comperar log genomas de éstas con respecto 2 dichos genes, se ha de



conceer perfectamente gue los genes comparados
defectu genotipico.

Ademés de la utilidad ya indicadse,
rzr log distintos cromosomas de las diferentes

mium, se han de conocer también intimamente los

estudiande.

I
=

Hastz el momentc se han realizado ¢

mapas genéticos de Rhizobium {(KONDORC

al, 1982; HOOYKAAS et al, 1882; MEGL!
das en las distancias genéticas obtenidas por i

e distint

i

cs marcadores genético

i)

estas comparacidn entre los

i

4
B

0

.
do,

F

Esta 4ltima comeny

idea nos llev

confiamos pueda representar la ape:

te campo en la genétlce de Rhizobium.
Lo expuesto hasta agui justifica sc
de ordensr el cajdn de sasire que constituyen

tos del génerc Rhizobium; perc sin embarge pusd

por qué elegimos para comenzar esta labor jusita

Cta

reaponden

>

[y

24 MmiISmo

genes qus se estin

omparaciones entre

o3
L[]

e

80; BE-

31 et al, 1

5 et al, 1982) basa

& frecuencis dg co-

, perc realizéndose

gue, si blen se co-

lle la alteracidn

ar la Tesis de Licen
tura de un importan

bradamente 1la tares

los mutantes descri-

e preguntarse el

mente el operdn de
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Se eligid el operdn de la histiding

ustifican la eleccidn:

e
£
8]

e
O
3
i
[a
74
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ot
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Lot

£33 Lz ruts metebslica de lz biosintesis de la histidina es unz

=

a

o]
o]
Hy
<
w
3
v
o
1]
o
%)
ot
Tt
<
[
o

iazs més complejas y atrachtivas gue se presenta en el metabolismo.

neros bacteriancs constituyendo incluso un modslo clasico de op

El operdn de la histidina es el mejor estudiado en wvarios g

&

rén. En algunas éspecles bacterienas, fodos los genes gue 1o cons-

tuyen se encuentran incluides dentro de un mismo blogus, cara

g

distribuidos a lo large de todo el genoma. La inclusidn del gén

.
CLe

cico ya en alguncs géneros. Sin embargo, en otros, se encuentran

fhizobium en uno u otro grupc hace interesante laz Investigscidn de

Se conocen muchas mutaciches en la biosistesis ds

na en Rhizobiun y especialmente en nuestro laboratorico ss

disdo ampliamente en relacidn con otros asgpectss de la asccizeidn

Rhizopium—leguminosa.

especies, gue hace gue se puedan situar alguncs de estos genes

=1 cromosoma bacterianc.

dulacién v produccidn de polisacérido en Rhizevnium trifelii v o

1111} Por Gliime, se ha descrito una estrecha relacién con la no-



A%
Mo

La segunda parte de iz Intrcduccidr se va a dedicar a

breve revisibn del operén de la histidina en distintos géneros

bacterianos, dedicande especial interés a las especies Salmonelils

typhimurium ¥y Escherichia celi.

La genética y l= bioguimica de la biosintesis de 1z

histidina se ha estudiado en una variedad de crgsnismos tanto suca

como procariotas. Dentro de los organismos suceriotas se in

cluyven Neurcspora crassa {AHMED et gg, 1984: CLTCHESIDE, 1885),
Smccheromyces cerevisiae (FINK, 1964, 1966) y Aspergillus nidulans

o3

{BERLYN, 1887)}. Los genes de la biosintesis de Lz histidina en

[4}]
)

£stos organismos presentan solamente tres pascs comunes {paso

v 10 des la ruta).

n

[N

de sug genes. Zn Pseudomonas aeruginosa los

genss la histidi estén aparentemente localizados en cinco gru
vos de complementacidn distintos {(MEE & LEE, 1937); Streptomyces

1988) tiene cinco genes de la histidina

focall

zados en un grupo ¥ otros Ltres genes en lugares dif

Bacillug subtilis (CHAPMAN & NESTER, 1868 tiens los genes de la

R

histidina localizados en, al menos, tres regiones del cromosoma

desligadas, y, en dos de estas regiones, los gernes de la histidineg

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

KI.008, 1975) presenta al menos custro grupcs de genes en distintos

lugares del cromosoma. En Salmonella typhimurium {(AMES & HARTMAN,
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bacterias. Los genes gse designan mediante el nlmeroc corres-

pondiente al pasc gue contrelan en ln ruta bigsintética.

Rl paréntesis indica que la designacidn exaciz del gen es

desconoccida.

s



1863; LUPER et al, 1964}, Escherichia coli {GARRICK-SILVERSHI

H

(8]

85b} los genes de la histidina parecen estar ordenades en un

solc grupe, constituyendce un operdn, {(Figura 2)

Lz ruta biosintética de la histidins se conccid median

te la vtilizacidn de mutantes, Ffundamentalmente. del génerc Salmo~

o
&
o
3
3
m

neilia. En la Figura 3, se muestra la ruta biosintética de 1
cidn de histidinz gue comprende diez pascs enzindticos que esihin

catalizados por nueve enzimas en Salmonella typhimurium vy cuyos

nueve genes se encuentran reunidos en un operdén

El anglisis genético més detallade del operdn de la
histidine se realizd en Salmonells typhimurium ¥y como revisiones
a2 MARTIN et al {(187C)

El detallade anaélisis genétice realizado por
at 81 (1971} hY ey 1 Sieta Fizinidcica dei oo
et 81 (1871; hizo posible conocer la conducta fisicldégica del ope-

”

rén de log genes especificos y También de las interrelaciones con

otros sistemas bicsintéticos.

Todes los mutantes fueron aislados de la estirpe LTZ

de Salmonella typhimurium salvo aiguncs que se ontuvieron de la es
tirpe LT7. Estos mutentes se obtuviercn tanto de forma esponténes

como inducida por agentes mutagénicos tales como IR o nitrosogua-
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La reasceidn enzimdtica v las letras corresponden a los genes.
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HGER & BARTMAN, 1870}.
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El mapeo genético se realizd mediarte transduccidn con

el fago P22 (ZINDER & LEDERBERG, 1952; DEMEREC et al, 1856}, cruces

con Hfr (NIKAIDO et al, 1967; SANDERSCN, 1870) o mediante cruces de

‘lac (ANTON, 1968). La clasificacidn genética fué realizada por

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

‘a

~-SILVERSMITH & HARTMAN, 1970; GREEB et al, 197.). . También se reall

la complementacidn mediante transduceidn abortive con e} fago

P72 (DEMEREC et al, 1956; HARTMAN et al, 1960a; LOPER et al, 1964).

Del mapec de las mutaciones cobtenicdas, HARTMAN descori-

bid los genes que codifican les enzimzs bicsintéticos de ls histi-

en Salmeonella ¥ observd que dichos genes ocupaban posiciones
palmonel s q £ I

en el cromosoma {HARTMAN €t al, 13960x; HARTHMAN =T &l,

1%80b; HOPPE et al, 1978).

s
O

Enn la Filgura 4 se nmuestra la situacidn general del ope
rén en el cromosoma de Salmonella incluyendo .os genes reguladoras

gue se encuentran en lugares digtintos 21 operin de laz histidina a

excepcidn del gen hisO (FINK & ROTH, 1888).

AMES & GARRY (1959} observaron gue este ordenamisnto

de los genes puede tener alguna funcidn reguladora. Primerc se de-

Q

strdé gue la concentracidn de los enzimas de iz histidinz en ia
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Siglas Genoctipo Crigen

RSB35 hig/gln-17 rpsL MNNG

H3538 his-18 rpsit MNNG

R35839 his/gin-19 rpsil MNNG

rEa40 his/gin-20 rpsl WNNG

RS646 his/gln-21 rpsL Kan  1830(pJB4JI} x RS8O0
RE623 his/gin-22 rpsL Kn 18307 pdB4JI} x RSBOU4
HS858 his-23 rpsl En 1830 pJB4JI) x RS8004
RE801 §£§[§;§w2& rifed ¥n 1830 pJB4JI) x RS80OG3
RS663 his/gln-25 rpsL Kn  18307pJB4JI) x RSBOC4
RSE85 his/gln-26 rpsk Kn  1830(pJB4JI) x RS8004
BS871 ' hig-27 rif-6 Kn 18301 B4 x RS8C03
RSE7Z his-28 rif-6 Kn 1830/ pJBaTI) x RSSCO3
R34838 hig~18 rpsl spe-4 Tsponténec REG38

85500 (pJdB3JT) his~I rpsL Xn IB307pJRB3JI) x REBGO

R5802{pJB3IT; his-2 rpsl Kn 18301pJBRJI) x BEBCE

BEB51{pJB3JI) his/gln-24 rif-86 Kn 1B3C0IpJB3J1; x BS8EL

RS571(pJB3JI) hig-27 rif-6 Kn 1830{pJB3JI} x RS&71

RERT2{pJB3JT) his-28 rif-8 Kn 1830 pJB3JI) x RS872

BS573(R66.45) rif-6 183C{RES.45) x RSBGC3
RS574(R68.45) nNig-18 rif-8 rpsl RSE72(RB8.45) x RSB33

En I1a Tabls III se muestran los fenctipeos relevantes

'
[

as estirpes R' de Rhizobium trifoclii ob-

tenidas como se describe en Métodos, spartadec 9.
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Tebla TII. Caracteristicas fenotipicas relevantes de las estirpes
R' de Rnizcbium trifolii obtenidas.
mstirpe Feniotipe Procedencia
ke ~ t s ol st THTT bl o1 - I=t-Ya's
REB00 R'1 Rif™ His /pJB3JI::Tn5::His RE800
™oy -~ 3 -ﬁr -z + = e Laed 13 Enlad s et
RS603 R Rif" FHis /pJB3J7::TnB::Hi BS8C3
- o T T s PR
RIB72 R'BC Rps is /pJB3JI::TnS:His RS872
3. PRODUCTOS QUIMICGS.
Z.1. An%tibidticos.
Se utilizaron = las siguientes conceniraciones finales
en el medio de cultivo:
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Tabla IV. Frecuencia de aparicidn de mutantes auxotrdiicos obtenidos nor tratamiento con nitroscgionidi-

na y por trangposicion.

Agente Supervivencia y Colonias Auxdtrofos Auxdtrofos Frecuencia de
mutagénico Trecuencia de probadas totales His mubacidn
transconjugantes ﬁ
e e e . - - WWW}E .

a ; |

MNNG 70% 336 24 7, 1%

336 17 5, 0%
- 4 :
Tnbb 1o 10 11742 49 Q, 4% :

11742 L1 0, 1%

(a) Se tratd un cultivo con MNNG a la concenlracion de SOO!ug/ml durante 30 minutos.
Pesteriormente se selecciond con penicilina.

(b} Segln la téenica descrita en Métodos, apartado 4.
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Tabla VIL. Lsbudio dol crecimicento de varios mutantes Hisg  en medio mfnino suplementado con L-higtiding,
|
L-higtidinol y l-histidinol « adenina, incubados a 18, 28 vy 3780,

Estirpes Creclmiento a 189C Crecimiento a 280 Crecimiento a 37¢C

MM + Hol MM + Hol MM MM + Hol MM + Hel MM + His MM + Hol MM + His
+ Ade + Ade !

{a} (b} (a}(b) (a)(b) (a)(b) (a) (b) (a)(b) {a) (b} (a)(b‘}

RS600 + o+ - e + + o+ + ok ot 4
R8603 - -+ —- 4+ - Ea - TR

R5608 g - - ok - b -k vk
REG38 o -+ - S ook ook ok oo
RS658 o .~+~ + S L S S b 4+

RSG27* - - -t - ~ T . P

Glosegundo s1gno expresa el crecimiento medido a los 7 dias deincubacidn,

~

Placas incubadas durante 24 horas.

(a
(

)
) Placas incubadas durante 120 horas.

o

Mii= Medio minimo.

Mit o+ Hols Medio minimo suplementado con L-histidinel (1 mM).

M+ Hol - Ade- Medio minime suplementado con (-hisbidinel (1 mM) v adenina (0,5 mM). o
B+ Hise Medio minimo suplementado con I—histGidina (0,1 md).

o
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Tabla X,

b

tidina vy Eb-histidina, incubados a distintas temperaturas.

Estudio del comportamiento de distintos mutantes Hig  en wedio wminimo suplementado con Dehis

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

Istirpes

Medio minimo -+

L~higtidina

(0,1 mM)

Medio minimo

Temperatura de incubaciodn

1820 28¢C

37¢C

18e0C

284C

(a)(b) {a)(b) {a)(b) {a){b) (a)(b)

37¢C

{a)(b)

(

Temperatura de incubacidn

4380

Temperatura
de incubacidn
2840

(a)(b)

RS600 - bt - S + PR

RS603 - 4+ - - e 4k 4

RSEO8 S S S - P P

RS638 S ok S - o ot

RS658 R P T S T o

RSET1 - C : Lo .

R8872 - + + e - ok + ok

(a) Placas incubadas durante 24 horas.
(b) Placas incubadas durante 72 horas.
{(~) No crecimiento.

{(+) Crecinmiento.
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Tabla XITI. Estudio de la transferencia del pliasmido pJB3JT

de Rhdzeobium trifolii.

desde Hscherichia coli a digtintas estirpes

Estirpe

donadora

Fatirpe

receptora

Ne céiulas Frecuencia de

receptoras transconjugantes®

i,coli 1830(pJB3JI)

E.coli 1830{(pdB3JT)

[oRal

f.coli 1830(pJB3JL)

E.coli 1830(pJB3JI)

T.coli 1830(pJB3J1)

1

R5600

RB603

RS66]

R5671L

5,97 x 10
1,50 % 10 9,20 x 107

5,50 x 10 2,25 x 10

LR
2,25 x 10° 1,25 x 10

2,31 x 108 5,28 g 10“6

(*} Referida a células donadoras.
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Tabla XIV. Tranaferencia del factor R' desde Rhiwzebium trifolii a Rhizobium trifolii.

Donador Receptonr N2 células Frecuencia de transferencia de

receptoras resistencia a los antibidéticos

YT o+ XK YT o+ XT Yi o+ XKT

RS600 R'i 8004 4,1 x 10 ° 3,0 x 10~ 2,5 x 1077 1,9 x 1077

2 -2

RS60O3 R'1 8004 6,4 x 10 2,3 % 10 8,6 % 10 © 8,8 x 10

RS672 R'50 8003 5.3 x 10 7 2,9 % 107 4,0 % 1077 4,0 % 107°

Lo Rananiioling.
T Tetraciclina.
%= indica el antibidtico al cual conflere vresistencia la mutacidn cromogdmica de la estirpe receptora.

En los dos primeros c¢ruces es estreptomicina y en el altimo es rifampicina.
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