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RESUMEN

En este trabajo se han estudiad

@]

qua influyen en Ta letalidad y mutagericidad producidas
por nitrosoguanidina en Ria< Obbﬁm triiolit. Lon las --
ﬁ@ﬁé:c“ﬂﬁes consideradas come 3ptimas se ha investigade
sobre 1a obtencién de mutantes auxotrificos ¥y de resisg-
tencia a antibifticos Asimismo, se ra estuydiade 1a ==
trasferencia y localizacidn de los geres en un mapa de
Tigamiento Se concluye gue:

17 Se ha seleccionade como sistema de movilizacidn de
genes cromosémi cos en Rrizobium trifolii el plismido -~

REE.45 ya que presenta una frecuenci
astabilidad mucho mayor gue los otro
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INTRODUCCION

Desde hace bastante tiempo se conocve gl fendmenac

g Tijacidn de nitrdgenc por las raices de Tas plan=-

ey

tas leguminosas. También se conocfa =1 hecho de gue pa-

ra gque tenga lugar este fendmeno &% sreciso gue las -

rafces posean unos abultamientos & las gue se Tlamd pos

rerwech

< 5 3 o £ 4 it 5 o & b R N g
eriormente, "nédulos®™. Fueron Hellriegel y Wilfart -

¥

uienes, en 1888, descubrieron en Toz ndédulos Ta presen

£3

cia de unas bacterias, posteriorments clasificadas den-

tro del género Rhizobium, & tas que se atribuyd la fila-

O

cidn de nitrdgenc.

1§52

Actualmente las bacterias del ginerc Rhizobium si-

guen teniendo una importancia capital en 1a agricultura

{se calcula gue anualmente sSon capaces de Fijar unas 85
L aB ; N ' ;
x 10" toneladas -de nitrdgeno), por 19 que son wmuchos los

-grupos de investigadores dedicados a su estudio, tanto

zmcicd
reda
3

desde el punto de vista puramente bidsico, como el apl

£l género Rhizobium incluye seis especies: B. mell
ioti s R. trifolii, R. legumincosarum, R. phasesli, R. lu
o k Ia

pini ¥ E. Japonticum ¥ &1 grupc cowp:za (rizobiocs de cre



)
et

[N

cimiento lento aislados de leguminosas tropicales). Ca
da uno de ellos infecta especificamerie a un grupo de -
ptantas. tanto Teguminosas como no leguminosas. No obs
tante y debido a2 que los crﬁtéwfss de clasificacién son
muy discitibies,actualmente existe gran contreversia en
cuanto a l1a sistemdtica de este génervo {Graham, 198643 -
e lLey y,§a35@§§3'1965; @rahémg 1876: Akkermans et al.,
19783,

En cuanto a Tos aspectos bioguimicos y 5?“%@5§93¢@$
relacionados con la simbiesis, puede decirse que avanzan
con mids rapidez que el resto de jos dios ¥y aqug sﬁﬁ -
muy numercsos Tos trabaﬁﬁs aparecidos an estos campos
Come revisiones actuales Sobre estos temas ¥y sobre Rhizg
bium €n general se recomiendan las de Shanmugam y Ya-
lentine {1975), Yates (1976), Uénarié v Truchet {1978} v
Brewin et al. [1980) v los libros covrespondientes a los
Symposium-sobre Tijacidn de ﬂf%?ég&n@ de Puliman {1??&}3
de Salamanca (1976) y Madisen (1978). los volumenas 6 y
7 del Znﬁernaci@ﬁa? Programme { editidos respectivamen=~
te por Stewart y Nutman, 1876} ¥y e compendic YA Treat
tise gn-Dint tw@aen Fix&* {eéft&& sor Hawﬁg ¥y Silver,
18771,

En contraste con Ta biogquimica v la fisiologfa, es
soco ?@'q&e se sazbe sobre Ea génetft de éstaﬁ bacterias,



dn
Aa,

guizds debido a Tas diff tades técnicas gque

En efecto, el hecho de que estas bacterias no

o 1o hagan muy maTl ha impedido &1 desarrolilc n:
su genética. Ultimamente y gracias al descubriy

ue pldsmidos de tipo R procedentes de otro

bacterianos pueden mediar en la trasferencia de

genético en el género Rhizobium.se 23ty avanz

Y

an este campoe ¥ cada vez es mavor el nimero de

cientificos dedicados a 1. No obfante, hastz
To se ha profundizade en el estudic de las esp

para el estudic de otra de las especies, 7. tri

&N

muy importante por ser especi{fica de plantas 4

5
¥

L

terés forrajerc. Concretazmente, se ha abordado la cons

BT
e u\C

de Tigamieénto de esta especi

3
|
n
=3
o
{0
-
=
o 4]
ke
o

" o v = H pr 5 .1.,. g
2170 se han empleado, seglin se $ndicd antericrment

nldsmidos R. . L

a utilizacifn de estos plésmido
zobium ~ se considera tan interesarte, gues s& h

dedicar la mayor parte de esta Intrcduccidn a

dig.

m

fat]



PLASHMIDOS

estab

e

5

an en .una gran variedad de
. . Camon b
como Gram {(-).

plé&smidos son: su separacidn f%s ca

a8l

mw

Bacteria huéspe

o

gas

R

o

pec ¥
tada extracromosdmico.

Tamidos anteriormente episomas,

el

wedy

ntegrarse de forma reversible en

L.os pldsmidos en su estado natu

o}

lares de ADN de doble cadens

Pinskd

pidsmidaos pueden

jugativos ¥ no'conjugatives, segiln

Py e

gue promueven su trasferencia en

na { Como se refl er

i &

Cods

genes #ra) -

ng conjugativos o no autgd

10s genes responsables de 1z rep

tos elementos, pero caracern de los

tanto del mismo

Fad

£

s  geres ‘responsables

pldsmidos son replicones qu

Te an estade extracromosémics

Tleven
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{antibidticos proteice

B

& se& heredan de for
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ar
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Tty

oroducidos extracelularmente por E. woli). se dencmina

£

plédsmido bacteriocinogénice® . 851 estos genes adicio-

-
t

nales 1o aue Te confiere 23 resistencia g antibiféticos,

i

gquimioterdpicos o metales pesados, s» denominan p

gos de "resistencia” o plésmidos "R™

Otro tipo de nidsmido e3 &l céﬁ:ugatﬁvm o autotras
ferible, 1lamado también Tactor sexunl. Estos elemento
plasmidicos poseen genes funcionales que gobiernan su -
replicacidn autdnoma y genes adicionales que promueven

ta trasferencia de genes cromosdmices en los apsreamien

ol

tos bacterianos. Igual que en el caso de

b
3

£y

noe conjugativos, el

S
X3

smido posee ganes ¢ regiones ge-

5
i

nétfcas gue produce especificamente nactericcinas, res-

stencias a QWe?bﬁ®+%css o produccidn de enterctixinas,

[}
L
el
3
[
Uy
=
8
[§]
o3
@
2
]
[ae]
i
b

el plésmido se designa como bactert

V“SDQQ%“V&W%H%&w Actualmente, ¥y dads el auge adguiride

os elementos plasmidiales pueden coexis-

tir establemente en una misma célulsa. Seglin este -

concepto Tos plismidos se clasifican en varios grupos -
de incompatibiiidad., En bacterias Gram (-} 52 han des-

erito unos 24 grupos distintos. En general, los miem-
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emd

bros de un mismo grupoc de incompatibilidad no pueden -

N7

cogX

3]
cobe

T 2

E1 grupo de incompatibiiidad P resulia de particular -

utitidad para la

[¢]

onstruccidn de mapes genéticous ya qu
presentan un amplio rango de huéspedes y son capaces d
d

mantenerse estables en una gran varieda

Gram (=). No occurre 1o misme con Irs de ofros grupos
como ColEL, cuyo rango de huéspedes ¢s relativamentie p

Los plésmidos también pueden clusi

-}
by
el
[e
553
g
174
1t
1753
0y
[0
s
o3
1]

ntimero de copias presentes en una mioma célula bacterti
na, bien plédsmidos con bajo nidmero da copias por céiul

-

nimero de copias de plésmidos ref

stir establiemente en una misma ¢8lula bscieriana..

|

£

dial, gue puede ser control gstricts (bajo nimersc de cg
pias) o control we%ajadb'(a?%e nimern de copias)., Laos
p?éﬁmiﬁas con ccwﬁ%d% retajado son, generalmente, de ba
io peso moleculdr y no conjugativos, estando presante -
mis de 10 cé;@&s por célula Los plismidos con control
gstricto son de alto pesy ma?ecm%awg conjugatives y sue
len coexistir de una a tres copias dal mismé en cada cé
tula.

Eﬂ'estﬁwp@s siivestres de Ehizob<{um S01C Se han en

1

lu s

smidos bac

£y

contrado p

eriocinogénicos, de resistencia



‘RY v de control de algunas caracterd
{Schwinghamer, 1975; Dunican et al..
1977; Qlivares et al., 1877; Bedmar
Dénarié gj__zsﬂ 1979; Schuwinghamer y
barth 2t al., 197%) De ellos, solo
de’ trasferir material cromosémico, s

Sin embéarge ¥ con el fin

sg despertd

sticas simbidticas
18765 Nuti et al..

R
Yera maf =-

de construdr mapas

g@ﬁétzcms se ha podido trasferir pidsmidos de tipo R y
F* desde otras estirpes ba**eriawam & Rhizob (Datta
vy Hedges, 1872: Mergeay st al.. 1971).

ehido a ta bhajea eficiencia de trasmisién de los -
factaures F' en Rhizobium i(Datta y Hedges, 1972}, este -
factor no se utiliza prdcticaments.

De 1o anteriormente expuesic s¢ deduce gue los pldsg
midos R resultan sér los instrumentcs mis (tiles en 10s
estudios de mapas genéticos en Raitzobhium.

2. FACTORES R

Los ?“cﬁeres R se ﬁesbgbmieWQW por primera vez por
Enrtich (1907) en Tripanosoma bruce-.

$inh embargo, el interés masive povr estos FTactores

td & partir del afic 1959, =fic en el que dos au



tores Ochiai et al. vy Akibwg et al. d

e ot JPevi

ferencia de resistencia mgﬁtﬁpﬁﬁ a d
da Sh 32@ v Escherichia de origen

Los factaores R s& encuentran a
dos @ﬂtré las especies bacterfanas,
caertenecientes a2 la familia Entercba
géneros Vibrio y Pseudomongs, Mis v
descubierts en Feisseria, Baemophylu

-

algunos anaercbios obligados.
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ycidn de Tactores R g
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La distrid
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cas, fué bien estudiado por Mitsuhasi,
cue més del 60% de las especies de §77

i

Kiebszella, Salmonella vy Proteus son

wseribferon Ta tr
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1fnico.

tamentes distrib
arincipaimente Iz
cteriaceaes ¥y a 10

tentemente se b

hacteris

T s o
Q@?@%s ]

gella, E:

tracicliina, cloramfenicol, estrepiom?
debido a 1a presencia en ellas de factores R.

factores pueden ser trasferidos intergenéricament

. {

ol

jeX

Kontomichalou et

demostraron gue tambien existen en

feE

%

sa -, ya que pueden ser trasferidos

978) y Ya

hacterias

misma especie por conjugacidn ¥ a otras especit

o

¢
ot
-

como E. z{HoTloway, 1979},

o
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%
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Staphylococcus y



trabaios

e e,

tipo de bacterias, demostraron

R 4
miao

rXF

hizobium,

de

realizados por

§ pero su presencia

toda
{Priviterd et al.

& mas

Se han encontrado

Cole v

un factor R en A,

18

pérdida simu

nto con algunos agentes y

siendo

Mediante agentes guimi

S

no

to

i

S SUs caracts

investigada,debi

Factores

Japontoum

3

t&re@ de . la r

pldsmidos R pueden

[sH

borai@r ke y algunos
(Yoshida et al

etiminados de sus

o8ty

e

R
iffler

impl

Pgsteriormente se han

risticas

1979

e |

Ta

- i
5 i

.
R

do

&

TdLuUm

W»A

A -

-
-
[~

ot

ctore

3

nverder

Ua

Targa ¢

js4]

[

874

@
w o

C0s como

i

el

tcabs

e

es;

tambiér

ar

Sen

kosv

Lo

al. (1874} en es-

existencia de nids

resistancia & nin-
‘dentificado. facto-
&n Bacteroides fra-
'y et al., 19879}.

su ampiio especiro
perfringens (Bre-

varias sspecies de
straron la sten
g determinag la re-
lina, neom na y -
se puede damostirar
stencias por trata-
de forma espontines.
espontineamente de
servacidn de la bac
inestablies a altas
Ratsumata 2t al., -
edadores en esas con
el EDTA v SDS se pue



[
[

den seleccionar bacterias gue no porten plésmidos, va

que se realiza Ta destruccidn selectivae de 7a bacteria

perficie bacteriana de c€lulas infectadas con p
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R, donde ocurren algunos cambios despu
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i8n del factor R, haciendose las becterias, entonces,
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susceptibles a estas drogas. <Consecuentemente, estos -
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sroductos permiten el cracimiento selectivo de bacterias

sin plésmido R {Adacht et al., 1972: Salisbury et al., -
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ET segundo-tipe de eliminacifn de plésmidos es por
inhibicidn de su replicacidn, bien por interca
agentes quimicos entre 1z dos cvadenes de ADN, tales co-

moe acriflavina y bromuro de etidio, o bien mediante agen
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~Existe otro mecanismo para la eliminacidr directa -
de pldsmido que consiste en somefer tas c8lulas bacteria
nas a hambre de timina {(Pinney vy Smith, 1971). Esto su

giare gque se induce ta sintesis de una nuclessa
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tua mis especificamente sobre-el ADN plasmidico gue so-

bre el ADN cromosémico { Tweats et =1., 1974
Dunican et al. (1976}, estudiando una raza inefec-
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ran gue g Tdsmidn tyral cue I ranFfands .
ron que posefa un plésmide natural cue le conferfa re

plédsmidc me--

sistencie a2 la penicilina. Se elimind =2

diante tratamiento con bromurc de etidioc pero Tas colo-

izs resultantes seguian siendo inefectivas, 10 gue de-

muestra gue 12 presenciaz de la resistencia & 13 genici-

tina y, en consecuencia, del pldsmido no inkibe la efec
tividad de la fijacidn de nitrdgeno.
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Los plédsmidos R pueden transportar varios genes de

resistencia & la droga. De hecho, wmids del 70% de Tos =

factores R confieren resistencias & cuatro agentes gui-

mioteripicos: el 14% & tres; el 7% = dos v el 7% a unc

. lLos plédsmidos no conjugativeos suelen codificar re-
sistencia simple o, como muche y més infrecuentemente,
resistencia doble, siendo el tamafic de su ADN, normaimen-

T - -3
H

los pléasmidos conjugativos &l

o+
"

s peguefio gue el de

B
g
=]
2228

er de 10s genes que determinan ftrasferibi

[
]
g
o
[§]

i
fakd

1a conjugacisn,

[
"

Naturaleza molecular

Segln se dijo anteriormente, T¢s nlésmidos R estan
constituidos por moléculas de ADNMN. Su peso molecular -
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oscita entre 30 y 50 megadaltons pava los conjugativos
¥ suele ser menor de 10 megadaltons ¢ mayor de 80 mega

daltons para 10s no conjugativos. Sy tamafic es varig--
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ble {Helinski, 1976} y puede determinarse hien por esty
dios de velocidad de sedimentacidn en gradiente de saca

rosa ¢ por microscopia electrdnica.
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Al dgual gue fodos 105 demés plismidos estudiades,
los pldsmidos R pueden ser aislados como moléculas.de -
ADN circular cerradas covalentemente. Estas mo
estan superenrcliiadas To gue quiere decir g
rétura en ninguna de Tss dos cadenas.de ADN (He

Clewell, 1971). No se puede asegursr que el 100% de las

moléculas de ADN plasmidico se encuentren en esta Tdrmu
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o se han encontrado civeulos como Tos descritos.

Lz mavorfa de los plasmidos pueden ser afslados por
b il k
el método de lisado aclarado, que consiste en Tists sua

ve de la cé&lula seguida de una centrifugacidn a bajas -
revoluciones., 1o gue permite gue el ADN cromosdmico se-
dimente en el fondo del -tube de centrifuga, mientras gue

ay

21 ADN plasmidice permanece en el schrenadante (0lewe

toal., 7969; Kline et al., 1971,1873).
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sado aclarado, tienen Ta interesante propiedad de con-
vartirse en formas Tineales mediant: tratamiento con &
gentes que destruyen las estructuras proteicas, tales

come ée%ewgen@es y enzimas proteciiticas (Clews

inski, 1969,1970; Kline y Helinski. 1971; Humphreys et
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al., 1972; Messing et al.. 1972). <Como resultado de ta
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sedimentacidn del A plasmidice respecto del de molécu
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tas circulares cerradas. Estos gxparimentos se Inter-
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pretan como un indicio de que el circule de ADN de

mido se mantiene cerrado covalentemente gracias a una -

proteina, 1lamada “complejo de relazacidn™ [Clewsll et
gl., 1972; K&prwzgach -Portnoy et al., 1974},
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Helinski ugirio que lov compiejos de rela-

cidn Juegaw'uﬂ importante papel e la replicacidn y -

Loz
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en el mantenimiento estable del pldsmido. . Ademds, estos
complejos pueden servir como punto de unidn del ADN p

midial a 13 mﬂmhrama celular., - Por 0ltimo, también as -

posible que estas protefnas estén implicadas en o1 me-
i Tésmide durante el apared-

canismo de trasferencia del p

miento bacter%an@ (Lovett et al., 1974, 1975).
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sias de pldsmidos R si{ son de grarn tamafio vy de £iaco a

treinta copias de plidsmidos R si sor de pequefo
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Por otra parte, la cantidad de ADN de p
g% constante z lo Targo de
miento. Esto indica que @ la vez que se duplica el ADN
ﬁvémGSémiae del huésped, hay una duplicacidn del nimers
de copias del plismido R {Katsamatsu y Rownd,

nd 2t al., 1971). En 1a fase estacionaria de crecimian
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a cantidad de ADN plasmidial aumenta respecto a la
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ve 'a la fase exponencial el porcentaje de pléismidoes R - .

decrece hasta alcanzar el vé%aw oricinal. La cinética =
de este proceso acmcuerda con un mocelo en el que parte
de %sﬁ'p?égmidas reé@hwam su velo ciC?d de replicacibn -
normal, mientras que el resto no se replica en absoluto,
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con lo gue estos Ultimos se Trdn diluyendo sucesivamen-

te en cada divisién {Katsamatsy, 1970).

Anderson (1965.,1968) 1legd a ls conclusis
niimerc-de coptias del factor R .que existe por cé
teriana, se encuentra reguiadc por variocs sistemas dife

n
4

o

ntes.

E £

Los plédsmidos ? poseen dos oricenss en Tos cuales
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ecutar revelan gue estos plidsmidos R conjugatives cons
tan de dos componentes: Un factor RTF que determina la
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Serratia marcescens ¥ 5. typhimurium.
1os componentes RTF y r estan estrechamente unidoes (Co-
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hen y Miller, 1970; Rownd gt ‘al

f‘)

.y 1971 Clowes, 1972).

En E. coli, ocasiconalmente se pueder zislar, bien espon

tdneamente o bien por transduccidn, c8lulas en las que
el plésmido ha sufrido recombinacidn interna con segre-

gacifn de marcadores. De hecho, Ta maycr parte de Tos
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ldsmidos LQW@&ES@QS completos tienden a discciarse en

e
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Tos huéspedes Reﬁ (Hot @wayg 1979). Por ejemp
coli Tos g@ésm%é@s'camgtan'so?&memtﬁ'dzﬁ components RTI
acompafiado de Tos genes de Ta resistencia a la tetract

clina {Sharp et al., 1973; Periman et al., 1975}, y ha
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perdido el restoc del componente.

E1 ADN de los plésmidos R con os componentes tie

cromosémico de Zecherichia, Salmonella ¥y Shigelig (Ni-
G

sioka et al., 1969,1970; Cohen gt ai., 1970,1971; Falcow

:t &l., 1971; Rownd et ai., 1971; Clowes,
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et al., 1973; Morris et al.., 1974; Periman gt al., 1975},
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Consecuentemente, en estas,esgecéﬁs.e7 ADN del plasmide
no se distingue como una banda satelite del ADN cromosé
mico de Ta célula huesped &n gradiente de Q&msfdaﬁ de’” -
clorurn de cesio. S%ﬂ'@mbarg@; ambas tipos de ADN pue-

den separarse atendiendo a otrags carasteristicas segln

se indicd antertormente.

Por el contrarie, en 3. masceszens y P. mirabilis

cuyo ADN cromosdémice tiene una densidad de 1,718 vy de -
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Segdn se ha dicho anterformentsz,

transportan dos tipos de genes:
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tras que tonfieren itrasferihi idad

sex, determinante de Ta exclusidn superficial
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iizado por andlisis de recombinacidn entre mutantes pun
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tyales [Hashimoto y Hirota., 1966; Hashimoto ¥y Mitsuhnasi,
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Los plasmidos R no conjugativos devivan de pldsmidos

P

R conjugativos por pérdida de los genes que

i

trasferibilidad {Cohen y Chang, 1373; Hedges y Jacob,

o

1974}, Por otro lado, los pldsmidos R conjugativos se <

3

pueden formar por uﬂfén de plé&smidos R no conjugativos -

“oon-un Ffactor RIF {(Mi ?S&ﬁ@SQ et ail.,. 1988

La estteﬁﬂ?a de muchos s.a midaos R dif@?aﬁ%egg.gﬁg
de ser explicada por Ta adicién o pérdida de unidades -
determinantes de rea%stenc%a_?@aﬁaéas trasposones. Un -
trasposdn consiste &n uno 0 mis determinantes de resis-

‘tencia -2 drogas, que, & veces, posec en ambos extremos -



TABLA IT. Simbolos genédticcos de las resistencias a las

drogas codificados por pildsmidos R. En la nomenclatursc
ge siguen Las recomzndasiones de Dewerec et al. {[1968)
y Novick et gl. (1878).

Fenotipo Genotipo Hegistencia

CH emil{cat cam) Cloramfenicol
[ tet Tetraciclina
S& sul fulfamida

SH aph (3%){str aphl) Fstreptomicing
SH aad. (37} (str aadd) Fstreptomicina
5P aad (3%){spe aadi) Fspectomicing
GM aac (6'){aach) Gentamicina

GH ) aoe {27} {aacB) Gentamicina

GM - aae (3 }{aagel) Centamicing

M : . iy y £ e e o i
ai aad (2"){aadB); “Gentamicina

KM aph (37)(kan aphi) Kanamicina

KM : aac (87)(kan aack) Kanamicina

KM " gad (2%){kan aadB)} Kanamicina

P 4 . 5 ; } Woa ey i%“‘.'fﬁrv“

[ mae  {ery eroc-ermj MACYC11d0s

FA Fus EFcido fusidico
APC " amp (la pen) - kmpicilina

CPe bla ¢

CER bla {

PC pen {(bla amp) P

Co cob {8n cobalto

rg mer 16n merciirico
N1 nic I13n niquel
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saria la integracidn previa del pldzmideo en el

ma v la posterior desintegracidn, ne 2s? en la
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rencia sin pelaridad (Clowell y Mcoody, 196&; Moody vy Ha-

ves 18727,
3., LOS PLASMIDOS DE REIZOBIUM

En Rhizobium se han descrito factores extracromosd

va facilidad, bien espontidneamente, ¢ bien median

tamients con un agente eliminador de pldsmide

de ser el naranja de acridina {Salfsbury et &al.,

Parijskaya, 1973; Lur k@msk?jg§ aEng 1873; Paloman
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den perderse come resultade de las rutaciones del fipo
resistencia a fagos o a antimetabol tos y auxocircfias

{Kleczkowska, 198%5; Schwinghamer, 1969
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1871; Scherrer y Dénarté, 1971: Zelazna-Kowalskas -

at 3l., 1971; Russel y Jones, 1373; Dénari& y Truchet,

1974; Dénarid et al.. 1975: lelazna-Kowalska et a8l., -
1977: Zanders et al., 1978: Kiss et 2al.., 1979; Caviedes
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al., 1980).

“Sole en muy pocas casos -se ha podide poner de mani
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fiasto Ta trasferencia de pldsmidos gue Tlevan genes sin

Cbigticos (Highasi, 19673 Duntcan vy “derney, 1974 Maier

et ‘al.,

19781, Higasht consiguid Te frasferencia de la
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gspecificidad de R, tzifcl<ii & E. plaseoli., media
jugacidén interespecifica. Este autor, propone la exis-
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tencia de un episoma responsabie de ésa propiedad, basan

dose en Ta pérdida del factor mediarnte tratamiento con -

wells

naranja de acridina ¥y en 1a observacidn en gue su tras-

favencia no va asociada a marcadores cromosémicos

Dunican y ?%efhey 119747 rea?%zawén.Q& t%as%@r@ﬂcf&
de los genes de Ta f%jacféﬂ_ﬂ%i?égeyﬁ.éegd@ B, trifolii
a-un mutante Ni¥~ de X. gerogenes. Fafer et al. (19787,
realizaroen la @raéferaﬁtfa Ge Eas genes jmplicados en -
2 ﬁawacﬁéw%zacfﬁnJaniigéﬂfca éevefﬁﬂﬁe al giﬁﬁg@@%%&tg
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see las caracteristicas antigénicas e B. Japonicunm,
. . ‘ S : o s . _
De 50 trasformantes Nif de 4. vinelondii, sglamente -

tres poseian Tas propiedades antigénicas de B. japoni-
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Stanley vy Dunican {1979}, utilizando come donadora

de Tos genes »if una estirpe de B. #wifolii T1 con el
pldsmide RPL incorporado, lograron mavilizar dichos ge-

nes mediante conjugacidn hasta 4grobzeterium y Klebsie-

Los uniceos factores autotrasferibles de Rhizobium
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Ex%s%éﬁ estirpes bac%ewiﬁé%ﬁdgénécas de Rhizobium
an las que las rizobiocinas pueden estar determinadas po
Ta existencia de un pldsmide. Beringer (1974a y 1974b)
sugirid gue, en Eﬁ-leé%miROSdﬁumg é? menos un factor --

bacteriocinogénico era capaz de ser trasferido por caon-
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Jugacién. El que esta trasferencia fenga lugsr con al-
ta frecuencia . {alrededor de 1 x 107" de las cély
hacen baat&r?waiﬁ@géﬁiaﬁs}g sugiere gue ests propiedad
25 trasferida por un plésmide. Hirsch {1979} describié

n H. leguminosarum la existencia ce un plismido capaz

[p]

-

e producir bactericcinas.

Brewin gﬁ_-én {1980} han demostrade la trasferen-

cia de genes simbidticos mediante pidsmidos bacterioci-

Iy

nogénicos en F leguminosarum, por trasduccidn.

4, GENETICA DE LA CONJUGA

3
oo
o]

N

omo es conccido, el método de znédlisis genético -

[

mis utilizado en células procarvioticas es la conjuga--

cidn. = Sin cmbawgeg en a?auﬁas especies bacterianas és-

t2 no resulta ficil debido e la carencia de factores se
xuales propios.

La conjugacidn as un prog¢ de trasferencia de ge
nes entre bacterias s&é reguisre ‘el contac fisico en
tre células v que originaimente fue descrito por Lader-
berg vy Tatum (1948}, trabajando con 7. ecoli k17 Este
pYoCeso ocurve én Ta mayaffa de las bacterias Gram {-).

) - - o . =
186 que da trasTtarencia -

Haves (1953) fué guien descub

3

del cromosoma recuiere la présencia de un €
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tico autdnomo auvutotrasferible. Este autor decribid por

nrimera vez el factor sexual F. Hatonabe (197

g

erial genético de una céluls 2 otra. Estos plésmidos -

¥
5

o

conjugativos llevan Ta informacidn para sintetizar eg--

s

o

tructuras y @ratﬁ?nas necesarias para

1]
)
@]

cuales son: (1) el p sexual vy otras estructuras de la
superficie celular que proporcionan fa via de penetra--
cidn para trasferir el ADN:; (2) las anzimas requeridas -

para este complejo procesoc y (3) Tos productos de exc

.

i8n superficial que impiden Ta formacidn de parejas ile

3
s3]
el
4

g.

La funcidn del pelo sexual en Ta conjugacidn es es
tablecer un punto de contacto entre =1 extremo del mis-
mo ¥y un Tugar especifico en Ta superficie de Ta célula -

=

receptora. ET pelo es esencial pare-le infeccidn de las
ulas por fagos de ARN, que se adsorben a tode lo Jar

go de &1 (Brinton ef al.., 1964), y fagos fiiamentosos de

itacifn o por mutacién.  En a

&t

L0y

ve como puente 'de paso para el ADN re

5 7
£

& dTula receptora. En otros, o retrae por despoli-

[

C

0

marizacidn de sus subunidades hasts que e ponen an con-
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R

tacto las membranas de las c&lulas conjugantes y anton-
ces tiene Tugar la trasferencia del ADN. Ests atraccidn

[

@ las células apareadas y la posterior formacidn de un

durante la conjugacidn {Qu ¥ rsen, 1970), sn la in-
feccidn por un fago ADN especifico de F (O taghan et

Como consecuencia del par de acoplamiente se gene-

ima -sefial gque se postuia que consiste en un cambic -

Ei"'

ra
~conformacional en la estructura. del pelo. Fsta sefial
padria 3e$ e¥ disparo de la %etw&ccfﬁﬂs en los cascs en
qué se d& este fendmena, ylb&wb &n ce la sintesis de las

enzimas requeridas por €1 plésmidc durante 21 proceso de

trasferencia. Como consecuencia, una and@ﬁuc?eﬁs& codd

ficada por el pldsmido corta una de Tas dos cadenas del




trasferencia

LRV

su es esencial para la (Sarathy y Siddigi.
1973). La moiécula de ADN de cadenz {nicz se frasfiere
como mondmeros & la cé&lula receptors {Bouinois y Wilkins
1978) y se replica ¥y se recirculariza en 1z cdlula recep
tora por mecanismos no identificados hasta ahora.

La exciusidn superficial impide 1a formacidn de pa
reg de aCGQTamienta ilegales, por inactivacidn del sitio
receptor del extremo distal del pele del donador (Acht-
man et al., 1971; Willetts y Maule, 1974; Beard y Bishop,
Lg?wf;

4.1. CGenes gque dirigen la trasfew ewcia del ecromosoma

ﬁa -genética -de 1a conjugacidn ¢std profundamente -
@S%udﬁa&a en células portadoras de factores F No asi
en c&lulas gue ﬁieneﬂ otros factores. No obtante, se -
prasume que 10s wesa? déé ohtenidos por los primarss -
sgn perfectamente %xxwapaian?es a oS segundos.

&@é g&ﬂés.req&éridas para la cohjucacidn se identi
fican por cem@?ememtac@én entre mutanisas de?ﬁcfenieslen
la trasferencia de plédsmidos {Achtman _i(aizg 1871; Cht
subo et al., 1970). De esta forma ue han identificado
catorce genest trad, traB, tral, troD, tral, traf, tral

'ﬁraﬁﬁ tral, trad, trak, tral, tral trq T (Ohtsuybo &t



IR
3

2l., 1970; Ippen-Ihler et al., 1972), y mds recientemen-

te sg han descrito 1os #raew (Achtman et al., 1878d}; --
trall, tral, traV, yiraw (Miki et al.., 1978b) ¥y zrey (Wi

it

Tetts y Mclnteri, 1978).

Del hecho de gque todos Tos mutentes tngd, trgB. -~

¥

traC , traE, traF, treH, trak y-itval, y-alganos  mutafn="

183

tes en tral sean resistentes a fagos, se dedujo que eran

responsables de Ta formacidn del pelo {COhtsubo,

%aw =3
[T
o
LW}
¢
§

Achtman et al., 1972; willetts vy Achtman, 1872

la sndonuciea~

(e
2
-3

E1 producte del gen ¢pal. parace
sa reguerida para el infcic de la frasferencia del ADN ~

(WilTetts, 1972},

Lis mutaciones en.zrgh -impiden gque Tos fagos de --

ARN se adsorban al pelo, luego su producto génico inter

e

viene en un proceso comln para la acsorcidn del fago y -

para la tra et al

sferencia del ADN {Achtmen et al., 1871]).

Los mutantes en #wq@ presentan dos fenoiipos muy -
distintos, unos con y otros sin pelc, pero todus incapa

H

ces de trasferir el plédsmido. De ak? se decujo gueé #raed

y

puede ser bifuncional, interviniendc en e

]

on del pelo duvrante T& trasfe-

edn

3

unidén del ADN v Ta formac

-

rencia (Witletts, 1974).

1 producto génico del gen tres es el respensable -
de Ta exclusidn superficial y no es requerido para 1& --



trasferencia (Willetts ¥y Maule, 1974). E1 gen fre? -
zsta,; Tgualmente, relacionade con le exclusidn superfi-

cial {(Minkley y Ippen-Ihler, 13877; fchiman et al., 1977).

Todos Tos mutantes en el gen trzd son deficientes en
Ta trasferencia, no forman el pelo ¥ no poseen 1a Drgee

niedad de exclusifn superficial (Achtman et

1., 18723,

5

L35

[
£
iy
ot
=3
i

En efecto, el producto de trad se reguiers para
tesis de los demés productos v traes se puede considerar

un gen reguiadﬁr, Igua

w

mente, presenta la misma funcidn

21 producto génico de tray {

sy

‘Por an&lisis de ”@mp lementac ?6@ y de mutacicnes po

ares tra se ha detarminado que oz genes trgB, trar,
traG, tral, treH, trak, tral, trol,

traV, traW y tra¥, se encuentran en un mismo operdn {ope

diente a dicho operdsn {Achtman,

ta
-3
[sH
{7
~fy
i
-3
w
o
[
s
jal)
fsg
2]
¥
ok
o3
(a8
]
£
b 1
[+
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Sharp et al., 1972; Willetis, 1972,1373,1974; Willets ¥
MeIntive, 1978).

E1 origen de replicacidn del opsrdn de trasferen--

D
2]
[§3]
s
o]
o
endla
i
o3
.
Lo

cia es distinte al origen de replicacidn v

s

dsmidos autbnomos (Willetts, 1972}

-l

4&.72. Sistemzs de

Se han descrito oinco sistemas de trasferencia di-

%]
iy
=
)
J—
vl
i
o
o
(5
W
Gomch
[$s]
"“ME
o]

ferentes, Tos Tlamedos F, I, N, P ¥
Las caracteristicas bioquimicas de fos distintos siste-

mas de trasferencia son muy similares. Sin embargn, no

que, si bien existen grandes diferercias entre los plis

pu
-
pua 4
[ %5}
(B
-3
T
14
o)
14
EFs
42
[#]
&
42
o3
€3
Py
[«
&y

midos de cadda sistema, presentan
comunes para todos ellos.  Ademds. ¢1 pelo sexual de ca:

urig de estos sisﬁemas difiere en su estructura y en -

da
ta inTeccibn espec @ ica de los bacteriofagos que se le -

adasorben.
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4.2,1. Sistema F

ek

Iy

lLas células donadoras que ilevan un plésmido conju
gativo tipo F sintetizan un pels de 90 § de didmetro, -
con una %Qﬁgiiﬁd variable de 1 a 2 ym y un hueco central
de 25 & de didmetro, con un pesoc molacular de 10.750 dal

tons {(Lawn, 1966; Novoiny et al., 19359; Paranchych et

=3

al., 1971; Helmuth y Achtman, 1978) B este pelo se -

n fagos especificos, como fagos isométricos de -
Y {Crawford vy Gestelan, 1964) v fagoes fila

N unicatenarico {(fl) (Cavalli et al., 1853).

4.2,2. Sistema I

Las-cé&lulas ‘portadoras de pldsmidos pertenecientes
al grupe de incompatibilidad I, sintstiza un peloc gque -
no adsorbe fagos especificos de F, pero si al fage If

{fago filamentoso de ADN unicatenarin especifico de 1.

los F'y

oaned]

tanto en

e
o
e

<
i
[
)

i

4]
3
[£3)
s
o
44]
i
4

os pelos I son ¢if

cuante 3

€3

{1
-

estructyra, como en sus propiedades inmunclio--

]
o
J—

~gicas (Lawn

o

vias gue Ilevan plés

toal., 19673,  Las

rd

mides F eI forman pelos de ambos. tipos.
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&.72.3. Sistema N

o
£33

s c¢8lulas portadoras de plésnidos pertenect

27 grupo de fncompatibilidad N, son sensib

gt al., 1972). Sin embargo, examinendo estas célu

al microscopio electrdnico, no pueds demostrarse la

¥

encia de pelo {Brodt et al., 1974). Por tante, 1

tryectura superficial para la adsorcidn de

be ser-un pelo muy corte o la misma superficie bacH

1

e
£5

Sea cual sea esa estructura, también estd imp

da en la trasferencia del plidsmido, ya que se

criteo mutantes gue presentan simultineamente resist

2 1a infeccidn por fages vy deficiencia en iz trasf

.
b ¥

Cid.

7

£

Los factores B conjugativos pevtenecientes a

po de incompatibiltidad P determinan un sistema de

ferencia gque incluye un pelo (Bradley, 1974}, y un

3}

tema de exclusidn superficial (Hedges y Jacob, 1987

T

o

I

¥
[
5
0]
723

o]
&
(]
3
23
€
i
oH]
-t

izs cdlulas portadoras de facts

ke {(fago filamentoso de ADN, especifico de N)(Khaf




€ad
e

del grups F, son sensiblies g ¢inco Ltipes distintos de

fagos: e?.fag@ de ARN PRR1 {0O7sen y

o

e

fago filtamentosc de ADN PF3 {Stanisich, 1974) v los fa-

P

aédricos de ADN PRDI (Olsen et al., 1974} PR3 y

£%

[

o

&

2
3
H

%
£3
ir

]
pew]
£
o
(94

tanisich, 1974},

2l

E1 fage PTL1 se adsorbe a los pelos { cue son dg --
corta Tongitud; de c8lulas que 1leven pldsmidos del gru
‘po de incompatibiiidad P; PF3, PR3 y PRéEse pueden adsor

ber ademds & otras estructuras superficiales determina-

das por ‘algunos otros pldsmides {Bradley, 1974}. S8in -

[ty
[EH]
4]
P
£

embargo, 'a mayoria de los mutanies superficia
trasferencia del plismido RPL del grupo de incempatibi-

Tidad P ?@Su?tan-ser resistentes sirulténeamente a la -

[22]
(%]
i i
m

i

i

infercidn por fagos PQRig Pf3, PR3 y PR4 (Stanisic

Un-hecho interesante es que PROL, PR3 ¥ EBR& pueden

células a@rtadoraﬁ de plésmidos del grupo K

el
-]
i
14
g
e
2]
73
s}

et

(Bradley, 1974, Olsen et al.,

9?4};.3L gue indica alguy

na relacidn entre los sistemas de trasferencia P y N.

-y

Se hecho, Emgr&ham'{19?3}démsstr@ 1 s

148
(¥
<
reerd
¥4
[
1]
i |
[¢]
.
£
3.
[14]
e
&
=
]

ogia parcial entre los ADN de los pldsmidos del grupo

de incompatibilidad P y los del grupo N.

Aungue Tos factores R del grupc de incompatibiiidad

Toep ﬁdeﬂ?’;iﬁ’:vcawor griginaimente en 2, gerugir

=
oy
£
e}
0
=
H
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hi&n se han encontrado en otros g¢éneros tales come Pro-
teus, Providencia ¥ Rhizobium (Datte et al.. 1971; Da-
tta y Hedges, 1972; Olsen y Shipley, 1973: Chandler y
Q“”gﬁﬁapT§§ i, 1974},

5. TRASFERENCIA GENETICA EN BHIZOBILM

La trasferencis genética en Fhizobium puede occurvir
por conjugacidén natural mediada por pldsmidos F {Heumann,

T -

1968; Lorkiewicz et al., 1971 Kausklk - v Venkataraman,

1872}, por trasformacibn (Balassa, 1960,1983; Balassa vy

sabor, 1961y Zelazna, 1963,1964; ZeTazna~Kowaliska, 1971
.Zelazna-Kowal ska y Lorkiewicz, 1971; Raina y Modi, 1972;

C'Gara y Dunican, 1973: Doctor y M@r;

)
-
[E8)
|
()]
w
=
£
n

3
{6
£

1978; Al-Ani, 1979), por transduccién {Kowalski, 1967,-

3.1971; Sik y Orbsz, 1971; Heumarn 2t al., 19743 Bu-

'shanaﬂmwuﬁagﬁ@mg E978;'Swab et al., 1978; Casadesds ¥ -
' d

Tivares, 1879; Sik et al.s 1980}, ¢ me

. . s -
Tante RIARWMTOOS

fa

distintes a Jlos de tipo.F iﬁew%ﬁgéw?'1@74a; Johnston vy -

ot
Ly
i
“q

LR

Beringer, 1877: Kondorosi et al., - Meade v Signer,

977; Phuler y Burkanrdt, 1878; Casacesls y O0livares, --

LR

1979}

Los Tendmenos de 1a trasformacién y

por implicar la trasferencia de fravmentos cortos dei -



genoma, nho son de mucha ayuda para

mapa genético de gran alcance.

En Rhzzobium, la conjugacidn ne

zada  por un autor, ﬁ@ﬂﬁret&m@ﬁte ot

utilizando cepas de . lupint cuya |

des simbidticas no han @ odide ser cu

3
et
irr
¥
¥

ribid un sistema natural de con

nt , en &1 gue varias c8lulas se agre

astrella. Obtuvo, ademis., mutantes

tritivos y de pigmentacidn, mediante

Heumann et al. (1971), Heumann |

[£)]

at. (1973) vy Schoffl et al {19747,

mente este sistemz de conjugacidn, ¢

tencia de dos Tactbrzs de Fertilidac

van 13 trasferencia de dos regianes

mosoma.  Fstos factores de fartilida:
y durante ‘1a trasferencia preceden &

cadores cromosdmicos trasferidos. 1L

gy de donadoy o recepitor estz determi

s
T
A

sidgice; las células en

ks
i

d

o]

COomo we eptoras y 1as cgue estan en f

jugac

pint son isosexuales y, en los apars

tural he sido

v Heumann{1g

5

nfirmadas. Heumann

1
-
(2%
s §
o]
o
2y}

I

gara mavcadores

o

de Ta st m%”“

[£2)
W
r&.
1
@
. 1
[
3
[
%
A
o

lo gue este sist

js Heumann

gan Tormande una

dentidad y propieda

upt -

N

tratamiento con

4o

2u

e



Mo donadoras.

Jtilizando marcadores de pigmentacifn, Heumannn y

rentales de diferente pigmentacidn en un cruce, apare-
cen trasconjugantes diploides gue se puede diferenciar
g B & ;

de los haploides por su pigmentacidn de tipe aditivo.

Se analizd 1a segregacidfn de estos clones dipioides v
Ta-

Tos resultados obtenidos estin de acuerdo con la teor
de gque el ADN cromosdmico %rasf@rﬁd@ se puede integrar
en difarentes lugares del cromosoma de
do secuencias tandem ”O&'éJS regiones homdélogas. CLonse

..1

cuentements, Tos ﬁ&greaanhas hapleidss de merodi -

44
14

t
nioides se forman por wea@mbzw367@w sndocr @vﬁgawi:.

As? pues, el comportamiento de B. Ilupini no parece dife
rir en este aspecto del de E. cold (Johnson et al., 1975;

Heumann, 1979).

Los experimentos anteriormente descritos no han po
dido ser repetideos en ninguna otra <zpa de R. lupini -
ni en ninguna otra especie de RAizobium. Lomo consecuen

3, &1 sistems de conjugacidn natural de Rhizobium no =

renctas cromosdmicas.  La tendencia asctual en este campo

-

as la de utilizar determinantes extracromosdmices proce
dentes de distintas especiss bacterianzs.



Ya los primerocs trabajos realizados sobre 1
ferencia de @Tésm@é@s desde E. coli g Rhizobium
von establecer un buen sistema de cenjugecidn en
d1timo género (Puhler et al., 1972:; Beringer, 19
walczuk y Lorkiewicz, 1977; Kutkendsel1,1877; Hag

neros bacteriancs a Rhtzobium de pli

w0
o
w3
1]
3
s
§23
it
2]
3
¢
o
[
i

W

tor R6B.44 (Beringer, 1978),
19

1976 Kondorosi et al.,

1978; Casadesis y 07iv

Lorkiewicz,

77),

™3
@
wty
&3]
[
(o d
<
"3

P
Ea
H

- RE7h

joJ3

factor RI1033 Beringer et

r

entonces se han pubiicado numergsos

se describe la trasferencia desde 31

)

[#%
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5.1, Trasferencia mediada por factorzs F'

Datta y Hedges (1972), Mergeay 2t al. (1973}, B
ringer (1974} v Dixon (1974} demostrarcn la irasfare
cia por conjugacidn del factor F' de E. coli g
va cue como resultade de la t?&gfereas%aggehéﬁéaa
E@_coliﬂ puaden car%eg%f&& defectos metabdélicos

zobium.

8.2, Trasferencia mediada por factorzs F
521, Trasfarencia de factores R dal grupe de ince
tihilidad distintos de P

Los ‘plésmidos R conjugativos gus no pertenecen
grupe P nc pueden trasferirse por sT mismo desde atr
especies bacterianas a Rhizobium, DPsra movilizarse
cesitan Qﬂé 14 télule  donadora ten tambien un pléd
do de tipe F De .esta forma, Datfa v Hedges (1977)
§wawmﬁ trasferir ?Gg'fac%@r@s RI y R 92 desde E. col
Ea-lmpiﬁikiguééﬁeﬂteﬁ ﬁﬁﬂfcﬁﬂ:y ??e%fay (1973}, tras
r?@%@m-e?.fé tor %1@%&1& desde E. co'i g P. aerugino
desde esta Gltima a B. trifolii, ?GEIStra Tado, los
mos autores en 1974,  han demostrado la trasfeweacfé



ste mismo pldsmido entre distintas especies de Bhtzobium

¥ entre HB. Irifolii y K. aerogenes.

En trabajocs posteriores, Kowalczuk y LorkKiewicz -

T
o

i
-
(133
w5
ok
2
in
o
ol
i

877}, demostraren la trasferencia direct

do R1drdl9 desde F. colil g E. twifolii, Los exconjugan

-

tes de H. ftrifolii que Tlevan el pldamide se han utili-

zado para trasferir el factor R por zonjugacifn & otras

‘estirpes de la misma especie, en la jue se mahtiene es-

trasmisihles

Fanlements .

Reringer {1974), realizando estudio con los facto-

]

drdF7 y R144drd3, sugirié que no son -

[¥w)

g

goend
[ RN

res Ridrdl R
4

esde E. coli g B. leguninosarum, FE3 posi

£

ble, sin embargo, gque la trasferencia tenga lugar pero -
gue Sus genes no Sg expresen en B. lzguminosarum.

.2. Trasferencta de factores R del grupce de incompa

ilidad P

931
N

&
bt

Hasta el momento, los plédsmidos exbgenos que han - .-

nropercionado mejores vesultados para el andlisis gené-
tico -en Rhizobium son los factores R del grupe de incom
patibilidad P1 de P. aerugincsa {Datts vy Hedges, 1972).

7

Estos plésmidos, que en sus huéspedes originales son ca

{Stani

o
i 8
r

e
[
fgr

naces de promover trasferencia cromesdmic



Holloway, 1971}, puedepser trasferidos a un

pectro de bacterias gr mmlegaﬁévas {Datta vy

9727 Qisen vy Shipley, 1973} v. en ceneral, ¢
d

huésped siguen siende capaz de actusr comg

b
¢

conjuvativos,

i,
Ech

Buwhh

#

i que les convierte en herramientas

tes para el andlisis genético de aguellos micy

mos aque ne paracen poseer factores sexuales

ies cumo Agrobactertum tumefaciens [Chilton

. : < 3 3 L 7
Hamadas et al., 1978, 4oinetchacter calcoac

o

w

nar vy Vivian, 1976}, P. glicines {(Licey v Leary

Rhod udomonas sphaeroides (Sistrem, 1977}

‘_3\;
Sl
'(‘i

g

9

Se ha estudiado ampliiamen

3
i
H

gy e 15 2 - . ‘.‘1 . ‘L_‘:l‘_ﬁ'} P - -
tores R del grupo de incompatibiliided PL de

ros bacterianos 2 Rhizobium y entre distintsz

7

Datta y Hedges (1971} fueron 1¢

3
[
-4
|
=
B

zar experiencia de trasferencia de factores

de incompatibilidad Pl a B. melilot? ¥ R. Lu

En general, el nive
rasferida por los factores R en diferentes

E. leguminosarum ©s$ similar & 1a que present

e la trasferanc



dovr (E. coli). En Teos trabajos descritos hasta shor

]
[s1]

- : o
L

en este apartado no se encontrd trasferencia de marcado

()

Beringer y Hopwood (1976}, trabajando con R, Zegu-~

@y

go

minosarum &1 que Te introdujevon lca fTactores RP4, REEB,
44 8 R68.45, fueron los primeros gue demostrarcn recom-
Binacidn entre marcadores cromosdmicos subsiguiente a -

-

a trasferencia por conjugacidn., En trabajes similares,

pero posteriores, se Togrd Ta movilizacidn cromosdmica -

intragespecif

-Jb
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wak
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£
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3 ety

guientes factores: en E. meliloti, mediante &1 factor -
RP4 Meade v Signer, 1977): en B. meliloti. mediante el
factar R68.45 (Kendoreosi et al., 1977; Casadesis y 0711-

vares, 1979) v en R. legumincsarum. mediante &1 factor -

{1977) demostraron la trasferencia interespecifica
Tizando estirpes de R. leguminosarurm, R. phassoli ¥y R.

(1978}, trabajdndo con

trifolil dJohnston et 3 estir
ves de R. legumincsarum ¥V R. meliloii, obtuviaren cuatro
clases de factores RE8.4%5-primas, ceda uno de los cuales

iy

1Teva varios marcadores prototréficus diferentes,

J—t

Johnston et al.(1978) cmﬁsiguiéw@m por primers vez

gue genes procedentes de otros génevos bacteriancs sa -

51 5 - ~ PO e
gxpresaran en Razzobium. E3T0s autores TUueron ¢apaces - .
de trasferir los genes que sintetizen el Iriptofano des



de P. geruginosa hasta R. leguminosarum.
tia vy expresidn de estos mismos genes de

gUmLIno sarum

g

()]

de’

]

{1979},

ri st al.

Como hemos expuesto antericrmen:

el

una

ina,

T

o

. bz

E. coli,

Rhizobium

Datte vy Hedges,

grupe de incompatibili

b
t

ya)

actor RBP4,

stirpe de

P.

]

ger, 1874; Haque, 1979).

<

cromosdmices, segln descubrieron Meade y Sign

i1
¥

Este factor se comporia como urn Tactor se

P,

an 2

o

o

tambi

{Holloway y Richmond,

totrasmisible vy puede ser Lrasfer

su trasferencia y es capaz de meoviiiza
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también es posible seqgln demostraron Naha-
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T
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ellos ung de

n designade como

o
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La trasferen-
Frid S e 3
F.coli a B. Le
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-
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trabajande con una estirpe de B. melileti, RP4L
un trasposdn cue codifica la resistencia a Ta a

designade Tnl {Ingram. 1973;

Un aspecto interesante del fa

que

FOsee U

o

]
ivo, su pressncia in
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asterencia de

factor RE8.45
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mido, también mu
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¢ del factor RE8, aislade por

pero que moviliza el cromosoma

yor eficiencia gue su p&reﬁ%aé,

existencia de un fragw

Ta
de ﬁa3@sé respecﬁ@

Junts & 1
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Este plésmido posee una densids

Heoges v

tzado,

P
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y Holloway
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puede
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tgual gue su parental HE8: ¥y un tamefo de 19,7 um - 0,4

siendo superior en 0,6 um a1l tamafio de su parental (Rieb
/

gt al., 1380},

3

La trasferencia de marcadores cromosdmicos mediada
por R68.45 no es polarizada, aungue se desconcce aiin tos

por=-mencres de este proceso.

Este pldsmido presenta las siguientes ventajas préc

L} Los origenes de trasferencis se encuentram espacia-
-dos en el cromosoma bacteriano. Esta propiedad permitié

a Watson (1977} construir el mapa genétice de la estirpe
g

PAT de P. aeruginosa y cirvcularizario.

2} Este pidsmido tiene, &1 igua
gran nimero de huéspedes (Summers y Jacoby, 1977). Ade
més, es capaz de movilizar genes cromosdmicos en ung --

gran vartedad de bacterias gramensgeiivas, entre Tas -

que se incluven P. putida, E. colt vy varias especies de
Ehizobium,

-

3} Es posible aislar derivados de FE8.45 que

egmentos de ADN cromosémice (Hedger ef all, 1877), y =

s
estos factores R' puedern ser emplieacos para estudios ge
néticos v para obtener diploides pavciales {Holloway., -

iss et al., 1880).
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dsmidos RP4 v RE8.45 se h

T oo

la construccidn dz mapas de

(1978 realizaron

leguminosarum, gue incluye

micos; Kondorosi et al.

v Casadesls y Ulivares {

14loti . Con un total de

d
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Pt

construccifn de mapas de 1

3

to trae consigo muchas desventajas respecio de

zacibn de sistemas Hfr. Estas desventajas se p
sumir en:

1} Es un proceso mds complejo puesta que preci
se de integracidn en el cromosoma bacteriana y

gracién posteriocr Tlevande unidoe trozos del mat
cromosémico.

2} Al ser un sisteéma de trasferencia parecide

la frecuefcia de trasmisifn del pléemido comple
mids alta que en Tos Hfr, perco la de mafterial cr
co de Ta c8lula donadoras es mucho més baja.

3} La Tongitud de los segmentos cromosfmicos e

ae
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en Ehi-
ento.
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mitada {Meade y Signer, 1977}. La mixim

2]
pree §
]
5
(s
-
[
c
3.
1]
i

crita corresponde a un tercio del c¢romosoma de £. me-

iiloti (Kondorosi et &l.,1977}.
4} La integracidn de los fragmentos cromosdmices trans

sortados por Tos plésmidos presenzan algunos problemas.

-

Estos fragmentos una vez dentro de lTas ¢

(D
ewroond
£
pronse )
€2
"%
6]
£
[£4)
)
fe
[

ra pueden:

a) Recowmbinar con las secuencis homélogas acestos

fragmentos que existan en la cé

el

integrarse en el mismo Tugar gque

€3
[¢]
i
AL
js 1]
=3
]

el Cromosg
ma donador, To cual traeria consigo Ta segregacifn inde

nendiente de Tos marcadoras cromosémicos.

b} Integrarse completo junte con el pldsmidos por
tador con baiass frecuencias de entrecryzamientos ¥y ausen

cie de segregacifn de los marcadorss centrales.

[ 28]
-

£

17 H
3

5) Debido al hecho expuesto inmediztamente antes
porcentajes de Tigamiento obtenidos en los siguientes -
cruces es @ veces muy variable. ~Este obliga a aumentar

el nlmero de Tds muestras estadisticas y su

a conveniencia de disponer de sistemas de correcidn de

& pesar de las Timitaciones que presenta este sis-
tema de  trasferencia, es el més indicado para Ta constry



ccidén de mapas de ligamiento, puesto gue:

acifn natural solo ha side de

i
§
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o
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H
H

7 La con

w0

U

Cv»l

vez, por Heumann (1968) y, como se ha comentado anterior

mente, con resultados mids gue dudosos.

b} La trasformacifn es Gtil para Tz “Tocvdlizacifn gené
tica de uyn gen perg no para la construccidn de un mapa.

Come consecuencia, hasta ahora no he sido utitizada.

¢} La transducidn ss un método 0t11 que aciualimante se

~Wollaston {197%) en R. leguminosdrum. Aun-
gue actualimente estd teniendo mucho auge &1 estudio de ~

Tas fagos de Rhfzobium ctome 1o demuestran los trabajos -

aparecidos recientemente {(Dalliman et al.,1879, 1980; -

Jrosz et al . 19807.

d) Actualmente se trata de utilizar la técnica de muta

cidn secuenci con nitrosoguaniding. Existe muy poca -
1 respecto {Jessberger et &1., 19745 Al- -

o
A
[
rieend
ok
o]
(Lo T o]
4
o]
oty
o
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jul)

wicz, 1678), y de sus resultados se deduce que este mé-

todo es mencs eficaz que Tos expuesios anteriormente
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RESULTADOS
1. CONDICIONES OPTIMAS PARA EL AISLAMIENTO DE MUTANTES

PN RETZOBIUM TRIFOLIT

iodes

[
o
£
©
3
®
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£
)
o

Son muchos los trabajos en Tos que se describe el
afslamiento, mediante tratamiento mutagénico, de mutan-
tas de Rhizobium. Sin embarge, los agentes y las condi
ciones @mp%eadés varian grandemente de un autor a otro
debidoy quizés, a la faita de un estudio sistemdtico -
de cué%eslseﬂ Tas condiciones dptimes para la mutagéne
sis

La pw%mera.parée de esta Tesis esta destinada & ha

cer uyn anadlisis comparativo de fodos

soguaniding, dcide nitroso, metanosuifonato de etilo ¥

]

tyz ultravioleta) v Tos métodos empleados hasta ahora -
en Bhizobium. Se pretende con ellio e¢stablecer cud
son Yas condiciones 8ptimas vy mds précticas para la gb-

tencidn de mutantes de’ B.trifolei. [stas condiciones sg

rdn Tas aplicadas, ya en la& segunda parte de esta
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Se ha estudiado, pues, Ta influsncia de distintos
factores en la letalidad, medida como propgorcidn de cé-

Ny

-
ik

tas capaces de crecer en medic nutritive después del
tratamiento, ¥ en la mutagenicidad, medida por la apari

ri8n de colonias auxdétrofas y/o coionias resistentes &l

cToramfenical.

La estirpe de R.¢rifolisd utilizadas por estos esty
dios es la RS176. Esta estirpe fue aislada a partir de

&z RSBE come mutante espontineo resistentes a la estrep-

@
[%4)
o
I
G
e
o
-3
o
7S
I
s
o
)

G
o
Loy

e
o
I
|
o
g
js 1)

F ¥
113
hoss.
=

1.2: Ensayos mutagénicos

.2.1. Ensayos con nitresoguanidinag

La nitrosoguaniding es un mutdgeno muy potente yti
Tizado ampliamente para la obtencifn de mutantes en sis

5

temes Tanio pro- Como EUC rifticos. Los efecios de 1z

3

e
| b

“f*wgsaguaﬁ dina dependen de factores interncs de 1a

Tula, como son capacidad de reparar dafios producidos en

su ADN o estado fisiolégico del cultivo.en &1 momento -
del irat&m@ent@-{ﬁaa?eg 19767}, _Tam&iém dependen de fac
tores externcs a la c¢dlula como sor concentracidn del

muytdgene y tiempo &ﬁ gxposicidn, pH ¥y tipo de tampén en

-

pleado v temperatura a

-
i

fa gue se res
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Se ha estudiado cancrefamente T3 influyencia en la

Tetal 2daé y mutagenicidad Dwaduc da por nitrosoguanidi-

b
i

oy

na de: pH, medics donde se realiza

centraciones del mutdgeno y tiempo de expoesicidn.

La Figura 1 mue

o]

trz la supervivancia de R.trifolsd
R5176 a tratamientos con nitrosoguaniding en tam--

na distintos pH Como se ogbserve, las dos

Béd J§ cuUrvas -
son wad%ca%memue'distéﬂi&sg 1o gue esté de scuerdc con
1o encentradoe en otros organismos {Cerda-Climedo y Hana-
#alt, 1967). Estos resuitados apoyan la tecria de que -

existen varios mecanismos diferentes para 12
que se ponen.de manifiesto mas o menos segln &1 pH &l
gue se vealice &l Tratamiento.  As?{, la finf

= a

alidad a

(w4

prasenta la curva de le
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P

bien la presencia en cada cé&ly

ornd

a de varios obletivos -

m

gue han de ser inactivadcos pédrs gue esta muera, o bien

que la accidn letal debe vencer Tz vesistencia opuesta
por el mecanismo de reparacidn La curva g pkE 7,4, re-

l

£
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o
e
s
i
edn
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1

fleja un comportamientc heterogénac de 1a

pecto a la Tetalidad con nitroscguarnidina, existiends -
una fase rédpida de muerte gue afectazrfa a Tas cédlulas -

¢
i

més sensibles { un 80% de Ta poblacidn )

R
£
w3
m
—ty
£
o
o
B

ta de muerte gorféSpeﬂdiez e a las menos sensibles, que

deben constitulr un 20% de Ta poblacidn.

abla 111 muestra Tos resulrados de algunos Ir

I
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GURA 1. Supervivencia de R,
nto co#n nitroscguanidina
a

to (B} pE 5,5; (A) pH 7
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TABLA III. Supervivencia ¥ fFfrecuencii de mutanies auxd-—

trofos tros distintos tratamientos ¢on nLirosoguantdind.



Medio de pH  Loncentracién Tiempo de super- colonias n°mutantes Proporcidn
tratamiento nitrosoguani~ exposicidn vivencia probadas auxdtrofos. auxdtrofos
dina (ug/m?) (min) :
Tampdn 5,5 500 30 6,13 3569 1 2,8 x 107"
tris-maleato
Tampdn 5,5 500 25 0,01 1141 2 1,7 x 1073
tris-maleato '
. S
Tampén 7,4 500 30 0,04 3065 8 2,6 x 1077
tris-maleato
Medio VS 7,2 500 30 0,09 4454 24 5,3 x 1073
Medto VS 7.2 200 30 3,727 1001 i
‘ } ) A o o -5
Medio MM 7,0 500 A5 0,06 1562 1 6,0 x 10




mientos realizados en céluias susperndidas en tam

L5
[#)1

tris-mateato 2 pH 5,5 8 pH 7,4 y en medio de cultive -

La Figura 2 muestra Ta Tetalidad y Ta aparic
colonfas resistentes a2l clioramfenicel ftras tratfam

en placas con el antibidtico inmediatamente desp

tratamiento y tras recrecimiente en medio Tiguid

-

,,f
:

ok

Como consecuencia de Tos resuliados expuest

434

establecieren como coendiciones adecuad

fsH

s para

cidn de mutantes auxftrofos con nitroscguanidina

el

guientes: Tratar Tas células suspencidas en medi

pH 7,2, con 300 mg/ml. de nitrosoguenidina durant

1.2.2. Ensaves con dcido nitrose

-

7
ke

o

[@]

dig -
g det
. 5@

for )
[
ja
=%
H

ias s1
o ¥S; a
te 30 -

ambién el dcido nitroso ha sideo utilizado por &

nos autores como inducicr de mutantes sn Rhizobium

b

corcretamente en RB. lupin< (Heumann, 1968). Experimen--

talmente,se encontrd que en B. frifolic , un trs
to similar &l descrite para 2. Zupzirns L tampdn a

pH 4,5 y 0,54 de nitrito sfdico) es capaz de

(&5
i

[
fats

supervivencia a menss de 1T x 1077 en solo tre
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FTGURE 2. Variaceidn con el tiempo de tratamiento de La
letalidad y mutagenieidad producidas por nitrosoguanidil
ne en tampdn tris-maleato (pE 5,5).

(=) Trgtamiento con 100 ug de nitrosoguanidina/ml..

{ ) tratamiento com 500 wug de nitrssoguanidina/ml.

I3

‘D) Freecuencia de mutantes selZceioviados inmediciamente

@

despuéds del tratamiento; (%ﬁ'grecuexcza de wutantes ce-

leceicnades tras una incubacidn de 12 hovas en medio



£x1
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tos., La Figura 3 muestrea & supervivencia al &cido ni-
troso en un experimento en el gue Ta dosis Fué diez ve-
ces mencr {0,05M). En nwingdn casoc asarecieron colonias

resistentes 21 clioranmfenicol.

Pt

También esta descrito gue las mayores frecuencias

de mutantes se o¢btienen cuando la sunervivencia es de -

S 5 ° = = W‘{E‘ = o N
airededor de 1 x 10 . Asi pues, frz

"3

3tamos
R. trifolii en las condiciones anteriormente descritas

¥ durante cinco minutos, 1o que 1levarfa a dicha super-

4]

vivencia. Como se.refleja en Tz Tabla IV se probaron

1412 colonias supervivientes al tratamiento mutagénico

¥ & contraseleccién posterior con penicilina.. De ellas
nt gjﬂ& resultd ser auxdtrofsa.
Dads Ta poca eficacia de este sgente en RF.trifolid

sl

no se utilizd en el est@'ée trabalio.

~

1.2.3. Ensayos con metanosulfonato ce etile

%unque se han probado varias concentraciones del -~
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@ 8 10 B 20
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FIGURA 3. Supervivencia de R. trifolii RS176 al trata-
miento con deido nitrose (6,05M) en tampdn acetato pH
4,8,
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3

agente, se ha elegido come concentracidn Sptima de tra-

tamiento 1a de 0,1M, ya gue concentreciones mayore

sncyentran aen el 1° idud pudiendo ser

sg 4de error en los ex&ewzmmwt@sm

L3

En la figura 4 se muestrz Tz evolucién, segin
tiempo de ftratamiento, de Ta Tetalidad y mutagenicid
expresada como aparicidén de mutantes resistentes al

amfanicol.

bl

Los resuitados de aparicidn ﬁ@ rutant tras

1753

bacidn soaconcordantes con los obtenidos ¢

3

ify

o3
¥
3
4
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idina.  Como conclusidn pridctica de este experimanto

v

se dedujo que se debfa utilizar 40 minutos de fratamien

En la Tabla IV se encuentrz Ta frecuencia de
trofos tras tratamiente con metahs3w§?@nat@ de 2tiio

tampdn fosfato pH 8,0, durante 40 minutos..  Segiin

)

z3d ampliamente ean

-con luz ultravicleta

3 .
FpN)
£
5y
3
o
o
e
(@]
w1

La luz uitravicleta na sido ampliamente emple
en Rhtzobium pero siempre con el fir de obtener muta
tes en las caracteristicas simbidticas. Con estia s

uir, este tipo de tratamients es bastante efec~
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de experimentos se ha tratado de ver 1
te agente en la induccidn de mutantes

cloramfanicol v de auxdtrofos en 7,

€42
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Para experimentos

como tiempo de tratamiento ya que con

sumento considerable { unag 70 veces

£y

de mutantes resistentes al cloramfen

talidad sea muy elevada. TCon estas o

s

Taron mutantes x8trofos, sagln ss

posteriores so

e
e

el.se
en la
al, si

efleje
IV, Aunqgue Ta frecuencia de apariciin de.mu
relativamente alta., en trabajocs sumcfguienﬁa
ta Tuz ultraviclets por ser su maneis méds co

de Tos azgentes aquimicos:

3
o
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{F
o

En-la Tabla IV se resumen y comdaran lo

e

alidad y mutagenicidad, expresadas com

de Tet
de auxBirofos, producidos por o3 distintos
tudiados. E%'adeéanﬁeg ¥ como consecuencia

ios estudios or @sentacw35 se yutiidizzron solo

a
>

<5y
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T
letalidad y la mutagenicidad pr

ducida por luz ultravio

leta (1200 erg/mmg/minefg en tampdn M9. (W) superiiven-—

sia; (C) fféc%encia de mutantes seleceionados inmediata

mente des?ués'del tratamiento; (®) irezcuencia de mutans

tes tras ¥na incubuneidn de 12 horas en medio YT al fi=--
7






Agentes Medig de pH e Super- Cotonias auxdirofos Proporcidn
mutagénicos iratém%@mﬁﬁ mi vivencia probadas

Nﬁ(50%ug) Tris-maleato 5,5 = 30 25 2967 ) 7.0 107
NG{EGOug) T?ésnﬁa%eaﬁm 7,4 30 9;39 3055 8 2,6 x 1073
Na(ﬁoaug§ Medio ¥S 7,2 30 0,58 3397 25 7,3 x 1073
EMS(0,1M) 7. fosfato 8,0 40 0,33 714 7 9,7 x 1073
Nozniﬂaﬂgmi. T. aceéatq | 4,6 5 0,001 1412 ¢ <1077
UE(lQQG/ﬁrg Medio MM 750 15 0,12 817 3 3.5 x EGWE

IALTIRATE Y,

&

*®

¥ = Contraseleccidn con penicitina

posterior al tratamiente
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cde tratamientos:

- Con nitroseguanidina: Tratar

i

e,
=

tengan alrededor de 2 x10° cdlulas

7.2, con 500 g de nitrosoguanidina/ni

L08 &

28°C y sin agitacidn,
-~ Lon metanosulfonato de etile:
fugfato,

[C,1M) durante 40 minutos a 28°C sin

contengan alrededor de 2 x 10° co

0,2M, pH 8,0, con metanosul”

ot
£35
i
&0
£
il
I
[£5)
e
L]
¥
D
%

ulas/mi en tampdn



LCONSTRUCCION DEL MAPA DE RETZOBIUM TRIFOLII RS17

&5
]

wonnd
B |
ey

"
[

rseoll

gbjeto de esta parte del tracajo es aplifcar

conjugacidn & la construccidn del mana genético de R.irz
Ffolid, dado los buenos resultadeos obuenidos por este mé

todo en R. melilott vy R. leguminosarim. Pars el

primer lugar, se transfirieron diversos factores R de =
E. goli y P. fluocrescens g E. trifolii, De entre ellos
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2.1. Transferencia de Ffactores R por conjugacidn de

4

£. coll g P. fluorescens ¢ R. trifolii

: s

La Tabla ¥ myuyestra Tos Wesu tados de una serie. de

experimentos de trasmisibn de plés . coli ¥

=
ek
[
]
£
£
i
17
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1208

v

. Fluorescens a R. trifoliz. E3t0s ekyewﬁmﬁﬂiei se 1le
varon a cabo segln se desa ibe en Métodos, apartado 10.

La fr@euéﬁaia de transmisidn del plésmido se calculd sem
brando Tla mezcla conjugante en péacaﬁ.ﬁue conten
{kdnamicina y-tetréc%c??wa} de los tres antibifticos a -

-

os que confaria resistencia, ninguro de los reguerimien
de rbe donadora ¥ todos Jcs de iz estirve re-
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ceptora. La capacidad de movilizacidn del cromosoma -

g

bacteriane se midid como frecuencis de aparicién de co-

-
i

. Lo ~ )
iocnias His entre Tos trasconjugantes.

TLBLA V. Trasferencia de los pldsmidos RPI, RBP4, RE§.45
7z

i s e s s S s s PR TR AT i i s i ke e i et A S i ey AP e e e i i e s TR D R 11 st v e s e e v Tl sty A e i i ) gy s

Donador Receptor X células Frecuencisa Fracuencia de
donadoras trasmisidn - trasferencia
del plismido de hrs-14
meTARDT o = 0 4 B =3 TRl o X3 R *‘m“?
PSIG (R .%.) RS164 1.,00x1C VL 530x10 £.0% x 1@
I P % = e g t m‘zi -y ﬂﬁ;”ﬁ
£53(RP4) k5164 5,.85x10 1.38x10- 5,42 x 10

R g 1
Ridrd197RS164  8,26x107 3,60x107° < 107!
ok . Y =B

5 8,80x10 2.23 % 10

u-eficiencia en la movi

ex]

]

.
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micos son significativamente més alias que las de los -

a
E

‘demds. Fste resyltado podrfa atribuirse &7 hecho de gue

%

factor RP4L se inserta en lTugares nuy priximos & genes

a £
de ta ruta hidsintética de Ta histidina (Cannon et at.,

v

et al., 1976). Para cowmprobar esto se rea
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presentar una frecuencia de movilizacién cromosfmica e

(]

ssivamente baja. Los resulfados se presentan en

sla VI,

TABLA VI. Trasmisidn de lo
a R. FT?GEE? BS877

s At AR 7D e i e rind ek A s e 3 ik AR s s b oy s it g i s B s bk S ks s ot oo o ke i o i ek iy i o i ek o i i P e i o i

Donador Receptor X células Frecuercia Frecuencia de

: donadoras  trasmiszién trasfarencia
del plismido de 71g4--2%

T 7 o 3 R - 9 - - P “"'3 oy = . o;n”"'?’

PSI)J{(RPL) RS271 L82x10 1.50x%1! - 2587 x 10

o o ) g i »,-"‘*2 = [l , =7

Es3(RpPd} &SZ?% 2,24%10 2,40x10 1,56 x 1077

FX8{RE8,451RS271 3,18x17 F,21%x1h 3,35 x 10

De los resultados expuestos - -se Eedua@ que el mejor

sistema de movilizacidn de genes cromdsdémicos entre E. -

colz y R. trifolii gs =21 mediade po~ el pldsmide RER. 45

eficacia. De RE68.45 se sabe, ademds, gue es capaz de -



g
<73

de integrarse en muchos Tugares del «romosoma. For con

siguiente, pavras posteriores trabajos se empleld el factor
ReB.45, gue resultd ser muy estable an R. trifolii . se

5

gln se comprobo tras sucesivas siembras en medio minimo
gue contenfa los antibidticos, ta resistencia & lTos cua

Tes es transferida por E7.

I

£.2. Trgsferencia intraespecifica de’. factor REE8.45 y
a

andliets de la movilizacidn de un $0.0 gen cromosdmico
en R. trifelif

El objeto de esta serie de experimentoses probar -

ficiencia de moviiizact

la ] i8n de distintos genes cromo-

sdmicos por el plédsmido RE8.45 desde urna estirpe de 7.
trifolii & otra. 'E1 método empleadn estd descrito en

M&todos, apartado 10. Los trascomjugantes se se

naron 2n medic minimo que contenfa kanamicina

guerimientos de Ta estirpe receptora. Las colonias que -

crecieron en este medic se trasplantaron a placas que

ﬁsﬂ@ehfaﬂ todes 108 reguerimientos excepto agué

comp %emﬂm%acﬁor se guerfa analfzar. La Tabla YIT muestra

los resultades de 'ssta experiencia. Je ellos hay que reg
saltar que Ta transferencia del factor REB.45 &n R, $rd

folii  se vealiza con yna efft Caewcf excencionalmente

o b
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e frecuencia de trasTerencia de todos
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res estudiados nsecilan entre 1 x 10 ¥ L ox 10 7. Tee-

niende en cuenta que todos los marcadores empieados tie

nen une frecuyencia de reversidn espdntanea de I x 10 7,
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puade considerarse que todcs Tos revar

-

ta subsiguiente

2.3. Estudio de algunes caracteristisas de los cruzamien

- -

: s & o .
tos tntrqespectfices-. . mediados por 21 Factor EE§.45

Con esta serie de experimentos se pretendid estudiar
aawatﬁ@%%aﬁ%cas_tan impértaﬁtes camo s@m'éé alcance de -
Ta %wa%?éw&ﬁcia genética y la incidencia del caracter R”
entre 10s twascamiggan%ésn Se Tlama alcance de la tras-

-
i
£

farencia de un plismido a la ltongitud cremé$§m€ca méxima
gue @s capaz de frasportar dicho pldsmido. ET alcance -
" se mide expewim@mta?mEﬁ%e como caﬁtiﬁa@ de trasconjugan-
tes qa@‘haﬁ recibidec miditiples marcadores del donador, -

Ta distancia entre ellos, o por
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i no se congce

mixima enfre marcadores gue €3 capaz dg movi
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Por otra parte, la proporcifn d2 trasconjugantes -

B / R vresylita muy Gtil para establecer g
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mision genetica due se gsta dando.

Estos estudios reguieren el ais amiento

merg elevado de frasconjucantes, cuye genotipo

minag posteriormente.
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. Alcance de Ta trasfarencia ge

Lad

Peara realizar estos sstudisns se

fay

irpes receptoras que Tlevan varios
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tud de Tos fragmentos cromosémicos tv

l.os sxperimentos realizados ¢on -
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ver seleccionadoslos trasconjugantes

=

de ellos posefan todos los demds.  Los

sentados en Ta Tabhla VIIT muestran 9

o

rencia no es total, es decir o bien

tir el cromosoma completo, o bien la
distintos fragmentos en el

cromgsoma

a¥icaz al 100%. Dado gue &l sistema

pleado permite el contacto més que s:

ndo establecer si existen limits

imilares a los expuestos en el av

ios caracteres del donador, se invest

to no se d& parece indicar que el al:
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tre 1os pares conjugantes, se desest ma Ta explicac
de gue la conjugacidén es incompleta.

2.3.2. Incidencia del caracter B entre los Irascon

gantes

Los experimentos consisten en Tlavar a cabo conj

o

ciones como Tas descritas en apart

i

d

3

ferencia que Tos trasconjugantes se seleccionay

. )

agdas anteriorss con

medic que-contienen todos los requerimientos del rece

tor excepto unc. En este caso no contenta 1os anti
ticos, Ga resistencia a Tos cuates esta determinada

do lTos trasconjugantes a meds
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“tes han recibido el p}aam do ‘completa. Por tanto, este

sistema de trasmisidn cromosémica se zsemeja, 3l men

en Ta mayor parte.de Tos casos, al sistema F' de Z.col%

B

Resulta obvio, que Tos trasconjugantes R son
resultado de un proceso regular de conjugacidn con
misidn simultinea de dicho factor ¥, 8n ta mayoria

tos casos, de trozos de cromosoma del donanta. No
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tan obvio el origen de Tos R poar 1¢ gque sevd comenta
miEs ampl iarenﬁ ern la discusién. Desde el punto de vis
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ta prédctico se decidid que en adelante se exigirfa a -

=

Tos trasconjugantes que fueran R,
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crecer en placas que contuvieran los antibidticos

e

resistencia a Tos cuales es

¢

& determ nada por

]

midos,

ot

TLELA IX. Ineidencia del caracter R  en péblaciones
a3

. - p " . ) + - o
ruzamiento Fenotipo frasconjudantes R R %R
seleccionado. probados
HS230xR5293 Ade 204 198 & 3
e
RS5278xR5288 Tyr 183 16d 3 Z
kgl Iy o] . ir -}. G LIy @
HEZ78xRSZ238 His 113 itz 1 :
RSZ30xRSZ71 StrR 189 197 Z 1
Z.%. Construccidn del mapa de ligamismto de R. trifolii
R8176 por conjugacidn mediada por el pldsmido RE8.45

Los andlisis rutinarios de Tigamiento se Tlevaron a

czbo & partir de Tos datos de trasferencia de

5 alelos sil
vestres y de résfsiaﬂéia'a antibidticos. Se han seguido
tos mEtodos ¢ldsicos de construccidn de mapas ﬂe_;raiaaw
rigtas ifayic# Y Ada?bér;a 1961y Havas, %?68; favior v =

- b

frotter, 1972; Carlgerg, 1976).



2.4.1. Estudios de Tos porcentajes

pares de marcadores

Se trata, en este apartado, de

miento y la distancia entre los genes

poseen mutantes en la coleccidn de e
tra en la Tabla XXVI.
Para 110 se han realizade Tos

indican en las Tablas X a XXI, segqdn

£2
o3
14

, apartade 10. Los trasconjugante

77

de Tigamiento entre

“ s

#stablecer el lTiga~

de 10s cuaies sg -

cryzamientos oue se

en medios que contenian todos lo reguerimientos del re-
ceptor y log antibidticos, la resistencia a los cuales -

_
o,
[
»

[ ¥

esta determinada por un pldsmid

cas apropiadas se seleccionaron los

habian recibido uno de Tos marcadores

ﬁ?;@ﬁ se deL@V?“ﬂO Ea proporcidn de

bido ademis otro de los marcadores.

de marcadores y ld distancia entre e’

diante Ta expresidn matemédtica de Ke

dénde £ es la frecuencia de

cia entre-paras de marcadores genéti.

Tos, celculade me-

aper (1874}



TABLAL X. Cruzmamiento de las estirpes RES2E
R88.485) por ES246 (ade-29%, rif-8). Tabl

sonador Receptor Par de Ligamiente Oistancia
: marcaddres _
estudfados {el ()
RSZ30 Rs246 riFf~8 ade-29 0,81 0,23
rif=8 gtr=i 0,21 0,40
str-1 ade-23 0,04 b,62
str-1 rif- ade-29
: :
¥
0,40
0,2
0,62
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TABLA XI. Cruzamiento de las estirpes RSZ30 (his-§,

5

str-1, FR68.45) por RS293 (ade-29%, tyr-13, rif-6 ).Tag~

a

Bla de wvesultade y diagrama de las distancics gendilcoas

o

entre losgs marcadores estudiados.

Jonadoyr Receptor Par de " Ligamiento Distancia
marcadores
estudiados {c) ()

RS230 RS293 ade-29 tyr-13 3,39 0,25
| rif=6 tyr-13 3,79 0,058
rif~6 ade=28 3.3% 0,31

ade~28 str-1 2,06 0,65

tyn=18 stw1 1,17 3,47

025




TLELA XIZ. Cruzamiento de las gstirpszs ES5230 ( his-§,
5tr-1, FR68.45) por R5294 (lade-29, thr-18, rif-8). Ta-
bla de vesultado y diagrama de las distancias genéiicas
entre los marcadores estudiados.
Donador Receptor Par de Ligamiento Distancia
marcadores
estudiados [¢) {tl
RgZ30 RS284 - thr-18 ade—28 0,75 3.67
ade=29 thr-18 0,69 g.40as
ade=~28 rif-E 0,48 .20
thr=18 rif-§ 0,69 G,09

¢rif-5  thr-is sade-29

1

0,07-0,09

0,08

20

T m s S e e oot AT TSR




TABLA XIII. Cruzamiento de las estirpes BS230 ( his-5,
1., R68.45) por RS5295 (ade-29, ¢rg~-19, rif-6,. Tg-
de resultade y diagrama de las distancics genétic
re Loe marcadores esiudiados.

o e s s e s i G TS oy s e i T ok e o by i Al T e ik e il it . T T o e s S T A ST T S e s st e VA €

Donador Recgeptor Par de Ligamientc Distancia
marcadores
estudiados {(¢) (t)
RS230 R5295 ade=29 arg-19 0,85 0,10
agrg=—18 str-I G,0l1 G,85
ade=29 str~-I 0,08 0,62
rif=6  avryg-19 0,258 0.37
str-1 | rif-8 - ade-29  &rg-1g
i _ _ _ ;
0,82 '
0,37

A D stk s, T e WSO G WS s e el merms s smae SR SARmS e s GUTSTD RS S cmwnsd s




TABLA X¥TV. Cruzamiento de las estirpzs ES278 [zde-17,
rif-6, F68.45) por RS23:5 {his-&, mel-3 5 a

a de resultado y diagrama de las dist
emtre log marcadores esstudiados.

e s e W S 58T i s s Sk s e AT AL TR ST il bl Sl st ke ‘b ol D D S s el G S s U T T TR S T s i s s b el Sk b i s e S o <o

Donador Receptor Par de Ligamientc Distancia
marcadores
astudiados {c} ()
RS278 -R8235% his=6 met-36 0,40 0.25
met—368 hig—8 0,45 0,723
met-38 rif-6 0,03 0.758
met-38 his-& . tif-s
iy e : j i
& 1
0,25 - 0,23

T T GRRE AU TR e S THNID SO eED ST S emm

0,758
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4 XV. Cruzamiento de las estivrpes FES5278 (ade-17,
s
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Denador Receptor Par de Ligamiento Distancia
marcadores
gstudiados . {e}- {(t]
RSZ278 RS238  phe-18 his~6 0,04 - 0,75
str=1 phe-18 C,01 ¢,85
phe=18 p»if=6 0.1 0,47
str-1 his-é rif-s phe-18
= ;
0,47

G i D COMTD e e <D




TABLA ZVI. Cruzamiento de 1as estirpzs
rif-6, R6§8~45) por ES271

sultado

Y

diagrama de las distancias

{Teu=23, str-1 J.

mareadores estudiados.

Dongdor Recepior  Par de ' Ligamiento Distancia
marcadores _ _
sstudiados (c) (t)

ns278 RS271 leu=23 2if-6 3.04 0,75
styr=1 leu=—23 0,02 3,80
ade=-28 leu-23 % 0,47 0,20

* Par de ligamiento parva Ta selecciln de Zeu-23y selieccidn

de pif-g.

i

rif-s ade-29 ieu-23
: i f
0,20

oy o oy e s o o ewen’ G0 ey emwn e oo emedme s wewn R e 'ep




TLBLA XVIT. Cruzamigntc de las

f-8, F68.45] por R5288 (his
bla de resultado y diagrame de las dist
entre Los marcadores estudiados.

Conador  Receptor Par de Ligamiento GUistancia
marcadores .
estudiados {c) (1}
RS278 RSZ88 tyr-28 his-—6 3,36 0,27

<t
o«
=3
i
[\
o
[
¢
=y,
§ H
Ty
Ly
I~y
™3 e
<
I
£
[T

his=6 ' rif-§ J.B 0.12

gtr=1 his=6 1,40 0,25
r w % el

str=1  tyr-28 1,93 0,02

hyres st o his-s rif-6

o
o e e e s i e BT e e e
- OB e e
no2 : ' R . : 0.2
Loz _ - R —— R
095




TABLA XVIII. Cruzamiento de las estirpes RS278 [ade-17,
rif-8, RE8.45) por RS2570 (his=-6, thr-27, str-1). Tabla

sultadeo y diagrama de Las distaueias genéticas en=—
tre los marcadores estudiados.

s o i i s o e G o A S N T o 5 S A WA S i Y T AT D < Sl T e G e e e St S i D i A Kt ity A S T AR SR okl R AU A B i okt

Jomador  Recepior FPar de Ligamiento [Distancia

marcasdoreas )

estudiados - {e) (£}
H5278 R5Z2%0 thr—=27 his-6 - 0,47 0,23

gtr=1 thr-27 0,09 0,860 .

pif=6  thr=27 0,70 0,08

str-1 nis-g rif-8 thr-27
.23
0,08
0,60




TLBLE EIX. Cruzsamiento de Las esti
rif-6, R68.45) por RS5297 (his~6, thi-1, str=1 ). Tgkla
de resultade y diagrama de dist

lcs marcadores éestudiados.

Donador Receptor Par de . Ligamiento Distancia
marcadores .
etudind £y 7
. cestudiacos e LT
RS278 RSZ291 thi-~1 hig=-8 0,75 4,07
gtr=1 thi~=I 0,39 0,25
rif~6 thi=I1 0,72 0,08
sty his-¢ - thi-1  rif-s
0,25

S e we o s




TABLA XX. COvuzamiento de las estirves ES5EZ278 ( ade-=]
rif-6, BE8.45) por RS292 (his-§, od

X
sultado y diagrama de las distancias gendticas

de re gn
tre los marcadores gsgtudiados.
Donador  Receptor Par de Ligamiente Distancia
marcadores :
“estudiados {¢c) t]
RS278 RS282 pdz~8 his—§ 0,03 0,75
str=1 pdz=3° g.27 4,38
rif-8 " pdx-3 0,01
dx-3 sty -1 his-8 rif-s

s | AT S gy iy et NI otmem meem. s, M s e st
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TABLA XXIV. Resultados de los awndlis<s de "tres Ffacto-
res” gn el crusgamiento RS5278 [{ade~l7., vif-G, RBE8.45) -
por RS238 {his~6., phe-l8, str-1) y diagrama de las dis

tancias genéticas encontradas (—-=) 4 caleuladas tedri

cagmente (...} entre los marcador

o
iy

Fenotipo Par de Ligamienco Distancia
seleccionado marcadores _ »
estudiados (c) (t}
=Y
s + . ,
His hig~6 phe~-18 0,08 0,70
hisg—=6 ade=17 0,07 S
Fhe .. phe=18 his-§ 0,08 0,67
phe=18 ade-I G,G1
@®vy® . . e

s v T = v = ‘ 4
H & ]

0,70 ~ 0,67

e e el uene e e amme Gkt o e

0,65 4,35
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TABLA ¥XV. Resultados de 1os andiisis de "tres focto-

rzel en el cruzamiento BS5278 (ade-1 wifuf, R68.45)
por R5288 (his-6, tyr-28, str-1) y diagrama de las disg

taneias gendticas encontradas (===} o caleuladas ted-

a i

»iaamente {...J) entre los marcadores

Fenotipo Par de Ligamiento Distancia
sgleccionade marcadores
PheahLt ; L
estudiados (e} {z)
&} N _ o
His - his—6  tyr—28 0.43 4,22
his—-6 ade-1i7 0,06 0,68
b . . _
' Tyr tyr—=28 hig=6 0,48 0,21
tyr=28 gde-17 0,28 0,35

5

~ ade-17 tyr-28 his-s

=
=




W3
(653

43
£
kil

ceionar solo los trasconjugantes de ‘o3 gue se BTa po

u -

sitivamente que habfan recibido material genédtico cromg
sémico del donador. A continuacidn sa analizd el genoti

1as colontas seleccionadas y sa determindg 1a dis-

go]
3
£
e

ancia entre pares de marcadores., En-las Tablas ¥XII a
AAY se presetan Tos resultados de esios experimentos vy

as distancias genéticas entre Tos genss

astudiados. Lgs calculos tefricos da las distancias se
hicieron scbre la hase de gque estas son aditivas.

2.4.3. Ordenacifn genseral de los ¢enes en ¢l cromosoma

5

La Figura 6 resulta de la recopilacidn de todos Tlos
datos expuestos anhteriormente vy muesira
Final de Tes genes en &l cromosoma bacteriano, indican-

o las distancias explestas en los ¢iferentes crurzamien

o

fa s

os reaiizades.

Y
¢
ol
e
e}
5
raredl
N
o
[
mandy
=
£
i
21
-
et
LY
i
e
g

Los datos permiten cf

tddo de esta circularizacidn se pr

1]
Y
£
o3
o
%
L£Y)
s
e
o
1y
e
[
i
faH]
d
»



FIGURA 6. Mapa preliminar de lLigamiento de R. trifolii rS176
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E1 primer problema gue se abordd fud s busgueds
fe un sistema de trasferencia adecuzdo para la constry
ceidn del mapa de K. ¢trifolii. Se hen smpleado cusiro
pidsmidos R {RPL, RP4, Ridrdl9 y RBE.45}.

La Trecuenciad de trasmisidn pave e] plésmico RP1L
desde P, fluorescensia R. #rifolii Tué de 1 x 1079, Es

3 veeu@ne ia es superior en tres drdenes de magnitud
respecte a3 la @ht@ﬁiﬁa pav'Séam ley v Dunican {1979) an
Tz twagfereﬁcié de aste fac%@w ée§de E. colita R. trifo
144 , 1o gue parece indicar que Ta trasmisifén e&s mis -
eficiente si se Hace desde su huésped original, P. fluo

w&€?eja an

g
e
e
o
A
i
=3
[ 521
14

rescens . Esta mayor eficiencia
‘hecho de que estos &utores no eﬂ;@ﬁt%a%@ﬂ trasmisidn
de _maﬁer%&§'cr@m@sﬁmﬁcma_mieﬂt%as cue en estaz Tesis se
describe la trasferencia de marcaderes, tales comg el -
his=I4 y el leu-23 con uﬁa-f%acuéreia de 1 x 1077, 5%
§8 cémgﬁdera vilida la observacidn ce Beringer y Hopwood
(19768) de que la frecuencig de trasierencia de material
cromosémico suele estar tres o cuatro Grdenes de magni-

tud por debajo de Ta del pldsmide, ©e comprende ia dife’
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si8n es mayor cue en

a los obtenidos por
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Boigtard

{1979) que -

mincearum ¥ un

por Meade 'y Signer (1977}
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Ta integracidn del p
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estando de acuerdo con 1
réﬂgﬁr y Hopwood (1978},

Beringer et
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un caso semejante emples

RP4 v, como donador,
Ezte autor obtuve

an de
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Juntoc de estos resultados o
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temente con 1o dicho
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aunque se ha empleado para

rgs ¥ construccifn de mapas de

{Meade v Signer,
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Reringer efal.{
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micos mediade por RP4 estdn de szcuerde

974

prme

g

Beringer

L

en estirpes de F. leguminosarum ¥ $00, CONSECyen

trasfer

s

melilctsi. Est
Ta trasferencia

Tigamiento

vian, ;@?@?; resulta ser poco eficiente en

bacterianas, ta

way, 1978) y E.

e

esulitados ahtenidos

Tes como P.

Leguminosorum

{Berirger,

en-este ftrabajc se pu
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geifn-defindt
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rivaug oe

fracuencias de recombinacidn para un

uta
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encia det pias

meliloti
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974, Por los



EY tercer plidsmide que se ha

drdl9 gue tiene una frecuencia de trasmisidn, entre

{1974} encontrd gue la frecuencia de trasmisidn de

te plésmido en E.colZ era c¢inco frdenes de megnitud

[
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¥
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ok
2ty
£
&
144
iy
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A
ot
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. coll y E. trifolii, del orden de 1 x 10 . Heringer

parior a las encontradas entre estivpes de B. legumino=-

S -G ; s .
sarum { de 1 x 10 1, frecuencia esta G1tima muy st
Tar & la encontrada en esta Tesis pave R. trifolidi.§d

bargo, Kowalczuk y Lorkiewicz [1977) encusntran me

res frecueneias de trasmisidn del plédsmido entre estiy
pes de E. trifolii.las diferencias #ntre los resultad

obtenidos por estos autores vy los qa@'&@a? s& presentan

podrian ser expli Cmd@ﬁ&aimﬁéﬁse en-'a aportacidn de D

nican y Tierney (zg?@} de gue este plidsmido es inestab

1 muches huéspedes y  gue, de hechc, no se trasmite

pleto en A. t?ifoiiig ni con una Ffrecuencia del 100%

En efecto, Kowalczuk v Lorkievicz {1977) seleccignaron

trasconjugantes que hubferan recibido Yas tres resi

cias de la que es portador el pldsmido, mier*rmﬁ que
agui solo se seleccionan dos de elles. También pue

=

influir Ta diferente meﬁ@é@?@gaa emplieadad, pues m

que ellos utilizan la técnica de corjugacidn an pla
agui se utiliza la técnica de conjuvacién en filtro

Lz trasferencia de material cremosdmico mediada
vor Rldrdl9 no debe ser muy eficiente dado que su fr
cuencia no es signif ?catﬁVameﬂt@ mayor gue la de rever-
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yes, 103 resutades obtenidos -

T

[ 5]

el
3

i6n espontdnesa.

obligan 2 su eliminacifn como un buen factor sexual en

E1 plédsmido R68.45 es el més utilizado actual
sues resulta ser el mis eficaz para la trasferencia de

marcadores cromosémicos. La frecuendiz de trasmisidn

de  este pldsmide de E. cols @ R.trifoliz (del orden de
4 “"'3‘

1 x 107°) es menor que lo indicadc por Casadesls y 071

yares (1979 entre E. coli v R. melilot

<h
o,
<5
(]
(]
3
ju )
o
3
-3
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o
D
-3

vy Hopwood {1978} de E. coli a R. leguminosarum (alrede-
. “7 S :

dor de 1 x 10 en ambos casos). Sin embargo,

cuencia encontrada entre estirpes de R. trifolii {apro-

. : S a1t : C - .
ximadamente 1 % 10 °) es muy similar a Jas gque muestran

K@nd@rss%'af'gmg{ig??} y Casades{s v Olivares {1978) e

GUINLAD SEPUM Fsto parace indicar cue, comg era de 2%-
perar, es mis eficaz Ta trasmisidn ¢el pliésmido &n con-
jugaciones intraespecificas gue en "nterespecificas

Respecto a 1a trasferencia de rarcadores cromosdmi
cos entre E. coli y R. trifolii, se han obtenidc mejo-

u%ﬁadQS'Que con los otros plismidos aungue las

res res
1 ;
frecuen

cias. obtenidas son menores er dos §rdenes de mag



nitud gue en ias conjugaciones entre egﬁﬁrp@s de F. tri
Ffolii , come también era de esperar. Estos resultados
son similares & los gue se presentan entre eéi%%yag de
B. meliloti {aproximadamente de 1 x 3%35} {Kondorosi et

cal., 1977; Casadess y Olivares, 1973} y entre astirpes

N

de P. aeruginosa PAQ, su huésped original [Haas y Hollg

2.

way, 19768}, v difiere

w

n dos o tres Srdenes de magnitud
con las obtenidas entre eastirpes de E. leguminosarum

{Beringer, 1974; Beringer y Hopwood, 1$76; Beringer y -

dohnston, 1977;.Beringer et al., 1973} y entre especies
distintas de RhZzobium (Johnston y Beringer, 1377

ton et al., 1978). Esto parece indicar una mayor

itud a2n la trasmisisn de plésmidos entre B. Zrifolic y

et
b
.

B. meliloti vrespecto de R. leguminosar

En su huésped original, P. aeruginosa

tor R68.45 posee gran estabilidad y Ta pérdida del plés
mido complets ocurre con una frecuercia de 1 x 1077 ==

{Hzas vy Holloway, 1978%. Sin embargo, su capacidad de
movilizacidn del cromosoma se pierde con una. frecuencia
de un 3 a un 8% {Haas y Holloway., 1976). En aste labora

torio se estédn llevando a cabo estucios similares en R.

trifoliZ.  Por el momento, Tos datos disponibles indi--

can gue el comportamiento del factor RE8.45 en B. Zrifo
117 no difiere en gran médida del que manifiesta en svu

e
[ 13
1

e
[13]
¥
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3
ek
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o

, aunque ‘las frecuercias de pérdida to-



tal o parcial pueden diferir en uno

Lestos resultados unides a 1a st

=2
3
1.

iy

o en los trasconjugantes hicieron

para les siguientes trabajos.

Seglin se deduce de 1s Tabla VII

res estudiados en asta TQS%S tienen

misma probabilidad de ser trasferidos

que el factor R68.45 es capaz de in:

VErsos ?wgares dei cromosoma.  Este
& todos Tos facteores R del grupo Pl

o

factores R, se atribuye a que poseer

a@éﬁ situadas Jjunte al gen de resistie

sa (Puhler et al., 1979).

Otra cuestidn a discutir es si

ol

material cromosdmico mediada por el

nrende fragmentos cromosdmicos Timitad

trasferir el cromoscoma enterc. De

de la trasferencia no es total sing

mitaciones, va gue Ta distancia méx

cromosdmicos trasferidos simultanearn

cuarto del cromosoma completo.  Esto

ias sbservacxames de Konderost gt &

Ta Tabla VIII se dedud
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mearcadoreas



105

v OTivares (1379) quienes indican que en 7. meliicii

uede trasferirse hasta un tercic de] cromesom Sin em

rgo astas distancias son su@eréafaﬁ z las observadas
por Beringer .EE:_ al. (1978} en P Zegzmimoéarum@ donde -
a1l segmento mis largo trasferide corresponde a un sépti
ﬁ@ de 1a %amg%ﬁué'ta?aéﬂ Es de resaltar que en 2, aery
ginosg ta trasmisidn es como méximo de un cuarts de 1a
iongitud del cromosoma {ﬁaaﬁ y Holloway, 1976}, lo que
indica gque no ha perdido effciencis 27 pasar de gu'%még
ped original a las distintas especies de RA‘zobium.

ET 1imitado alcance de la trasferencia puede ser =
debido bDien a gue EQ‘SQ§MEﬁﬁQ de crovosoma trasfarido -
estd lTimitado en su longitud, o bien & que, aungue se -
trasmitan trozes cromesdmicos mayores o incluso el cro-
mosoma enterc, no recombinan con el det huésped =n-su -
totatidad.

Los resaﬁﬁﬁdes aqm?.aﬁ@saﬂ%&éss anayan la hipdte-
sis de que los frozos de cromosoma trasmitidss no son -
muy grandes ya que, de ser asi, se esperaria que en al-
gunos ¢asos ¥y con baja frecuencia husieran recombinado -
con el cromosoma receptor marcadores muy alejados entre
s, No se did aste casc, sinc mids boen el contraric, ~
@g'éécirg.uarcad&res situades a una distancia menor que

5 d@terminaéﬁ come méxima para node~ ser cotrasmitidos,
ne mostraron ligamiento alguno en ciartos cruzamientos.
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Ta desintegracidén de dicho factor.

-
i

ri¢ unag integracibn transitoria de

mosoma donador {(Curtiss v Renshaw, 19

1869 Moody y Hayes, 1972). Los res:

rTan con Ta existencia de una integr:

dy y Hunge, 1972). Apoyan estz tear’

2°%) En ?@s cruces Hfr x F~ los trag
neraimente F y la trasferencia esti

marcadores que se trasfieren con may

otros.

En cambio, en el caso de R. #rij
jugantes son mayoritavridmente {(més dal
segin se muestra en la Tabla TX. Est

de acuerdn con Tos de los autores art

La procedencia de lTos R se discutir

3°) Los fragmentos trasferidos sen
én ralacién con ?Gquae suelen %ré§;‘,
el c¢aso caoncreto de E. coli no supe:
te de su cvemaseha [Haves, 1;68§ 51«

mplican que para que se d& esta trasf

dsmido, dando lugar & una trasferen

sonjugant
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La aparici tes R parece indicar
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en alguncs casos {(menos del 5%) "a trasferencis crg

oy
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mosfmica se asemeja mds a una de fipo Hfr gue & una de
tipo F'. Esto podria deberse simplenente a Ta ausencia

de escisién del plédsmide del cromosoma del donador, lo

e

que no impedirfa que tuviera Tugar la trasferencia. Es
ts hipdtesis concuerda con la dada por Beringer et al.

(1978} vy Casadeslis vy OUlivavres (1979} trabajandoc con es-

sor un fallo en la desintegracidn de! pldsmido cue gene
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rarfa un pldsmido incompleéeto capaz d:

i

cromosdmico pere no ée expresar todas sus caracterfsii-

"

cas ﬁr%giﬂaz@s par carecer de los determinantes corres-

pondientes.

Otros autorss postulan que la pérdida de determi-«

nantes pueda ya tener Tugar .en el receptor. Sin embar-
go, el heche de que Ta frecuencia de aparicién de R -

- 5 a. n§
18

~sea varios drdenes de magﬂ tud supevicr a
pontdnea de determinantes. en esta'pf%sm?dc'iH&as_* How e

Tloway, 1976} descarta parci almente esta nosibilidad.

En este labgraforic se estin rea ndo trabazjos cue se
espers cus clarificuen estos aspectes ‘de Ta trasferenct
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trasconjugantes haploides como mernd pleides establ

£

S
n describe Heumann (1968) que ccurvre en B, Zupini
por conjugacidn verdadera. En un trasconjugante mero-

dipioide estable no se puede detectar si he habidoe tras

icia o no de alelos determinantes de auxotrofia o -

1183
-3
B
s 3

de sensibilidad.a droga puestc gué también posee los -

3
{

Tos silvesires o de resistencia. De las

o
1)

LV se puede deducir gue en ningln casge se han producido

[

ISR

Fand o
o

[i=]
f413
=3
oF
[
4]
(o
$+]
3
5
ot
i3
n
-3

merodiploides estables. Los trascon

sor ﬁaﬁﬁﬁg.geﬂﬁw&d@S tras los correspondientes cruzamien
tos. FEstos resultados coinciden cor Tos obtenidos por -
‘Meade 'y Signer {1877}, %av%n@ev-g@’ggﬁil%?%} ¥ Casadasds
Cy Ofivares (197%). Una prueba adicional dsl caracier -
haploide de 1os trasconjugantes es é&é’ﬁﬁﬁ@@ﬂﬁ'éﬁfé§@@3"

segregaba parcialmente o totalmente 21 tipo parenta

se Tleve & cabo mediante el estudio de
res de marcadores en distinteos cruzemientos.  Lis mixi-

mas longitudes de cromosoma trasfer das corresponden as

rir como miximo de una vez una distancia correspondien-

%
i

del cromosoma. Para

e

2 longitud tota
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tados, inctuso en experimentos gue iwplican Tos mismos

marcadores. Esta variabilidad puede minimizarse median
te fdrmuTas de correcidn de datos. la Unica formula em

»

8}, cuya =~

€3

nieada hasta el momento ha sido Ta de Wu (19

exoresidn matemdtica es:

[0}

§

P

[}

3
s

&y
4

donde ¢ reprasenta la frecuencia do ligamiento,

Ta distancia genética y 2 1a longitud del fragmento

FagTTY L, e47 4
51.01977) utiliza

")

cromosdmico trasferido. Kondorss?i ai

L p

e

ron esta férmula simplificédndola.  Estos gulores consi-
deran que el términe T as despreciabie ya que, segin -
ellos, todos los fragmentos trasferidos son de Tongttud

simitar. Sin embargo esta consideresidn no tiene poy--

H

qué€ ser v4lida vy nunca ha sido comprobada experimental

g e
mencte.

cxollo

La expresidn ut

Kemper {1874)+

£ oa e F R
e = (1 -t )+ (Int ]

donde f representa la distancia entrve dos mar

1 cadgres.,
Como puede verse, esta fdrmula no irciuye la Jongitud -

S

del fragmento cromosdmico gue solo cebe considerarse s
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se va a deducir la distancis fisica en kilobases { p )

sandeg la FOrmula:

<
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dende 7 representa la longitud del fragmente trasferido

expresado en daltons.

cLa exp?@sféﬂ de Kemper tiene adamis 1z ventals de

que Tas. distancias resultantes son wmuycho mids aditivas -

que las deducidas por la férm de du. No ohtante, ¥
a t7tulo de comparacidn, se-han aplicado ambas correcdig
nes & todos los datos presentados en esta Tesis. Las -

distancias resultaron ser muy eguivalentes, dindose las

mayores diferencias (de hasta 0.1) en Tigamientos con -
haja frecuencisa.

Mediente esta fdrmula se ha ca’culado que Ta longl
tud total del mapa de R.Etwifolii es de 2,41, Esta longl

.

tud es relativamente mis pequefia que las.que presentan -

otros mapas cromosdmicos de Rhdzobivm. Asi se puede cal
cular que el mapa de R. meliloti dete de tener de 2,57

Beringer et al1.(1978). Las diferenrias obsarva aﬁsg ade

més de no parecer significativas., no tienen porgué ser



ft
{ad

F N
)
o]
oy
sl
&
e
£
-
[
o
e 3
s3]
(9]
{
"4
H
[

reales, ya gque algunos de los ¢

&3
Qfé

n datos por debajo del 0,1 de Tigawiento a

-

tir datos mejores. Es, ademés, lTamertable no poder disg
oner de medidas experimentales del vesc de los respec-

Ti1v0s Cromosomas.

Examinamd@ Tos distintos cruzamientos se ha esta-
blecido o1 orden de Teos wazcadwwaa estudiados. Como ya
seg ha dicho con anterioridad, el mismo mét@dﬁ empleado
mpiica una cferta varfabilidad en ins resultados por -
o gue se acepta la sugerencia de Beringer et al. (1978)
de gue estos datos deben de considerairse con un margen

- 7 &f

de error del 3 al 5%.

o

vaies la ordenactén ce a

¥

Para los tas@§.em 1os
fos marcadores era diF7cil de establacer se emp
‘método ya descrito de "anilisis de tres factores®, Eg-
te método permite ordenar perfectamente los m&zs&éﬂvésg
$1 bien las é%s%ancias entre ellos é%féefaﬂlﬁégewamemﬁe
de las determinadas por and
cadores,  Este métode permite ligar Tos segmentos cromo

sdmicos determidados por andlisis directo de pares de -

ofrecer una visifn global de ta composicidn génica. Hay

gue resaltar gque, si bien el "andTicis de tres Yactores®
.88 imprescindible para Ta ordenacidn final de los . genes,



resuita poco fiable en el establecim

antre marcadores. Como saﬁsecuemﬁfa
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Para finalizar y dado gue el fry

ta Tesis ha sido la construccidn del

bium . Para ello., se ha tomad

2

cadores cuya posicidn en el mapa , s

an E. coli y S. ZTyrhimurium.es dnice

-

or ambos métodos., se han con

B
distancias deterninadas mediz

la mtsma y de distintas

que dan lugar al misme fenotip:

tento
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kievicz {1978) (figura 8), resulia

tudiados pow estos autore:

en-ordenacidn y posicidn con los determ

¥

Tesis. ‘La posicidn del sexto,arg,

de uno a otro pero esto puede atrib

s estudiados han sido Ats, Teu, thz,
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studiando gene intos ya gue

puede deber mutaciones an var

a

menos -

Tos de ptras sspecies
‘Tos marcadores ya

cisiete marcadores estydiados en
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den en ordenacifn y posicidn
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Otrc heche a resaltar s que en 2sta Tesis se ha -
encontrade un Yigamiento del 21% entr2 los marcadores -

ente inferior a1 99% cue encontraraon Be

o
N
a
3
LN
o
e
-3
£
=

]
et
o3

S
{0
3
1]

L]
&)
o
s

.
e
[E]
)
(e

} oen B. leguminoscrum, a1l 73 y 90% -

i 'et al. {1977) vy Casades’s y Olivares {1979)

de Kondoro

%!?
o

en B. meliloti, respectivamente. FEsta divergencia pue-

de deberse a que el marcador 822 agu’ estudiado nc sea -
el mismo que el estudiado por estos autores, ya gque, Sg

¢l® se sabe para E. coli (Bachman v .ow, 1980) y S. i~

phymurium {Sanderson y Hariman, 1978, 1z resistencia z

T

la estreptomicing puede estar detarm nada por., al menos,

dos genes distintos separados entre 51 en el cromosoma.

Esta hipdtesis se ve apoyada por Jos resultados de A

fe)
A
S
fos

tti vy AT-=&ni

S
ot

977) gue, medfanta mutagénesis secuen

o

en F. melilotz

&
fa
o8 -

. no encontraron {gamiento entre es-

tos dos marcadores.,

ia ﬁeﬂd enncia actual de Ta invesiigacifn de los ma-
pas en Fhtzobiumestd encaminada al zstudic comparative -~

de los mismos. AsT, Kondorosi et al. (198Q)
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do las distancias genéticas encontradas al aplicar Ta =
férmula de Wu & los mapas de B. meliloti {Meade y Signer,

1977; Konderosi et al., 1977) y de E. Zeg“miﬁosaﬁ“m'{gﬁ

gecidén de R' en Tas especies indicadas, han establecide

a2 existencia de una correlacifn efectiva entre



mapas. Ademds, en tineas generales, 1os datos ap

por Kondorosi et al. (1980) estédn de acuerdo con
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APENDICE I, MATERIALE

1. NOMENCLATURA GENETICA

o

Se siguiersn las recomendaciones de Demerec et

sl
B

(1586} para Tos genes cromosdmicos y de Novick et al.-
{1976} para los genes Tocalizados en los plésmidos.

Los genes se designan mediante tres Tetras (gue -

hacen referencia a Ta sctividad fisio

nan) y un nimero. Las mutacicnes y Tos a
can mediante el simbolo del gen afectado y el nimerc se

parado por un guidn.  En este trabajo se usan las desig

- his, leu, phe, ade, iyr,thr, thi, pdz ¥

arg designan genes de Tas rutas bicsintéticas de

Tos -
§§TWQ§C?QGS$ bases y vitaminas a lo¢ gue corresponde ca

da abreviatura. Las mutaciones en ¢stos genes producen

auxotrofia para ese aminofcido, base o vitamina.

can determina la estructura de Ta permeasa de la
arginina. Los mutant ea_am'maﬂ 3 son resistentes a la

canavanina, un andlogo téxico de 13 arginina.



rif, str ¥y emi designan genes cuyas mutaciones pro

iy

ot
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e
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ducen resistencia a rifampicina, sstrepn

ramfenicol, respectivamente.

emp, kan, tet, eml, stry sn designan genes cuyas
mutaciones dan lugar a resistencia & ampiciling, kanami

¢ina, tetraciciina, cloramfenicot, estreptomicinag ¥ es-

tafio, respectivamente.

fAH
i
§

En esta Tesis los fenotipos se designan con |

mismas o parecidas letras que 1o0s genes resporisables pe
rC en ca?ac%éres redondos y con mayuscula.inicial; se -
‘usan algunos si@mms'&dfcf@maEES:_%'ﬁa?a el alelo siives
*?@;.m para los mutantes; Tos superindices R y § indi--
can %@é%steﬂcia y sensibilidad a un inhibidér, respecti

vamente.

TIRPES BACTERIANAS Y PLASMIDOS

FR

[
[¥2]

-2

oy

155

wondh
H

las estirpes de E. ¢coli ¥y P. Ffluorescens ¥y o

dos utilizades en esta Tesis provieren de las coleccio-
nes de:

~ Roval ?asﬁgraduaﬁe‘Sch@@%s'icﬁdan [RPS)

f.éﬁﬁﬁ Iﬁmeé Institute, Colney Lane Norwich (d11;]

- Departamaent of Genetics, Monash Uriversity, Clayion, -

Yictaria (DEMU).
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En la Tabla XXVI se relacionan ios plésmidos utili
zados en esta Tesis.
TABLA ¥XVIi~ Relacidn de pldsmidos ilizados en zsia Te
Hombre Fenotipo Grupo de com- (Origen
' gue confier vebibilidad
RPL ApfmRre® P1 BPS
RP4 apRimfreR o1 RPS
R58.45 apRmre® P1 DGEMU
R1drd19 &pQK%gﬁmQSmQSQ§ F DEMU

En T2 Tabla XXVII se indican las estirpes obtenidas
‘durante Ta realizacifn de esta Tesiz. - La estirpe ﬁ*ﬁ% -
se aisl8 de nédulos dé Trzfoi fum repens $egin se descri
be en Métodos, apartadeo 1; ¥y es de "a gue proceden todos
Tos mutantes utilizados en este éé@b@§§¢ E1 origen de -
cada una se especifica dando la estirpe de la que procg
de, &1 mutadeno utilizado (MNNG = tras tratamiento con -
nitr Gﬁ@ﬁu&ﬁed?ﬂﬁg EMS = tras tratam ento con metanosulfo
nato de etilos NOZ% tras tratamients con Acido nifrosc N
UY = %£ras exposicidn a la lTuz ultravioleta) o el cruz
miento del que deriva. este d1t’mo so constan ias
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estirpes p&r&mﬁa?esrsepawﬁﬁas por el signo x para

ar cruzamiento.

&y

En las estirpes gue son portadoras de algldn pldsmi
do, se indica el nombre de este entra paréntesis y a --
continuacién del nombre de Ta estivrpe.

TABLA XXVII. Relacidn de estirpes basteriancs utilizadas

en esta Tesis

e st ot e s P i iy ol o e o oo ekl A5 . e it AT ok i . U AL i e e e 40 o s i L e s WS T e et AT EAIY i o o i e e o ) T e . s

1l

Nombre Nombre Genoctipo o Fenatipo Urigen
Originai

2.1 No-originales

3
Oy
W

udomonas fluorescens

PS10  PFOLS4(RP1) . mat

<
T
kg
Q .
vl
i)
L]

£S3 J5-3(RP4) met pro JII

ESE J5-3{R1drdl9) met pro Jil

ES8 1230(R68.45) met prs JIT

5.2 Owigéﬂazes

Ehizobium twvifolii

RS55 Silvestre Rislado de
T. repens

R3140 rif-6 Cspontineo

A
/Y
ES -
[y

F
"h-l
s
V]

f
wd
W
S
=

T3



13 (] n]
wm b oy 03 53 Lt
il e € ) o8y =
[H g Sid (Y] o (AN
Hooe Al 13 . 17 78} [
oW £ ol ' £y (54
- i oo 5] LSS B & (RS DS - I B <> B &+ B 5 B < B ¢ > >
Z 1 e [ W 75 174 = = ) 751 Em T 4 heon e = et = = = 3 £ o0 £
oot i & h i = = = = = 1 e = = =t = = = = = 1] 3 13
o i fad ol BT E i ol Wy o omn o= E - S N S T AR R A D AN
if
[H [0
1 !
i ®
i ]
[ Q
] [ (4% Loy L0
[T =N -~y ¥~ = =~ § i § e
Hoooe i H t i i A Yo Sy Sy b
1 4 85 £ & & [ B e K &y
[ & +3 3 +3 3 £ & £y £y B R
0 A o0 £ 0 EY A [
oo U W &y N o)
[T = ) o o oY e} ] o0 RS Ty oy ey v €
11 i wq vy Ty ! i £ A &3 ey [+ oy | t i 3y 3 Yol §
o o 84 1 H § Gy By 1 £ i i ¥ [ & £ Lns i ! i Sy
1 + b 43 Q 53 "5 £ +> B £y i B PO £4 3> &y &y 0
It o & -+ Q BN = ks ER w YN A 3 + B 3 N + 4 5
oo @ £ £, o 43 2ok D, = o 0
b < . 1 [ e 8> (&Y o) : [\
FH g Sh 3¢ (5 e ¥ ] <o ™ O W N4 [AN] AN 3N & - W Nal h]
- o f i i i i ? § 1 i } i H i b t i i ! t I
€ 0 o= < & =2 @0 W [os] W W Yy 3 oy %] 0 o0 Q) W Q ) W Yoy A\
it @ Rl e ey 3 i) 13 RN e ] oy Ted e e 3 3 =3 Ted ‘D ‘e 3
ooy w [ in = w0 5 w8 I8 o & AN o2 v N 3 8] 3 w3 W Sy 3
D i o : : .
RS 1]
I
&£ N
S}
EST
2 0
o M =
o It [is}
T LI () 3
] €. vp ey e R
PR | B B 3 Ers L0 Ly
B I B e i = =5
B H €y E v e 5
= = oo 0 o o
B : [¥s] e Wy
bt M o £x7 ¥
, [H s . L— e Pt
SV | R A 7 iy £y [50] et s =g et oo o3 v o 8] s Ly [te) [ o [s9]
[ & [ ol [N 2y 3 s i y) e o o i ey o3 oh M [P BT (a8
I & el [aN] [aN} o o [aY el [N o [aN] [sN} [aN} ol [aN} ¢ [aV] o e od L0
o 1 D s W3 %] 3 7y ] s 3 5! w3 [ IV £ 3 3 T L (75! 73] 3 73
By 01 2 i e o [ o [o [ [l [ . S-S ' [a'e £y, [ e £ [ A o o




Segin se comprebd tras su

aislaniente y caracteri-
zacidn, las estirpes RSI40D v RS176 mantienen la capaci-
dad infectiva.
3. PRODUCTOS quimMmIcos
3.1. Antibidticos
Se ytiiizaron a las siguientes conceniraciones fi-
nales en el medio de cultivo:
Sulfato de estreptomicina {(Sigmal...... 1og/f
Sylfato de kanamicina (Sigma)..........  25mg/]
Oxitetraciciina (Antibiotices S.A.).... 10mg/1
Rifampicina (Sigma y Le Petite)........ 20mg/]
AmpiciTinag {(Beecham).......vee.uveneaw.  L0Omg/i
Cloramfenicol {Sigma)..... ... ivnvinn Emg/1
Se disolivieron previamente en sgua, mencs fa rifam-
pfcina gue fué disueltsz en metancl., y se esteriliizaron -
por filtracidn utilizando membranas Sartowius de 0,45 i
. I
de diametrd de poro.
3.2, Otros productos
Camavanina (sulfato de L-canavenina), Sigmz Chemi--
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Nitrosoguanidina {N-metil=N'-niiro-N-nitrosoguani-
dina}, Sigma Chemical Company, S$t. Louis, Missouri, U.

S

(9

B

Metanosulfonate de etilo, Sigma Chemical Company,

3

St. Louis, Missouri, U.S.A.

g

Nitrito sédico, Sigma Chemical Company, St. Louis,

BES e r H EEE & i
Missouri, U.S.A.

4, TAMPONES

G.1. Tampdn tris-maleato

-

P

Preparado Segin Gomori {1955, ﬁﬁ& solucidn 0,2M -
de tris-maleato (solucidn A] se d%?yyﬁ-%asta 0,C5M, me-
diznte adicién de una solucidn de Q?%a'®3@2% {so
B) y de agua destilada en las proporvciones adecuadas pa
ra cada pH. De esty forma se p?eﬁa?afan'tampaﬂag a ph

5,5 v. 7,4, Se esterilizd

o
et

A autocieve a 121°C durante

i

£

2. Tampdn M
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Se pregard mezclando



e

veces de solucidn M9 con 10 w1 de Sulfato
0:;01M}, 10 mil de Cloruro cdleoice [0,01M) ¥y

O -1 A
S [ -
NaCTl ..o ioononvaonsoanons 5 ¢
L PR [ I
Agua destilada.........csp 1000 mi

Se disolvid en el orden indicads y se ajustd a
4.3, Tampén Fosfato

Se prepararon dos soluciones: Solucidn A {NaH,
0,2M) v solucidn B-QNazﬁpﬁgg 0.2M).

E1 pH desesado (pH %.0) se cons guid mezclando
de Ja sclucidn A con 94,7 ml1 de la-<olucidn B y se
pltetd con agua destilada hasta 280 m1. Esta mezcla
esteriliz8 al autcclave a 121°C durinte 20 minutos.
4.4 . Tampén acetato

Z5

mag-

880

"L

£
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Se prepararon dos scluctiones: Solucidn A { dcido

acBtico 0.2M ) v solucién B { acetats sidico 9.2M .

E1 valor de pH deseado { pH 4.5 ) se consiguid mez

clande 30,5 ml de Ta sclucidn A con |
cién B y completande con agua destila

-

Esta mezela se esterilizd al autoclave 3 121°C dyrante

25 n = e )
-u MInUutos.,

5. MEDIOS DE CUL I¥0S PARA BACTERIAS

£l medic base para el aislamierto y conserva

wd

i)
o
oo 1
[
o

[

i

2
[

el laboratoric de las estirpes de Rhizobium fy

[

medio YT descrito por Beringer {1974}, que consta de:

Triptora {(Oxeid)........... S 5.0 g
Extracto de levadura {chztfua 3,0 g
Caﬁiz x'6H2®@,énn@ﬁ,a;comsgn@m 1,3 g
ﬁgua destilada............ e 1060 mt

E1 pH se ajustd a 7,0 v &1 med o se esteritizd al

“autociave a 121°C durante 20 minutos.

Para los tratamientos mutagénicos con nitrosoguani
ding en medic de cultivo, se empled el medic VS descrit

Dor ¥JHCEﬂﬁ {1970}, cuyva composicidr es:



SACATOSE e cvevonenasennnnons 2:50 3
KmH?Q& mmmmmmm e e s s e I 3,50 g
MQSQQ X ?%Zﬁmm@@ﬂmﬂummsmmﬂﬁg 0,20 ¢
CasOy...... .. 0,16 g
NECTl i iininnecnnncannnnanns 0,10 g
Felloe e ineveneaoannsnnnna ©,02 g
Extracto de levadura {Oxoid). 0,50 g
Agua destilada.....vevvee-.. 1000 mi
£71 pH se ajué%é a 7,2 vy se esterilizd g1 au
a 121°C durante 20 minutos..

Como medic minimo (MM) se empied tampén MS
mentado con glucosa {Oxoid) al 1.7% y biotina a
¢ﬁﬂiraé§6ﬂ Fimal de 12 ug/ml. Este medio t%éﬁ@
de 7,0 y se esterilizd en autoclave a 121°C durs
minutos.

Los medios s&lidos se pra?aréran afiadiends
de agar (Oxoid} a los medios T7quides,

Lﬁs_%equewim?@ﬂt@s y/io Eﬂs-a@ﬁ:bééﬁéawsg en
ciones previamente esterilizadas pov Tiltracidn,
diercn 2l medis mstéri% mantenido er subfusidn a
para thEHET.§&S concentraciones sicuientes:

Aminofcides.. ... .. eeea. 20 mg/t

2

[

n pH -
te 20



Materiales, apartado

Para la obtancién de Tos mutantaes r

Bases..
Vitamin

Antibid

canavanina, se emplied el

b b
et cniecoacase.s 20 mg/l
- © 4
A8 e carmanssos 40 mg/l
= 4 ' ~“ - B 33
108t enenenn Seqgln se indi
3.1
gsisten

179
a2 an
tes & &

medio mfnimo (MM}, supiementa=-

do con todos los aminodcidos mencs 1z arginine vy 80 mg/1

&
(&4

5. SOLUCION NUTRITIVA PARA TRIFOLIUK ALEJANDEIN

e

canavanina {Sigma}.

Los experimentos de infe

ctivided se vealiz
zdndo cultives hidropdnicos de trebol (Irifols
drinum ). Estos cultives se Tievarch 2’ cabo .en
nutritiva de Héwf%t (1952} cuya composicidn es
te: | |
K230, . e . 6,30 g
Qaﬁ%z T ST g
NaH, PO, x Hy0..... ceeea. 1,20 g
MQSG@'X'7H263B mmmmmmmmmm (.36 g
Citrito Frrico..... ce.. 107 §
MnSO, x 4H,0. ... .. e.... 0,002 g
CuSO, x BHa0. . ouiinnin ,003 G

Ta siguien
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SoTucién de Hewitt {continuvaci

ZNSO e eeeereananeaneneae.. 0,003 g
4
HgBOguretonnennnonennnn ... 0,01
Chi]
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Agua destilada...oeeeunan.

)
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Esta mezcla se esterilizd al autocliave a 121°C
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METODOS
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{. PRUEBA DE INOCULACION

zaron-con clovruro mercirid
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colocaron

T3

ara ello, se

se mantenian en oscuridad a 28°C has

posetan uno o dos cantimet
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(1984} gue consiste
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Trefolium alefondrinum se estartl

T2

r Yincent {1970} vy germinadas en condic

sobre placas agar-agua

on

de

‘caménte a tubos de F0x200 mm qu

utritiva y un soporte de papel d
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te 20 a 25 dias en Tos que se sometenr a un cicle de luz

{16h} -~ oscuridad {8h}. Transcurido aste tiempo se con-
sidera gue las pldntulas se hallan en condiciones de. --

Cinco de los tubos se inocuiarcn con dos mililitros
por tubo de una suspensidn de bacterias que contenfa al

. g - . o . N ,
rededor de I x 1807 célulasg/ml. Loz dos tuhos rastantes

dejaron como testigo. Transcuridas 15 dias a partir

se

de Ta incculacidn, se observdé la aparicidn o no de nddy
ios,

2., BISLAMIENTO DE BHIZOEIUM A PARTTE DF NODULOS

Los nddulos de Trifolium repene despuds de lavados
con agua, se desinfectaron exfernamehte sumergiendolos

durante 3 .mingtos en una solucidn de clovure mercirico

a1 0,1%. Seguidamente se lavaron varias veces con agua
egiériig-sé trituraron. asépticamente y tomando con asa -
de platine del Tiquide Eechdsm db%é?fﬁ@f.ge sembrd en -
??éca sgbre medio YT adicionade de vioieta cristal a la
“concentracifn de 1]8G,G§G'pfv; En este medio no ¢recen
‘hongos ni bacterias Gram {+). Los rizoblios que crecen -

sa-distinguen del resig de las G

s
jaH
=
ey
b
i
D
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[
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centran el colorante,
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3.CULTIVOS DE LAS BACTERIAS EN MEDIC LIQUIDC

Los cultivos 1fgutdos se iﬁﬁﬁﬁﬁarmn con una coto-
niaz bacteriana ¥ se incubaron ¢ 28°C con aireacidn du-
rante 48 horas. - A continuacidn sa ¢iluyeron en medio
ﬁﬁew@ ¥ se dejaraon crecer hasta una ﬁén@an@wasm%éﬁ apro
ximada de 2 1@3 células por mililtitro, towmando medida

de Ta densidad 8ptica a 450 nm con un espactrofotdmetro

Bausch & Lowmb "Spectronic 20,

4. RECUENTO 8; BACTERIAS VIVAS

Después de efectuar las dilucicnes adecuadas en ~
tampdn M9, se fomaron muestras que te esperaba gue con-

tuviesen 100-200 u.f.c. {(unidad formadora de co

se-extendieron &n placas eon medio YT, incubdndolas a -
78°C durante tres dias. Para cada ceterminacidn se sem
braron tres placas y se hizo el promedic de ellas,
5. TRATAMIENTO CON NITROSOGUANIDINA

La nitrosoguanidinag se disclvi{ en agua destilada



Ces

(1 mg/ml) ¥ se prepararon tubitos gue contenian 1 mi.
Se guardaron congelados en oscuridac hasta el momento
de ser usados. y en ningdn casc se velvieron a congelar.
'5.1. En tampdn

Se utilizd la técnica éeéar“ta-p&w Cerda-0imedo et
at. (1968}, adaptada & R. trifolii. El v&éﬁ€¥Q de bacte
rias en fase exponencial se lavé dos veces por centrifu
gacifn con tampén MY y se cowncentrd 10 veces en Lampdn
tris-maleato, pH 5,5 6 7,4. se anacid 12 nitrosoguani-
dina a las concentraciones finales 'ndicadas en cada cg
so ¥ se incubl a 28°C, en oscuridad y sin airezcifn
Después del fratamiento las células se lavaron dos ve-

ces con tampdn M9,
5.2. En medio de cultivo

£1 tratamiento en medic de cultive fud en todo si-
mitar al utilizado en tampén con la diferencia de gque -
no se lavd previamente al tratamiento, sinc gue soTamen-
te <e concentrd 10 veces en medio fresco.



§. TRATAMIENTO CON METANOSULFONATO U

E ETILO

Un cultive bacterianc que content

cé&lulas/ml se lavd dos veces

pH 8,0 v se resuspendid finalmente e

S& afiadié metanosulfonato de etile ¢

ceidn figal de O.1M ¥y se incubd

rante el tiempo indicado en cada cas
reaccidn se afiadid tiosulFfato sfdice

ccidn del 6% p/fv. Seguidamente se

A

=

7. TRATAMIENTO CON LUZ ULTRAVIOL

WE

ETl cultivo en fasé exponencial

suspendid en tampén MY, exponiendosc

rayos uttravioletas emitidos por une

a una L:@@*wammm

P

se ¢ Fifugl Yy re-
=S 'E —aﬁe{'vv(’; e '3p'~s
& td acdioan ae [ o
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g 28°C,

8. TRATAMIENTO CON ALIDO NITROSO

i 3 . o E PN b _ A T PN P
Un cultive gue contenfa unas 2 x 107 células/m

3
{0

tavé con tamp8n acetato pH 4.6 y se resuspendid con-

rante el tiampo que se ésgec?fisa er cada caso. Seguida

mente se le.afadid tampdn Tosfato a pH 7.0 para detener

-

a2 reaccifn. Se efectuaron las-dilucicnes oportunas v

se sembraron egn los medies corresperdiantes.

3. ATSLAMIENTO DE MUTANTES

Y.l. 4disiamiento de mutantes resistentes a anitibidti

&
Q
[0
V2

Yy a andlogos de aminodeidos

Kidticos {cloramfenicol, rif
cgos de aminodcidos {canavanira), se emp]
dio YT menos en &1 casc de 1a canavénina que se empied

el medio gue se indica en Matéridles, apartado 5. Los -
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En el casoc de la obtencién de mutantes espontandos

o an
3
]
[
2
[$]
¥
1]
H

se partid de un cultivo en fase estzciona

rias con una concentraccidn aproximeda de 10° células/ml.

gt
-

actor de dilucién empleads en ceda caso dependié de

la frecuencia de aparicifn de cada uno de los mutantes -

Estas frecuencias fueron en el caso de la rifampi-
K 5 - =8 1 o ; ¢ iy y 1 7 e
cina da 1 2 10 7, de lz estreptomicina 1 x 10 y odel -~

h : o L2 3 . o - ?
toramfenicel de 1 x 10

4]

‘Cuando 1o gue se buscaban sran ﬁmﬁaﬁ“@ -resistentes

al cleramfenicel inducides por algir agente, 1a siembra
en el medio con al antibidtico se realizd despuds del

tratamiento vy efectuando Tas dilucicnes apropiadas segln

@ L2880,
9.2. Aislamiento, purificacibn y caracterizacidén de los

mutantes aquazdircfos

Las ﬁ@ien as que Wa@?dﬂ crecide en medio YT tras -
= . -

Tos distintos tratamientos mutagénicos, se replicaron -

mediante palillos de dientes est

o
1
5
|
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tenian medio mfnimo. Las colonias cupuestamente auxf-

>

T

trofas se purificaron tres o cuatro veces como garantisa

de homogeneidad genética.

‘La caracterizacién de Tos aux8trofos se jlevé a ca
be siguiendo el esquema de Holliday (1956} modificadn -
para E. trifolii. Cada colonia que crece en el medic VT
¥ no crece en el medio minimo es, per definicidn, auxg-

trofa: ahora bien, para saber que requerimientd especi-

fico precisa se prueba en placas cor medio m

mentadas con diferentes mezclas de sminodcidos, bases N
vitaminas segln se muestra en tz Tabla XXVIIT. 51 un -

auxftrofe es capaz de crecer en dos de estos wedios, es
porgue reguiere el producto gue apavece en ambds.. Cada

uno de los once medios ‘contiene medio minimo mds 1o0s sy

plementos indicados en 12 fila o0 co umna correspondien~
tas.

G.3, Seleccidén de mutantes quxdtro

la penteilina

En Yos casos en los gue, debids a 13 baja efi
del tratamiénto mutagénico, no se erncontraba un nimero -

significativo de aux8trofos, se uti’izd el método de se

7 ToEo
; s ay’ﬂ;d} =

eccidn con penicilina {Lederberg v Lederberg,



TABLA XXVIIT. Requerimientos empleadors para lg busca

de aquzdtrofos segiun el test-de Holliday modificado.
Placa 3 r
- & e . . : . - v .
n 1 2 i 3 4 iy 5
7 ala gly val met ets asp
|
! |
& glu gin phe Erp ser 1%le
g lys his tyr ary thr leu
i0 1 asnm pro | A G 5 c U
i1 pdx ran th fol crn 7




Tente 2 5§ § 6 generaciones. Con est

Taos mutantes ob ,
vasen enzimas provenientes de sus pv

damente, el cultive se lTavd vy se c¢

se resuspendid en medio minimo 2 une

7

¥
72}
(a s
44]
[
£

sypericr a 107 células/m

rante dos horas en afreacifn y entern

T

-
T

"

yeces ¥y se resuspendid en medio fre
cilina. Se incubf durante un tiemp:

te generaciones. Entonces se Tavd ¢

]

pendid y se sembrd en cajas contenie

{

10. CONJUSACIQN ININTERRUMPIDA

Se utilizd la técnica descrits

i~

{1976). E1 método consiste en mezc

de -cdlulas donadaras y otro de célu
e -7 o - = 8 ] E
contengan a3t menos unas 107 células

Tumenes iguales 'de ambos cultivos.

medio TTquide YT y se incubd durante

tenidos pudieran multd

cilina (1000 U/ml). Se dincubd durant

lente & tres genevaciones y segqguidawn

Tras el tratamiento, se resuspendid el cultive en

. e K.:,’ P —_—
un tiempo squiva-

o se pratendfa gue

08 veces, 3@ resus-

ndo media YT,

por Jacob et al. =~
ar dos cultives, uno

as racepioras, cue -

Se toma una a
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¥ se siembra, con Ta 41

[« I

P

en medio selectivo para el donador. Con esto se preten-
de determinar el nlmero real de células viables del do-
ador, nimero qgg.gg utilizdrsi posteriormente en la &35~
timacidn de la frecuencia de trasfevencia del plésmido
nue se trate. Seguidamente, la mezcla conjuganie se ==
ra 8 traves de una membrana Saritorius de 0,45 u de
diametro de poreo. Las membranas que contienen Ta meze

%

cla conjugante, se colocan en un sororte de agar ¥y se -

fa

incuban durante 24 horas a 28°0. Pacado este tiempo. se

, R
19 vy, previa dilu~-

recoge 1a muestra en 3 mt de tampdn

cifn, se siembran en placas que confienen el madic se-

1Ce an -

]
mdY
i3

Tectivo para lTos trasconjugantes que se especi
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