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PRESENTACION

Este trabajo tuvo como principal objetivo el

aislamiento de bacteriofagos a partir de muestras

de suelo y a partir de cepas lisogeénicas pertenecien-
tes al género Rhizobium, y su posterior caracteriza-
cidén a través de una variada metodologfa.

A 1o largo de su desarrollo se debieron efec-
turr los estudios <olater~les necesarios para ad-
quirir un conocimien*o mds acabado del sistecma al
cual estabamos enfrentados, como asi también ensa-
vos de interferencia entre cepas de Rhizobium, ne-
cesarios para el aislamiento de bacteriofagos tem-
perados, ‘

También se realizaron experimentos de integra-
cidén de bactertofagos en el genoma de sus bacterias
indicadoras con el objeto de éEtablecer las posibi-
lidades que ofrecia el sistema para la realizacidn
de futuros trabajos de ingehieria genética.

Los estudios preliminares, ensayos de interfe-
rencia y aislamiento de bacteriofagos (capf{tulos III.1,

y III,2) fueron efectuados conjuntamente con la Dra,
Graciela L. De Antoni.
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1.- La Fijacidn Simbidtica de Nitrdgeno a través del Sis-

tema Rhizobium-Rafz de Leguminosas

A.-Establecimiento de la Simbiosis

Por intermedio de la asociacidn simbidtica entre las
bacterias del género Rhizobium y plantas de la familia Le-
guminosae, se efectia la fijacidn del nitrdgeno atmosfé-
rico 21 ser trans’ormnzdo en connuestos a2sinilables oor el
vegetal.

Esta asociacidn se establece por medio de la infec-
eién radiculsr por parte de las bacterias, después de u-
na activa proliferacidn de las mismas en la rizoslora d»
12 »lenta, influenciada anarentemente »nor la exndacidn de
sustancias por parte del vegetal. Como resultado de esta
interaccién, los pelos raéiculares de la planta aumentan
su longitud, se incurvan y ramifican (1).Esta modifica-
cidn experimentada por los pelos radiculares, inducida
por sustancias especificas producidas nor los rhizobios
(2)(3)(%), permitirfa la renetracidn de las bacterias mds
pequefias a través de los intersticios que quedarfan entre
las microfibrillas de la membrana celuldsica (5), o bien
lo harfan aprovechando la invaginacidn de las menbranas
de las células que conforman los pelos radiculares(6).En
leguminosas acuéticas, que carecen de tales pelos, la in-
feccidn se produce a través de las células epidérmicas(l).

La formacidn de nddulos es un fendmeno cspecifico,
tal vez determinado por la presencia de lectinas o fito-
hemaglnutininas en el vegetal y ciertos antfgenos bacte-~

rianos (7)(8)(9)(10), aunque en algunas experiencias no

se demostrd ningdn efecto atribufble a dichas sustancias(11l),



lio siemnre la invasidn bacteriana culizina en la pro-
ducecidn de nddulos. Por el contrario, se ha observado que
el porcentaje de nddulos formados en plantas de alfalfa
resulta, en término medio, del 57 cou resnecto al 1inero
de ~untos de infeccidn (1). mstas infecciones abortivas
tendrian su origen en las dificultades con que tropiezan
los rhizobios para inducir 1la formacidn de los llamados
"cordones de infeccidn"., Lstos no son sino tubos limita-
dosvor una pared celuldsica de origen vegetal, en cuyo in-
terior se prodnce la proliferacidn de las bacterias a me-
dida que penetran en la regidn cortical (12). Los incon-
venientes que presenta su formacidn no sdlo residen en 1la
necesidad de lograr la invaginacidn de las paredes de las
células del vegetal, sino también en que el extremo del
corddén debe penetrar a través de las células vecinas, las
que luego se incorporan a la estructura del nismo.

Hasta hace noco tiempo se nensaba aue cada ndlulo
era formado nor invasion de solo nna cepa bacteriana, de
modo que se nostulaba que sdlo un corddn de infeccidn era
el responsable de la formacidn de un nddulo.Ante la evi-
dencia de la existencia de varios cordones de infeccidn
producidos »or la misma cepa en un aismo nddulo s~ dedu-
jo que 1a infeccidn mdltiple estaba nermitida solamente
cuando los cordones de infeccidn habfan sido constituf-
dos por la misma cepa(l3). Sin embargo se comprobd la
existencia de infeccidn mixta en nddulos de soja, median-
te el empleo de técnicas de inmunofluorescencia (14), 1o
cual deberd ser confirmado en nddulos de otras especies

para poder extraer conclusiones mds valederas.



El corddn de infeccidn penetra a través @e los teji-
dos de la raiz; su crecimiento hacia el interior de 1la
misma es orientado por el nicleo de la célula vegetal in-
vadida en primer término, el cual "viaja" hacia la base
del nelo radicular junto con el corddn de infeccidn (1).

El desarrollo del nddulo comienza con la divisidn
de las células corticales de la rafz que se encusniraii a
corta distancia del corddn de infeccidn. Se pilensa que
son células tetraploides las que se dividen, inducien-
do la divisidn de células diploides vecinas, pero el rol
que desempeiian dichas células en la formacidn del nddulo
aun estd sujeto a una posterior verificacidn (15).

Las bacterias, por su parte, se encuzsntran en su for-
ma bacilar normal dentro Jél coridn de infeccidn, licro
mi:;ren nacia la periferia del mismo, para ser més tarde
liberadas, llevando consigo el plasmalema que las rodec
(1).Varios autores coinciden en que el pasaje de las bac-
terlas a la vide intracelular sc »nroduce »or un »roceso e
endocitosis (12)(16)(17). Una vez en el citoplasma de la
célula vegetal, las bacterias se rodean de una membrana
envolvente y generalmente aumentan de tamaiio. Este aumen-
to varia segin las distintas especies: as{, en nddulos de
soja resulta casi imperceptible, mientras que en nddulos
de arveja, es de alrededor de 40 veces respecto del volu-
men de la bacteria libre (1R).

En algunos casos las bacterias se dividen dentro de
la membrana, dando lugar a la nresencia de varins bacte-
rias dentro de una nisas nenbrons eavolvente, De esta iid-

4
nera, el numero de bacterias encerradas en cada membrana



resulta diferente para las distintas especies de Rhizobium
y parece estar determinado nor el vegetal invadido en lugar
de depender de la naturaleza de la bacteria invasora (19).
Dentro de la célula ocurre la transformacidn de la
bacteria en "bacteroide", lo cual involucra varlos camblos,
tanto bioquimicos como morfoldgicos. En ese aspecto, el au-
mento de tamafio, al cual ya nos referimos, el aumento del
nimero de ribosomas y del contenido de DNA, el cambio de
forma, la arsricidn de nuevas estructuras (particularmente
algunas vesiculas), la acwnulacidn de sustancias de reserva,
los cambios de actividad enzimdtica, el aumento de la sen-
sibilidad osmdtica, la biosintesis de nuevas rroteinas co-
mo 1a lezhemoglobina, hacen semejar a este proceso al de
una diferenciacidn celular, tal como ocurre en los usucr-

riotes (20)(21)(22),

D.,- Caracteristicas Generales del Proceso de Fijacidn Sim-

bidtica de Nitrdseno

E1l bacteroide es el asiento fisico del sistema enzimd-
tico capaz de catalizar la reaccidn qufiiiica rue transforma
el Nitrdrero atnosférico en commuashos nitrocenados asimi-
lables (23), Lste sistema es denominado "nitrogenasa". La
nresencia de dos nroteinas es escencial parc su “unciona-
miento. Una de ellas es una protefna que contiene iolib-
deno e llierro en pronorcidn de 1-2 dtomos del primero por
alrededor de 20 del segundo. istd compuesta por subunida-
des, siendo aparentemente un sistema a3 b, y tiene un peso
molecular de 100.000-LR0.000D, La otra proteina contiene

s6lo Hierro y parecerfa ser un dfmero de subunidades idén-
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ticas, teniendo un peso molecular de 4+0.000-50.000 D, An-
bas nroteinas son bastante sensibles al oxfgeno, siendo su
vida media en solucidn buffer oxigenada del orden de minutos
y segundos respectivamente(24),

Pareceria ser que la sccuerncia de transferencia elec-
trénica comienza con una fuente de electrones de la célula
(ferredoxina, por ejemplo), la cual los cederfa a la pro-
tefna que sdlo contiene Hierro, y ésta a la que contiene
Molibdeno, Durante esta transferencia se requlere la pre-
sencia de ATP, el cual es provisto por la planta (fotosin-
tesis), v es hidrolizado n ADP y fosfato inorg;dnico(ri).

iste sistema enzimdtico cataliza la reaccidn:

Ny + Ge~ + eut + 19 Mg, ATP m———sp-?2 NH3 + 15 Mg ,ADP + 15Pi
(25)
y tiene ademds la propiedad de catalizar otras reacciones
como la de reduccidn de acetlleno a etileno (25), circuns-
tancia que fue anrovech~da por varios investlgadores para
desarrollar técnicas cromatogrificas de deteccidn cuanti-
tativa de etileno con el objeto de contar con una prueba
rdpida y sencilla, "in vitro", que les permitiera la eva-
luacidn de la capacidad fijadora de Nitrdgeno de los sis-
temas simbidticos en estudio (27)(28), Utilizando esta
técnica se logrd establecer la actividad de nitrogenasa
en extractos libres de células obtenidos a partir de nd-
dulos de leguminosas (29)(30).

Un -ipmento, la leghemoglobina, ausente o los rhi-
zobios libres y en las leguminosas no noduladas, parece-
ria Jugar un rol de considerable importancia en la fija-
cidn simbidtica de Nitrdreno, La ano-leghenpelobina se-

7/ . .
ria sintetizada en el citoplasma de 1las cdlulas del ve-



getal y se localizarfa en la parte externa de la menbra-
nas que envuelve a los bacteroides (31,(32)(33), los cua-
les sintetizarfan el grupo hemo (34)(35).

La leghemoglobina actuarfa facilitando la difusidn
del oxfgeno a través del tejido del ndédulo (36)(37)(38).
Alrededor de un 20/ de este pigmento se encuentra como o-
xileghemoglobina en nédulos de plantas jévenes (39) y, ade-
més, la adicidn de oxileghemoglobina a suspensiones de bac-
teroides, trae aparejado un incremento en el consumo de
oxfgeno y promueve la activided de la nitrogenasa, la cual
aumenta aproximadamente 10 veces (38).

Los bacteroides reciben oxizeno a través de¢ la laghe-
moglobina. Las fuentes de carbono son aportadas por el sis-
tema vascular de la planta y su oxidacidn provee la energfia
necesaria nara la sintesis de ATP y el agente ro-uctor nece-
sario nara la reaccidn catalizada por 1o nitrogirnosa,iul pro-
ducto inicial de la fijacidn de nitrdgeno es, como vimos, a-
monfaco, el cual se forma en los bacteroides y se excreta en
el citosol, donde se lo utiliza como sustrato en la sfintesis
de glutamina, asparagina y aminoécidos, sustancias que son
utilizadas por el vegetal.(25).

Durante la reaccidn catalizada por 1la nitrogenasa, en la
mayorfa de las leguminosas, el 30% del flujo electrdnico se
emplea en la reduccidn de nrotones a ln, 21 este lih no os
reciclado, el sistema simbidtico habrd gastado alrededor de
5 moléculas de ATP y un par de electrones por molécula de H,
formada. Se han hallado cepas dc Ihizobium que inducen 12 for-

macidén de nddulos que presentan la capacidad de oxidar el
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Ho y presumiblemente utilizar parte de la energia derivada
de 12 oxidacidn.listos resultados, si bien son alentadores,
no son concluyentes, por cuanto las cepas utilizadas , a=-
demds de presentar variaciones en su actividad enzimdtica
(hidrogenasa), sin duda contenfan otras diferencias gené-
ticas que es necesario tener en cuenta.(25)

Hace pocos afios se ha comprobado la existencia de ac-
tividad de nitrogenasa en rhizobios libres, crecidos en
las adyacencias de cultivos de tejidos vegetales, los cua-
les no necess2riamente dehf.n conlener célulss Je lecumino-
sas (#0)(41). De irmel foraa, se observd 1n [ljacidn de Ui-
trézeno atmosférico por parte de rhizobios libres crecidos
en medios de cultivo de composicidn definida, tanto sdlidos
(42) (43)(44) como 1fquidos (45)(435). Lsto reforzarias la i-
dea que s= tenfa de hace tiempo de que los rhizobios, pa-
ra efectuar la fijacidn de Nitrégeno, requieren establecer
la simbiosis con su planta huésped sdlo para satisfacer al-
gunas necesidades tales como el aporte de ciertos sustratos,
condiciones especiales de aerobiosis, etc (+7)(48), las cua-
les, eventualmente, podrian ser provistas también por otras
vegetales normalmente no invadidos por Rhizobium, o por me-
dios de cultivo sintéticos como de demostrd,

usta idna surgid primariamente del hallazgo de sim-
biosis entre bacterias del género Rhizobium y una no legu-
minosa, Trema canabina (49), A éste hecho se le sund wds
tarde 1la demostracidn de 1a nresanely en la bacteria de los
genes nue codifican para la biosi{ntesis de nitrogenasa (50)
y la evidencia de que los rhizobios pueden sintetizar por

s{ solos al menos una parte de un componente de dicha en-

zima51),



No obstante, las cepas rhizoblanas que poseen esta
capacidad de fijar el Nitrdgeno atmosférict in vitro, po-
drfan no ser representativas del género, ya que, de las
que fueron probadas, s6lo algunas cepas de Rhizobium ja-
ponicum, Rhizobium leguminosarum y Rhizobium sp del gru-
po del cowpea, mostraron ese fendmeno (42)(43)(44)., De to-
dos modos, contindan efectudndose experimentos en otras
condiciones, con los que tal vez sc logre probar 2sta zac-
tividad fijadora de ilitrdgenn en rhizobios libres pertene-
cientes a otras especies,

Las leguminosas, cuando logran establecer una simbio-
sis eficlente con una cepa rhizobiana, aun en suelos ca-
rentes de Nitrdgeno asimilable, llegan a alcanzar, gra-
cias al Witrdgeno fijadb, un desarrollo comparable con el
de aquéllas crecidas en medios provistos de abono nitroge-
nado., La importancia de la fijacidn simbidtica de Liitrd-
geno reside en que contribuye con la mayor parte del Ni-
trégeno fijado a través de sistamas bioldgicos (anroxima-
damente 1O'q toneladss anuales) (52). Se calcula que esta
cantidad representa el 207 del Nitrdgeno fijado bioldgi-
camente. Ademds, la escasez y el elevado costo de 1los fer-
tilizantes nitrogenados, comparado con el de los inoculan-
tes para leguminosas, determind que el método de inocula-
cidén de las semillas de este tipo de vegetales con culti-
vos de Rnizobiwa pnasara a ser uno nrdctica corriente en
casl todos los pafses del Mundo y que los investigadores
se interesaran en la busqueda de nueva tecnologia para lo-
grar aumentos en ¢l rendimiento o 1 fijacid slabidtica

d» Fitrdgeno (53).



2.- Las Bacterias del Género Rhizobium

A,- Caracteres Generales

Las bacterias del género Rhizobium nertenecen a la
clase Schizomycetes, orden Eubacteriales, familia Rhizo-
biaceae, la cual incluye también al género Agrobacterium
(54). Son bacilos mdéviles, gram negativos, no esporalados,
Presentan un flagelo polar o subpolar, o entre 2 y 6 fla-
gelos neritricos., Su tamafio oscila entre 0,5 y 049 p por
1,2 - 3,0 . Comunmente son pleomdrficos en condicio-
nne “dvarass dr erecimieto, tor lo general presentan gra-
nulos de poli-beta-hidroxibutirato en los extremos, cuya
abundancia parece ser funcidn de la edad de las bacterias
y de las condiciones culturales empleadas,

Forman nddulos morfoldgicamente organizados en plan-
tas de la familia Leguminosae, Por lo general sus colonias
son blancas o incoloras en los medios de cultivo corrien-
tesy son capaces de utilizar una am»lia variedad de car-
bohidratos sin produccidn de gas y requieren nitrd:e:io
combinado, sales v una o nds vitaminas para su desarrollo,
No utilizan citrato, no producen 3-cetolactosa, no licdan
la gelatina o lo hacen lentamente. Producen poco o nvdsn dn
Uls en Arar-Culfito de Bbismuto,

Son nmlecroorganismos aeroblios, »rero wnucde:n Jasarrollar-
se adn bajo tensiones de Oxfgeno de 0,01 atmdsferas. L1 pH
éntimo varfa segin las cepas (5,0-8,5) y la temperatura
Optima oscila entre 25°C y 30¢9C.

Liberan una considerable cantidad de sustancias gomo-
sas cuando crecen en medios que contienen carbohidratos, he-

cho que depende de la cepa y el medio de cultivo en cuestidn

(55)(56).



Los rhizobios Tueron agrupndos en cistintas asnecies,

de ncuerdo con su capacidad de inducir 1n produccidn de
nédulos en diferentes especies vegetales (tabla I.l). Bs-
te criterio, a pesar de ser el mds utilizado, adolece de
varios inconvenientes. En primer lugar, se han detectado
frecuentes transgresiones de un grupo de inoculacidn a o-
tro. Ademés, los caracteres de especificidad no son tan
estables v la receptividad de plantas pertenecientes a
una misma especie es variable (hay variedades de trébol
g~ 39 rceistentes a Rhizobirm trifolii), Por otra par-
te, algunas cepas pierden nor utacidn la capacidad de
nodular a la planta huésped correspondiente.

Norris (57) sugirid efectuar una division en dos gru-
pos, hasdndose en la velooidad de crecimiento y en la pro-
duccidn de dcidos o dlcalis en un medio con extracto de le-
vadura y manitol. El primer grupo, integrado por bacterias
acidificantes, de crecimiento rédpido, inclufa a las espe-
cies: Rhizobium vhaseoli, Rhizohima trifolii, Zhizobium le-
guminosarum y Rhizobium meliloti. E1 segundo grupo, que com-
nrendfa a bacterias de crecimiento lento, productoras de
dlcelis, ostaba rasresentodo or Nhizabinn Jamontcwl, ii-
zobium sn. del grupo del cowpea y Rhizobium lupini.

Sobre la base de un estudio de alrededor de cien ca-
racteres, Graham (58) reordend las especies rhizoblanas y
de Agrobacterium dn dos géneros: Phytomyxa, que inclufa a
los rhizobios de crecimiento lento y Rhizobium, que ade-
mds de conprender a 1as esnmecies de crociniento 1*fpido,
también abarca»a & Aprobacterium tumefaciens y Agrobacte-
rium radiobacter, agrupados nor este investigador en una

misma especie: Rhizobium radiobacter. De Ley y Rassel (59)
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haciendo uso del contenido porcentual de Guanina 4 Cito-
sina en el DNA de las bacterias, arribaron a las nismas
conclusiones. Sin embargo, un andlisis posterior acerca

de los Lrabajos de Graham determind que se continuara u-
tilizando la clasificacidn que se observa en la tabla I,1.
(60).

Otros criterios han sido también utilizados con sen-
tido taxondmico: se hicineron estndios de aglutinacidn
cruzada entre antigenos somdticos preparados a partir de
cepas de diferentes especies de Rhizobium y algunos sue-
ros anti-0 (61)., De esta mancra »udieron distiin uirse 5
srunos seroldricost (1) Rhizobiwa trifolii v slgunas ce-
nas de Rhizobhiun leguminosarum; (2) Rhizobium lupini (se-
rradella); (3) Rhizobium lupini (lupines); (4) Rhizobium
meliloti; (5) Rhizobium japonicum,

En base a su sensibilidad a distintos bacteriofagos,
diferentes cepas utilizadas fueron divididas en tres gru-
pos: (1) Algunas cepas de Rhizobium trifolii y Rhizobium
leguminosarum: (2) Otras cepas de Rhizobium trifolii y Rhi-
zobium leguminosarum; (3) Rhizobium meliloti y Rhizobium
lupini (62),.

Actualmente se acepta la antigua clasificacidn que conm-
prende los géneros Agrobacteriwi y Rhizobium., n cste 1lti-
o, se incluyeron tanto las cepns (e crecimiento lento co-
mo de crecimiento rdpido con la subdivisidn wronussta nor
lorris (57). lias esnecles de Dhizobiwa contindan designdn-

dose segun lo expuesto en la tabla I.1 (54),

B.- Uso _de Mutantes

Existen mutantes de cepas de Rhizobium incapaces de in-
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ducir la formacion de nddulos en leguminosas, entre los
cuales se cuentan algunos mutantes resistentes 2 la wus-
trentomicina (¢3) vy otros auxotrdéficos(64). En estos ca-
sos se dice que estas bacterias "no son infectivas", Tra-
bajos posteriores parecen demostrar la existencia de di-
ferencias antigénicas entre cepas infectivas y sus mutan-
tes incapaces de producir nddulos (9).

También se pueden aislar mutantes que si bien infec-
tan normalmente a la planta huésped, producen sdlo nddu-
los ineficientes, es deciv incapaces de fijar el Nitrd-
geno atmosférico,

Los trabajos realizados por Schwinghamer (65)(66) con
mutantes resistentes a antibidticos nusieron de manifies-
to que 13 accidn selectiva-desarrollada por los diversos
antibidticos pod{a ejercerse de tres formas distintas:

(1) Que los mutantes resistenten(en su mayorfa) -o
plerdan actividad (Cloramfenicol, Puromicina, Cxacilina,
Bacitracina, Espiramibina, DEstrentomicina).

(2) Que alrededor de un 50% de los mutantes pierdan
total o narcialmente su capacidad de fijar el Nitrdgeno
atmosférico (Novoblocina, Penicilina, Vancomicina, Kana-
micina, Polimixina B, D-Cicloserina)

(3) Que la mayorfa de los mtrntes nierdar coiletnmen-
te su efectividad (lleomicina  Viomicina).

La mitad de los 530 mutantes resistentes a antime-
tabolitos que fueron aislados, resultaron por su parte
con deficlencias en la fijacidn simbidtica de Nitrdgeno.
Algunos eran inefectivos, otros lo oran narelalniente, v

algunos otros se mostraron incapaces de producir nddulos
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en plantas que se suponfan receptivas (67). Del mismo mo-
do, algo mds del 50% de los mutantes resistentes a bacte-
riofagos que fueron estudiados en sus propiedades simbid-
ticas mostraron ser deficientes en esos mismos aspectos
(68)(69).

Las mutaciones Vio® implican un cambio en la pared
celular de la bacteria, junto con la pérdida de la acti-
vidad fijadora de Nitrdégeno (70)(71). El1 mismo efecto pu-
do observarse en mutantes resistentes a bacteriofagos (72).
Toa ankimetalolitos, por otro parte, dan lugar a la forma-
cién de esferoplastos cuando son agregados a cultivos de
la cepa de tipo silvestre. kstas observaciones sugileren
que la pérdida de efectividad estarfa relacionada, en es-
tos casos, con las alteracgiones sufridas por la pared bac-
teriana,

Se han aislado también mutantes auxotrdéficos ineficien-
tes, entre los cuales se destacan aquéllos que requieren
Adenina (Ade™) o Uracilo(Ura=) para su crecimiento (73).
Se estudid la ultraestructura de los nddulos formados en
estos casos, observdndose que para el caso de los mutantes
Ura~ las deficiencias ocurren a nivel de la multiplicacidn
de las bacterias dentro del citoplasma de la célula que
invaden una vez que abandonan el corddn de infeccidn.(74).
En mutantes Ade~ el proceso estd interrumpido en alguna
de las dos etapas sigulentes, o sea durante 1z tronsforma-
cidn de las bacterias vegetativos en bacteroides o diuran-
te el establecimiento de 1a fijacion de Nitrd-orn (74),

Yawbién fueron sstudiados los factores que inmpiden
la induccidn de la formacidn de nddulos eficientes a los
mutantes que requieren Riboflavina para su desarrollo. En
este caso el bloqueo del proceso de la fori:acid: de los

’

’
nodulos ocurre en unz et na s temvrana de la invasidn
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radicular, ya que se pudo apreclar que estos mutantes no
alcanzaban a abandonar el corddn de infeccidn (75).

La mayor parte de los mutantes auxotroficos presen-
tan alteraciones en las propiedades simbidticass (1) Al-
gunos pierden efectividad; (2) Otros sufren una restric-
cidén en su espectro.de infectividad y (3) La mayor parte
de ellos probablemente son malos competidores para la for-
macidn de nddulos, tal es asi que el dnico tipo de mutan-
tes auxotrdficos (Gly ) mds efectivo que la cepa de tivo
etlrastre ~iginal (Gly+7, demnsird ser peor competidor
que esta Ultima en el proceso de nodulacidn (76).

Lsto narecerfa indicar que para la preparacidn de
inoculantes resultar’an nfs adecuad~s lis censs nroto-
tréficas, 1ns cnales deberfan ser cultivadas en medios
m{nimos para evitar una posible seleccidn de mutantes au-

xotrdficos.

C.~ Intercambio de lMaterial Genético en Rhizobiunm

Los trabajos realizados por R.Balassa en la ddcada del
'50, resumidos por G,Balassa (77), constituyeron un inor-
tanie Hanvo de nartila saro I1as nogsterviores isvasticaelo-
nes en esia camno, Balassa transfirid por "transformacidn'
el cardcter prototrdfico presente en el DNA de las bacterias
de tipo silvestre a mutantes dependientes de Cistina y Vali-
na para su crecimiento, La resistencie a sstrentonicina fue
uh cardcter muy utilizado en el estudio de "transformacidn"
en las diferentes especies de Rhizobium. Balassa trabajé en
este aspecto con cepas de Rhizobiunm Japonicum, Rhizobium me-
1iloti y Rhizobium lupini (tabla I,2), logrando elevadas fre-
cuencias de transformacidn, “ste tipo de mutantes también fue
utilizado »or Zelazna (79) quien observd una baja frecuencia
en la transformacidn interespec{fica en comparacidn con una

Id
mucho mas elevada obtenida cuando utilizd DIA do 1. risa og-
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necle que 1la bacteris receptora. Ademés,este mismo marca-
dor genético fue intercambiadd en forma reciproca entre
cepas de Rhizobium leguminosarum y Agrobacteriua tuaefa-
ciens con Troacuencias nun oscilaron entre 4 x 10"6 y

1,6 x lO"5 (79), con lo cual quedé demostrada la trans-
formacidn intergenérica entre Rhizobium y Agrobacterium.
Balassa (7?), mediante el empleo de una mutante dependien-
te de Estreptomicina para su desarrollo, obtuvo, por trans-
formacidn sobre bacterias de tipo silvestre, colonias con
diverso grado de resistencia y dependencla, circunstancia
que indicarfa que la sensibilidad a Estreptomicina esta-
rfa_controlada por lo menos por 2 regiones de un locus,
una que confiere resistencia y la otra, dependencia,

Posteriormente, se logrd intercaabiar factores de re-
sistencia a los antibidticos entre cepas de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Rhizobium trifolii (20)(21).
listos hechos poseen esnecial significacién, ya que al lo-
grarse la transformacidn con DNA de bacterias tan poco re-
lacionadas con el género Rhizobium, quedd abierto el ca-
mino para la realizacidn de trabajos de ingenieria gené-
tica capaces de introducir en cenas deo DRhizobi:ui los :'ds
diversos caracteres con el objeto de rlejorar sus nropie-
dades metabdlicas, simbidticas, culturales, etc.

Lange y colaboradores (°2) reportaron la transferen-
cla de la capacidad fijadora de Nitrdgeno entre cepas de
Rhizobium meliloti y Rhizobium trifolii. De igual modo,
Zelazna-Kowalska y otros (83) transfirieron esta misma
propiedad entre cepas de Rhizobium Japonicum, En ese mis-
mo sentido, Dunican y Tierney (50) realizaron el pasaje de
genes que controlan la fijacidn de nitrdgeno (nif) de una
cepa de Rhizobium trifolii a otra de Enterobacter aeroge-
nes, que se mostraba ineficiente. .ista dltima, asf trans-

formada, fue entonces capaz de fijar el Nitrdgeno atmos-
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férico, libremente, tal como lo hacen las bacterias efi-
clientes del género Klebsiella.

La ampliacién del rongo de especificidad de una ce-
ne rhizobiana en relacidn a su planta huésped habitual
traeria aparejadas grandes ventajas en la fabricacidn de
inoculantes. De este modo se evitarfa la mezcla de varias
cepas para hacerlos polivalentes y se ahorrar{a parte del
trabajo que se invierte actualmente en la preparacién si-
maltédnea de inoculantes destinados a distintas varisdades
e leguminnsas, Balassa (85), tal vez teniendo en cuenta
estos conceptos cambid nor transformacidn la especifici-
dad de una cepa de Rhizobium lupini respecto de su plan-~
ta huésped, la cual fue capaz de formar ndédulos en plan-
tas de alfalfa. Sin embargd no se especificd si esa bac-
teria transformada continuaba produciendo ndédulos en plan-
tas de lupines, Posteriormente Higashi (86) realizd esta
misma transferencia entre cepas de Rhizobium trifolii y
Rhizobium phaseoli, pero por conjugaecidn y utilizando un
factor episdmico como intermediario.

Haciendo uso de mutantes auxotrdficos para distintos
aminodcidos y bases nitrogenadas, lleumann (87) pudo cons-
truir en parte el mapa gendtico de bacterias pertenccientes
a la espnecle Rhizohium lupini, a través de nuierosos ex-
serimentos de conjugacidn.

iids recientemente, se logrd la movilizacidn de gencs
cromosdmicos a través de factores R del grupo P ( de amplio
rango de especificidad) de Escherichia coli.en.Rhizobium
meliloti lo que permitid la construccidn de un mapa gené-
tico circular para esa especie (24), El uso de este tipo
de pldsmidos ha permitido la transferencia de numerosos

marcadores genéticos entre varias Bnterobacterias Yy bac-
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terias del género Rhizobium (89). Incluso, se llegd a in-
troducir nor este medio al bacteriofago Mu de Escherichia
coli en cepas de LRhizobium meliloti(24), con lo que‘ge:abre
un campo sumamente promisorio dentro de los estudios ge-
néticos de Rhizobium, mis ain si tenemos en cuenta que a-
hora se cuenta con la posibilidad de elfectuar los ensayos
de fijacidn de Nitrdgeno con las bacterias libres (42)(43)
() (45)(46)

En la seccidn siguiente se ampliard este tema en lo
referente a intercambio de motorial genético por transduc-
cidn.

3.~_Los Bacterifagos de Rhizobium

A,- Bacterifaros v Fijacidn de Iitrdreno

Varios aflos antes que D'Herelle.probara la existen-
cia de los bacteriofagos (90), Loew y Aso (91) descubrie-
ron la liberacidn de una "enzima bacteriolftica” por par-
te de una "bacteriaiformadora e nddulos" (Rhizobium).
Gerretsen y colaboradores por primera vez aislaron bacte-
riofagos que 1is§ban a cepas de Rhizobium a parﬁir de nd-
dulos de trébol, lupines y serradella en 1923 (92), aisla-
miento que fue confirmado unos aiios mds tarde al lograrse
la produccidén de placas de lisis sobre cultivos de bacte-
rias del género Rhizobium (93).

Trabajos posteriores referentes a bacteriofagos de Rhi-
zoblum, asignaban a su actividad 1liticea un papel necstivo
sobre el crecimiento de las bacterins en 2l suelo v sobre
sus posibilidades de producir nddulos en la rafz de 1la plan-
ta huésped adecuada (94%), Incluso, hasta se los llegd a con-
siderar como responsables de la llamada "deecedencia de los

alfalfares" (95)(96) por encontrdrselos en layor propor-
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ci1dn en nddulos en vias de desintegracién, pertenecien-
tes a plantas de més de 3 afios de vida, Este hecho tam-
bién fue registrado més recientemente por Kowalski y co-
lasboradores (97) en plantas de soja, quienes sugieren que
no debe descartarse la posibilidad de que la aparicidn
de un mayor nimero de bacteriofagos en nédulos decaden-
tes sea una consecuencia en lugar de una causa de la de-
gradacidn de los nddulos, Algunos autores, por el contra-
rho, no observaron ningin efecto de los bacteriofagos so-
bra 1a ao¢lazidn, fijecidn de Hitrdgeno o sobre el cre-
cimiento normal de las leaguminosas (93)(9%)(99)(100), ¥
ain otros que admitian el efecto negativo de los fagos,
explicaban el fendmeno bajo la suposicidn de que éstos
actuarf{an seleccionando mutintes de Rhizobium ineficien-
tes en la fijacidn del Nitrdgeno atmosférico (68)(101)(102).
Dos de los tres mecanismos postulados para explicar
la resistencia a bacteriofagos nor parte de las bacterias,
implican cambios en la pared celular, Ln ese sentido, se
demostrd (103) que cuatro mutantes de Rhizobium trifolii
resistentes a fagos tenfan alterada la constiticidén u or-
ganizacidén de los polimeros que forman parte de dicha pa-
red. Se efectuaron trabaljos con fagos de Rhizobium japo-
nicum en los que se encontrd que la sensibilidad a la ac-
cién de los bacteriofagos experimentada por distintas ce-
pas bacterianas estaba ligada a sus caracteristicas anti-
génicas, De 51 fagos nrobados, +5 lisaron solamente cepas
pertenecientes al mismo grupo antigénico de la cepa a par-
tir de la cual fueron aislados. Sin embargo, ninguno de
los bacteriofagos fue capaz de lisar a mds de la mitad
de las cepas pertenecientes a un mismo grupo serolégico.
Teniendo en cuenta la importancia que algunos investiga-

dores le asignaron a la estructura de la pared celular
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con respecto a la efectividad en la £1jacidn de Nitrdge-
no (66)(70), podemos pensar en la existenclia de mna cler-
ta correlocidn entre 1s eficiencia y la resistencia a los
bacteriofagos, tal como fuera mencionado por Kleczkowska
(68) y més recientemente por Malek (72).

En definitiva, la importancila ecoldgica de la activi-
dad 1ftica y del efecto mutagénico (selectivo) de los bacte-
riofagos estard dada por las caracteristicas particulares
de cada caso: relacidn concentracidn de bacteriofagos/ con-
centracidn de bacterias, nimero de bacterias viables totales,
presencia de agentes inhibitorios para el crecimiento de las
bacterias, rango de infectividad de los bacteriofagos, po-
sibilidad de establecimiento de lisogenia, etc,

B.=-Caracteres Generales de 1os Bacteriofagos de Rhizoblym

La actividad 1{tica de los bacteriofagos fue aprove-
chada por Staniewski para realizar una exhaustiva tipifi-
cacién de los rhizobios (62)(104%) (106), e inclusive
de algunos de sus mutantes (107)(108), Probd la recenti-
vidad de 730 cenas de Rhizobiwa resnecto de 28 hacterio-
fagos(106), lo que le »ernmitid distinguir tres jrupos ce
bacterias (ver pdgina 11)., La tipificacidn de bacterias
a través de bacteriofagos, utilizada con éxito en estu-
dios epidemioldgicos en Salmonella y Staphylococcus (109),
ha nrobado ser més especifica que la tipificacidn serold-
gica en Rhizobium (97).

En distintos laboratorios se han estudiado los ca-
racteres morfoldgicos y fisioldgicos de bacteriofagos de
Rhizoblum de distinto origen. En ese sentido, pudieron a-
preciarse diferencias notables en las estructuras de las

colas y cabezas de los distintos fagos observados al mi-
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croscopio electrdnico. Todos los bactsriofagos estudia-
dos, tanto los de Rhizobiuwm leguminosarum (110), como los
de Rhizobium lupini (111), Rhizobium meliloti (112)(113)

v Rhizobinm trifolii (114)(115), pueden ser inclufdos
dentro de los tres primeros grupos morfoldgicos @#e la cla-
sificacidn de Bradley (116)., Su heterogeneidad también se
ha manifestado en las diferentes formas que adoptan sus
placas de lisis,

Un bacteriofago de Rhizobium meliloti denominado 1G6-=3
"oestu’indo en formir intenciva, aprovechando el aisla-
miento de una serie de mutantes termorresistentes, defi-
cientes en lisozima, termoinducibles, de diferente norfo-
log{a de placas de lisis, de distinto espectro de infecti-
vidad y con alteraciones én sus nropiledades antigénicas(117).
De esta manera ha podido construirse su mapa genético y
correlacionarse con una serie de funciones inherentes a
su ciclo 1isogéni§o y a su ciclo 1itico (118)(119). Un es-
tudio similar, aunque no tan exhaustivo, fue realizado con
el bacteriofago ¢ de Rhizobium trifolii (120)

C.,~ Lisogenia en Rhizohiun

£l descubrimiento de liso;enin en este género bacte-
riano (121) abrid el camino para la realizacidn de impor-
tantes estudios relacionados con las propiedades genéticas
v simbidticas de estas bhacterias, Szeads o 0rdSdch (122)
comproharon que de 152 cepas de Rhizobium meliloti, 44 e-
ran lisogénicas, utilizando pruebas de liberacidn espon-
ténea de bacteriofagos y de autoinmunidad hacia el fago
liberado. El porcentaje hallado por Kowalski (123) en ce-
pas de la misma especie fue adn mayor (70%).

Las propiedades de las censs lisogénicas de Rhizobiua



en ;eneral no difieren de las qne presentan las pertene-
cientes a otros géneros bactepianos.

Se ha comprobado que los bacteriofagos lisdgenos pue-
den llegar a propagarse mediante la infeccidn de bacte-
rias "competentes" o esferoplastos por parte d2 su DIA
desnudo (Transfeccidn) (124)(125).

También se verificd la transferencia de marcadores ge-
néticos entre cepas lisogénicas de Rhizobium mediante el
mecanismo de transduccidén., Este proceso, aprovechado por
primera vez en Rhizobium para convertir bacterias sensibles
a la Estreptomicina en resistentes a dicho antibidtico (126)
nermitid mds tarde transferir la propiledad de efectividad
en la fijacidn de Nitrégeno, que se manifestaba ligada al
gen que controla el metabol&smo e leucina en Rixizobium ne-
1iloti (127) (ver tabla I,3)

Un nuevo aporte del uso de bacteriofagos en la reso-
lucién de problemas gendticos fue, como ya lo indicdramos,
el logrado con la insercidn del T2r0 Ilu ce Lscherichia co-
11 en pldsmidos RP 4%, de amplio ranco de infectividad., Do
este modo, se lo pudo Introducir en bacterias resistentes
al fago, como las de las espegies Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas solanacearum y Rhizobium meliloti, aunque en
este Ultimo caso con una baja_produccién de bacteriofagos
por parte de la nueva bacteria huésped. (aproximadamente
17 ufp por cada 108 bacterias), (88)(128).

Al estudiar en nuestro laboratorio el comportamiento
de distintas cepas de Rhizobium sembradas sinultdneamente
en medios de cultivo sintdticos, comprohanos que algunos

de los casos de interferencia observados eran debidos -



la existencia de llsogenia, La caracterizacidn de los
bacteriofagos portados en forma atemperada por estas
cep8s y el estudio de algunos aspectos de sus relaclones
con sus bacterias huéspedes constituyen el objetivo
principal de este trabajo de Tesis y a su vez, repre-
sentan el punto de partida para futuras investigaciones
concernientes al empleo de bacteriofagos transductores
como herramientas genéticas que permitan lograr un cono-

cimiento mds acabado del nroceso de fijacidn simbidtica

de Nitrdgeno a nivel molecular.

ny
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TABLA 1,1

G e_Inoculacidn Cruzada de R

Especie _Leguminosa huésped

Pisum

Vicia
Rhizobium leguminosarum

Lathyrus

Lens
Rhizobium trifolii Trifolium
Rhizobium phaseoli Phaseolns

Hedichgo
Rhizoblum meliloti - lelilotus

Irigonella

Lupinus

Rhizobium lupini Ornithopus

Serradella

Glycine
Vigna
Crotalaria
Rhizobium jasonicun Pueraria
Arachis
Lesnhedeza

Phascolus (1)

(') 81 »ien no es el hudsped habitual de Rhizobium japo-
nicum, algunas cepas de esta especle pueden infectar a

esta leguninosa

En esta tabla no se incluyen los rhizobios de Lotus Y cowpea

ya que inducen la produccidn de nddulos en una amplia gama

de especies de leguminosrs



TADL A

ey 4
Trarsteroncia de lnterinl Cendtico (Tranaformacidn)

Donor

Rh. japonicum
Rh,trifolii
Rh,meliloti
Rh,lupini
Rh,meliloti
Rh.lupini

Rh, trifolil
Rh.trifolii
Rh,trifolii
Rh.meliloti
Rh,trifolii
Rh, japonicum
Rh.sp.(cowpea)
Rh.leguminos.
Agr.tumefac,
E. coli

&, coli

L, coli
Ps,aerusinosa
Ps. aeruginosa
Ps.aerusinoss
Rh. janonicum
Rh, trifolii
Rh, trifolii
Rh,leguminos.
Rh,legwninos,
Rh.leguminos,

Rh, janonicum

Receptor

Rh, japonicum
Rh,trifolii
Rh,.mellloti
Rh.lupini
Rh.lupini
Rh,lupini
the,trifolii
Rh.trifolii
Rh.trifolii
Rh,trifolii
Nh, trifolii’
Rh, Japonicuil
Rb.sn.(cownea)
Agr,tunefac,
Rh.leguminos,
Rh,trifolii
Rh.trifolii
Rh,trifolii
Rh,trifolii
Rh,trifolii
Rh,trifolii
Rh, japonicum
Ent.aerogenes
Rh,trifolii
Rh.lesuminos,
h, meliloti
AMetrifolii

Rh. japonicun

Cardcter trans-

ferido

Strf

aaet

SulfT
., T
otr
Ampir
. T
Kana

Tetrar

KanaT
Ampir
Ch1f
Eret
Ertt
StrT
StrT
Strt
Strr
StrT

Referencia

bibliog;Zfica

(77)
(77)
(77)
(85)
(85)

(77)
(129)
(129)
(129)
(R2)
(69)
(130)
(131)
(79)

(79)
(80)
(80)
(80)
(81)
(81)
(81)
(83)
(84)
(78)
(78)
(78)
(78)
(132)



TABLA

L.

Irtercanhio e Material Zernético -or “ranstuceidn

Donor

Rh. meliloti
Rh.meliloti
Rh, meliloti

Rh, meliloti

Receptor

Rh.
Rh.
Rh.

Rh.

meliloti
meliloti
meliloti

meliloti

Cardcter
Transferido

Strt

Lys+

Leu+

et
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Referencis

bibliografica

(126)
(133)
(127)
(127)
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1.- Cepas bacterianas

GCepa

I.- Rhizobium meliloti
B~19

D-111-1a
B-172

B-251

B-310

DP-}

L)+1 LS, LS/—//J-G/,
18, 131, L3®”, 11,
13, l6a, 16b,

Nédulos de iliedicago
sativa (Capital Fed.)

liddulos de ledicago
sativa

Nddulos e lelicago
setiva(Pcia de Bs,ds)

Nédulns de ‘dedicaro
sntive im0, StA,
Pe~Cc: doba,

C.3.1.R.0, AUstralia
Denominacion original
Ccc 8.

Nédulos de ledicago
sativa, América, Pcia.
de Bs.As.

Nédulos de HMedicago
sativa,

. . v s i
R-401, RS2, o3 J10dlos de liedicapo

Rkl CUs23a9, ol

U-~10

SARC/RF-10
SARC/RF-22

Rh 41

Ureuas
sudy

C.5.1.R.0, Australia
Denominacion original
SU=-277

Nédulos de lMedicago
sativa,Pergamino,
Pcia, de Bs, As,

-2 6 -

Procedencia

I.0.T.A, Castelszr
I.Il.T.A, Castelar
I.iI, 7.4, Castelnr

I.0.7,A, Castelar
I.N.T.A, Castelar

Cdtedra de iiicro-
biologia, Facultad
de Agronomfa, Uni-
versidad Nacional
de Buenos Aires

M,Curie-Sklodowska
University, Lublin,
Polonia (ﬁepartment
of General Ilicrobiol)

Facultesd "o A-cronor.fa
de Honbevidco,Uru uay

Facultad de Agronomia
de lontevideo, Uruguay

Plant Protection
Research Institute
Pretoria, Suddfrica.

Institute of Genetics
Biological Research
Center, Hungarian Acad.
Sci,, lungria,

Aislada por nosotros



Cepa

II.-Rhizobium trifolii
A-22

A-40
A-118

A-127
4-130

U-27

21

2-3

II1,-Rhizobium lupini

16-2, 16-3, 16-7,
16-22, 16-35, H-13-3

39 (")

Origen

University ,of Wisconsin
Denominacion original

Red Clover 210

E.E.U.U. Denomina=~
c¢idn original 220

Australia.Denomina-
eidn original TA-1

University of Sidney,
Australia,lenominacion
original S£7-5659

University of Sidney, |
Australia, Denominacidn
original 3U-h32

i'ddulos de Trifolium
subterraneu

Nddulos de Trifolium
Pergamino (Pcia, de
Buenos Aires)

-27a

Procedencia

I,N.T.A.,Castelar

I.N.T.A.Castelar
I.N.T.A.Castelar

I.//.T.4.Castelar

I.ii.7.A,Casteler

fMacultad (2 Acro-
nonia de “lonboe-
vidco, Uenjuay

Elnnt Protection
ilesearch Insti=-
tute, Pretoria,
’ .
Sudafrica,

M,Curie-Sklodows~
ka Univ. Lublin.

Polonia (Dep. of

Microbiology)

Aislada por
nosotros

urdvorsitat Lr-
100cen, Llrathery
1oaania (Institas
Sar .« dkrobliolozie)

il,Curie-S).lodowska
Univ, Lublin, Po-
lonia (Den,of Gen
Microbiology)

(') En nuestro Laboratorio 1la cepa 39 se comporté como perte-

neciente a la especie Rhizobium meliloti, por lo tanto scréd con-

siderada como tal en ¢l curso de este trabajo.



Cepsa

Origen

IV.~ Rhizobium japonicum

-l

E-10

E-45 , E-38

E-90

D-716, D-3LkL

Instituto de Inves-
tigaeion y Fomento
Agrfcola Ganadero
Santa Fe. Denomina-
c¢idén original E-2

Department of
Bacteriology, Oregon
E.E.Uoun

Nddulos de Glycine
max (Pcia, del Chaco)

University of
Wisconsin, E.L.U.U,
Denomin~cidn rigi-
ral 507

V.- Rhizobium leguminosarum

D-90
D-91
D-120

D-95

D-134, D-138

Checoslovaquia, deno-
minacidn original D-L47

Checoslovaquia, dono-
L « 7 . K} [a]
sinacion original D-95

i:6dulos de Vicia faba,
Tucuman

Facultad de Agronomia
Universidad Nacional
de Buenos Aires.

Nddulos de Vicia faba
Provinela de Buenos

‘Aires.

-28

ede a

I.N,T.A, Castelar

I.N.T.A, Castelar

I.N.T.A, Castelar
I.i7.T7,4, Castelar
Central Llescarch for

Plant Productlon,
Praga, Checoslovaqu

I.N.T.A., Castelar
I.0.T.4, Castelor
I.N.T.A, Castelcr

IoNoToAa Castelar

I.N,T.A., Castelar
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2,- Medios de Cultivo

a,- ELM sé1ido (134): Manitol 10, ClNa 0,1, SOhMg.7H20
0,2, POLHKs 0,5, Extracto de levadura Difco 0,4, Agor
Difco 15, Rojo Congo 0,025, en g/1.

b.- ELM 1{quido : tiene los misnos coilponentes que (a),

con la diferencia que no lleva Agar ni Rojo Congo,

c.- MNA s61ido (135): Manitol 10, PO, HNa,.12H,5 0,45,

3
Cleg.6H20 0,1, Agar Difco 15, en g/l, Tiamina (C1II)

1 mg/1, Biotina 0,5 M g/1.

d.- MNA 1fguido : tiene los mismos componentes que (c),

con la diferencia que no lleva Agar ni C13Fe.

e.- Medio Bergersen + K¥ (136)(137): Manitol 10, Cl,Ca
0,04, S0yMg.7H,0 1, L-Glutamato de Potasio 1,2, Cl. Fe

3
0,02, PO, HNa,, 12H,0 o,45, en g/1l. Tiamina (CLI) 1 mg/1,

f.- Medig MG-2-H (370): Manitol 10, L-Glutamato de Po-

tasio 1,7, Cl,Ca 0,0%, SOylis.7i,,0 0,12, PO, ILK 0,12,
PO, Ibta, 0,9, ClNH 0,56, en g/l. Tiamina (C1lH) 0,12 mg/l
Biotina 0,144 mg/1. pH: 6,7,

g.- iedio MG-2-0OH (110): Manitol 6,67, L-Glutamato de

Potssio 1,12, POyHNap 9,6, C1NH 0,37, Cl,Ca 0,03,
soung,ynzo 0,08, POhﬂzK 0,C%, en g/l. Tianina (CLiD)
0,02 mg/1, Biotina 0,096 mg/1, pH: 7,0.

h.-_yedio 106 con mezcla de micronutrientes (Medio de
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cultivo para plantas) (138)(139)t ClK 490, 50y, Ca. 21,0
188, SOuMe. 750 178,(PO,) Ca, 188, PO,Fe 187, 50, Zn.7H,0
0,170, ClMn,%H,0 0,530, BO3H3 50 0,170,

50, Fe,7H,0 0,590, MoOyNa,.2Hy0 0,050, C1,Co.2H,0 0,050,

0,410, SOhCu.SH

en mg/l, Agar Difco 8 g/1. pH: 6,8.

i.- Agar Blando : ClNa 8, Agar Difco 7,5, en g/l.

Soluciones

a.- Solucidn Rh ¢ C1lNa 0,1: POLHK, 0,53 SO.Mg.7H,0 0,2,

en g/1, pH: 7.

b.- Solucidn ME 003(NHL|_)2 7,8 g/1, Acetato de amonio
7,7 g/13 Acido acético glacial 3,5 ml/l.

c.- Buffer Mc'Illvaine pH 3,8 : Acido citrico 0,1 M;

PO, HNa, 0,15 M,

d.- Buffer pH 5,5 : PO,HNa,,2H,0 0,15 M; Acido acético

c.S.p. llevar a pH; Acetato de magnesio 0,003 M,

e.~- Mezcla de macro vy micronutrientes para el cultivo

de plantas en forma hidropdnica (140)

Micronutrientes Hacronutriontes
CJ_?Co.(')IIQO 1,5 g (POL,F)ECH3 225 ¢«
50,70, 7H,0 5.4 ¢ 50),Ca, 21,0 Q5
ClQHn.htgo 16,7 o« 5C) g 71a0 155 -
BO3I% 12,6 ¢ SOHHg.7H2O 175 «
SO)+CU..§H20 Syt g
SOhFe.7H2O 17,0 ¢

HoOylia, . 21150 1,6 ¢
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Para preparar la solucidn de riego, se dlsuelven
1os macronutrientes en agua destilada, mientras que los
micronutrientes se agregan a partir de una solucidn em-
nirica. E1 agua empleada en el riego llevs 2,% g de com-
ponentes sdlidos por litro de agua destilnda en wia nro-
porecion de 600g de macronutrientes por 472 mg de micro-

nutrientes.

4,- Enzimas

a.-Lisozima : obtenida de Worthington Biochemical

Corporation,

b.-Ribonucleaga: obtenida de Sigma, Libre de prote-

asa, Origen: pdncreas bovino tipo IX A,

c.- Desoxirribonucleasa : obtenida de Worthington

Biochemical Corporation., Libre de ribonucleasa,

2,200 unidades/mg.

5.~ Acidos llucleicos

a,- DNA v RNA de Bacillus Subtilis s obtenidos del

Dr. A,N,Sarachu,

b.- DNA del bacteriofago SPO1l : obtenido de la Dra

M.C, Afidn,

c.- Acido poliadenilico : obtenido del Dr. G,Fave-

lukes,

6.- Antibidticos y colorantcs

a,- litomicina-C : obtenida de Sigma, Se utilizd
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una solucidn madre de 20 pg/ml en buffer de pH 7,4
(POL‘_HNa2 -~ Acido cftrico). Se conservd en la oscu-

ridad a L4eC,

b.- Haranja de Acridina : obteniis ¢n Ulodal do Inzn

- Pl . . ’
Pigielta an bhofTapr jje'Illvaine -0 3,7, Se utilizo ana
- ld .
solncidn madre al 1% p/v que se diluyo en el mismo bu-

ffer en el momento de usar.

7.~ Procrdimientos

a.- Alslamiento de bacterias a nartir de nddulos de

legumninosas (134)

Se separaron los nédulos de las rafces, se es-
terilizaron con Cl,lig 0,17 acidulacdo con CIIT durrnte
5-10 ninntos ¥ lneéc» se lavaron varias veces cou anud
A-stilada 2etéril, Los nddulos estdriles se disgregaron
en medio LLM 1iguido con instrumental aproviado y los
extractos se sembraron en cajas de Petri que conteni-
an medio ELM sdlido., La incubacidi so renlizd o 29¢C
duraite 6-10 dfas, Transcrrrido ese tiempo, se aisla-
ron las colonias,previa coloracidn de Gram (134), para
asegurarnos que se trataba de bacilos gram negativos,

Las colonias aisladas se repicaron en medio ELM sdlido

y se conservaron en ese medio a 4eC,

b.- linsavos de nodulacidn sobreo leswiinosas

(') in tubos

Se efectuaron estos ensayos empleandy semill as
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de alfalfa (Medicajo sativa var, Fort{n Pergamino),
nrovistas por I,N,T.,A, Castelar y semillas de leli-
lotus madrid y trébol blanco (Trifolium repens), de
uso comercial, Tstas semillas se seleccionaron nor
su color y tamafio, Se lavaron primero con agua co-
rriente, luego con etanol de g5¢ durante 3 minutos
y posteriormente con una salucidn de ClZHg al 0,15
acidulado con Cll concentrado (5 ml/1l), lids tarde

se hiclieron lavados en Torma repnetida con agua des-
5.1 1 estéril nor espgclo de 5, 10, 15 y 30 minu-
tos. Se hicieron germinar las semillas en cajas de

.Petri con medio MNA sdlido adicionado de agua esté-

ril, permaneciendo en ese medio en la oscuridad has
ta la aparicidn de las"raicillas, Las semillas que
no germinaron y las que originaron un halo de desa-
rrollo bacteriano sobre el medio de cultivo, fueron
desechadas,

Las semillas germinadas se sembraron en forma
estéril en tubos de 2,5 cm de didmetro por 25 cm de
longitud, conteniendo cada uno de ellos 20 ml de me-
dio de cultivo 106, Cada uno de los tubos fue inocu-
lado con 0,2 ml de un cultivo bacteriano en fase lo-
garitnica ‘o crecimiento; se dejoron duranse 42 hores
en 12 oscuridad, a 20-232C v luego se instalcron en
una cémara termostatizada entre 10 v 21°C v enuniva-
da con rernlacion autonfticn de lwiinosidad (146 ho-
res diarias de luz).

Para cada ensayo y para cada leguminosa se in-
cluyeron controles sin inocular, algunos de ellos
sin el agregado de sustancias nitrogenadas en el me-

dio y los restantes con la adicidn de 0,2 ml de una
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solucidn de NCyK al 65. Los resultados se lereron
luego de 30-45 dfas de incubncidn, Adends de obser-
varse la formacidn de nddulos, se midid el tamafio
del ta2llo a nartir de los cotiledones y se determi-
né el peso seco (peso constante lusgo de un calenta=-
miento a 709C) para cada una de las plantas,

('') En macetas :

El cultivo se realizd en forma hidrondnica, u-
tilizando como soporte vermiculita dorada tipo VD 2,
lavada, y como reclpiente, macetas de barro cocildo
de 10 cm de altura, 7 cm de didmetro interno en el
fondo y 10cm en la boca, presentando un orificio ba-
sal pequefio, Las macetas con vermiculita se esteri-
lizaron a 1209C durante 15 minutos y luego se apo-
yaron sobre recipientes de vidrio individuales, de
10 em de aidmetro, adecwados al sistema o subirri-
sacidn, Bl riego se efectud en forma individual en
cada maceta, con el objeto de evitar contaminacio-
nes en los distintos tratamientos. Durante todo el
ensayo s2 utilizd nnes solucida de vieso idro.d ico
carente de Ifitrdreno pars las semillas lnoculadas
con cultivos de Rhizobium y algunas de las no ino-
culadas (controles sin nitrato) (ver seccidn II,.3.e).
El-resto de las plantas no inoculadas se regd con la
misma solucidn pero adicionada de NO.K al 0,06 (con-

3

troles con nitrato).

In este ensayo se utilizaron semillss de lini-

nes de uso comercisl (Lunijus sp.), selecalonn s,

desinfeetadas y nregerminadas como en el ensayo en
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tubos.

c.- Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas

Para confeccionar las curvas de crecimicnto ue las
cenas bacterianas en los distintos wsdios de culdivo, ¢
sartid de cultivos en medio iiquido, los que fueron di-
luidos en medio fresco lo suficientemente como para no
registrar valores apreciables de absorbancia a 500 nm en
el espectrofotémetro (Beckmann DU). Estas diluciones se
incubaron a 28eC, con agitaridn, y a tiempos regulares
se efectuaron tomas de muestras. Las alicuotas asi ohte-
nidas se diluyeron apropiadamente en solucidn ih pora re-
alizar la lectura de la absorbancia a 500 nm y para sem-
brar por el método de la doble capa de agar (141) sobre
medio de cultivo ELM sdlido en cajas de Petri. Luego de
incubarse las placas de Petri durante 72 horas a 28eC
se efectud el recuento de colonias y se trazd la curva
corresnondiente al graficar la concentracidn de bacterias
(ufp/ml o absorbancia a 500 nm) en funcidn del tiempo de
incubacidn. Finalmente se renresentaron los valores de
ufn/ml en ordenadas y los de absorbancia en abscisas, de
manera de poder conocer el primero de 10s parametros en
experimentos en que no podiamos esperar 72 horas para te-
ner ese dato,

El método de estimar 12 concentracidn hocteriana de
un cultivo a través del recuento de colonias nresenta el
error estad{stico e : 2/Vﬁ; donde n es el nimero de colo-
nias contadas, A ese error debe sumarse el introducido en

la medida de los volumenes, efectuada al realiznr los di-

luciones. (8Y4%)
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d.- Alslamiento de hacteriofapos a partir de muestras de

suelo.

Se realizd a partir de muestras de rafces de legumino-

sas, utilizdndose también la tierra cercana a las mismas,

Para obtener los fagos, se disgregd la tierra junto
con la raiz en agua esteril y se dejd en estufa a 282C du-
rante 72 horas con solucidn Rh, Posteriormente se filtrd
por gasa y papel y se centrifugé a 8,000 rpm durante 10 mi-
nutos (Sorvall RC-2 rotor SS-34), El1 sobrenadante obtenido
se filtré por Millipore de 0,45 m de tamafio de poro.

Los filtrados se probaron sobre distintas cepas de
Rhizbbium colocando gotas de 5-10 microlitros de los mis-
mos sobre una capa gelificha de Agar blando nreviamente
inoculado con bacterias ( abroximadamente 108 ufc/ml),
Esta capa habfa sido formada previamente sobre la super-
ficie del medio MNA sdlido en cajas de Petri. Se incubd
a 282C durante 48 horas,

Para estos ensayos se utilizaron las cepns 8-19,
D-111-1a, B-172, B-310, 3-251, DP-L4, Y-3 de Rhizobium
meliloti y Z-3 de Rhizobium trifolii. La presencia d-
fagos se manifestd como una zona de 1isis en la capa de
bacterias, Para confirmar si la lisis habfa sido efecti-
vamente producida por fagos, se resuspendieron las zonas
claras en 0,5 ml de solucidén Rh, se centrifugd a 10,000
rpm durante 20 minutos para eliminar las bacterias arras-
tradas en la resuspensidn (Sorvall RC-2, rotor SS-34) y
el sobrenadante dilufdo convenlentemente, se tituld por
el método de la doble capa de agor sobre la cepa bacte-
riana correspondiente en medio MNA sdlido, en el que se

observé la presencia de placas de lisis.
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e.~_Ensayos de_interferencia

ve sembraron 108 bacterias de una de las cepas de Rhi-
zobium sobre una caja de Petri con medio sélido MNA por el
mégodo de la doble capa de agar , de tal manera de obtener
un dessrrollo confluente. Para los casos de cepas que cre-
cen en forma deficiente en medios mfnimos, se utilizd el
medio ELM sélido. ‘

Inmediatamente después de gelificada la capa de agar,
se colocaron gotas de 5-10 microlitros de cultivos de bac-
terics »er'! aecientes ¢ ~iras nipag de lhizobiwi, sin pre-
via dilueildn (aproximadamente 107 bacterias), y se incuba-
ron ‘las cajas de Petri’a 282C durante 48 horas, Al cabo de
ese tiempo se leyeron los resultados: (1) interferencia po-
sitiva indicada por la preSencia de un halo de inhibicidn
o una zona de lisis en el punto en que se colocd la gota,
(2) interferencia negativa : ausencia de estos fendmenos,

Las bacterias, tanto las colocadas en forma de gota
como las sembradas previamente en la capa de agar blando,
fueron utilizadas en estado estacionario en todos los en-
sayos; provenfan de un cultivo de 32-48 horas a 282C en

medio 1f{quido ELM,

f.- Aislamiento de bacteriofagos a partir de cevas liso-

’

énicas

Las zonas claras producidas en la capa de bacterias
en los ensayos de interferencia, fueron resuspendidas en
0,5-1 ml de solueidn Rh, luego se centrifugaron a 3,000
rpm durante 25 minutos (Christ) o 10,000 rpm durante 20
minutos (Sorvall RC-2, rotor S8-34), y el sobrenadante,

dilufdo en forma apropiada, se tituld por el método de
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l1a doble capa ¢e arar sobre bacterias de la cepa corres-
pondiente (Fig II,1).

Los casos positivos produjeron lisis confluente cuan-
do se sembraron sin diluir y placas aisladas cuando se,di-
luyeron, Lstos fueron confirmados al ensayar las mismas
susyensiones después de ser filtradas por Millipore de
0,45 & . Al verificar que ain después de un doble pasaje-
por colonia aislada se mantenfa la propiedad de liberar
bacteriofagOS,ase”descarté la posibilidad de que se tra-

tara de bacteriofagos exdgenos adheridos a las bacterias,

g.-Titulacidn de bacteriofagos

‘Se efectud por el método de la doble capa dc agar,
es decir, se sembré 0,3 ml de un cultivo de bacterias per-
tenecientes a la cepa indicadora en fase logaritmica tar-
d{a, de manera de lograr un desarrollo confluente de bac-
terias, junto con 3 ml de Agar blando fundido y enfriado
a 450C, de manera de formar una capa fina sobre la super-
ficie del medio sdlido empleado (MNA sdlido en cajas de
Petri). Antes de volcar la mezcla de bacterias y agar fun-
dido, se agregd una alicuota de uns dilucidn de la suspen-
sién de bacteriofagos. Se utilizaron varias cajas de Petri,
una para ca’a dilueion y una sin inocular con bacteriofagos
que sirvidé como control del desarrollo bacteriano, Se in-
cubaron a 282C durante 48-72 horas y se efectud el recuen-
to del nimero de placas de lisis, seleccionando para ello
la caja de Petri que presentaba una cantidad de placas no
tan grande que no pudieran contarse, ni tan pequeiia que in-
trodujera un error estadfstico demasiado grande (ver sec-
cién II,7.¢).Luego este nimero fue multiplicado por la in-

versa de la dilucidn efectuada y se obtuvo el tftulo origiral,
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h.- Crecimiento de bacteriofaros por 1lisis en medio 1{s

gquido

Se partid de un cultivo bacteriano de la cepa indi-

cadora em nmedio 1liquido y en fase logaritmica de creci-
miento. Se lo centrifugd (10,000 rpm 10 minutos- Sorvall
RC-2, rotor SS-34) y al precipitado de bacterias se 1le
agregd con agitacidén una alicuota de una suspensidn de
bacteriofagos de tf{tulo conocido, como para tener una
multiplicidad de infeccidn de 0,01 fagos por bacteria,
Se mantuvo en incubacidn a 28¢C con agitacidn durante
30-60 minutos., Transcurrido ese tiempo, se agrerd medio
de cultivo estéril hasta comnletar el volwien oricinnl
del cwltivo centrifugado. Sg siguid incubando durante
24-72 horas a 28¢C,

A los distintos tiempos se determind la concentra-
cidn de bacteriofagos totales (centros infectados 4+ fa-

gos libres), por el método de la doble capa de agar.

i.- Crecimiento de bacteriofsros nor lisis en mcdio sd-

lido

Be utilizd el método de la doble capa de agar, pe-
ro empleando una suspensidn de bacteriofagos lo suficien-
temente concentrada como para producir lisis confluente
sobre la capa de bacterias de 1la cepa indicadora,

Luego de 48 horas de incubacidn a 289C se examina-
ron las cajas de Petri y se seleccionaron aquéllas que
efectivamente presentaban 1isis confluente. Se les agre-~
gé en su superficie 1 ml de solucidn Rh estéril Yy se re-

suspendid toda 1a capa de agar blando con ayuda de una
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una espdtula estéril.

Se homogeneizd la suspensidn con la accidn de un agi-
tador mecdnico y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 minu-
tos (Sorvall 1C-2, rotor 553-34) para senarar los restos de
agar y las bacterias del sobrenadante donde quedaron los
fagos. UYsta suspensidn asf obtenida se tituld por el mé-
todo de la doble capa de agar sobre un cultivo de bacterias

de la cepa indicadora.

je= Crecimionto de bhacterinfagos nor lisis confluente so-

bre membranas dz celofdn

Se siguid la técnica descrita en la bibliografia pa-
ra bacteriofagos de Escherichia coli (142), con ligeras
modificaciones. Se esterilizaron trozos circulares de pa-
pel celofén comercial no plastificado por doble calenta-
miento en agua hirviente durante 20 minutos cada vez.

Con esos trozos de celofdn as{ tratados se cubrieron
las superficies de las placas de Petri que se iban a uti-
lizar,

Se efectud un cultivo en medio sdlido por estrfas de
la cepa bacteriana sensible al bacteriofago que se preten-
dfa crecer. Se resuspendieron estas bacterias con un vo-
lunen de 2ml de medio de cultivo liquido (oLii 1inuido, 1G-2-H
o MG-2-0H segin el caso),Una variante también utilizada fue
la de centrifugar un cultivo de la cepa indicadora en fa-
se logaritmica de crecimiento (Sorvall RC-2, rotor 353-3k4,
10 minutos a 10,000 rnm) y desccinnr el solrenadonte, A
cualnulera de estas suspensiones concentradas de bacte-
rias se le agregd 0,25 ml de una suspensidn de bacterio-

fagos de tftulo cercano a las 10° ufp/ml. Se incubd 1la
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mezcla a 2ReC durante 30 minutos, con agitacidn, para fa-
cilitar la adsorcidn de los fagos a las paredes bacteria-
nas. Luego se depositd todo el volumen de la suspensidn
sobre la membrana de celofdn que recubrfs la superficle
del medio de cultivo en las cajas de Petrl, Se dejaron
incupando estas placas durante 48 horas en una estufa re-
gulada a 282C, Al cabo de ese lapso, se resuspendid lo
que quedaba por encima de las membranas en 2 ml de so-
lueidn ME & Rh por cada placa.Se agitd bien y se centri-
fugd a 10,000 rpm durante 15 minutos (Sorvall RC-2, rotor
SS-34) para eliminar parte de las bacterias arrastradas.
Mds tarde se agregaron gotas de cloroformo y se dejd 30
minutos a temperatura ambiente para completar esta accidn.
Una vez transcurrido ese tfémpo, se tituld la suspensidn
obtenida en cajas de Petri con MNA sdlido por el método
de la doble capa de agar, utilizando para ese fin un cul-
tivo de bacterias de la cepa indicadora en fase logarit-

mica de c¢recin ento,

%o~ Induccidn de bacterias lisopdénicas por accidn de Mi-

tomicina-C,

Se utilizdé un cultivo bacteriano, crecido a 282C en
medio 1fquido, en fase logarftmica, Se lavé con igual medio
de cultivo y se dividid en 2 partes. Una de ellas, se cen-
trifugé vy se‘volvié a resuspender cn el nedio de cultivo
ntilizado anterlormente con la adicidn de Mitomicina-C en
la concentracidn apropiada para cada caso, La otra porcidn
se centrifugd y se resuspendid en medio fresco pero sin el

agregado del antibidtico. Ambas se incubaron a 289C con
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agitacidn y en la oscuridad, A diferentes tiempos se de-
terminaron ufe/ml y ufp/ml (centros inducidos + fagos 1li-

bres.

1.- Induccidn de bacterias 1isozdnicas por irradiacidn

con luz ultravioleta.
Se partié de un cultivo a 28¢C, en medio lfquido y

en fase lorfaritmica de 1la cepa 1isogénica, como en el
caso anterior, Se lavé con el mismo medio de cultivo y
se dividid en dos partes: ? ml se irradiaron en caja de
Petri abierta a una distancia de 40 - 90 cm de la fuen-
te (tubo germicida Philips de 30w), segin los casos.Se
agits permanentemente mientras durd la irradiacidn. La
otra parte no recibié tratamiento alguno. Ambas alicuo-
tas se incubaron a 239C con agitacidn y.en la oscuridad.
A distintos tiempos se determinaron ufc/ml y ufp/ml (cen-
tros inducidos + fagos libres). En algunos experimentos
se determindé tambien la concentracidn de fagos intrace-
lulares 4 fagos libres, lisando porciones del cultilvo
con lisozima (1,% mg/ml), incubando a 282C durante 30
minutos, y con el posterior agregado de gotas de cloro-

formo, para luego titularlas (ufp/ml).

m,- Induccidn térmica de bacterias lisogénicas

Como en los casos anteriores, se empled un cultivo
de la cepa lisogénica en medio 1fquido, a 289C y en fa-
se logar{tmica de crecimiento, Se lavd com medio fresco,
se separaron 2 partes, las que se volvieron a centrifu-
gar a 10,000 rpm durante 10 minutos (Sorvall RC-2, rotor

SS-34). Una de ellas se resuspendid en medio de cultivo
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calentado & 452C, incubdndose a esta temperotura duran-
te 30 minutos, ¥ luego volvidndose a incubar a 5890. La
otra, se resuspendid directamente en medio de cultivo

mantenido a 282C y continud a esa temperatura de incu-
bacidn. A distintos tiempos de determind 1la concentra-
cidn de bacterias (ufe/ml) y de bacteriofagos (centros

inducidos + fagos libres)(ufp/ml).

n.- Conservacidn de bacteriofagos y bacterias

Las suspensiones de hacteriofagos se mantuvieron
en solucidn Rh a 4oC y los cultivos bacterianos, en me-
dio MNA sélido o ELM sélido, en forma de estria, a 1la
misma temperatura., De estos Gltimos se efectuaron re-
viques cada 2-3 meses para asegurar su buena conserva-

. s
cion.

0.-_Purificacidn de bacteriofasgos

Se partid de suspensiones de bacteriofagos de ti-
tulo superior a 1010 ufp/ml, Se centrifugd durante 15
minutos a 10,000 rpm (Sorvall RC-2, rotor SS5-34), nara
eliminar hacteriss vy restos bacterianos. 11 sobrenadan-
te fue nuevamente centrifugado, pero a 30,000 rpm du-
rante 30 minutos (Spinco, rotor 50), para concentrar
los bacteriofagos, Se desechd el sobrenadante de los
tubos y los sedimentos visibles, se resuspendieron a
razén de 0,2 ml por tubo. Luego fueron tratados duran-
te 1 hora a 379C con DNAsa y RNAsa crudas (Solug/ml),
para eliminar los dcidos nucleicos bacterianos conta=-
minantes (ver fig, II1,2), iids tarde se centrifugaron
sobre 2 capas de Cloruro de Cesio de diferente concen-
tracidn para eliminar el resto de impurezas, que inclu-~
fa a las enzimas agregadas (Spinco, rotor SW 41, 20,000
rpm, 60-90 min), Se fracciond este gradiente disconti-

nuo en alfcuotas de 0,5 ml, recogiéndose en la zona com-
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srendida entre las soluciones de C1Cs de 30% y 70% de sa=-
turacidén, un volumen de lfquido de mayor densidad Jptica.
Estas suspensiones fueron dializadas 2 veces contra voli-
menes 1,000 veces mayores de solucidén Rh, a 4eC y durante

24 horas cada vez, quedando as{ listas para ser utilizadas,

p.- Determinacidn del espectro de infectividad de los fa-

gos sobre distintas bacterias huéspedes

Se realizd poe el método de la doble capa de agar, so-
bre medio MNA sdlido, utilizando eultivos hacteriaros en
fase logaritmica de crecimi:nto, ~n sienbra conjurta con
distintas diluciones de suspensiones de fagos obtenidas ya
sea bor induccidn de las cepas lisogénicas como por 1lisis
confluente de la cepa indiquora en medio sdlido, Luego de
48 horas de incubacidn a 282C se efectud el recuento de pla-
cas de lisis formadas,

Lambién se efectuaron pruebas "por gotas'", consisten-
tes en realizar una siembra de bacterias por el método de
la doble capa de agar, pero sin el agregado de la suspen-
sidn de fagos. Luego, una vez gelificada la capa de agar
blando, con un ansa calibrada (5-10,a1) se depositaron go-
tas de las distintas suspendiones de fagos. Se incubaron a
282C durante 48 horas y se observd 1la presencia de zonas de
lisis o placas de 1lisis en los puntos en que se colocaron

las gotas,.

q.- Inactivacidn de los bacteriofagos por irradiacidn con

luz ultravioleta

Se irradiaron suspensiones de fagos obtenldos por in-

rd - .
duccion con Mitomiclina-C en solucidn Rh en un volumen de
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1 ml, en caja de Petri ablerta (100 mm de didmetro), a 90
cm de la fuente (tubo germicida Philips de 30w), con per-
manente agitacidén. A diferentes tiempos de irradiacién se
determind la concentracidn de unicades formadornas de placas
sobre becterias sensibles por el mdtodo de la doble capa de

agar.

r.- Inactivacidn de los bacteriofagos por choque térmico

Se incubaron las mismas suspensiones de bacteelofa-
gos que se utilizaron en II.7.q. en solucidn Rh calenta-
da a 669C (teuperatura previamente determinada como Spti-
ma para este ensayo), Se realizd un control para cads fa-
go, incubando una alicuota de cada suspensidén en solucidn
Rh pero a 02C, A diferentes tiempos se determind la con-
centracidn de unldades formadoras de placas para cada ca-

so como en el experimento anterior.

s.~ Determinacidn de 1la naturaleza del material sendtico

de los bacteriofagos

Se utilizd la técnica de liayor y I'i11, modificaia por
Bradley (143), que permite la identificacidn de los dcidos
nucleicos de los bacteriofagos sin tener la necesidad de
efectuar su extraccidn, hecho que,debido a las dificulta-
des encontradas en la purificacidr del materisl gendtico
de nuestros fagos, se ajustaba a las posibilidades de nues-
tro sistema,(14%4),

Las suspensiones de bacteriofagos utilizadas fueron
concentradas y purificadas en gradientes discontinuos de
C1Cs, previa eliminacidn de dcidos nucleicos de origen bac-

teriano (seccidn II.7.0).

Las muestras, tanto de dcidos nucleicos como de bac-



teriofagos, fueron depositadas en forma de gotas en la
superficie limpia de un portaobjetos. Se secaron con una
corriente de aire caliente y una vez secas, se volvieron

a colocar gotas en los mismos puntos, hecho que se repi-
tid hasta obtener una cantidad de material suficiente co-
mo para producir fluorescencia, Cabe destacar que con sus-
pensiones de bacteriofagos de tftulo inferior a 1 x 1011
ufp/ml no se observé fluorescencia, ain depositando un
gran numero de gotas.

Uuas vez rcolocadas las \ltimas gotas en cada punto del
portaobjetos, se volvieron a secar y se introdujeron en u-
na fuente con metanol enfriado a -802C, donde permanecie-
ron durante 20 minutos a una temperatursa exterior de -29C,
Luego se sacaron de la fuengé y se volvieron a secar con
aire celiente, Una vez secos, se cubrieron con una solu-
cidén de Naranja de Acridina (seccidn II.6)durante 5 mi-
nutos, Se lavaron 2 veces con buffer de Mc'Ilvaine pH 3,8,
se cubrieron con una solucidn de POqHNaz 0,15 M durante 15
minutos, se los dejd escurrir parcialmente y se expusieron
aun hdimedos a la accidn de una ldmpara de luz ultravioleta
(1luz de Wood : 2,537 3).

También se efectud el mismo ensayo pero luego de un
tratamiento de digestidn enzimdticas
(') Tratamiento con Ribonucleasa: Por cada muestra se co-
locaron 2 series de gotas, una en cada portaobjetos, Una
vez [ijadas con metanol en frfo, se cubrieron con buffer
He'Ilvaine pll 3,%, Uno de los portaobjetos permanecid as{
por espacio de 2 horas a 379C, El otro fue tratado con ri-
bonucleasa pancredtica purificada electroforéticamente y

calentada a 809C durante 10 minutos, en solucidn al 0,1:)



n/v en buffer Mc'Illvaine pH 3,8, v se incubd también a
379C durante 2 horas. Luego, ambos portaobjetos, se tifie-
ron con Naranja de Acridina de la manera ya descrita,

('') Tratamiento con Desoxirribonucleasa : Se depositaron
dos series de gotas nara cada muesira en sendos portaobjetos,
se fijaron y secaron, Se cubrieron con buffer de pH 545
durante 5-10 minutos. Uno de los portaobjetos se cubrid
con solucidn de desoxirribonucleasa al 0,02% p/v en solu-
cidn buffer de pH 5,5, el otro permanecid sumergido en el
citado buffer pero exento de enzimas, Ambos se incubaron a
372C durante 2 horas y luego se cubrieron con buffer de
Mc'Ilvaine de pH 3,8 durante 5-10 minutos, al cabo de los
cuales se tifleron con Naranja de Acridina como ya se indi-

cd anteriormente.

Los resultados esperables estdn descritos en la tabla

IT.1.

t.- Lisogenizacidn de bhacterias del gérnero Rhizobium.

Z1 procedimiento consistid en introducir co:lo nrofa-
£0 a un baeteriofapgo normalmente liberado por bacterias de
una cepa lisogénica (donora) en el genoma de otra bacteria
normalmente utilizada como indicadora (aceptora), ya que
sobre ella el bacteriofago puede nroducir su ciclo 1itico.

FPara ello dispuslimos de un lisado del fago en cuestidn
y lo filtramos por Millipore de 0,45/‘ para liberarlo de
las bacterias que pudieran haber quedado en el mismo, Efec-
tuamos una siembra en medio sdlido ELi{ para comprobar que
efectivamente el lisado se hallaba libre de bacterias y al

mismo tiempo, efectuamos una siembra conjunta de una dilu-
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cidn de esta suspensidn y de una alfcuota de un cultivo

de bacterias de la cepa indicadora por el método de le doble

capa de agar, como para obtener un numero discreto de nla-
cas de lisis. Se dejd incubar a 289C por espacio de 48 ho-
ras, y una vez formadas las placas de lisis, se punzd con
ansa recta el centro turbio de las placas y se hicieron es-
tr{as en cajas de Petri con medio ELM sdlido. De allf, se
efectud un crecimiento en medio 1fquido de las bacterias
corregpondientes a cada una de las estrfas, hasta lograr

una absorbancia a 500nm de aproximadamente 0,3. Se diluyd

y se sembrd en cajas de Petri con medio MNA, Se dejdé incu-
bando a 289C durante 48 horas y con un "manguito" de tercio-
pelo estéril se efectuaro; réplicas de las colonias apareci-
das (a) sobre cajas de Petri con MNA sdlido y (b) sobre ca-

jas de Petri con MNA sdlido previamente sembradas por el mé-

todo de la doble capa de agar con bacterias de ls cepa indi-

cadora. Se dejd incubar a 289eC durante otras 48 horas y se

observd la aparicidn de colonias que en la caja de Petri (b)
produjeron halos de inhibicién sobre la capa de bacterias de
la cepa indicadora. Por comparacidn, se tomaron las colonias
equivalentes pero crecidas en la caja (a), no contaminada con
bacterias de la cepa indicadoraj se pasaron dos veces por co-
lonia aislada, y con ellas se hicieron estr{as en medio de
cultivo sélido como para conservarlas como posibles cepas li-
sogenizadas, Este hecho se comprobd a través de distintos en-
sayos (descritos en el capftulo III), entre los cuales, por
supuesto, se cuenta la aparicién de placas de lisis al titu-
lar el sobrenadante de un cultivo en medio 1fquido de estas

nuevas cepas sobre bscterias de la cepa aceptora no tratadas.
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Resultadas esperahles _en las _experimentos destinadas
2 13 determinacidn del material gendtico de los Dbac-

teriafacas

Tipo de TRATAMIENTO
acido (=) 2 hs en RNAsa 2 hs en DilAsa
buffer buffer

nucleico pH 3,8 pH 5,5

DN@ verde verde verde verde (=)
bitenico

DNA | rojo rojo rojo rojo (=)
monotenico

RNA rojo rojo (=) rojo rojo
monotenico

RNA verde verde verde verde verde

biténico
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FIGURA II , 1
Aislamiento de bacteriofagos _a partir de bacterias lisogé-

nlcag

Halo de inhibicidn o zona de
lisis sobre la bacteria indi-

cadora,

Resuspender en solucidn Rh
Centrifugar (3,000 rpm, 25 mi-
nutos,  Christ)

Filtrar el sobremadante por

Millipore de 0,45

Titular sobre la bacteria in-

dicadora,

AN

Obtencidn de placas de lisis

aisladas, [

Resuspender una de ellas en

solucidn Rh,
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FIGURA II_, 2

-

Concentracidn v purificacidn de una suspensidn de faxos

Suspensidn

original

-

|

Centrifugar (10.000 rpm, 15 min. - Sorvall RC-2, rotor
S8-3%) Tomar el.Eobrenadante

Centrifugar (30.

Yesechar el
‘ sobrenadante

Resuspender en solucidn Rh

00 rpm, 30 min - Spinco, rotor 50)

7
RNAsa, DNAsa (56/4g/ml)
Mg** (4,5 mM)

Incubar 1 hora a 3792C con agltacidn

Dejar a 49oC hasta el dfa siguiente

|

1 ml (susp. de fagos)

3 ml C1Cs 307 de saturacidn

1 ml C1Cs 704 de saturacidn
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l.- Ensayos preliminares

Para comenzar este trabajo decidimos tomar conocimien-
to de las caracter{sticas particulares de este sistema, par-
tiendo de la recuperacidn de bacterias del género Rhizobium
de nddulos de leguminosas no inoculadas y solicitando a 1la
vez el envio de otras cepas a los distintos grupos de inves-
tigacidn que estaban estudiando a estas bacterias.

Conprobamos su propledad de establecer simbiosis con
las nlsntas correspondientes y analizamos sus caracter{sti-
cas culturales més importantes, enfotizondo nuestro esfuer-
z0 en anquelles cepas que, mediante otros ensayos que estd-
‘bamos efectuando en paralelo, demostraban atraer nuestro in-

terés. .

a,- Aislamiento de bacterias del género Rhizobium

Segin 1la metodologfa descrita en Materiales y métodos,
pudieron aislarse dos cepas bacterianas pertenecientes al
género Rhizobium, Una de ellas, Y-3, fue aislada de un nd-
dulo de una nlanta de alfalfa (liedicaro sativa, var, Fortin
Perganino), no inoculada, La otro, Z-3, se obtuvo a partir
de nddulos de una planta de trébol rojo, también sin inocu-
lar, Sus caracteres tintoriales y culturales eran coinciden-
tes con los de las bacterias del género Rhizobium (tabla III,1),
confirmdndose su éSpecie en ensayos de nodulacidn sobre le-
zuminosas (ver mds adeslante: III,1.DL)

Para asegurarnos de la homogeneidad de los cultivos, to-
das las cepas de Rhizobium, tanto las recibidas de otros cen-
tros de investigacidn como las aisladas en nuestro laborato-

rio fueron pasadas 3 veces por colonia aislada antes de ser
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utilizadas en los experimentos. Se verificd en cada caso
la afinidad de estas bacterias por los colorantes de la
tincidn de Gram (gram negativas), con lo cual detectamos

también algunas contaminaciones.

b.- Ensayos de nodulacidn sobre leguminosas

Dado que las cepas aisladas provenian una de nddulos

de alfalfa y 18 otra de nddulos de trébol, sospechabamos
que se trataba de bacterias de las especles Rhizobium nme-
liloti y Rh*'z-biivm trifolit resncctivamente. Para confii-
mar este hecho efectuamos ensayos de nodulacidn sobre las
leguminosas adecuadas para cada caso,

Fue asf que confirmamos la especie a la que pertene-
cfan estas cepas aisladas o nuestro laboratorio, como nsi
también la de aguéllas consideradas como las mds importin-
tes para nuestros fines (R-491, R-493, DP-4, B-11i-la, B-19,
B-251). En todos estos casos obtuvimos los resultados espe-
rados, mientras que,en cambio, la cepa 39, enviada por el
Dr.Staniewski como perteneciente a la especie Rhizobium lu-
pini, produjo nddulos en rafces de plantas de alfalfa pero
no en las de lupines (tabla III.2),

Hemos tabulado el ndmero de plantas que fueron nodu-
ladas nor accidén de las distintas cepas y el numero de nd-
dulos producidos, observando notables variaciones en esta
dltimo aspecto.(tabla III,2)

De las bhacterias aisladas en nuestro laborstorio pu-
dimos deducir a través de dicha trbhls nue efectivamente
Y-3 pertenecfa a la especie Rhizobium meliloti, ya que fue

capaz de inducir la formacidn de nddulos en plantas de Me-
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dicago sativa y Melilotus pero no en plantas de Trifolium
repens, suceciendo a la inversa con 7=3, que por lo tanto
fue clasificada como Rhizobium trifolii (ver tabla I,l).
En los distintos ensayos se observd una notable dife-
rencia en el crecimiento de las plantas sin inocular cre-
cidas en ausencia y presencia de nitrato inorgdnico en el
medio de cultivo., El desarrollo de las plantas inoculadas
y noduladas fue variable, pero siempre mayor que el de los
controles desprovistos de nitrato. Ademds de observar el
diferente aspecto que presentaban las plantas correspon-
dientes a los distintos tratamientos, efectusmos deterni-
naciones de peso seco que confirmaron nuestras estimacio-

nes visuales,

c.- Curvas de crecimiento de las cepes bacterianas

Ifectusmos el creciniento en medio I1fauido de las ce-
pas que mds atrafan nuestro interés, es decir de aquellas
que utilizarfiamos como indicadoras en la titulacidn de
bacteriofagos (R-493, B~19, DP-k, B-251, U-45), aquéllas
que resultaron ser lisogénicas (ver seccidén III,2,b) y a-
quéllas aisladas en nuestro laboratorio (¥Y-3, Z2-3). El de-
sarrollo se siguid por medidas de absorbancia a 500nm y por
recuento de colonias en medio ELM sdlido, Los datos corres-
pondientes al tiempo de duplicacidn de las citadas cepas
en 1las condlciones de crecimiento probadas se encuentran
registrados en la tabla III,3. Estos oscilaron entre 150 y
180 minutos en medio ELM 1l{quido y a 289C para las distin-
‘tas cepas de Rhizobium meliloti. Es notoria la diferencia

respecto de la cepa Z4-3 de Rhizobium trifolii, 1la cual cre-

Id 'Y Ny
clo muy lentamente en estas condiciones,
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En las figuras III,1 y III.2 se representan curvas de
crecimiento correspondientes a la cepa B-19 de Rhizobium me-
1iloti, crecida a 289C en medio ELM 1lfquido, obtenidas por
medida de 1la absorbancia a 500nm y ufc/ml respectivamente,
De acuerdo a lo observado en dichas figuras, esta cepa po-
see un tiempo de duplicacidén de 3 horas en esas condiciohes
de ceecimiento, y llera a su estado estacionario con una2 con-
centracidn cercana a las 107 ufc/ml (DOgqopyt alrededor de 1),
semejante a la alcansada por B-1ll-la (145)., En la figura
ITI,3 s= puede observar 13 r2lactdn lineal existente entre
los valores de absorbancia a 500nt y ufc/ml. La pendiente de
la recta resultd ser de 9,8 x 108 ure/m1 , cifra similar a
la observada en otras de las cepas probadas, lo cual era de
esperarse por tratarse de bacterias pertenecientes n 1la mis-

na esnacie,(ver tabla III.3)

d.- Verificacidn de 1a presencia de bacterias o1 ¢l sobroivi-

dante de una centrifugacién

Esta prueba estaba destinada a determinar las condicio-
nes que debian lograrse con nuestros equlpos para dejar me-
nos del 0,1% de bacterias en el sobrenadante de un cultivo
centrifugado,

Comprobamos que tanto para B-19 como para DP-4%, B-1ll-1la,
R-491 y R-4%93, sometiendo a un cultivo de 1 x 107 ufe/ml du-
rante 25 minutos a 3.000 rpm en la -centrffuga Christ (refri-
gerada), obtenfamos un sobrenadante con menos de 5 X 103 ufc/ml.

Lo mismo se daba utilizando la centrifuga Sorvall RC-2, ro-

tor 5S-34 qurante 10 minutos a 10,000 Ty,
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2.- Antagonismo migroblanog

Estos ensayos fueron planeados con el objeto de verificar
la existencia de antagonismo entre las distintas cepas de Rhi-
gobium, evaluar la incidencia de la lisogenia en esas interac-
ciones y fundamentalmente, alslar bacteriofagos portados por

algunas de ellas,

a.- Ensayos de interferencia

Los ensayos de interferencia fueron realizados con 57
cepas bacterianas pertennccientes a distintas cepas de Rhi-
zobium. En la mayorfa de los casos el antagonismo entre
bacterias se manifesté bajo la forma de un halo de inhibi-
cidn sobre el desarrollo confluente de las bacterias de 1la
cepa indicadora formado glrededor del cultivo colocado en
forma de gotas en otros casos, en cambio, se observd la a-
paricidén de una zona de lisis ocupando el lugar donde se
depositd la gota. (ver Materiales y métodos).

Estos experimentos se llevaron a cabo de modo de -o-
rer en contacto un nimero 10 veces mayor de hacterias en
la rota en relacidn a las indicedoras, localizadas en esa
pequeila superficie de contacto. De esta manera, si una bac-
teria "A" liberaba un agente antibacteriano capaz de inhi-
bir el crecimiento de otra bacteria "B", y "B" no hacfa lo
pronio respecto de "TA", detectdbamos la interferencia cuan-
do colocdbamos a "A" en forma de gota y a "B" eh la capa
de agar blando, pero no la detectdabamos cuando 1o hacfamos
a la inversa, En primer lugar, ésto es consecuencia de que

el agente antibacteriano producido por la bacteria de 1a
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gota nuede difundir por fuera de 1la misma, observandose
el crecimiento de estas bacterias, a veces abundante, ro-
deado de un halo de inhibicidn (gotas C-1 y C-3 de la fi-
gura III.4), Si no difundiera (caso de algunos bacterio-
fagos y bacteriocinas), se'presentarfan;distintas alternati-
vas que dependepfan de la potencia. del agente antibacteria-
no v de la concentracidn de bacterias en 1la gotas A mayor
potencia del agente y menor concentracidn de bacterias en
la gota, mejor se visualizard el fendmeno. Las interferen-
cias B-2, C-lt y C-5 de la figur» IIL,4% fueron producidas
por fagos de gran actividad 1l{tica, liberados por bacte-
rias que se hallaban en una concentracidn relativamente
baja. Los casos D-3, D-lt, E-2 y E-3 también fueron origi-
nados por fagos de gran ectividad lftica, pero las bacte-
rias se hallaban mds concentradas que en los casos anterio-
res. A-3 v B—h, nor el contrario, corresponden a interfe-
rencias débiles producidas por agentes bactericidas pocoO=-
o medianamente potentes, liberados por cultivos bhaocterin-
nos de concentracidn moderadamente elevada. B-3, C-2 y D=2
son resultados negativos,

Si colocdramos a "B" (bacteria inhibida en su creci-
miento por un agente liberado por "A") en forma de gota y
a "A" en la capa de agar blando, el crecimiento de "B" se-
ria inhibido sdlo en un cierto grado, debido a su superio-
ridad numérica respecto de "A" en la superficie de contac-
to. Ademés, de este modo no nos sorfa nosible detectar 1a
interferencia producida, ya que recvlts nuy Adiffeil obhser-
var la inhibicidn del crecimiento de las bacterias de 1a

gota a causa de la opacidad que presenta el desarrollo con-
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fluente de 18s bacteriss indicadoras pO; debajo de la pis-
ma,

Los resulta&os obtenidos fueron tabulados y agrupa-
dos de acuerdo a la especie a la que pertenecfan las ce-
pas agresoras y las cepas agredidas (tablas III,4, III,5,
I1I.6). La notacidn utilizada para confcccionar las tablas
obedecid a la necesidad de distinguir entre combinaciones
que invariablemente producfan interferencia (++), de a-
quéllas que mostraban ese fendmeno en forma no tan cons-
tante (+). Ademds, hubo otros casos que resultaron posi-
tivos en sdlo una oportunidad a pesar de haber sido pro-
bados en forma reiterada (+-),

En la tabla III.4 se muestran los resultados de los
antagonismos entre 29 cepas de Rhizobium meliloti, 14 de
las cuales fueron utilizadas como indicadoras, La interfe-
rencia entre las cepas empleadas en la elaboracidn de ino-
culantes en nuestro medio (B-19, B-11l-la, B-251, B-310) 7y
en el Uruguay (U-10, U-45) fue menor del 10% del total.Sin
embargo, reviste una particular importancia, nor cuanto al
incluirse dos cenas antagdnicas en inoculantes polivalentes
ocurrirfa la pérdida de un ndmero importante de bacterias
de la cepa sensible, Por otra parte, una cepa nativa de 1a
Provincia de Buenos Aires (DP-4) fue inhibids por 3 cepas
utilizsdas en indculos: B-1G, B-11ll-la v B-310.

Dos de las cepas eficientes aisladas de suelos uru-
guayos (14%6) inhibieron el desarrollo de la mayor parte
de las cepas utilizadas como indicadoras. Otra de las ce-
nas alsladas en el Uruguay (R-491) se mostrd sumamente sen-
slble a agentes antibacterianos liberados por otros rhizo-

bios. Dos cepas no inhibieron el crecimiento de otras bac-
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terias de la esnecie Rhizobium meliloti (B-172 y B-251) y
sdlo una se mostrd resistente a la accidén antibacteriana
de todas las demds (R-L492),

En la tabla III.9 se detallan los resultados de las
interferencias enire cepas de varios grupos de inoculacidn
y Rhizobium meliloti. Es notable el hecho de que la cepa
21 de Rhizobium trifolii y la D-120 de Rhizobium legumi-
nosarum interfirieran con la mayor{a de las cenas de Rhi-
zobium meliloti sobre las cuales fueron probadas. Posible-
mente estos lnterferencins haysan sido causadas por la 1li-
beracidn de un potente antibidtico por parte de las cepas
citadas, a juzgar por la claridad de las zonas de lisis y
por la gren difusidn del agente inhibidor (0,5 - 1 em por
fuera de 1la colonia de bacterias oertenecientes a la gota).
Cuando se utilizaron cepas de Rhizobium lupini en forma de
gotas, el porcentaje de interfercncias fue grande (ver ta-
bla III,7), y se debid principalmente a las denominadas
16-7, 16-35, y H-13-3, dos de las cuales (16-7 y H-13-3)
produjeron halos de inhibicidn similares a los originados
por las cepas 21 (Rhizobium trifolii) y D-120 (Rhizobium
leguninosarum),

La tabla III.6 muestra interferencias de cepas de Rhi-
zobium meliloti (utilizadas en forma de gota) con cepas de
Rhizobiuwa trifolii, ithizobiua lupini, y nhizobium japoui-
cum. Puede notarse en ella que el nimero de casos positia
vos fue mur bajo si se lo coupara con las interferencias
obscrvadas en las tablas anteriores, hecho que nos hace su-

noner que los agentes bactericidas producidos por cepas de
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Rhizobium meliloti son de menor espectro de accidn que los
liberados -or otras especies.

En 1o tabla III.7 se presenta un resumen de los re-
sultados obteﬂidos con las 5 especies de Rhizobium utili-
zadas. Puede notarse que las cepas de Rhizobium japonicum
mostraron una baja frecuencia de interaccidn cuando se 1las
sembrd conjuntamente con cepas de Rhizoblum meliloti (0,6:4).
Es posible que el crecimiento lento de las cepas de Rhizo-
bium japonicum fuera un obstédculo para la visualizacidn de
este tipo de fendmenos. Por otra parte, se puede apreclar
que en los demds casos el porcentaje de interferencias fue
mayor (entre 29 y 31%), aunque, como ya lo hicimos notar,
fue mds escaso cuando utilizamos a las cepas de Rhizobium
melilotl en forma de gotas frente a Rhizobium lupini y Rhi-
zohium trifolii que cuando efectuamos las combinaciones in-~
versas.

Diversos son los factores que pudieron haber influido
sobre los resultados obtenidos: fase de crecimlento de am-
bas cepas, nimero de bacterias indicadoras puestas en la ca-
pa de agar blando, concentracidén de bacterias en la gota,
medio de cultivo empleado, etc, Los rcsultados contradicto-
rios obscrvados (ver en las tablas III,h, ITI.S y III,5 los
casos anotados como+ y +=) pudieron haber tenido entonces di-
ferente origen, ya que no fueron controladas todas las va-
riables que pod{an afectar al sistema, lo cual hubiera re-
sultado sumamente engorroso y nos hubiera apartado de nues-
tro principal objetivo que era el aislamiento d= bactcriofa-

gos a partir #e cepas lisogénicas. No obstante, las combina-
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ciones fueron realizadas utilizando cultivos saturados.

No efectuamos el ajuste de 1lsa concentracidén de bacterias
para las 56 cepas usadas puesto que esta tediosa tarea no
nos garantizaba que el estado de las bacterias puestas en
contacto fuera el mismo en todos los casos. Ademds, habfa
cepas que crec{an mé jor que_otras en el medio de cultivo
sdlido utilizado para las pruebas. De este modo, al desarro-
llarse mas rédpidamente en ese medio, al cabo de un corto
tiempo de incubacidn, aumentarfa la relacidn entre la con-
cantracid do astas bac' :riag v la de las aue crecein a me-
nor velocidad.

Hubo también algunas cepas de Rhizobium trifolii que,
por conveniencia prdctica, debieron ser crecidas en algu-
nos ensayos en un medio lfquido (MG-2-H) diferente del u-
tilizado en otros experiaentos (uLN 1fsuido), con lo que
narcce muy probable que al haber empleado cultivos creci-
dos en diferentes condiciones hayvamos modificado el com-
portamiento de las bacterias en las distintas pruebas rea-
lizadas.,

En el caso de que algunas bacterias de crecimiento
lento inhibieran el desarrollo de otras de crecimiento ra-
pido, podria no llegar a observarse interferencia por cau-
sa del excesivo crecimiento de las bacterias de fondo. Ade-
mis, sl hublera bacterias que alcanzaran el estado de satu-
racién con una concentracidn mis baja que otras en el me-
dio 1fquido en el que habfan crecido previementeshubieran que-
dado en desventaja numérica al efectuarse los pruebas,

is iwmportante también deshacar rue los Ci5ay0s ronli-
zados con las cepas de Rhizobium japonicum y algunas de Rhi-
zobium lupini (16-2 y 16-3) debieron ser efectuados en me-

dio ELM sdélido puesto que no crecfan bien en el medio mfni-



-62 -

mo habitualmente empleado para este tipo de experimentos
(Mia sdlido). Los medios de cultivo con extracto de leva-
dura en su composicidn, como el ELM sélido, parecen tener
la desventaja, para esta clase de ensayos, de interferir
de alguna manera con la produccidn, libsracidn o accidn
de los antibidticos de bajo peso molecular (147),

Ademds, a:todo ésto se le suma el hecho de que un
cultivo de bacterias lisogénicas no mantiene una concen-
tracidén constante de fagos libres en el medio en el que
ss desarrolla,pudiendo d« est: ranera pasar desapercibi-
da su accidn 1itica sobre otras cepas bacterianas en al-
gunos ensayos. Tal es asi{ que la interferencia entre DP-L
y B-251, que es debida a la liberacidn del bacteriofaso
FL 3 por parte de la primera (145), sélo se detectd en
algunas de las oportunidades en que se pusieron en con-
tacto ambas cepas. Un hecho similar fue comprobado por o-
tros autores en una cepa de Agrobacterium tumefaciens (148),
donde las fluctuaciones en la concentracidén de fagos 1li-
bres eran ain mayores que en nuestros casos.

Es probable que si hubiéramos utilizado cultivos en
diferentes fases de crecimiento o relaciones nds cxticmas
entre las concentraciones de bacterias en la gota vy bic-
terias en la capa de agar blando, hubiéramos detectado o-
tros casos nositivos de interferencia., Del mismo modo, el
empleo de distintos medios de cultivo y el uso de agentes
inductores de la liberacidn de fagos y bacteriocinas po-
drian haber constitufdo factores favorables para la visua-
lizacidn de estos fendmenos, pero todo ésto hublera au-
mentado enormemente el némgro de ensayos, y el uso de in-

ductores nos hubiera apartado ain més de las condiciones
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que se dan naturalmente en el suelo.

De todas maneras, utilizando la metodologf{a de tra-
bajo expuesta, podemos afirmar que los casos en que se
detectd interferencia, aunque sélo fuera en una sola o-
portunidad, indicaron fehacientemente la presencia de a-
gentes antibacterianos, mientras que aquéllos anotados

como negativos, podrfan no serlo en otras condiciones.

b.~ Aislamiento de bacteriofagos

De todos 1ns casos positivés de interferencia, sdlo
12 registrados entre cenc de .dnizobiwa melilotl demos-
traron ser producidos por bacteriofagos. Obtuvimos as{
la e&idencia de la existencia de lisogenia en 4 de 1las
cepas utilizadas en la preparacidn de inoculantes en nues-
tro medio y en el Uruguay: B-111l-1a, D-17, DP-L iy R-L491,
Las dos nrimeras son portasdoras de los bacteriofagos de-
no.1inados ¥L 1 y I'L 2 respectivamente, mientras que las
dos restantes resultaron ser polilisogénicas (ver tabla
II1.8). DP-k es nortadora del fago FL 3, pero cuando se
la tratd con Mitomicina-C fue capaz de liberar un nuevo
tipo de bacteriofago (FL 3G)(145). R-L491 es la cepa por-
tadora de nor ‘lo menos tres tipos distintos de bacteriofa-
gos, FL & (PT), FL 4 (PC) y FL 4 (ST). También las cepas
orlginarias de Polonia denominadas 16b, 11, 39 y L-38 de-
mostraron ser lisogénicas al liberar a los bacteriofagos
P 16b, @ 11, P 39 y @ L-3". “esconocenos la relacidii exis-
tente entre estos It fagos y los menciouados por stonieuski

y colaboradores (149) cowo portados por las cepas nombra-

das.
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Por otra parte, segin la técnica descrita en Materia-
les y métodos, fueron aislados dos bacteriofagos 1l{ticos a
partir de muestras de suelo (ver tabla III,9). u&llos se de=-
noninaron F-1 (provenlente de la rizosfera de una planta de
ealfalfa sin nodular de Pehuajé, Provincia de Buenos Aires),
y F-8 (proveniente de la rizosfera de una planta nodulada
de trébol rojo, de INTA, Pergamino, Provincia de Buenos Ai-
res). Ambos se recrecieron dos veces a partir de placas ais-
ladas, obteniéndose tf{tulos superiores a 102 ufp/ml sobre

sus respectivas bacterias indicrdoras, DP-Lk y 2-3,
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3.- Crecimiento de los bacteriofa;os ailsladog

Una vez ailslados los bacteriofagos, debimos intentar
aumentar sus tftulos con el objeto de poder efectuar expe-
rimentos tendientes a lograr un mejor conocimiento de sus
nrincipales caracterfsticas bioldgicas.

Para los bacteriofagos portados por cepas lisogénicas
existen 2 formas de obtener incrementos en el tftulo: por
desarrollo a través de ciclo lftico y por induccidn, ya sea
esponténeamente o a través del uso de agentes especiales.,
Los bacteriofagos liticos, en cambio sdlo pueden aprove-
char el primero de los mecanismos nombrados para poder re-

rlicarse.

. " - p
a.- Por induccidn esnontinea

1 método de realizar un cultivo 1fquido de la ce- -
pa lisogénica y cosechar los bacteriofagos liberados en
forma espontdnea no nos proporciond suspensiones de ti-
tulo superior a 106 uf»/ml, o excencion de las del bacte-
riofago FL 2 quec llejaron hasta 3 x 108 ufp/ml (150), es
decir que nl siquiera concentrando 1000 veces el sobrena-~
dante de un cultivo efectuado en medio liquido hubiéramos
obtenido una susvensidn de lOlO ufp/ml, excepcidn hecha

del caso citado.

b.- Por ciclo 1ftico en medio 1fquido

Efectuando la infeccidn de un cultivo de la cepa

B-19 en medio ELM 1iquido con una suspensidn de bacte-
riofegos FL 1 no obtuvimos incrementos importantes en

su tftulo, Realizamos entonces distintos ensayos desti-~
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nados a tomar conocimiento de los factores que influfan
negativamente en esas circunstancias, Se decidié en pri-
mer término cambiar el medio de cultivo por MNA 1{quido

o Bergersen + K* ya que la bibliograffa contraindicaba el
uso de extracto de levadura en medios de cultivo destina-
dos al crecimiento de bacteriofagos de Rhizobium (98),
Luego, se intentd efectuar diluciones después de 20-30 mi-
nutos de realizada la infeccidn, para evitar el efecto de
las sustancias gomosas que liberaban estas bacterias y el
nroducido nor las infecclones multiples, pero no se logrd
mayor éxito. También se vario la multiplicidad de infec-
cidn y se ensayd el método de efectuar la infeccidn sobre
el sedimento proveniente de centrifugar un cultivo de 1la
cepa indicadora, nara aumentar el nimero de colisiones en-
tre bacterias y fagos, pero tampoco conseguimos resultados
satisfactorios.

Verificamos entonces el porcentaje de bacterias sobre-
vivientes que quedaban a los 20 minutos después de la infec-
cidn y registramos la disminucidn en la concentracidn de
fagos libres al cabo de ese mismo perfodo de tiempo, como
datos indicadores de.la capacidad de adsorcidn de los bac-
teriofagos a las paredes bacterianas (figura III.S).

En estos ensayos incluimos a uno de los bacteriofa-
gos 1liticos (F-1) para comparar su comportamiento con el
de los bacteriofagos liberados por bacterias lisogénicas,
En la tabla III.10 podemos observar que FL 1 no se adsor-
bi6é a las bacterias indicadoras en medio ELM 1{quido, ya
que a los 20 minutos de incubacidn no descendid la concen-
tracion bacteriana ni disminuyd el porcentaje de bacterio-

fagos libres., Utilizando medios desprovistos de extracto
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de levadura (MNA 1iquido y Bergersen 4+ K*) paracer{a dis-
minuir en pequefio grado la concentracidn de unidades for-
madoras de célonias, pero el norcentajle de fagos libres
constituyd igualmente el 1007 de los bacteriofagos tota-
les. Ls decir que ei nimero de bacteriofagos adsorbidos
fue tan bajo que no hizo decrecer en forma arreciable el
valor de la concentracidén de fagos libres. Con FL 1 en me-
dio Bergersen + K% logramos un aumento en el t{tulo de cen-
tros infectados + fagos libres a las 2% horas después de
1~ inf-ccidn. Tste aumento res1ltd ser de 25 veces respec-
to del titulo original (u tiempo cero), pero sdlo un 15%
de estas unidades formadoras de placas correspondieron a
fagos libres.

I’'~1 tuvo un comportemiento diferente, ya quo oun 2
ev-erimentos rcalizadods nrodujo una considerable dismi-
nucidn en la concentracidn bacteriana, mayor ain de lo
quc se ¢operabc de acuerdo a la ecuacidn: S=D x e™™ (177)
c¢ole S son las hecterios sobrevivientes de una -~oblceidn
original, B, infectada con bacteriofagos con una anlti-1li-
cidad de infeccidn m .Este hecho puede explicarse suo-
niendo la presencia de bacteriofagos delectivos o nartes
de bacteriofagos (colas) en los sus:eusionss de F-1, los
cuzles podrian haberse zhnrido & 125 naredes bacirsicnts
cando lugsr a Infccciones abortivus, De tolzs ncnaras, ol
hecho de que & los 20 mfnntos quedara un 40 - 50 4 de bac-
teriofagos libres, es un fndice de que hubo también adsor-
cidn de bacteriofagos completos, no defectivos.

El aumento de t{tulo a las 24 horas fue sin embargo

de sélo 22 veces respecto del original (tiempo cero). Lo
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notable es que un 80% estaba constitufdo por bacteriofa-
gos libres, a diferencia de FL 1,

Suponemos que el alto grado de lisogenizacidn (ver
seccidn III,.5) de la bacteria indicadora pudo ser la ra-
z8n m4s importante de la baja produccidn de bacteriofagos
libres en el caso de FL 1, aunque no podemos descartar o-
tros factores, como por ejemplo la inhibicidn del poder
infectivo de los fagos liberados o su desaparicidn del
sobrenadante después de la centrifugacidn por causa de
1~s sustanclas gomosas e-tracelulares prcsentes en todos
estos cultivos.

.De todos modos, lo que se pretendfa era obtener un
buen titulo de bacteriofagos libres, y este método, ae
podrfa haber resultado ti® para F-1, no nos resultaba
prdctico para hacer crccer a FL 1. Se decidid entonces
buscar otra menera de hacerlo, ya que nos interesaba prin-
cipalmente el estudio de los bacteriofagos portados por

cepas lisogénicas.

c.- Por ciclo 1ftico en medio sdlido

Realizendo la infeceidn en medio sdlido los inecrc-

mentos logrados en los titulos fueron mayores., Cbtuvi-
mos suspensiones con concentraciones de hasta 1,0 x 1019
ufp/ml para FL 1 v de § x lOlo ufp/ml para TFL '+«(FC), par-
tiendo de sus-ensiones de 1 x 107 ufp/rml vy 2,5 x 10° ufp/al
respectlvanente,tl medio empleado fue IiiA sdlido, ;& .uc
en ELM sélido cstos fagos mostraron una notable dismiiiu-
clon en su cnapseidad de formar placas do 1isis,

Como los tf{tulos no nos rcsultaban satisfactorios »a-

- ’
ra la reclizzeion de sleungs futuros ensayos, vtllizeros
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el nétodo de las meubrancs ce celsfdn (ver llaterisles y
métodos), cou 2l ¢ue elevrrios los rendimientos hasta lo-
grar tftulos e 1,1 x 10 ufp/m1 sara FL 1, 1,5 x 10M vfp/r
~zre 7L W(PC) ¥y 1,0 = 1011 nfo/ml pare @ 1l.(ver %-bla III,1D

. .- s e Ay ,
d.- Por induccidu con liitoidein~-C - slo-no térmico,

Tanto estos métodos como el "a" 1o resultaban teo-
ricaents adecuados pasrs el dasarrrollo de FL 4 (PC), FL 4(PT)
y FL 4 (ST), ya que al ser liberados por la misma bacteria

(R-491), siempre obtendr{amos una mezcla de los mismos. No

obstante realizamos estos experimentos con R-491 con el ob-
jeto de obtener informacidn acerca de las caracter{sticas

del proceso de induccién en esta cepa y del desarrollo intra-
celular de los bacteribfagos.

Para el caso de FL 1 la situacidn era otra, y fue as{
que aprovechamos el uso de agentes inductores para aumentar
la liberacidn de bacteriofagos por parte de bacterias de la
cepa B-1ll-la,

Puede observarse en la tabla III,12 que la inducecidn
de estas bacterias:con Mitomicina-C en medio Bergersen + K'
resulté eficiente en su accidn favorecedora de la liberacidn
de bacteriofagos FL 1., Debe notarse que el agente inductor
permanecié durante todo el tiempo de incubacidn en contac-
to con las bacterias, hecho que permitid el continuo aumen-
to de centros inducidos, y en definitiva contribuyd al lo-
gro de mayores diferencias en el tftulo de ufp/ml con res-
pecto a los cultivos sin inducir,

La 1liberacidén espontdnea de bacteriofagos por R-491

resultaba ser cuantitativamente similar a la observada en
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el caso de B-111-la, y de idéntica forma, R-L91 pudo ser
inducida con Mitomicina-C en medio Bergersen + K*y en
medio MG-2-OH, utilizédndose distintas concentraciones del
antibidtico. Se obtuvieron en ambos casos tftulos superio-
res a 3 x 10® ufp/ml al cabo de 10 horas de incubacidn (ta-
bla III.12), Mientras tanto, con el cultivo de bacterilas
que quedd sin inducir, se obtuvieron t{tulos de no mds de
4 x 10% ufp/ml en el mismo perfodo de tiempo,

Debe destacarse que no se discrimind en estos ensayos
entre placas de lisis de diferente morfologfa, sino que las
unidades formadoras de placas anotadas, corresponden tanto
a piacas claras como turbias Yy pequefias muy turbias, algu-
nas veces un tanto diffciles de identificar.

En la figura III,6 se muestra la accidn de Mitomicina-C
(5ug/ml) sobre la liberacidn de fagos por parte de R-491,
pudiéndose observar un aumento de tftulo de 130 veces con
respecto al registrado para el cultivo control (sin indu-
cir). Puede apreciarse también, en la misma figura, la ac-
cidn bactericida ejercida por el antibidtico sobre las bac-
terias de la cepa R-L91,

Un aumento significativo en el tftulo de unidades for-
madoras de placas ya puede observarse antes de la primera
hora de incubacidn. Este dato proviene del recuento de
placas de lisis obtenidas al sembrar conjuntamente dilu-
ciones de la suspensidn tratada con Mitomicina-C y alfcuo-
tas de un cultivo en fase logar{tmica de crecimiento de 1la
cepa indicadora (R-493), Por lo tanto, cada placa pudo ser

originada tanto por una bacteria inducida como por un bac-
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teriofago libre. Como el agente inductor permanecid en con-
tacto con las bacterias todo el tiempo que durd el experi-
mento, el aumento de tftulo observado podrf{a haberse debi-
do a dos factoress (1) Al aumento en el nimero de bacterias
inducidas, que comenzarfa a hacerse efectivo ya a tlempo ce-
ro. (2)A un aumento de fagos libres, provenientes de la 1li-
beracidn por parte de las bacterlas previamente 1nducidas.

Se podr{a pensar que,en las primeras horas de incubacidn,
despuds de la induccidn, este factor no habrfa contribuido
significativamente al aumento de tftulo, ya que en experi-
mentos de induccidn por accidn de la luz ultravioleta (ver
secc¢idn III,.3.e) se establecid que el tiempo que demora R-L91

en comenzar la liberacidn de los fagos es de aproximadamen-
te 3 horas, i

En la tabla III,12 también se registraron los datos co=-

rrespondientes a un experimento de induccidn térmica rea-
lizado con bacterias de la cepa B-1lll-la. Al cabo de 8 horas
35 minutos de incubacidn después de la ihduccidn (ver Materiu

les y métodos) se registrd un incremento en la produccidn
de unidades formadoras de placas de 88 veces en relacidn al
cultivo control,.

Los escasos tftulos obtenidos en la induccidn de B-111l-1la

por accidn de ambos agentes indican que estos métodos no

son aptos para lograr suspensiones de alto titulo para el
bacteriofago FL 1, aunque, sin embargo, se debieron utilizar
en aquellas oportunidades gn que se debfan obtener lisados
de FL 1 libres de bacteriofagos portados por las bacterias
de la cepa indicadora, B-19 (FL 2),
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e.- Por induccidn con luz ultravioleta

En la figuba III.7 se grafica la concentracidn de
fagos y bacterias luego de 3 horas de haber sometido a
1a accidén de la radiacidén ultravioleta a un cultivo de
la cepa B-111-la, en fase logaritmica de crecimiento,
por espacio de distintos perfodos de tiempo., Se puede
observar en ella que hubo una méxima induceidn cuando
se irradid por espacio de 10 segundos. Con esta dosis
se redujo la concentracidn bacteriana a aproximadamente
un 5-7% respecto de la correspondiente al cultivo origi-
nal, Tiempos mayores de irradiacién, lejos de producir
mayores aumentos en el t{tulo de bacteriofagos, lo redu-
jeron por debajo de los valores basales, Esto podrfa de-
berse a que la accidn que las radiaciones ultravioleta
ejercen sobre el material genético de las bacterias, po-
drfa extenderse al genoma de los fagos provocando su i-
nactivacién y/o a que disminuirfa el nimero de bacterias
capaces de liberar bacteriofagos por destruccidn de es-
tructuras escenciales para concretar el armado de los
mismos.

Se realizaron varios experimentos de induccidn por
accidn de la luz ultravioleta para la cepa B-1ll-la (ver
tabla III,13), En ellos se mantuvieron constantes algunas
variables que podfan influir en la liberacidn de los fa-
gos (medio de cultivo, temperatura de incubacidn, condi-
ciones en que se llevd a cabo 1la irradiacidn).El porcen-
taje de bacterias sobrevivientes luego de la induccidn su-
frid una pequeiia variacidn en las distintas oportunidades
en que fue determinado (ogcilé entre 5 y 13%), variacidn
gue puede atribuirse a los errores sistemdticos y estadfs-
ticos que afectan al método de determinacidn de la concen-

tracidén de bacterias a través del recuento del numero de

colonias (ver Materiales y métodos).,
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La concentracidn bacteriana no fue siempre la mis-
ma, sino que presentd una serie de valores comprendidos
entre 1,1 x 108 y 1,0 x 109 ufc/ml, pero su modificacién
parece no influir mayormente en los resultados alcanza-
dos.

La figura III.8 representa la variacidn temporal en
la concentracidn de fagos que sufre un cultivo de bacte-
rias de 1la cepa B-11l1l-la luego de ser inducido con luz
ultravioleta en las condiciones previamente establecidas
como Sptimas, Al cabo de 6 horas de incubacidn después de
la irradiacidn, se logrd un aumento en el tftulo de ufp/ml
(fagos libres + centros inducidos) de 183 veces con res-
pecto al cultivo control, En este caso, si bien la induc-
cidn se 1imité a la exposicidn del cultivo bacteriano a
las radiaciones ultravioleta durante un pequeiio perfodo
de tiempo, es probable que el numero de centros inducidos
haya aumentado a lo largo del tiempo de incubacidn. Esto
pudo suceder ya que a8 pesar de que la accidn ejercida so-
bre el DNA bacteriano es inmediata, el posterior efecto de
la inhibicidén de la replicacidn bacteriana sobre la induc-
cidn del profago demora un cierto tiempo (169). Por otra
parte, se comprobd experimentalmente que antes de las 2
horas de incubacidn después de 1la inducecidn, el aumento
de "fagos libres + fagos intracelulares" no alcanza a jus-
tificar el incremento registrado en el nimero de ufp/ml.

La liberacidn de los primeros bacteriofagos comple-
tos es posible que ocurriera poco antes de las 3 horas
de efectuada la irradiacidén por cuanto en ese término co-
menz6 a aumentar el nimero de fagos libres, sumado al de

fagos intracelulares, por encima de los valores correspon-
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dientes al control. Entre las 4 y 6 horas de incubacidn
los fagos libres + fagos intracelulares presentaron con-
centraciones de valores dispersos, alcanzando a las 9 ho-
ras el tftulo correspondiente al nimero de centros indu-
cidos + fagos libres por unidad de volumen,

Cuando el cultivo control fue lisado con lisozima y
cloroformo, se obtuvieron valores de ufp/ml mayores que
los correspondientes al cultivo irradiado en las 3 prime-
ras horas de incubacidn. Este efecto podrfa deberse a la
accidn inactivante de la radiacidn ultravioleta sobre las
bacterias del cultivo irradiado que ya se habfan inducido
espontdneamente antes del momento de la irradiacidn.

La induccidn por accidn de la luz ultravioleta tam-
bién se 1levd a cabo con’éxito utilizando cultivos de 1la
cepa R-491 en medio MG-2-OH, En la figura III,9 puede ver-
se la curva de liberacidn de bacteriofagos por induccidn
con este agente para la cepa previamente citada. A una dis-
tancia de 90 cm de la fuente se irradid a varias alfcuotas
de un cultivo de R-491 en fase logarftmica de crecimiento
por espacio de distintos perfodos de tiempo, El tiempo en
que se obtuvo una mejor induccidn resultd ser de 30 segun-
dos, obteniéndose en este caso un aumento de tftulo de 200
veces respecto del cultivo control (sin irradiar), luego
de una incubacidn de 5 horas a 282C y con agitacidn (ver
tabla III.13),El porcentaje de bacterias sobrevivientes
fue de 1,9%, resultando ser as{ algo inferior al regis-
trado para la dosis dptima de induccidn para la cepa B-1lll-1la,

La 1liberacidn de bacteriofagos inducida artificial-
mente en R-491 por la radiacidn ultravioleta, puede apre-

clarse en su secuencia temporal en la figura III,10. Luego
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de 8 horas de incubacidn se obtuvo una induccidn de 86.ve-
ces con respecto al control, con un porcentaje de bacterias
sobrevivientes de 4,7% (figura III,11), De los datos corres-
pondientes a la concentracidén de fagos libres, sumada a la
de fagos intracelulares, podemos deduclir que la aparicidn
de los primeros bacteriofagos completos ocurre aproximada-
mente a las 3 horas deSpués de la irradiacidn, y aumenta
hasta llegar a un nivel de 5.x 10“ ufp/ml a las 6 horas de
incubacidn. Esta cifra es mds baja que el valor correspon-
diente a la concentracidn de centros inducidos ! fagos 1li-
bres (2 x 105 -1x 10 ufp/ml entre las 5 y las 8 horas de
incubacidn), Tal vez sea as{ porque algunas bacterias podri-
an necesitar un tiempo mayor (superior a 8 horas), para per-
mitir que los bacteriofagos por ellas portados completen el
armado de sus estructuras, o tal vez porque el tratamiento
con lisozima y cloroformo inactivaria de algin modo a los

bacteriofagos intracelulares.
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4,- Caragterizacidn de los bacteridfagos aiglados

Una vez realizado el aislamiento de los bacteriofagos
de Rhizobium y ensayadas las diferentes formas en que se
los podfa hacer crecer, procedimos a tratar de establecer
sus propiedades mds salientes, de modo de tomar conocimien-
to de la naturaleza del sistema al cual estdbamos enfren-
tados y a la vez comparar entre s{ a los bacteriofagos ais-

lados.

a.- Morfologia de las placas de lisis
La morfologf{a de las placas de lisis originadas

por los bacteriofagos es una caracteristica macroscdpi-
ca que puede servir para detectar la presencia de m3s
de un tipo de bacteriofagos en una determinada suspen-
sién, y hasta puede brindar algunas pautas referentes
al ciclo bioldgico de los fagos que las producen, Asf,
nlacas turbias, generalmente revelan un bajo poder 1{-
tico, asociado o no a un cierto poder lisogénico res-
pecto de la bacteria indicadoraj placas claras en su
periferia y turbias en el centro, casi inequfvocamente
indican la lisogenizacidn de la cepa en cuestidn; pla-
cas totalmente claras son {ndice de bacteriofagos que
siempre se comportan como liticos respecto de la cepa
indicadora,

Hemos estudiado estas caracterf{sticas para los bac-
teriofagos alslados, y hemos comprobado que no diferfan
mayormente de las descritas por otros autores para bac-
teriofagos de Rhizobium (114)(115)(150)., El hecho mfs

saliente fue 1la aparicién de tres tipos diferentes de
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placas de lisis cuando sembramos el sobrenadante de un
cultivo de R-491 centrifugado a 10,000 rpm durante 10 mi-
nutos (Sorvall RC-2, rotor SS-34) conjuntamente con un
cultivo en fase logar{tmica de crecimiento de R-493, por
el método de la doble capa de agar, Pudimos apreciar que
estos fagos, ahora llamados FL 4 (PC), FL & (PT) y FL 4(ST),
eran capaces de formar sobre R-493 placas claras, turbias
y pequefias muy turbias respectivamente, propiledad que se
mantenfa a través de sucesivos pasajes por placa aislada
(ver tabla III,1k4),

Las caracteristicas morfoldgicas de las placas de li-
sis producidas por el resto de los fagos alslados, también
estdn detalladas en la tabla III, 1%, @ 16-b, @ 39, y @ 11
presentaban sobre DP-4 placas de igual morfologfa, mien-
tras que F-1 origind sobre esta misma cepa placas de li-
sis similares a las observadas con FL 2 (145), FL.'1, por
su parte, produjo placas turbias sobre B-19 y otras mucho

mds turbias sobre DP-L4,(figura III,12),

b.- Espectro de infectividad Ge los bacteriofagos con res-
pecto a cepas de Rhizobium pertenecientes a digtintas eepe-

cles.

La capacidad de los fagos obtenidos de las cepas 1li-
sogénicas para infectar a diferentes rhizobios produc¢ien-
do ciclos 1fticos puede observarse en la tabla III,15, don-
de se exponen los tf{tulos obtenidos con suspensiones de los
bacteriofagos, utilizando diferentes bacterias indicado-
ras,

De acuerdo con la amplitud de su espectro de infec-

tividad se los puede agrupar en dos bloques: 1) integra-
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do nor F-1, FL 1, FL % (PC), y FL 4 (PT), que son capa-
ces de formar placas de 1lisis sobre por lo menos 4 de las
R cepas de Rhizobium meliloti que fueron utllizadas para
este ensayo; 2) constitufdo por # 11, # 39, @ 16-b y

FL 4 (ST), que infectaron solamente a una de las cepas
probadas con produccidén de placas de lisis,

La suspensidn de bacteriofagos F-1 utilizada en este
caso,debié ser obtenida previamente por lisis confluente
sobre un cultivo de bacterias de la cepa DP-4 en virtud
de haber sido aislado como bacteriofago 1litico. En conse-~
cuencia, es posible que los tftulos obtenidos sobre U-45,
B-251, R-491, Y-3 y 39 se deban a la inevitable contami-
nacidn del lisado con bacteriofagos liberados por DP-L,
Esta consideracidn se basa en que los cultivos en medio 1{-
quido de esta ultima cepa, luego de ser centrifugados y
liberados de bacterias, fueron capaces de producir pla-
cas de lisis sobre las cepas nombradas. Ademds, en uno de
los ensayos en que se utilizaron suspensiones de otros fa-
gos: @ 11, @ 39 y @ 16-b, obtenidas por crecimiento a tra-
vés de ciclo 1f{tico sobre DP-4, se observaron placas de
lisis sobre el desarrollo confluente de bacterias de las
cepas U-45, R-491, B-251, Y-3 y 39. Mientras tanto, sus-
pensiones de estos mismos fagos obtenidas por liberacidn
esponténea a partir de sus bacterias portadoras, sdlo pro-
dujeron lisis sobre las bacterias de la cepa DP-4, no ha-

ciéndolo con las anteriormente citadas.

La presencia de fagos contaminantes también podr{§
haber ocurrido en los lisados de FL & (PC) y FL 4 (PT),

ya que también debieron ser obtenidos por lisis confluen-
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te sobre bacterias de su cepa indicadora (R-493) pama
poder aislarlos separadamente. Sin embargo, en este ca-
so, los riesgos eran menores, primeramente porque no he-
mos detectado ningin fago que liberado por R-493 pudiera
contaminar las suspensiones de FL 4 (PC) y FL 4 (PT), ¥
en segundo lugar porque los lisados de FL 4 (ST), obte-
nidos de la misma forma que los de los fagos anterlor-
mente nombrados, solo produjeron lisis sobre R-493, Ade-
més, R-493, la bacteria indicadora, interfirid con sélo
dos de las treinta cepas con las que fue probada en for-
ma de gotas: ellas fueron R-491 y DP-4 (ver tablas III.k4
y III,6). Sobre R-491, las suspensiones de FL 4 (PC) y
FL % (PT) no produjeron placas de lisis ni ain cuando
fueron probadas en altas concentraciones; sobre DP-4 1la
eficiencia de ambos fagos fue bastante dispar, existien-
do una relacidn entre ellas de 1/103. Esta desigualdad
de tftulos se repitid en las diversas oportunidades en
que fueron probadas suspensiones de estos fagos sobre
DP-4, Por ésto consideramos que es poco probable que es-~
ta variacién haya tenido origen en un diferente grado de
contaminacién de las suspensiones con un supuesto fago
liberado por R-493, Por otra parte, de existir dicho
bacteriofago, debid haber sido detectado en las prue-
bas de resuspensidén y siembra de las zonas de lisis pro-
ducidas entre R-493 y DP-4 en los ensayos de interferen-
cia,Suponemos entonces que se tratd de una diferencia

en el modo de accidn de estas 2 variedades de fagos so-

bre las bacterias de la cepa DP-lk,
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c.- a a aceid
acld ayioleta vy nor chogue térmic

Al ser el estado de polilisogenia un fendmcno fre-
cuente en Rhizobium meliloti (112), decidimos utilizar
otros criterios en la caracterizacion de los fagos. Las
inactivaciones térmicas resultaron \itiles para ese fin
al sefialar un comportamiento dis{mil entre 1los fagos pro-
bados. A 609C sdlo se inactivaron FL 3 (145) y una sus-
pensién proveniente de la induccion de R-491 con Mitomi-
cine~C, dejando poco mis del 10% de bacteriofagos sobre-
vivientes a los 30 minutos de incubacidn, Las curvas de
inagtivacién a 662C confirmaron su mayor inestabilidad
con la temperatura (145)(figura III,13). La curva bifd-
sica que se obtuvo con el .lisado obtenido de R-h9l, de-
nominado FL %, hizo pensar en la presencia de mds de un
tlpo de bacteriofagos en el mismo, hecho que resultd coin-
cidente con el aislamiento de bacteriofagos con placas
de lisis de diferente morfologfa (tabla III.1k),

Las constantes de inactivacidn térmica resultaron
de 0,30 min™! para FL 4 (a) y 0,06 min~! para FL % (b),
siendo (a) y (b) la primera y segunda partes de la cur-
va de inactivacidn respectivamente.

En la figure III,1% puede apreciarse que la cinéti-
ca de inactivacidn de FL 4 (ST) es equivalente a la pri-
mera parte de la curva correspondiente al lisado que con-
tiene las tres variedades (FL 4), Su constante de inacti-
vacidn fue de 0,36 minfl, y se diferencia claramente de
las obtenidas con FL I (PC) y FL & (PT), las cuales son
précticamente iguales entre s{ (0,06-0,07 para FL 4 (PC)
y 0,055-0,07 para FL 4 (PT), en min~l). Ademds son simi-

lares a las calculadas para la dltima porcidén de la cur-



-81 -

va correspondiente a FL %4,

Cabe destacar que en la figura III,14 se represen-
t6 la cinética de inactivacidn de una suspensidn de bac-
teriofagos obtenida por lisis confluente de bacterias de
la cepa R-493 con bacteriofagos liberados por R-491 (FL 4),
reproduciendo el mismo resultado obtenido con la suspen-
sidn proveniente de induccidn de R-491 con Mitomicina-C
(figura III,13).

Estos resultados indicaron la prcsencia de dos cla-
ses de fagos en los lisados de FL 4, tanto en los obte-
nidos por induccidn de R-491 como en los preparados por
lisis confluente en medio sdlido sobre R-493. Una de e-
llas inecluye a FL 4 (PT) y FL 4 (PC), que coinciden en
su establlidad frente a lg temperatura y en su espectro
de infectividad a pesar de diferir en la morfologfa de
sus placas de lisis, La otra estd formada exclusivamen-
te por FL 4 (ST). FL % (PC) y FL 4 (PT) parecerfian en-
contrarse en baja provorcidn en relacidn a FL 4 (ST); a-
proximadamente constituirfan el 1% de los bacteriofagos
presentes en una suspensidn obtenida por induccidn es-
pontdnea o artificial de bacterias de la cepa R-491, Es-
ta relacidn fue estimada extrapolando a tiempo cero la
recta que forma la ultima parte de la curva de inactiva-
cidén térmica de 1a suspensidn denominada FL 4 (ver figu-
ra III,13), y ademds, estd mids o menos de acuerdo con
la frecuencia de aparicidn de placas claras (FL 4 (PC))
en los lisados de FL 4 (entre 1 y 0,1% de la poblacidn

total), y con el aumento en la cantidad de placas gran-
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des, menos turbias (FL 4 (PT)) a tiempos de incubacién ma-
yores en los experimentos de inactivacidén térmica de FL Uk,

La primera parte de la curva de inactivacidn térmica
de FL 4 presentd una constante similar a la observada pa-
ra FL 3 y FL 2 (145), FL 1 fue el menos afectado por 1la
accidn de la temperatura; su constante de inactivacidn fue
de 0,08 min-1 y puede apreciarse ®n la figura III,15 que
su t{tulo decae mds lentamente en el tiempo que el de FL 4
(ST), pero su cinética es semejante a la correspondiente
a FL + (PT) y FL 4 (PC), Este hecho puede deducirse ade-
mds a través de la comparacidn de sus k (constantes de i-
nactivacidén). Estas constantes fueron calculadas con la
ecuacidén cinética de primer orden: k=1/t(-2,3 log P/P,)
donde P, es el tftulo orifinal de los fagos, P el tftulo
de los fagos sobrevivientes a la inactivacidn y t, el tiem-
po de inactivacidn.

4 702C durante 30 minutos la inactivacidn fue comple-
ta en todos los casos, al igual que a 602C en un medio con
EDTA en una concentracién 0,1 M,

También se llevaron a cabo inactivaciones por accidn
de la luz ultravioleta, las cuales no fueron capaces de es-
tablecer diferencias notables en el comportamiento de los
distintos bacteriofagos.

La suspensidn-.denominada FL 4, obtenida por libera-
cidn espontédnea a partir de bacterias de la cepa R-491, mos-
tré una constante de inactivacidn por irradiacidn con luz
ultravioleta de 1,6 min~! (ver figura II1,16), apenas di-
ferente de la obtenida para FL 1 (1,2 min~l) (ver figura

III.17). La cinética de inactivacidn de este dltimo fago
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se asemeja aun mds a la registrada para los bacteriofa-
gos FL 2 y FL 3 (145), Las constantes fueron calculadas
de igual forma que para el caso de las inactivaciones

térmicas.

d.- Identificacidn del material genético de los bacterio-

fagos FL 1 y FL 4 (PC)

Los bacteriofagos utilizados en estos ensayos fue-
ron purificados por el método indicado en Materiales y
métodos, para lo cual comprobamos previamente su resis-
tencia a las concentraciones de CLCs empleadas y al cho-
que osmdtico producido por la posterior dilucidén efectua-
da (ver tabla III,16),

Utilizando el método"de,Mayor y Hill modificado por
Bradley (143) de la manera descrita en Materiales y mé-
todos, en reiteradas ocasiones obtuvimos los resultados
que se consignan en la tabla III,1l7. Como patromes uti-
lizamos DNA y RNA de Bacillus subtilis, DNA del bacterio-
fago SPOl y dcido poliadenflico. FL 4 (PC) demostrd po-
seer un &cido nucleico de doble cadena que por tratamien-
to enzimdtico fue identificado como DNA, mientras que FL 1
dio muestras de contener DNA monoténico., Se descarté 1la
posibilidad de contaminacidén con DNA o RNA bacterianos
ya que inclufmos en los ensayos al sobrenadante de un cul-
tivo de B-1ll-la tratado con desoxirribonucleasa y ribo-

nucleasa, no observdndose la produccidn de fluorescencia,
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De~= a e las as indicadoras

Con el conocimiento que habfamos alcanzado acerca
de nuestro sistema a través de experimentos de interfe-
rencia, induccidn y caracterizacidn de los bacteriofa-
gos, decidimos verificar la factibilidad de la introduc-
cidn de bacteriofagos atemperados en bacterias no porta-
doras de los mismos, con el objeto de sentar las bases

para futuros trabajos de ingenierf{a genética.

a.- Lisogenizacidn de la cepa B-19 con el bacteriofa-
go FL 1

| FL 1 es un bacteriofago normalmente portado en
forma 'temperada por bacterias de la cepa B-1lll-la y
capaz de realizar su ciclo 1ftico sobre bacterias de
la cepa B-19, Nuestra intencidn fue la de introducir
a FL 1 como profago en bacterias de la cepa indicado-
ra (B-19).

La experiencia se realizd segun la técnica deta-
1llada en Materiales y Métodos e ilustrada en la figu-
ra 111,18, Se aislaron colonias provenientes de bac-
terias que se hallaban en el centro de 4 placas de
lisis originadas por FL 1 sobre B-19, Se recrecieron
en medio 1fquido, se diluyeron apropiadamente y se
sembraron en 4 placas de Petri con medio MNA sdlido
para obtener colonias alsladas, Se realizaron las ré-
plicas segun se describid Yy se seleccilonaron 20 colo-
nias nroductoras de halos de inhibicidn sobre culti-
vos de B-19 y otras 7 que no inhibfan su crecimiento.

De las primeras, 19 fueron confirmadas como producto-
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ras de 1lisis sobre B-19 a través de ensayos de in-
terferencia, y las otras 7 reafirmaron su condicidn
de no ser inhibidoras del crecimiento de dicha cepa.
B-111-1la, como era de esperar, al ser probada de 1-
déntica forma, dio un resultado equivalente al de
las 19 colonias productoras de lisis, mlentras que
B-19 tuvo el mismo comportamiento que las 7 colonias
no inhibidoras,

De las 19 colonias que habfan confirmado su ca-
pacidad de inhibir el crecimiento de B-19, fueron se-
leccionadas i, de tal manera que cada una de ellas
proviniera de una placa de lisis original distinta,
evitando de este modo la realizacidn del aislamiento
de la misma bacteria por partida doble. Asf, elegimos
las que denominamos 19-1-4, 19-2-3, 19-3-4 y 19-L.k,
Como prueba de que habfan sido lisogenizadas, 0,3 ml
de un cultivo.de cada una de estas bacterias en medio
1fquido y en fase logaritmica fueron expuestos a la
accidén de bacteriofagos FL 1 (aproximadamente 10” fa-
gos totales) en cajas de Petri con medio MNA sdlido.
Como control se utilizd una suspensidn de bacterias
de la cepa B-19 sembrada junto con los bacteriofagos
en las mismas condiciones, es decir, por el método de
la doble capa de agar.

Mientras que sobre B-19 la suspensidn original
de bacteriofagos mostraba un tftulo de 1 x 10° ufp/ml,
sobre 19-1-4, 19-2-3, 19-3-# y 19-4-4 no aparecieron
placas de 1lisis (tftulo inferior 3 10 ufp/ml), es de-

cir que estas bacterias adquirieron inmunidad contra
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FL 1. Esta es una propiedad que caracteriza a las bacte-
rias lisogénicas,

También fueron sembrados los sobrenadantes de la
centrifugacidn de una suspensidén de estas bacterias que
presumiamos eran portadoras del fago FL 1 sobre culti-
vos de las cepas B-19 y DP-l por el método de la doble
cana de agar, Sobre B-19 aparecieron placas de lisis
turbias, como las que normalmente producfa el fago FL 1,
Los tftulos oscilaron entre 2,8 x 100 y 9,2 x 10°, So-
bre DP-4 aparecieron placas pequefias,''perforantes en el
centro”, como las que habitualmente formaba el bacte-
fiofago FL 2, que es portado por B-19 (145), M4s tarde
se confirmd la presencia de bacterlofagos FL 2 por prue-
bas de determinacidn del espectro de infectividad. Este
es un fndice mds de que las bacterias lisogenizadas con
FL 1 pertenecian a la cepa B-19 y que no se trataba de
bacterias de la cepa B-1lll-la arrastradas como impure-
zas, Ademds, este resultado nos demostrd que ambos fa-
gos (FL 1 y FL 2) podfan ser albergados por la misma
bacteria, en razdén de que se partid de una colonia ais-
lada,

A continuacidn se efectud un ensayo de nodulacidn
sobre plantas de alfalfa, con el objeto de probar que
las cepas lisogenizadas eran capaces de inducir la for-
macidén de nddulos en este tipo de plantas al igual que
las bacterias de la cepa que les dio origen. Cabe des-
tacar que previamente se realizaron coloraciones de

Gram de las cuatro nuevas cepas y fueron observadas
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al microscopio, siendo de esta forma caracterizadas
como bacilos Gram negativos libres de contaminantes,

El ensayo en plantas se llevd a cabo segun se
describid en Materiales y Métodos, utilizando 5 plan-
tas por cepa y 4 para cada uno de los controles. Se
emplearon las cepas lisogenizadas 19-2-3 y 19-1-kj
B-19 se utilizd como control positivo en cuanto a no-
dulacidn.

De las plantas inoculadas, todas excepto una

presentaban nédulos, mientras que ninguna de las no
inoculadas habfa nodulado (tabla III.18). Los nddu-
los se presentaban con morfologfa variada y en nime-
ro variable tanto en las plantas inoculadas con B-19
como en las inoculadas con las cepas lisogenizadas.
Se observd el aspecto de las plantas, se determind
la longitud del %tallo a partir de los cotiledones

y el peso seco de la parte aérea como datos adicio-
nales,que no mostraron correlacidn con el tamafio,la
forma o el nimero de nddulos.

Se aislaron bacterias de los nddulos (ver Mate-
riales y métodos), las cuales fueron denominadass N-1
a N-12, correspondientes a plantas inoculadas con B-19;
N-13 a N-20, provenientes de plantas inoculadas con
19-2-3, y N-21 a N-28, tomadas de plantas inoculadas
con 19-1-4, Con estas bacterias de realizaron ensayos
de interferencia por gotas sobre un cultivo confluente
en caja de Petri de B-19. Como control positivo de 1li-

sis se utilizé la cepa B-1ll-la, que es la portadora
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normal del fago FL 1., Esta suspensién origind una zo-
na de 1isis en el punto en que fue depositada, N-1 a
N-12, como era de esperar, no produjeron halo de inhi-
bicidn sobre B-19, N-13 a N-28, por el conttario, pro-
dujeron lisis en la zona donde se colocd la gota. Esto
indicaba que estas bacterilas mantenfan su lisogenia
respecto del fago FL 1 adn después de haber invadido

las rafces de las leguminosas.

b.~ Lisogenizecidn de la cepa 39 con un bacteriofago li-
berado por DP-l

DP-4 libera esponténeamente bacteriofagos que re-
alizan su ciclo 1itico sobre bacterias de la cepa 39 de
Rhizobium, Como los bacteriofagos liberados por DP-4 es-
tudiados por De Antoni (145) no son capaces de formar
placas de lisis sobre bacterias de la cepa 39, supone-
mos que se trata de un nuevo bacteriofago; no obstante,
nos abstenemos de darle una denominacidn que lo identi-
fique hasta que no estudiemos su relacidn con los mis-
mos. Elegimos este sistema debido al tipo de placas de
lisis formadas ("ojo de buey"), las cuales nos sugerfan
la posibilidad de la existencia de bacterias lisogeniza-
das,

Nuestra intencidn fue, como en el caso anteriormen-
te descrito, introducir a este fago como profago en el
genoma de bacterias de la cepa 39, Para ello sembramos
el sobrenadante resultante de centrifugar una suspen-
sién de la cepa DP-4 en fase logarftmica de crecimiento,

sobre bacterias de la cepa 39, por el método de la doble
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capa de agar. Se obtuvo al cabo de 48 horas de incu-
bacidn a 282C un nimero variable de placas de lisis,
claras en los bordes y opacas en el centro., De esta
parte central se aislaron bacterias con ansa recta,
por estrfa en medio sdlido (ELM sdélido). Dos de ellas
fueron crecidas en medio ELM 1fquido y luego sembra-
das en ELM sdlido como para obtener colonias aisladas
al cabo de 48 horas de incubacidén a 289C, Cuando esas
colonias fueron visibles se efectuaron las réplicas,
sobre medio MNA sdlido sin ningin agregado y sobre
medio MNA sélido adicionado de 0,3 ml de un cultivo
dé bacterias de la cepa 39 sembrado por el método de
la doble capa de agar. Se seleccionaron de esta forma
12 colonias productoras de halos de inhibicidn sobre
el desarrollo confluente de las bacterias de la cepa
39. Nueve de ellas confirmaron posteriormente su con-
dicidn de lisar a las bacterias de la cepa 39 al ser
probado su poder 1{tico depositando gotas de sus cul-,
tivos en medio 1fquido sobre el desarrollo confluente
de bacterias de la cepa 39 en cajas de Petrl con me-
dio MHA sélido. B-11ll-la y DP-4 se compottaron de i-
gual manera que estas 9 cepas, mientras que B-19 y 39
fueror. incapaces de lisar a las bacterias indicadoras,
constituyendo de esta manera los pares de controles
positivo y negativo, respectivamente,

Luego, se realizd un ensayo de interferencia entre
varias cepas de bacterias y fagos y 4 de las cepas 1li-
sogenizadas (tabla III1,19) con el cual nos aseguramos
que estas Ultimas no provenfan de una contaminacidn con
bacterlas de la cepa DP-4t a lo largo de su aislamiento,
Notese su semejanza con 39 y su gran diferencia con DP-4

en cuanto a su susceptibilidad a los agentes antibacteria-
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nos liberados por las cepas utilizadas, Adem3s, de esta
tabla se puede deduclr que estas nuevas cepas deber{an
ser portadoras de por lo menos 2 fagos ..temperados (uno
liberado por 39, 1f{tico sobre DP-k : @ 39 ; otro libera-
do por DP-4 , 1ftico sobre 39: el que querfamos introdu-
cir).Esta deduccidn se basa en que estas cepas inhiben
tanto el desarrollo de 39 como de DP-4, hecho que fue
caracterizado como provocado por accidn de:bacteriofa-
gos.

El hecho de provenir cada cultivo de una colonla
aislada, descarta la posibilidad de que se haya produ-
cido una mezcla de ambas cepas en lugar de la lisogeni-
zacidn de una de ellas con el bacteriofago normalmente
portado por la otra. Un hecho notable es que estas bac-
terias as{ modificadas no se mostraron inmunes a la ac-
cidn de una suspensidn de bacteriofagos liberados por
un cultivo en medio lfquido de bacterias de la cepa DP-k,
circunstancia que nos hizo pensar en la presencia de més
de un tipo de fagos en los lisados de esta ultima cepa.,
Confirmando esta suposicidn podemos agregar que cuando
el lisado provenfa de la resuspensidn de una placa de 1li-
sls aislada sobre 39, se daba la situacidn inversa.

También en este caso se realizd un ensayo de nodu-
lacidén con plantas de alfalfa (ver Materiales y Métodos),
Se utilizaron 6 plantas para cada tratamiento y cada una
de ellas se cultivé en un tubo distinto. Se emplearon
como inoculantes las cepas DP-4, 39 (controles positivos

+ / .
de nodulacicn) y la resuspensidn en solucidn Rh de una
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lisis confluente producida por la siembra conjunta
del sobrenadante libre de bacterias de un cultivo
de DP-4 y una suspensidén de bacterias de la cepa 39
en fase logarftmica de crecimiento. Esta resuspensidn
fue denominada 39-1is, y suponiamos que deberia con-
tener una cierta proporcidn de bacterias de la cepa 39 1i-
sogenizadas con el bacteriofagod portado por-DP-4 que nor-
malmente realizaba su ciclo 1litico sobre 39. Se inclu-
yeron también 6 plantas sin inocular y sin el aporte
de metabolitos nitrogenados en el medio de cultivo,
y otras 6, también sin inocular, pero con el agrega-
do de 0,06 g% de NO3K al medio (controles negativos
y positivos de efectividad en la fijacidn de nitrdge-
no respectivamente).

A los 10 dfas después de la siembra se comenzd
a observar la aparicidén de nddulos, 35 dfas mds tar-
de las plantas fueron cosechadas, observdndose el ni-
mero de nédulos presentes en cada una de ellas, Se to-
maron fotografias para registrar su aspecto y tamarfio
(figura III.19), se determind el peso seco de la par-
te aérea y se efectud el reaislamiento de las bacterias
presentes en los nddulos (ver Materiales y métodos).
Se registré la presemcia de nddulos en todas las plan-
tas inoculadas, tanto con las cepas DP-4 y 39 como en
las inoculadas con la resuspensidn denominada 39-1lis,
Como era de esperar, las plantas no inoculadas, inclu-
fdas como controles de efectividad, no presentaban nd-
dulos.

Los reaislamientos de bacterias a partir de nddu-

los demostraron que las plantas inoculadas con bacte-
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rias de las cepas DP-% y 39 fueron noduladas exclusivamente
por las cepas nombradas en forma respectiva. Segun ensayos

de interferencia, en todas las plantas inoculadas con 39-1is
excepto una, los nddulos habfan sido originados por bacterias
de la cepa 39 lisogenizadas con un bacteriofago liberado nor
DP-l,

En las fotograffas (figura III,19) se pueden observar di-
ferencilas notables en el crecimiento de las plantas que reci-
bieron distintos tratamientos, diferencias que también se pue-
den apreciar numéricamente en los correspondientes datos de
peso seco de la tabla III.20, Sin embargo no efectuamos un
tratamiento estad{stico de los valores obtenidos por consi-
derar pequefio el nimero de plantas utilizadas como para ex-
traer conclusiones significativas. Por otra parte, la inclu-
sidén de un mayor nimero de plantas representaba un esfuerzo

adicional no justificado dentro del ambito de este trabajo.
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Cazagterfggigas culturales de 1lns Liackterins aisladas en nues-
tro laboratorio

CEPA PLANTA DE LA CARACTERISTICAS DE LAS
QUE SE AISLARON COLONIAS DESPUES DE 72
HORAS DE INCUBACION A

28eC EN ELM SOLIDO,

DIAMETRO ASPECTO

Y-3 Medicago G,5 - 1 nn blanens
PULOS8aS

4-3 Trifoliunm 2 ~ 5 mnm bhlancas

gomosas
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TABLA _ III>2

Ensayos de nodulacidn sobre leguminosas

CEPA PLANTA No DE PLANTAS Ne DE PLANTAS N¢ DE NODU-
UTILIZADA INOCULADAS NODULADAS LOS TOTALES

DP-4 Helilotus 3 3 7

DP-k Medicago 8 8 46

B-111-1a Medicago 3 3 16

B-19 Medicago 6 6 38

B-25] Medicnwo 4 L 31

Y-3 Medicago 9 7 7

Y-3 Melilotus 2 / 2 2

Y-3 Trifolium 8 - -

Z-3 Medicago 9 - -

Z-3 Melilotus 6 - -

Z-3 Trifolium 9 9 86

R-491 Medicago 9 9 25

R-493 Medicago 9 9 L2

39 Lupinus (') 9 - -

39 Medicago 6 6 28

(') En este caso el cultivo se llevd a cabo en uicatas (ver la-
teriales y métodos)
En ningin caso se observaron nddulos en los controles sin ino-

cular,
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TABLA I1II.3
]l .’ j ] ] ! lES :J:EHQQS en EQ(HQ ‘!;‘!],!

1{quido a 22¢C
PENDIENTE DE LA

CEPA ESPECIE TIEMPO DE RECTA OBTENIDA

DUPLICACION AL GRAFICAR ufe/ml

EN FUNCION DE LA
ABSORBANCIA A 500nm

B-251 Rh.meliloti 150 minutos N.D,

B-310 Rh.meliloti 180 minutos N.D.

U-4s Rh.meliloti 180 minutos N.D.

B-111-1a Rh.meliloti 160 minutos a,R.x 108

R-491 Rh.meliloti 180 minutos N.D.

R-493 Rh.meliloti 170 minutos N.D.

B-19 Rh.meliloti 180 minutos 9,0 x 108

DP-L Rh.meliloti 175 minutos 8,5 x 108

Y-3 Rh.meliloti 180 minutos N.D.

Z-3 Rh,trifolii 260 minutos N.D,
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_Bacteriofagos aislados a partir de bacterias lisosénicas

Cena =ortadora

B-111-1a

B-19
DP-4

DP-L (')
B-251 (FL 3G)('')

R-%91
R-4c1
R-1491
15b
11

39
L-38

Bacteriofago

FL 1

FL 2

FL 3

FL 3C

I'L 3C

FL W (Pw)
rL b (PC)

PL O (OT)

g 16b (')
@11 (''1)
239 (')
g L-38 (')

Cepa _indicadora

B-19
DP-l
B-251
B-251
B-251
REUSE
n=%.3
i{=-%93
bp-4
DP-l
LP-L
R-491

(') DP-4 tratada con lMitomicina-C (1k45)

(11) B-251 lisogenizada con el bacteriofago FL 3G (145)

(''1') Estos nombres estdn sujetos a una posterior com-

probacidn de su diferencia o igualdad respecto de los

fagos estudiados por Staniewskl y colaboradores, dcuno-

minados 16b, 11, 39 ; L-38 (149).
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T ABLA 111,

. . -~ 2, . - 4 . ~ 2
Bachteriofaros liticos zislados aes 1~ rizosfara de »nlant:

[&]

de la familis Lesiminosae

PLANTA . BACTERIOIFAGO BACTLERIA
INDICADORA
Alfalfa r-1 Rhizobium

meliloti DP=-4

Trébol rojo F-8 Rhizobium
trifolii Z-3
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TABLA III. 11

Crecimiento de bactertofagos sobre membranas de celogén

Bacteriofago m.d,1 T{tulo inicial T{tulo final
(ufp/mi) Lfp/mi)
FL % (PT) 0,0005 5,0 x 105 5,2 x 1010
FL 4 (PT) 0,001 8,8 x 107 1,0 x 1010
FL % (PC) 0,1 1,0 x 108 1,1 x 1011
FL % (PC) 0,04 3,5 x 107 1,3 x 101t
FL % (PC) 0,05 3,3 x 107 1,0 x 101l
FL % (PC) 0,002 2,0 x 10° 1,5 x 10t
FL 1 0,1 1,0 x 10° 1,0 x 1010
FL 1 0,1 1,0 x 10° 3,8 x 10%°
FL 1 0,05 1,0 x 107 1,1 x 10t
FL 1 0,002 1,7 x 10° 2,0 x 1010
g 11 0,0004 3,8 x 105 1,4 x 109
g 11 0,0005 5,3 x 107 1,0 x 101t
g 16-b 0,0002 2,0 x 10° 3,2 x 107
6

g 39 0,001 1,1 x 10 4,8 x 107
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TABLA IIT, 1k
Morfolog{a de las placas de 1isis originadas por los bacte-

riofagos aislados sobre sus bacterias huéspedes

FAGO BACTERIA DIAMETRO CARACTERISTICAS DE LAS
INDICADORA DE LAS PLA- PLACAS
CAS

(mm) Transparencia Borde
FL 1 B~19 0,5-1,0 turbias difuso
FL 1 Dp-L4 indeterminado muy turbias muy difuso
FL 4 (PC) R-493 1,0-2,0 claras neto
FL 4 (PT) R-493 -1,0-2,0 turbias neto
FL 4 (ST) R-493 0,5-1,0 muy turbias difuso
F-1 DP-L 2,0 (") neto
F-8 Z2-3 3,0 claras neto
@ 16-b DP-4 2,0 ojo de buey ('') neto
@ 39 DP-4 2,0 ojo de buey neto
g 11 DP-4 2,0 ojo de buey neto
@ L-38 R-491 2,0 muy turbias difuso

(') placas algo turbias con un pequefio punto en el centro,

resultante de la perforacidn de la capa correspondiente al

desarrollo bacteriano.

('') placas claras con centro turbio.



Tu/dyn OT ® JoTreyut - fTw/dm moﬂx¢‘d JormJut /=/ {Tu/dm NoﬂxN ® JOTIayuy (=) *(eTqwiUOOUT) sepmq Arm seourd (x)
*TUTdNT WMMOZTY 9P SE=9T £ L~9T ‘€-€T~H ‘fwnIesourmm3eT unmozTUY op T6-q £ 06-C ‘OZT~C ‘8CI-0 ‘TnoTuodef TmTMOZTM op *Me~q £
CGtr ‘gfe~T ‘3 CTTTOJTI} UNTQOZTYY 9P ¢=7 £ Hﬂoom ‘LTT=v ‘O=v ‘Tz~v ‘O€T-v :sedoo sequendTs ser uorsatdwe es soToadsa sey69 BIBI (,)

-108-

(=) (=) (=) - (=) (=) - - @oﬂa; - - - Q=97 ¢
(=) (=) (=) - (=) (=) - - 0T - - - 6¢ ¢
(=) (=) (=) - (=) (=) - - ooﬁxm.a - - - g
- - - - - - - moaﬁqm - - - - (Is) ¥ 1d
(=) (=) /~/ = /Y /7 QT OTXET  0TX6%9 - QOTY T - (0d) ¥ 14
-} (=) /~/ =1 /Y /PR DL oTRs - #OTX8"S - (d) ¥ 14
(=) (=) - - - - ') Ot (x) om0 (5) 0T T4
(=) (<) (=) - | () ooe omt = OTRL Ty omfe - T4

¢) wnres (1) (1) (1) 0OV

—oupne umoTu TROI | TV W €X T6e¢ €64 7=da T67=4 S0 61-€

“nBer°y| -odefey] Tuwdnrey | -3 °y TIOTTIoW WMoz Uy H SYIUE10Ve

sopadsany SOUTJSTP 0I]0S SOPY[E18 S0J6JOTI0708] SO Op DEPIAL309]UT op 0130048y

STl V1dvi



TABLA ITI,16

Establlidad de los bacteriofagos en soluciones

concentradas de ClCs

Bacteriofagos Solucidn en la que permanecieron

durante 24 horas (T{tulo) (ufp/ml)

Rh C1Cs
Dilucidn final:s 54% de
saturacidn

FL 1 1,6 x 107 1,5 x 107

FL %+ (PC) 8,0 x 10° 8,0 x 10°

FL % (PT) 3,8 x 10° 3,8 x 10°

La suspendidn original de bacteriofagos se diluyé
1/10 en dos tubos, uno conteniendo solucidén Rh y
el otro conteniendo solucidn de C1Cs (60% de sa-
turacidn). Se incubaron ambos tubos durante 24 ho-
ras a 49C, luego se diluyeron sus contenidos en so-
lucidn Rh de forma tal de poder ser titulados por

el método de la doble capa de agar.
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TABLA 111,20

Ensayo de nodulecidn de 39-1is sobre nlantes de alfalfa

Datos estadfsticos

Controles Controles Cepa 39 Cepa DP-L 39-11s
con NO3K sin NO3K
X1 25,0 3,5 17,0 10,5 13,0
Xy 18,5 2,5 18,0 2,0 3,5
X3 19,0 1,0 18,0 13,5 11,7
Xy, 20,0 2,5 16,5 14,5 7,0
X 17,0 2,0 17,5 245 10,5
Xg 23,5 2,5 12,0 10,0
x° 625,0 12,25 289,0 110,25 169,0
x22 342,25 T 6,25 324,0 4,0 12,25
x5 361,0 1,0 324,0 182,25 136,9
%, 400, 0 6,25 272,25 210,25 49,0
xg2 289,0 4,0 306,25 6,25 110,25
g2 552,25 6,25 144, 0 100, 0
| 6 6 6 6 5
iy L 99 53 h5,7
Ty 123 1 ) '
x 20,5 2,3 16,5 8,8 9,1
Sy 2569,5 36,0 1659,5 613,0 477 b
% W)
Tiz/ni 2521,5 32,6 1631,5 468,2 +17,7
9
Si-(Ti‘?/ni) )+8,0 3’3 2670 1)+l+’8 5 »7

—
n: 29 3 T: 33,7 3 St 5355,k ¢ & Ti/ng: 5073,5 1 T°/m: 3862,9
Suma total de cuadredos : S - T2/n s 1492,5 (1)

2
Suma residual de cuadrados: S - ZTi /nj ¢ 281,9 (2)

Suma de cuadrados que mide diferencias entre niveles : (1)-(2):1210,:
Los x4 son datos del peso seco de la parte sérea de las vlsntas ex-

2
pressdo en miligramos, Ty 3 Z Xy o Si.in
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FIGURA III,1

Curva de crecimiento para Rhizobium melilotl (cepa B-19)
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Esta curva de crecimiento se realizé a partir de un
cultivo de bacterias de la cepa B-19 de Rhizobium me-
1iloti en medio ELM 1fquido y a 282C por medida de 1la
concentracidén de unidades formadoras de colonias a dis-

tintos tiempos de incubacidn.
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FIGURA I11,2

Curva de crecimiento para Rhizobium meliloti (cepa B-19)
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Esta curva de crecimiento se realizd a partir de un
cultivo de bacterias de la cepa B-19 de Rhizobium me-
l1iloti en medio ELM 1{quido y a 289C por medida de 1la
‘absorbancia a 500nm (DOSOOnm) a distintos tiempos de

incubacidn,
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FIGURA II1.3

Relacidn entre los valores de ufc/ml y absorbancia a

500nm para un cultivo de Rhizobium meliloti

/7

®

o
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b3

— 0,57

£

&

32 /A/A

0 0,5 1

Dosoonm

Este grafico se confeccioné con los valores de ufe/ml y

DO500nm extraidos de los experimentos representados en

las figuras III,1 y III,2.
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FIGURA III Y4

Visualizacidn de los antapgonismos entre bacterias
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FIGURA

r acidn de 1la adsorcidn de
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medio 1fquido

/
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I111,5

os bacteriofagos e

1 do

en

\\\\‘Centrifugar a 3,000 rpm

durante 25 minutos (Christ)

|

Agregar al sedimento un

volumen de una suspensidn

de bacteriofagos

l

Incubar a 289C con agitacidn

durante 20 minutos

Sembrar en medio ELM
solido para recuento
de colonias (bacterias

sobrevivientes)

Diluir una alf-
cuota y titular
por el método de
la doble capa de
agar sobre bac-
terias de la ce-
pa indicadora,
(Centros infectados

+ fagos libres)

l

A diferentes tiempos

7N\

Diluir otra alfcuo-
ta, centrifugar a
3.000 rpm durante
25 minutos (Christ)
y sembrar el sobre-
nadante por el mé-
todo Qe la doble ca-
pa de agar sobre bao-

terias de la cepa in-
dicadora, (fagos 1i-

bres)
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FIGURA II1,6

Induceiodn de R-491 por accidn de Mitomicina-C

LY

108

lw/940

t [hs)]
Cultivo inducido Cultivo control
® ufp/ml A ufp/ml
O ufc/ml ® ufc/ml

Concentracidn del agente inductor: 5 microgramos/ml



FIGURA 111.7.
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Inducgidn de B-111-la.por irradiacidn con .lua_ ultravioleta

utilizando diferentes tiempos de exposicidn

0 u.f_._C./ml

uf.p. ml

30 ) ) 60

Tiempo de irrad.[seg]

O ufp/ml
® ufc/ml
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FIGURA 1I1I1,8

Induccidn de B-1ll-la por irradiacidén con luz ultravioleta

LOGqo (ufe/mi)
o1

|
5

TIEMPO (hs)

La irradiacidn se 1llevd a cabo durante I0seg en las con-

diciones ya mencionadas en el texto.

Cultivo inducido Cultivo control
O ufc/ml ufc/ml @
A centros inducidos + fagos libres o

A fagos libres + fagos intracelulares @
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GURA 1I

Induccidn de "R-491"- -or irradiacidn con luz ultravio-

a utili d en t de sicidn.

10’

lu{//:r;'n

10°

\ 4

tiempo de irrad. (min)

® ufp/ml

O ufc/ml

Distancia de la fuentef(tubo germicida Philips de 30w):
90 cm.

Los puntos del gréfico indican la concentracidn de ufo

y ufc presentes en el medio luego de una incubacidn de

5 horas a 28eC con agitacidn.
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FIGURA 111,10

_Lndgcqién de R-491 nor irradiacidn con luz ultravioleta
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En este grafico se representan los valores de log (ufc/ml)
obtenidos en el mismo experimento de induccidn graficado
en la figura III,10,

A ufce/ml (cultivo inducido)

6 ufc/ml (cultivo control)
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FIGURA 111,12

Morfologfa de las placas de lisis nroducidas por el faro

FLL 1 sobre bacterias de la cepa B-19

fsta laca {ue sembrada -~or el metodo de la doble
capa de srar. lidtese la turbide» &e las nlacas de lisis
. . e .
propia de bacterlofagos con escasa actividad litica, en

este caso disminufda por la lisogenizacion de las bacte-

rias de la cepa indicadora.
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FIGURA 111,313

Inactivacidn térmica de los bacteriofagos liberados por

—— -}

1|0 20
TIEMPO (miNnuTOS)

Temperatura de incubacidn: 662C
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FIGURA ITI 14

Inactivacidn térmica de los bacteriofagos FL W (PC),
FL 4 (PT) v FL &4 (ST)
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bacteriofagos liberados por R-491 obtenidos por. lisis.

en medio sdlido de R-493 con el sobrenadante de un cul-

tivo centrifugado de R-491.
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Inagtivacidn térmica del bacteriofago FL 1

- 129 -

ACCION DE

|_()(,‘.10 (Ff\%OS SOBREV.)

N

30 60
TIEMPO (minuTOS)

Lemperatura de incubacidn: 6609C



- 130 -
FIGURA 111,16

Inactivacidén de los bacteriofagos liberados por R-L91 por

irradiacidn con luz ultravioleta.
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FIGURA _ III.17
Inactivacidn del bacteriofago FL 1 por irradiacidn con luz
ultravioleta
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FIGURA 111,18

Lisogenizacidn de la cepa B-19 con bacteriofagos normal-

mente portados por B-11ll-la (FL 1

Suspension de FL 1 filtra-
da por Millipore (6,454)

obtenida por induceldn de

B-111-1a

0,1 ml de una -«

dilucidn 1/10LF

ELM sdlido

’, O,lﬂ'l
MNA solido con una
capa de agar blan-
do adiclonada de 0,3
ml de un cultivo de

B-19 en fase logarit-
mica,

NO APARECIERON CCLO-
NIAS (282C-72 hs)
PLACAS DE LISIS

(282C - 72hs) -~

Aislamiento de bacterias
crecldas en el centro de
las placas de lisis

MNA sdlido

COLONIAS AISLADAS (282C - 72hs)

]

Crecimiento en medio
Bergersen + K* hasta
, DO = 0,3 (282C, con
MNA sdlido agitacién)

_
l

“——  Diluir 1,107
y sembrar 0,05 ml

COLONIAS
l (282C - 72 hs)

REPLICAS

Medio !MNA sd-
lido con una ca-
pa de agar blandc

adicionada de

0,3 ml de un

cultivo de B-19

en fas -
COLONIAS COLONIAS CON ieg se logar{t

(289C -~ 72hs) HALOS DE INHIBICION
(2ReC -~ 72 hs)

Por comparacién aislamiento de las colonias 1, 2, 3 y 4

Medio MNA sdlido
sin agregados
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FIGURA I1I.19

Ensavo de nodulacidn de 39-11s sobre nlsntes de alfelfs

in la fotoprraffa puede apreciarse el estado de las
~lantas 8l cabo de 30 dias de incubacidn en las condicilo-
nes especificadas en Materiales ¥y mé todos,Seleccionamos
para este fin las plantas mds representativas de cada
poblacidén : (1) Control con nitrato.(3) Control sin ni-
trato.(S) Inoculeda con 39. (7) Inoculada con DP-4%, (9)

Inoculada con 39-1lis.



- IV -

DISCUSTION
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Varios investigadores han realizado un gran numero

de estudios destinados a lograr un mejor conocimiento de
los inconvenientes que deben vencer los rhizoblos en su
habitat natural para efectivizar la invasién a la raiz
de la planta huésped. Algunos de ellos se refieren a la
accidn ejercida por bacterias de otros géneros u hongos
sobre el crecimiento de cepas de Rhizobium (151)(152)(153)
(15%)(155)(156), sin embargo poco es lo que se conoce en
rclacidn s los antagonismos producidos entre cepas de Rhi-
zobium (14+7) a pesar de la notable asiduidad con que se
presenta este tipo de fendmenos en este género bacteriano.
Las tablas de imterferencia que se muestran en este
trabajo constltuyen una nueva evidencia que pone de mani-

fiesto la alta frecuencia de interaccidn inter e intraes-

pecifica establecida entre cepas de Rhizobium, Los porcen-
tajes de antagonismos obtenidos para las cepas de Rhizobium
meliloti resultaron sin embargo ser sensiblemente infefiores
a los determinados por Schwinghamer (147) para cepas de Rhi-
zobium trifolii., Ademds de tratarse de una especie bacteria-
na diferente, podemos pensar que los valores elevados obte-
nidos por este investigador se debieron principalmente a que
utilizé como indicadoras a cepas previamente seleccionadas
como las mas sensibles a los agentes antibacterianos,

Estos estudios de interferencia, realizados "in vitro",
no rermiten predecir con certeza lo que ocurrirfa en el sue-
lo, pues las condiciones del entorno en ambos casos son muy
diferentes. Sin embargo, presumimos que aquellos casos de-

signados como (++)tienen una elevada probabilidad de produ-
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cirse, aln en ese medio tan complejo, siempre y cuando

l1as cantidades relativas de bacterias sensibles respecto
de las inhibidoras no sean desproporcionadamente grandes,
Ademds, aquellas cepas bacterlanas que inhibieron el cre-~
cimiento de muchas otras es posible que colonicen mas e-

/’

ficientemente la rizosfera de las leguminosas al ser apli-
cadas en los inoculantes, haciendo abstraccidn de otros
factores que puedan conspirar contra su supervivenclia en
el suelo.

Las interferencias observadas en los ensayos que se

describieron en III.2,a podrfan explicarse por la libera-
cidén de antibidticos, bacteriocinas o bacteriofagos por

parte de las cepas inhibidoras. Los antibidticos se ca-

racterizan por su bajo peso molecular, lo que les confie-

re una gran difusibilidad y dialisabilidad. Las bacterio-

cinas, cuyas caracteristicas fueron estudiadas en varias
especies bacterianas (157), incluyendo entre ellas algunas
pertenecientes al género Rhizobium (158)(159)(160), son
agentes antibacterianos que oscilan en tamaiio entre partf-
culas pequefias, similares a los antibidticos, y grandes
partfculas, semejantes a bacteriofagos. Sin embargo, tanto
las bacteriocinas como los antibidticos se diferencian de
los fagos en que los dos primeros son incapaces de repro-
ducirse a vartir de las células que lisan, y en consecuen-
cia no presentan la propiedad de formar placas de lisis
sobre cultivos de su cepa indicadora. Este fendmeno, pri-

vativo de los bacteriofagos, es utilizado entonces en su
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reconocimiento para efectuar su aislamiento.

La naturaleza de algunos antagonismos observados en-

tre cepas de Rhizobium meliloti fue determinada como debilda
a la existencia de bacteriofagos temperados. En otros ca-
sos, nresumiblemente fueron originados por la accidn de
bacferiocinas o antibidticos poc§ potentes, pues se obser-
varon zonas de lisis localizadas en el lugar en que se co-
locé la gota, y luego, al ser ensayadas las resuspensiones
de esas zonas con el objeto de detectar 1la presencia de
placas de lisis por el método de la doble capa de agar,
se obtuvieron resultados reiteradamente negativos, Un es-
tudio mds profundo de algunas combinaciones tal vez po-
drfa derivar en éi hallazgo de nuevos fagos que afecten
a cepas de Rhizobium, sobre todo si pensamos en la posi-
bilidad de la existencia de bacteriofagos defectivos co-
mo el descrito en Rhizobium por Takahashi y Quadling (161).
Las cepas R-492, 16-7, H-13-3 y 21 son productoras
de potentes agentes antibacterianos inhibidores de un am-
plio espectro de cepas rhizobianas, De ellas puede esperar-
se que sean buenas competidoras en la nodulacidn de legumi-
nosas en condiciones apropiadas de crecimiento, al menos
en lo que respecta a la anulacidén de la colonizacidn de
la rizosfera por otros rhizobios. A priori, teniendo en
cuenta las caracteristicas observadas en las interferencias
producidas por las cepas antes mencionadas, se podria pen-~
sar en la posibilidad de que los agentes antibacterianos

nor ellas liberados sean antibidticos, como el descrito

por Schwinghamer para la cepa T-24 de Rhizobium trifolii
(147)(162).
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Para poder entender la accidn que cumnlen los agen-

tes antibacterianos en este género microbiano serfa nece-
sario realizar ensayos de inoculacidn mixta con cepas an-
tagonicas sobre las plantas apropiadas, como los ya efec-

tuados con cepas no antagdnicas (163)(164),., Se establece-
ria de esta manera la capacidad de competir en la nodula-
cidn y en la colonizacidén de la rizosfera que presenta ca-
da una de 1as cepas con respacto a las demds. Schwinghamer
y colaboradores demostraron las ventajas competitivas de
las cepas »roductoras de antibidticos (162), pero tambien
seria de utilidad efectuar estos ensayos con cepas de Rhi-
zobium canaces de liberar bacteriocinas o fagos.

En los ensayos de interferencia que realizamos con
57 cenas de Rhizobium se efectuaron 1007 combinaciones,
obteniéndose un total de 240 casos vositivos. Sdlo se pu-
do comprobar que 12 de ellas, registradas entre cepas de
Rhizobium meliloti se debian a la presencia de bacteriofagos,
lo que constiituye el 1,2% de las combinaciones probadas y
el 5% de los casos de interferencia positiva, Si nos re-
mitimos exclusivamente a lo ocurrido con las interferencias
detectadas entre cepas de Rhizobium melllotl los porcentajes
aumentan sensiblemente, ya que cncontramos que de 392 com-
binaciones y 106 casos nositivos, 12 fueron las interferen-
cias debidas a la accidn de bacteriofagos (3% respecto de
los casos totales probados y 11,3% respecto de los positi-
vos)(ver tabla IV.1)

De las cepas de Rhizobium melilotli que fueron ensayadas

en estas pruebas de interferencia, un 27% resultaron liso-
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rénicas, Este valor es casi equivalente al obtenido por
Ordogh y Szende en 1961 (177)quienes hallaron un 28% de
lisogenia entre las cepas de Rhizobium meliloti estudia-
das. Sin embargo, difiere de los datos publicados por Ko-
walski (123).que indicaban la existencia de lisogenia en

el 70% de las cepas utilizadas, Cabe destacar que en los

ensayos de interferencia no utilizamos la induccidn por

Mitomiecina-C o por 1luz ultravioleta para aumentar nues--

tros hallazgos. De todas maneras, como ya lo indicamos,
nudimos concretar el aislamiento de 12 bacteriofagos ob-
tenidos a partir de cenis lisogénicas y otros 2 provenien-
tes de la rizosfera de leguminosas, Este hecho sdlo cuen-
ta con el precedente en nuestro medio del aislamiento de
un bacteriofago 1¥tico, activo sobre cepas de Rhizobium
meliloti (165).

Nuestro trabajo estd dedicado fundamentalmente al es-
tudio de las bacterias lisogeénicas y de los bacteriofagos
que éstas albergan al estado temperado. No obstamte, en
algunos experimentos utilizamos uno de los fagos 1l{ticos
con fines comparativos.

Analizando las tablas que muestran los resultados de
los ensayos de interferencia y los de espectro de infecti-
vidad de los bacteriofagos nodemos observar que la cepa

DP-4 de Rhizobium meliloti se mostrdé como la mds sensible
a la accidn 1ftica de los distintos fagos, a pesar de ser
ella misma una cepa lisogénica. FL 1, liberado por B-1lll-1la
y FL 2, liberado por B-19, son capaces de realizar su ci-

clo 1itico sobre bacterias de esta cepa, siendo también

DP-%4 1la cepa indicadora del bacteriofago 1{tico F-1 y de



- 139 -

los fagos @ 16-b, P 11 y @ 39.

En nuestro intento nor obtener suspensiones de alto
titulo, apelamos primero a los métodos comunes de repro-
ducecidn de bacteriofagos. La obtencidn de fagos por libe-
racion espontdnea por parte de bacterias lisogénicas no
resultd satisfactoria dado que sdlo para el caso de uno
de los bacteriofagos aislados se llegd a obtener tftulos
superiores a 1 x 108 ufp/ml (145).

La infeccidn de bacterias de la cepa indicadora con
una suspensidn de bacteriofagos se efectud tanto en medio
1fquido como en medio sdélido, pero con suerte variada. Can
el primero de los métodos no obtuvimos aumentos significa-
tivos en el tftuié de FL 1, posiblemente debido a una ma-
la adsorcidn del bacteriofago a los receptores especificos
sltuados en 1la pared bacteriana., Sin embargo, utilizando
medios sélidos mejoramos notablemente los rendimientos,
aun nartiendo de suspensiones poco concentradas. Esta efi-
ciencia en la produccidn de fagos fue aumentada aun mds
realizando el cultivo sobre membranas de celofan, método
que ya habfa sido aprovechado por Barnet para efectuar el
crecimienta de bacteriofagos de Rhizobium (114%). En nues-
tro caso, alcanzamos las 1011 ufp/ml para 3 de los 6 bac-
teriofagos utilizados (tabla II1,11).

Sin embargo 1la concatenacion de las relaciones entre
cepas bacterianas y bacteriofagos hac{a peligroso el ais-
lamiento y crecimiento de estos dltimos por ciclo 1ftico
sobre bacterias de la cepa 1lndicadora, sobre todo si pre-
tend{amos establecer el espectro de infectividad de los
bacteriofagos aislados. La dificultad radicaba en que una

suspensidon de fagos crecidos sobre una cepa indicadora que
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a la vez era lisogenica y por lo tanto portadora de otro
fago, pod{a llevar a este ultimo como impureza, Esta si-
tuacion fue en parte superada para FL 1 efectuando la in-
duecién de cultivos de bacterias de la. cepa B-1ll-1a en
medio 1{quido empleando diferentes agentes.

Para entender la accidn de los agentes inductores es
necesario tener presente que el establecimiento de 1liso-
genia involucra la interrupcidn del ciclo 1ftico a tra-
vés de la represidn dirigida por el fago, seguida de la
integracidn del DNA viral en el DNA bacteriano a través
de una recombinacidn. La posterior trancisidn de profago
8 bacteriofago vegetativo puede producirse espontaneamen-
te o en rGSpuegéa a agentes inductores. La induccidn re-
presenta el fracaso de la represidn, hecho que puede ocu-
rrir en élgunas bacterias como resultado de alguna varia-
cidn azarosa en la interaccidn entre el represor y el pro-
fago (induccidn espontanea), o bien puede darse en una
mayor cantidad de bacterias si ocurre la inactivacidn del
represor o se reprime su sintesis (induccidn artificial),
Esto da lugar a una serie de eventos que conducen a la es-
cisidn del genoma del fago del DNA bacteriano y culmina
con la produccidn masiva de fagos libres y generalmente
la lisis de la bacteria,

En el bacteriofago lambda la induccidn se puede pro-
ducir por accidn de varios agentes: Mitomicina-C, irradia-
cidn ultravioleta, deprivacidn de Timina (inhibidores de
la sfntesis de DNA) o por choque térmico (inactivacidn de
un represor sensible a la temperatura). La Mitomicina-C

es un antibidtico que actua quimicamente como agente al-
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quilante (172)(173)(174) inhibi~ndo selectivamente 1la
s{ntesis de DNA (175). Cuando se lo utiliza en la con-
centracidn apropiada, modifica el DNA de la bacteria
pero no el del bacteriofago temperado integrado, y es
asf que se logra su induccidn,

Con este antibidtico logramos aumentar los tftulos
de FL 1 y de los bacteriofagos liberados por R-491 en
40 - 130 veces con respecto a los obtenidos por libera-
cidn espontdnea (tabla III,12), aunque apenas superaron
las lOp uin/ml en sélo unn de los ensayos. Lste resulta-
do es alpgo inferior al obtenido por otros autores en
Escilerichis coli K 12(A), donde los titulos aumentaron
cerca de 170 veces €166). En Agrobacterium tumefaciens
LV-1, bacteria emparentada con las del género Rhizobium
los aumentos fueron superiores ain : aproximadamente mil
veces con 1 M4g/ml de Mitomicina-C luego de 7 horas de in-
cubacidn (167). Zelazna-Kowalska (168), por su parte, .a
logrado 1ia induccidn de la cepa 41 de Rhizobium meliloti
con dosis superiores a 0,5 Mg/ml de la misma droga.

La técnica de induccidn de bacterias 1lisogénicas por
irradiacidn con luz ultravioleta, enpleada por primera vez
por Lwoff y colaboradores en 1950 (169) fue utilizada a
partir de entonces en muchos otros sistemas, incluyendo
a bacterias del género Rhizoblum (1233(169). Schwinghamer
compard,en sus experienclas de irradiacién con luz ultra-
violeta,el porcentaje de bacterias formadoras de placas
de lisis sobre un cultivo confluente de bacterias de la
cepa indicadora existentes en un cultivo irradiado y en
otro no tratado. Obtuvo de esta manera una eficiencia en
1z induccidn de 4:l - 32:1, en relacién al cultivo no i-

rradiado. Kowalski, trabajando con un gran numero de cepas
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obtuvo tftulos que resultaron entre 10 y 1.000 veces
superiores a los de sobrenadantes de cultivos de bac-
terias no inducidas, (123)

Nuestros resultados con B-1ll-la y R-491, tomando
el dato de unidades formadoras de placas (centros in-
ducidos + fagos libres) que aparecieron en la siembra
efectuada inmediatamente después de la irradiacidn, al-
canzaron hasta 91:1 para la primera de las cepas y 4731
para la sepunda, Para B-19 y DP-4 las relaciones fueron
menores, sin embargo los aumentos de unidades formadoras
de placas a tiempos superiores a las 3 horas, en que ya
se produjo la libegacién de fagos, oscllaron entre 40 vy
250 veces respecto del control, permitiendo de esta ma-

0
nera la obtencidn de t{tulos de hasta 1,0 x 10t

ufp/ml
para el fago FL 2 liberado por B-19 (145). Con las cepas
B-111-la y R-491 se obtuvieron tftulos bastante inferiores
(hasta 2,4 x 108 y 1,2 x 10° respectivamente). Como ya

1o hemos sefialado anteriormente, para obtener titulos
elevados de FL 1 debimos recurrir al método de crecimien-
to por lisis confluente en caja de Petri sobre papel celo-
fén,

Cabe destacar que la induccidn de R-491 se efectud
solamente con el fin de estudiar su comportamiento en es-
te tipo de experimentos, ya que de esta forma no se podfa
esperar obtener suspensiones puras de ninguno de los bac-
teriofagos por ella liberados.

E1l espectro de infectividad de los bacteriofagos als-
lados, efectuado con bacterias de las especies R. melilotl

R, lupini, B, trifolii, R. leguminosarum y R. japonicum,

fue capaz de mostrar diferencias apreciables en su compor-

tamiento aun cuando no se reglistraron transgresiones interes-
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pec{ficas. Esta marcada especificidad de especie diflere
de los resultados obtenldos por otros investigadores con
bacteriofagos de Rhizobium meliloti y de otras especiles
de Rhizobium (ver tabla 1IV,2). '

g 39, 211, p 16b y FL 4 (ST) resultaron ser estrfc-
tamente espec{ficos con respecto a su bacteria huéSped, al
menos considerando solamente las cepas por nosotros proba-
das. FL 1, FL 4 (PC) y FL 4 (PT) mostraron en cambio un
mayor rango de infectividad dentro siempre de la especie
Rhizobium meliloti. FL % (FC) y FL 4% (PT) tuvieron un compor-
tamiento equivalente frente a las cepas indicadoras usadas,
exceptuando el hecho de que FL 4 (PT) presentd una mayor
eficienciz en la formacidn de placas de lisis sobre bacte-
rias de la cepa DP-k,

De confirmarse nuestras sospechas de que los tftulos
obtenidos sobre B-251, R-491, U-45, ¥-3 y 39 no correspon-
dieron a la accidn de F-1 sino a la presencia de fagos 1li-
berados por DP-4 como inevitables contaminantes de sus 1i-
sados, este bacteriofago tendrfa un espectro de infectivi-
dad sinilar ak de los fagos citados en primer término.

En los distintos cesos observamos 1la presencia de pla-
cas de lisis de distinta turbidez y morfolog{a, con bordes
netos o @ifusos. Bésicamente pudimos distinguir 4 tipos de
placass (1) turblas (FL 1, FL 4(PT), FL 4(ST), @ L-38), (2)
claras (F-8 y FL 4 (pC)), perforantes (F-1) y "ojo de buey"
(¢ 16b, P 39 y @ 11). Barnet (11%) deseribié también 4+ ti-
pos distintos de placas de lisis formadas por bactertbofagos
de Rhizobium trifolii, las cuales tienen bastante en comun

con las descritas por nosotros por Marants y colaboradores
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Yy por Krsmanovic-Simic y Werquin en Rhizobium meliloti
(112)(113).

Los resultados de las inactivaciones térmicas y por
accidén de la luz ultravioleta dieron nuevas pautas para
la caracterizacidn de los bacteriofagos aislados, FL 4
( suspensidn obtenida por induccidén de R-491), por inac-
tivacidén térmica, dio una curva bifdsica que resultaba
coincidente con la obtencidn de mds de un tipo de pla-
cas de lisis a partir de sus lisados. La primera parte
de la curva fue casi coincidente con las obtenidas pa-
ra FL 2 y FL 3, distinguiéndose as{ de FL 1, mucho més
resistente a la accidn de la temperatura. Un estudio
exhaustivo del COM§ortami§nto de las diferentes varieda-
des de bacteriofagos liberados por R-4%91 demostrd que
FL 4 (ST) diferfa de FL 4 (PT) y FL 4 (PC) en su resis-
tencia al choque térmico ademés de en la turbidez de sus
placas de lisis, correspondiendo su cinética de inactl-
vacidn con la de la primera parte de la curva original
de FL 4. ©1 hecho de que las curvas de inactivacidn de
FL % (PT) ¢ FL 4 (PC) fueran similares entre sf y simi-
lares a la vez a la segunda parte de la curva de FL 4
justificd la forma pifisica observada para esta ultima
suspensidn,

No hemos podido establecer ninguna correlacion en-
tre las propiedades estudiadas, ibsta falta de correlacidn
entre morfologia de placas, sensibilidad a diversos agen-
tes y espectros de infectividad frente a distintos hués-
pedes fue también notada por Marants y colaboradores, quie-
nes tambidn obtuvieron una respuesta heterogénea frente

a la accién de la temperatura por parte de diferentes fa-
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gos(112),

Kowalskil y colaboradores sefialaron que fagos de
distintas especies de Rhizobium se comportaban en for-
ma diferente frente a la irradiacidén con luz ultravio-
leta, aunque no encontraron esa heterogeneidad en bac-
teriofagos que afectaban a la misma especie,( 178 .,Del mismo
modo, Marants y colaboradores (112) observaron un efecto- equi-
valente de dichas radiaciones sobre los fagos de Rhizo-
bium meliloti. Nuestros experimentos mostraron pequeiias
diferencias en la sensibilidad de los distintos fagos de
Rhizobium meliloti a las radiaciones ultravioleta, dife-
renclas que estdn comprendidas dentro del error del mé-
todo de estimacién de la concentracidn de bacteriofagos
por recuento de placas de lisis y que por lo tanto no se
consideran significativas,

Hemos podido identificar el tipo de &cido nucleico
que constituye el genoma de aquellos fagos de los cuales
pudimos obtener tftulos superbores a 1 x 10ll ufp/ml. Los
bacterbofagos estudiados por De Antoni (145) al igual que
FL 4 (PC) demostraron contener dcido desoxirribonucleico
de doble cadena, mientras que en FL 1 se detectd la pre-
sencia de dcido desoxirribonucleico pero de cadena simple
utilizando el método de Bradley descrito en Materiales y
1Métodos. Esta cualidad, no demasiado frecuente, es por de-
nds anormal en un bacteriofago capaz de realizar ciclos
1isogénicos, hecho que resulta de relevante interés ted-
rico,

La complejidad de las interrelaciones entre rizobios
esumir que la importancia ecoldgica de

y fagos nos hace pr
estos Ultimos debe radicar en la posibilidad de contribuir
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a8 provocar fluctuaclones en las poblaciones rizobianas
'@ través del intercambio de material gendtico por trans-
duccidn y a través de la lisis de las bacterias sensibles,

Con la idea de estudiar las posibilidades que ofre-
cfa este sistema en el intercambio de material genético
hemos lisogenizado con el bacteriofapo FL 1 a bacterias
de la cepa B-19, normalmente portadora de otro fago, el
FL 2, B-19 parece haber sido 1isogenizada en una alta
pxoporcién en nuestra experiencia, a juzgar nor 1= gran
cantidad <2 colonias formadoras de halos de iuhibicida
encontradas en las réplicas. Estas bacterias resultaron
ser doblemente 1lisSgénicas al incorporar a FL 1 como pro-
fago en su genoma y mantener al fago FL 2 como profago.
También transferimos un bacteriofago portado por bacterias
de la cepa DP-4 a bacterias de la cepa 39, con lo que com-
probamos que la lisogenia es un fendmeno que se ve favo-
recido en bacterias del género Rhizobium y que la proba-
bilidad de que un fago pase al estado de profago es tal
vez mayor gn este sistema que en los clidsicamente descri-
tos.

Efectuamos un endayo de nodulacion en plantas con
un cultivo obtenido a partir de las bacterias sobrevi-
vientes a una lisis confluente de 39 por accidn de hac-
teriofagos liberados por bacterias de la cepa DP-Lk. El
alto porcentaje de plantas noduladas por 39-Lis (bacterias
de la cepa 39 lisogenizadas con fagos normalmente portados
por DP-4) (5 sobre 6) en relacidn a las noduladas por 39
no lisogehizadas (1 sobre 6) indica que la frecuencia de
lisogenizacién de 39 ha sido muy elevada y/o que el poder
de competicién de 39-Lis para nodular a plantas de alfal-
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fa es superior al de la cepa original (cepa 39),.
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Frecuencia de hallazgos de lisogenia en experimentos de

interferencia

Interferencias Interferencias
R.meliloti - totales
R, meliloti.
N2 de combinaciones
probadas 392 1007
N¢ de interf{erencias
positivas 106 240
Porcentaje de interfe-
rencias positivas 27 24
N¢ de cepas probadas 29 57
No de cepas lisogénicas 8 8
Porcentaje de cepas
lisogénicas 27 1k
N2 de interferencisas
producidas por fagos 12 12
Porcentaje de intefife-
rencias producidas por
fagos respecto de 1las 3 1,2
combinaciones totales
probadas
Porcentaje de interfe-
rencias producidas por
fagos respecto de los 11,3 5

casos positivos
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Phaseolus (104) + + + - - +
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l.- En los ensayos de interferencia observamos un alto por-
centaje de casos positivos, de los cuales un 5% se debid a

la presencia de bacteriofagos,

2.~ Observamos la existencia de lisogenia en el 25% de las cepas
de Rhizobium meliloti, no detectando este fendmeno en cepas
pertenecientes a otras especies.

3.- Realizamos el aislamiento de 2 bacteriofagos 1l{ticos y o-
tros 12 provenientes de cepss lisogénicas, teniendo en cuenta
su-origen y morfologfa“de placas de lisis. Se estudiaron en
mayor detalle los fagos FL 1, FL 4 (PT), FL 4 (ST) y FL & (PC),
los que fueron caracterizados también por otros métodos.

L.~ De los métodos ensayados para el crecimiento de los bacte-
riofagos, el desarrollo por ciclo 1ftico en medio sdlido sobre
membranas de celofdn nos permitié obtener susnensiones de alto
tftulo, superiores en algunos.casos a 10 ufon/ml. En los casos
en que el crecimiento por ciclo 1{tico representaba un peligro
de contaminacién, optamos por la induccidn por medio de alguno
de los tres agentes probados (irradiacidn con luz ultravioleta,
choque térmico, Mitomicina-C),

5.,- A través de los agentes inductores nombrados elevamos la
liberacidn de bacteriofagos por parte de las cepas portadoras,
en relacidn a lo observado sin el uso de los mismos. Los tftu-
los, sin embargo, apenas superaron las 108 ufp/ml en algunos
casos.,

6.- La indhccidn no resultd un método adecuado para el desarro-
1lo de bacteriofagos nortados por cepas polilisogénicas, como
tampoco lo fue el crécimiento de fagos por ciclo 1{tico sobre
bacterias indicadoras a su vez lisogénicas, debido a la inevi-
table contaminacidn arrastrada en el proceso.

7.- Los bacteriofagos aislados presentaron inconvenientes para

su desarrollo en medio 1{quido.
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8.- Se caracterizd a los bacteriofagos eislados en
base a la morfologia de sus placas de lisis, rango

de infectividad, inactimacidn térmica y naturaleza

de su material genético. Todos estos métodos en al-
guna medida permitipron diferenciar & los fagos es-
tudiados, no sucediendo lo mismo mediante la anlica-
cidn de la inactivacidn por irradiacidn ultravioleta.
9.- E1 rengo de infectividad d~ los fagos se restrin-
gld a cepas de Rhizobium meliloti.

10.- Comprobamos por el método de Bradley la existen-
cia de un bacteriofego que contenia DNA monoténico, a
pesar de produclr lisogeni& en bacterias de la especile
Rhizobium meliloti.

11.~- Efectuamos la lisogenizacidn de B-19 con el fago
FL 1 y de 39 con un bacteriofago portado por DP-k,
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