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OBTENCION DE MUTANTES DE Rfizobium mefiloti
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

MIRTA LASSAGNO*y tILLIAN FRIONI**

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener mutantes' resistentes a uno y dos antibidticos entre una
poblacién de cepas nativas de Rhizobium meliloti de la zona de Rio Cuarto ¢ provenientes de centros de
coleccién. Se trabaj6- con 10 cepas, 5 salvajes y. 5 derivadas de cllas, resistentes. 8 500 pg/ml de
estreptomicina. ) .

En la evaluacién de la resistencia natural de las cepas frente a 6 antibibticos se aprecié comporta-
miento similar entre las cepas madres y las mutanies resistentes a estreptomicina. La resistencia a este
antibiftico fue muy marcada, sugiriendo produccién abundante de estreptomicina en los suelos. Lg
concentracién inhibitoria minima (CIM) fue I.amblén elevada para. c! cioranfenicol y la cspecunomncma
(400 y 900 ug/ml respectivamente).

Se obtuvieron mutantes resistentes naturales a uno y dos anubifiicos en: kanamicina, cloranfeni-
col, espectinomicina y gentamicina, solos ¢ en combinacién con estreptomicina . (dos mm:as)

En ningin caso se observé dependencia a las antibifticos en estudio.

En la evaluacidn de la nodulacién y la fijacién biolégica del nitrégeno en plintulas en medio axénico
a nivel de cémara climatizada, se observé que ninguna cepa perdié 1a capacidad de formar nédulos, y ‘éstos
nparecicmn en periodos de tiempo similares al de las cepas madres. En 1s acumulacién de materia seca,
tres copas se comportaron igual al testigo muogenado dos” de ellas resistentes 2 dos antibidticos. La
distribucién de las mutantes con una marca y las resistentes a dos antibi6ticos, fue muy homogénea en
el ensayo.

Aparentemente la resistencia a antibiticos y Ia capscldad para fijar nllrégcno no estin relacionadas
y s¢ mantienen las propledades simbiticas de' las cepas salvajes, por lo que estas mutantes “son
recomendadas en ensayos .de persistencia y competencia en el suelo. -
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Palabras claves: resisiencia a antibidtices, fijacién de nitrégeno y resistencia a antibiblicos,
Rhizobium meliloti y resistencia a antibidticos.

SUMMARY

The aim of this paper was 1o obtain. R. meliloti mutants resistant to aniibiotics within a native strain
population from Ric Cuano region or other collecting centres. We worked with 10 swains, 5 wild ones
and 5 derivates from them, resistant to 500 ug/ml of streptomycin.

Regarding the natural resistance of strains to six antibiotics a similar behavior was observed in the
wild strains and the derivated resistent to streptomycin. The minimun inhibitory concentration was
high for chleranphenicol and spectimomycin (400 and 900 pg/ml respectively).

We obtained nawral mutants resistant o 1 and 2 antibiotics for kanamycine, chloranphenicol,
spectinomycine and gentamyeine, all these alone or with sureptomycine (iwo targets). No dependence
on antibiotics was observed,

No strain lost its ability for nodulation. The nodules were formed at the same time that those in the
wild  strains.

Three strains showed the same behavior as the nitrogen control, and two of them were resistant to
two antibiotics derivated from RCA, authocthonous of the region and the other was the RCM, which
was konwn as being very efficient in previous essays.d The distribution of strains with a target and those
resistant to two antibiolics was homogeneous in the trial.

It seems that the antibiotic resistance and the ability for nitropen fixation aren't related, and the
symbiotic propenies of the wild sirains are maintained. These Strains are recommended for persistence
and competence trials.

Key words: R. meliloti resistant to antibiotics.

INTRODUCCION

En estudios ecoldgicos de microorganismos én ambientes altamente poblados
como el suelo, ¢s necesario contar con métodos que permitan identificar a las ccpas
introducidas 'pa:a evaluar su movilidad, persistencia o competencia. En trabajos
de inoculacién de leguminosas interésa conocer la’ proporcién de los nédulos
ocupados por la cepa de rizobio en estudio. Para este reconocimiento se recurre a
los- andlisis scroldgicos con anticuerpos especificos, a la tipificacién con fagos
especificos y al empleo de mutantes con algiin marcador genético, ¢omo el caso de
- la resistencia a uno .o més anubléucos (Schmidt, 1978)

Desde los trabajos de- Obatoni (1971) sobre estudios ccoldgicos de nzoblo con
cepas marcadas por resistencia a, estreptomicina, esta técnica es émpleada en
evaluaciones de competencia entre cepas-de inoculantes y las nativas y en estudios
de sobrevivencia (Brockwell er al, 1977). Kuykendall y Weber (1978), Gollobin y
Levin (1974), Meyer y Pueppke (1980) sefialan resultados en estudios con. R.
Japonicum; Joscy el al (1979) en-R. leguminosarum y R. trifolii; Pain (1979) en
R. leguminosarum; Pankhurst y Craig (1979) en R. spp. En estudio con R. meliloti,
Antoun et al  (1982) encontraron alta resistencia mmnseca en 49 cepas frenic a
nucve anlibidticos.
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Estas sustancias producen interferencias en varios niveles de organizacién
celular, ya sea en la estructura o funcion de la superficie celular (pared, mem-
brana), en funciones biosintéticas (proteinas, é4cidos nucleicos), en la division
celular (Kiser er al, 1969). Asi, estreptomicina, cloranfenicol y espectinomicima
interfieren en la sintesis de protefnas, kanamicina inhibe el metabolismo de los
dcidos nuclefcos y la rifampicina inhibe a la ARN polimerasa en procariotes. En
general, la resistencia a antibidticos se localiza a nivel de plasmidios y puede
perderse al cabo de varias generaciones. Es aconsejable probar repetidamente lag
cepas cuando se las emplea en ensayos largos de campo (Cole y Elkan, 1973).

El objetivo de este wabajo fue detectar mutantes resistentes naturales a uno
y dos antibifticos presentes en el indculo original de poblaciones de Rhizobium
meliloti aisladas de la zona de Rio Cuarto o provenientes de centros de coleccidn.
Se verifico la independencia de estas mutantes a los antibidticos y la retencién de
la capacidad de nodulacién y fijacién de nitrégeno.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de Rhizobium meliloti empleadas en este wrabajo fueron diez: cinco
salvajes, entre las cuales tres fueron aisladas de la regién (cuadro 1). Las restantes
son derivadas de aquellas resistentes a 500 pg/ml de estreptomicina y fueron
cedidas por Sonia Cavaignac (Fundacién Campomar, Buenos Aires). En todas las
experiencias s¢ empled como control de la actividad de los antibidticos a la cepa
Escherichia coli C 137 (cedida por ¢l grupo de Genética Microbiana de la
Universidad de Rio Cuarto), sensible a los antibidticos usados: cloranfenicol (CI),
especinomicina (Sp), sulfato de estreptomicina (St), kanamicina (Ka) y -
fampicina (Ri) de Sigma Chemical Company y gentamicina (Ge), de Gador.

Resistencia natural a los antibiéticos.

Se trabajé con medio EMA (extracto de levadura-manitol-agar) con azul de
bromotimol (Vincent, 1975), al que se le incorporaron alicuotas de soluciones
madres de los antibidticos (30 mg/ml) esterilizados por filiros millipore de 0,22
micras (el cloranfenicol se solubilizé previamente con etanol). Las concentra-
ciones estuvieron comprendidas entre 0 y 200ug/ mil (Ka), 0 y 900 (Sp), 0 y 600 (CD,
0 y 250 (Ri), 0 y 100 (Ge) y 0 y 3000 (St).

Las cajas de Petri se dividiecron en dicz partes v cada una se sembrd en
superficie con 5 pl de indculo (ansa calibrada), a partir de una “suspensién de
cultivos de 6 dias a 28 °C en EMA inclinado y llevados a una concentracién de 1.10%
células/m! con solucion de sales del EMA al 25% (ecscala de Mc Farland). Se
incubaron tres dias a 28 °C y se evalud la concentracidn inhibitoria minima (CIM)
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que previene totalmente el crecimiento. Las lecturas se confirmaron a los c¢inco
dias. Se trabajé por triplicado.

Obtencién de mutantes resistentes naturales.

Se procedié como precedentemente, pero la siembra en las cajas de Petri se
realiz6 con 0,2 ml de culiivo bacieriano con aynda de espatnla de Drigalsky, en
medio EMA con rojo Congo. Las combinaciones de cepas y antibidticos fueron las
siguientes: , _

SB, y SB, St en 150-300-450-600-800 ug/ml de especlinomicina
RCM, y RCM, St en 100-200-500-1000 ug/ml de cloranfenicol
RCA, y RCA, St en 0,5-2-4-6-8-15ug/ml de gentamicina

B,, ¥ B,, St en 80-100-150-200 pug/ml de kanamicina

Se observé la aparicién de colonias resisientes, se contaron y se tomé en cuenta
la maxima concentracién que permitié el desarrollo. Las colonias fueron numera-
das en las cajas criginales las que se cerraron con cinta plistica y parafina y se
conservaron ¢n heladera. Los estudios de eficiencia se realizaron con tres mu-
tantes de cada tratamiento.

Para calcular la frecuencia de mutacién (ndmero de mutanies naturales/total
de la poblacién) se determiné la concentracién del indculo por recuento en medio
sélido, sin antibidtico (siembra en superficie de 0,2 ml de cada suspensién-
dilucién).

Independencia de las mutantes a los antibi6ticos

Se sembraron dos cajas de Petri con medio EMA y rojo Congo, una con
antibiotico a la dosis a la coal la mutante fue aislada y la otra, sin antibiético, con
la técnica de replicacién con palillos estériles, Las mutantes independientes del o
de los antibidticos se seleccionaron para proseguir el estudio.

Infectividad y eficiencia de las cepas

Se evalué la capacidad de nodulacién y eficiencia en la fijacién de N, a nivel de
cultivos axénicos con alfalfa (Medicage sativa, L) ecotipo local, segin Vincent
(1975), con 30 tratamientos: 4 cepas salvajes, 24 mutantes y 2 testigos, uno sin
inocular ni fertilizar y el otro con 70 ppm de N-NO,K, con & repeticiones.

Se evalud la velocidad de aparicidn de los nddulos, su nimero vy el peso seco de .
la parte aérea a 65 °C. Los resultados se analizaron estadisticamente por la prueba
F y el test de Duncan para evidenciar diferencias entre medias (Snedecor vy
Cochran, 1977). Se efectuaron aislamientos del endofito a partir de nddulos de dos
tubos al azar de cada tratamiento, a los efectos de verificar la estabilidad de las
mutaciones.
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RESULTADOS

El cuadro 2 presenta los resnltados de la evalvacién de la resistencia natural
de las cepas a los seis antibidticos. Los valores de la CIM variaron desde 25 a 75
Mg/ ml para gentamicina, de 40 a 250 para rifampicina, de 100 a 200 para kanami-
cina, de 100 a 400 para cloranfenicol, de 700 a 900 para espectinomicina y de hasta
3000 pg/ml para esireptomicina.

La foto 1 muestra los resultados en el estudio de la resistencia natural de las
cepas a la rifampicina. Se aprecia la siembra de las 10 cepas en estudio y se sefiala
la 116 por la aparicién de mutantes resistentes a 150 y 200 ug/ml de este anti-
bigtico. La CIM fue de 200 y 250 ug/ml respectivamente.

El cvadro 3 resume los resultados en la obtencidn de mutantes resistentes na-
turales a 1 y 2 antibidticos con la técnica de inoculacidn en bafiado con espitula,
y el cnadro 4 muestra los resultados en la determinacién del mimero de nédulos
y el 5 en la acumulacidén de materia seca de la parte aérea.

DISCUSION

En el cuadro 2 se aprecia un comportamiento similar frente a los antibidticos
entre las cepas madres y las mutantes resistentes a 500 ug/ml de estreptomicina,
indicando que la resistencia entre estos antibidticos no estd relacionada. No se evi-
dencié una separacién neta de las cepas por su resistencia natural, a excepcidén del
caso de la estreptomicina, que fue muy marcada, hecho ya observado por otros
autores (Gollobin y Levin, 1974 y Dobereiner er al, 1981). Las cepas presentaron
también elevado nivel de resistencia a cloranfenicol vy espectinomicina.

Los niveles de la CIM para kanamicina y gentamicina no superaron 200 y 75

pg/ml, respectivamente, valores superiores a los descnptos por Meyer y Pueppke
(1980) para R. japonicum,

Nuestras cepas de R. meliloti presentaron mayor sensibilidad a rifampicina
que las sefialadas por Kuykendall y Weber (1978) para R. japonicum (CIM
superior a 500 ug/ml ),

En el cuadro 3 se sefialan los niveles de antibiéticos a partir de los cuales se
aislaron las mutantes resistentes naturales. En gentamicina se logré mutantes a bajo
nivel de antibiético (8 g/ ml), con baja frecuencia de mutacion; datos coincidentes
con los de Meyer y Pueppke (1980} en &, japonicum.

La probabilidad de obtencr mutantes resistentes a un antibidtico fue mayor
gue la de mutantes resistentes a dos antibidticos, como era de esperar. En ningtin
caso crecié la cepa E. coli C 137 usada como conirol de la actividad de los
antibidticos.
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Se observé que la determinacién de la CIM fue en todos los casos algo superior
a los valores a partir de los cuales se obtuvieron las mutantes resisientes. Fue
comprabada la independencia de las cepas aisladas a los antibiGticos (crecimiento
normal ¢n medio con y sin el antibidtico).

En la evalvacién de la nodulacién y eficiencia de las cepas salvajes y mutantes
(cuadro 4 y 5), se¢ aprecid nodulacién abundante, con ecscasas diferencias entre las
cepas salvajes y las derivadas resistentes a uno o dos antibidticos (20 tratamientos
no presentaron diferencias entre si). Ninguna cepa perdid la capacidad de
nodulacién, a diferencia de lo observado por Zelazna-Kowalska (1971). La
velocidad de aparicién de los primeros nédulos tampoco fue alterada: 21 dias en
promedio para las cepas salvajes, 20 dias para las mutantes con una y dos
resistencias.

En la evaluacién de la materia seca se aprecia que Lres cepas se comprotaron
igual que el testigo nitrogenado: RCA, St Ge (2) RCM, y RCA, St Ge (1). Dos de ellas
son mutantes con dos resistencias y la RCM, es nativa y se comporté como muy
eficiente con el ecotipo local de alfalfa (Frioni y Boaglio, 1986), y en la variedad
Scatamburlo acumul¢d mayor nivel de materia seca, entre 20 cepas de R. meliloti
(Frioni, Olmedo, 1982). Estas tres cepas superaron, en promedio, 113% en
relacién al testigo.

Luego las diferencias son menos marcadas, como era de esperar en un ensayo
con aito nimero de tratamientos. La distribucién de las mutantes con una y dos
marcas fue muy homogénea a través de la experiencia. Aparentemente la
resistencia a antibidticos y la capacidad para fijar nitrdgenc no estin relacionados
y las cepas resistentes a altas concentraciones mantienen las propiedades
simbiéticas de las cepas salvajes. Hecho evidenciado por Gollobin y Levin (1974).

Se verifico la estabilidad genética de las mutaciones, que crecieron nor-
malmente a las concentraciones de antibidticos en las que fueron aisladas, al ser
reaisladas en ¢ste ensayo.

CONCLUSIONES

Las cepas salvajes y las muianies resistentes a estreptomicina presentaron
resistencia natural alta a los antibidticos en estudio, reflejando la presencia de
microorganismos productores de estos antibidticos en los suelos donde fueron
aisladas.

Se obtuvieron mutantes naturales resistentes a uno y dos antibidticos: a 600
Hg/mil de espectinomicina, aproximadamente 100 pg/ml para cloranfenicol vy
kanamicina, mientras que sélo se lograron mutantes resistentes a 8 ug/ml de
gentlamicina.
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La frecuencia de mutacién fue superior para mutantes con una marca. Las
mutantes fueron en todos los casos independientes del antibidtico.

Ninguna cepa perdid su capacidad de nodulacién ni de fijacién biolégica del
nitrégeno, por lo que son recomendadas para trabajos de competencia y sobre-
vivencia en los suclos.
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Cuadro No. 1
Procedencia de las cepas y hospedante

SB Aislamiento en la zona de San Basihio (Cba), Medicago sativa

RCM, Aislamiento a orillas del Rio Cuarto (Cba). Melilotus alba

RCA,  Aislamiento en Frigorifico AIMAR(R. Cuarto), Medicago sativa

0 INTA, Castelar, originaria de CSIRO, Australia, CC8

116 Instituto de Pesquisas Agrondmicas, P. Alegre, originaria ED 024 USA,
Melilotus  officinalis,



OBTENCION DE MUTANTES DE Rhizobium meliloti

CUADRO Nro. 2

Antibiograma de fas cepas salvajes

¥ derivadas*

Concentracién inhibitoria (CIM) en pg/ml
Cepa| SB, | 116 |RCM, | B310jRCA,| SB, | 116 [RCM,|B310 [RCA
Anti- St. St. St. St. St.
biot. ‘
Ka 100 | 150 100 | 200 100 | 100 | 100 | 100} 150( 100
Ge 50 50 25 75 50 75 75 75 50| 75
Sp 700 | 700 900 § 900 | 700 | 900 | 900 | 900 | 700 700
Ci 150 400 150 | 400 | 200 | 200 | 100| 150¢f 400 150
St 3000 |3000 | 3000 | 3000 | 1200 3000 |2500| 700 |1200 {1200
Ri 40 | 200 40 150 40 40 | 250 40 40| 40

*Control: E.coll C 137 No crecié en ningin caso

CUADRO Nro. 3

Obtencién de mutantes resistentes naturales
Antibiético/ EMA con antibiético (pg/ml)/ Frecuencia de
Cepa N*® de colonias/ml mutacién
860 100 150 200
B, St ++r 40% 0 0 2,4.10°
Ka
B,, 1500+ 0 0 0 9,0.10°
100 200 150 1000
RCM,, St | 330% 40 0 0 1,4.101
Cl :
RCM,,, 675 5 0 0 8,0.10°
150 3060 450 600 800
SB2 St LR +4+ +++ 590* 0 5,0.10°
Sp
SB, 4+ H++ o+ 545 0 6,0.10°
0,5 2 4 6 8 15
RCA, +eht E i+ +++ 30+ 0 1,0.10"
Ge
- RCA, BT +++ +++ +++  280%* 0 5,0.101°

Comntrol: E.coli C 137: no crecié en ningln caso
* concenlraciones a partir de las cuales se asisiaron las mutanles resisientes nalurales
+++ crecimienmo confluente
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CUADRQ Nro. 4
Nodulaciéon de las cepas salvajes y derivadas*

Tratamiento Promedio de nddulos/tubo
B,, Ka(3) 13,25
B,, St Ka(2) 12,18
B,, Ka(2) 12,04
SB, Sp(2) 11,90
SB, St Sp(3) 11,90
SB, St Sp(2) - 11,16
SB, Sp(3) 11,90
RCM, St CI(3) 10,89
B,, St Ka(l) 9,86
B, , St Ka(3) 9,80
RCA, Ge(3) - 9,73
SB, St Sp(1) 9,49,
SB, Sp(1) 949
‘B,,, Ka(1) 9,12
: 8,70
RCA, Ge(2) 8,53
RCM, St CI(1) 7,73
SB, ' 7,67
RCA, St Ge(3) 7,62
RCM, CI(3) 7,13
RCA, St Ge(l) 6,97
RCA, Ge(l) 6,81
RCM, 6,30
RCA, 6,30
RCM, St CI2) 6,25
RCM, CI(2) 5,38
RCA, St Ge(2) 4,80
. RCM, CK1) 4,41

* Dos o mds tralamientos subrayados por la misma linea nc presentan diferencias por Duncan al 5%.
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CUADRO Nro. 5
Eficiencia de las cepas salvajes y derivadas*

Tratamienlo Peso scco de la parte aérca {mg/tubo)
Nitrégeno 32,67
RCA, St Ge(2) : 27,96
RCM, 27,06
RCA, St Ge(1) 25,79
SB, St Sp(3) 21,91
B,, St Ka(3) 21,87
RCM, CK1) 21,46
SB, Sp(2) L 21,39
RCM, St CI(2) 20,76
RCM, St CI(3) 19,76
RCM, CI(2) 19,36
B, Ka(3) 18,79
RCA, 18,42
B., 18,15
SB, 18,07
B,,, St Ka(2) 17,82
RCA, Ge(3) 17,71
RCA, Ge(1) 17,49
RCM, CI(3) 17,42
B, Ka(2) - - 16,76
SB, St Sp(2) 16,47
SB, Sp(3) ‘ 16,31 .
B,,, St Ka(l) 15,99
B,,, Ka(1)." ... 1599 .
RCM, St CI(1) | 14,56
RCA, Ge(?) 13,90
RCA, St Ge(3) 13,62
SB, St Sp(1) 13,55
Testigo 12,67
SB, Sp(1) 12,42

* Dos o més lratamienlos subravados por Ja misma linca no presentan diferencias por Duncan al 5%.
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MIRTA LASSAGNO - LILLIAN FRIONI

Foto No. 1 - Resistencia natural de las cepas a rifampicina
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