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RESUMEN

En el proceso de infeccién de Rhizobium m las leguminosas,
participan moléculas producldas por ambos organiemos. Entre es-
tes moléculas estdn losz exopolisacdéridos (EPS) bacteriznos que
ze ha propuesto participen en los eventos iniciales de la infec

cidn, coms la formacién del cayado de pastor o las hebra de in-
feccidn. Para investigar el papel de los EPS en la cepacidad de
R. phaseoli cepa CIAT-839 de infectar y nodular s huéspedes es-
peci{ficos, en este trabajo se aislaron y ceracterizaron 7 mutan
tes selececionadas por su fenotipo Muc— (MSB-V-01 a 07). Fara de
mogtrer que el fenotipo Muc— es debido & le deficiencia en 1la
produccién de EPS se realizé 1a prueba de tincidn con calcoflu-
or, el cual se une al polieamcdrido de prared de la btacteria {Fi-
nen, 1987). Se observd oque todas las mutantes fueron deficien-
tes en su wnidn con caleofluor. Una de las mutantes MEE- Y- 03
presentd un fenotipo ligeramente més mucoide gue el restc delas
mutantes, Por otra parte, la relativamente alta transferencia
del ™5 a A. tumefaciens sugirié que el sitio de insercién &l
transpoedn y por lo tanto la localizacién de los genes responsa
bles de la produccidn de EPS es un plédsmido bacterianoc. En los
ensayoe de nodulacidn con 1les mutantes, se observd cue en las
plantas inoculadas con la cepe silveretre y con la mutante 03
los nddules apareciercn mée rdpidamente (10 a 15 dias) que en
las plantas inoculsdas con las demde mutantes, Ademéds los nodu-
los silvestres fueron rojizos en la cepa =ilvestre y las mutan-
tes 03 en contraste con las de otras cepas fueron pequefios Y
blanguecinoes.



-l. INTRODUCCION

Toda la vida terrcstre depende de la energfa solar que esm
utilizada paras la reduccién del biéxide de earbonon(coz) a sus-
tanciss orgénicas. RBsta produccién primaria la llevan a cabo
orgenismos fotosintéticos, que no sdlo dependen del 002, sino
tambidn de otros elementos. El elemento que se considera como
el factor m4s limitado para la produccidn primarie es el nitré-
geno., Aunque en la atmdsfera se encuentran grandes centidades
de nitrégeno son relativaments pocos los organismos que poseen
la capacidad de utilizar este elemento. Se ha observado que los
organismos que fijan nitrdgeno requieren de la actividad de la
enzima nitrogenasa. Sin embargo, 1la reduccidén de nitrégeno no
88lo depende de la formacién de dioha enzima sino de otros fac-~
tores como la regulacién oslular e intercelular, de procesos
metabolicos y del medio ambiente tanto de factores abiéticos
come bifticos (Quimspel, 1974). Hasta ahora se ha encontrado que
s6lo algunas bacteries y algas asules tienen la habilidad de
satisfacer sus requerimientos de-nitrégaqo. convirtiendo el ni-
trégenc atmopférico en una forms utilizable para sintetigar,

Los organismos f£1ijadores de nitrégeno pueden ser de vida
libre o simbidticos. Dentro de estos Wltimos se puede observar,
en muchos cases, la formacién de estructuras especializadss ¢o=
mo resultade de la interaccién entre estos mioroorganismos y
plantaa especificas, Un ejemplo de eatas estructuras simbioti-
cas son los nédulos que ge establecea como producto de la inter-
acolén entre las leguminosas y laa bactoerias pertenmecientes a
los géneros de Rhizobium, Bradyrhizobium, ¥y Azorhizobium de 1a

familia RhizeobLiaceae.
Iog leguminosas son un grupe de plantas muy importantes pa
ra el hombre, ya que dada su riqueza mutricionsl, estos vegeta-



-les se cultivan para obtener alimento y forrsje (Alekander,
1980} ; resinas, drogas y recursos industriales como concentra- ‘
dos préteinicos, mucilagos y otras materiams primas {Dobereiner,
1968). Se ha propuesto que el TO¥ de loa recursoa proteicos del
mundo se-encuentran et los cereales y en las leguminosas y que
el 30#% restante proviene de la cerne, la leche y huevos, sin em=-
barge, estos ¥ltimos son los mds explotados en los paises en de
sarrollo (Alexander, 1984). Por esta razén se ha considerado im
portante aumentar le produccidén de los cultivos de las leguming
sas para soluclonar el abasto de recursos proteiocos,

Un problema agricola importante es que los fertiligantes u
tiligados parswincrementar las fuentes de nitrdgeno en el suelo
tdenen costos muy elevados. Para resolverlo se éugirid inocular
las nenilles de las leguminosas con cepes de bacterias me jora-
das, que fijen suficiente nitrégeno para satisfacer las necesi-
dades del hoampederc. 3in embargo, la simbicsis no siempre es po
8ible ya que la bacteria puede ser inéapaz de sobrevivir en el
suelo ¢ de competir con otros microorganiemos antagénicos., Ade-
més algunos rhizobia aon rumerosos en el sguele pero otros aon

oy eséaaoa, algunos mueren bajo condiclones de estres, mien—
tras otros sobreviven durante largos periocdoe. Por esta razén
se han incrementads los sstudios sobre la ecolagim de estas bac
terias. Ademfs, el desarrollo de los métodos de trabajo con
DRA rocombinante en las bacteries propoercionan una slternativa
para obtener milcroorganismoes capaces de mejorar el proceso de
fijacidn de nitrégeno. Ims técnicee de la ingenierfa genética
¥ de gendtice cldsica permiten gque los microbiélegos manipulen
a los organismos para aumentar su efectividad o que organismos
no fijadores de nitrégeno puedan adquirir esta habilidad (Holl
sender, 1977).



1.1 OBTENCION Y UTILIDAD DE LAS MUTANTES EN EL ESTUDIO DEL FENQ
MENO DE PIJACION DE NITROGENO. Las técnicas de genética y biolp
gfa wmolecular se han introducido sl estudio ds organismos impor
tantes en la agricultura, debido a que por la gran demanda de
alimentos as nscesario inarementar la produceidn, entre otraé
plantas, de leguminosas (Paredes, 1986). TUna manera de estu~
diaxr el proceso simvibtice entre las bacterias y las legumino-~
sas 65 por medio de la manipulacidn genética. Debido a que &8
mfs sencillo manipuler los genes de las bacterias gque el de
las plantas, a la fecha tienen bacterias modificadas genatica~
mente gue detienen la organogénesis del nédulo que son tiles
para estudiar algunos pasce de este proceao simbidtico.

A las mutaciones se les clasifica dependiendo del cambio
que osurra en la secusncia del DNA. Un tipe de wubacionss mon
las puntuales en las qus sBe cambie una bage de la gecusncia de
DNA. Otro tipo de mutacién son las deleoiones; las cuzles se gg
neran cusndo una secuencia de DNA ge elimina de wanera gque 2las
reglones laterales a esta regidn se unen., Las inversiones son
cambios cromeadmicos en donde sl segmento de DNA afectado rote
180°. Pinglmentoe, 1las inserciones se generan por la sdicién de
bases en un segmento de DNA. Un ejemple del dltimo tipo de muts
olones gon 1las que realizan los transposones, seousnciss de DNA
capaces de iussrbarse en una gecuencia dlanco de DRA, ocon la
congecuente pérdida de actividad del gen en donde so ingerta
(Wataon, 1983).

Barbara MeClintock (1950), en sus estudfos agobre ol mafz
obgervé ol comportamientn de elementos gendticos méviles qua -
ahiban la expresidn del gem o gones ¢on los que s5¢ pone 6h conw
tacto (Watson, 1983). A estos slementos se les denoming secuen



cias de corrimiento y no se les dio importancia, hasta varios
efios después cuando e encontrs que en R, oolt, cxisten clemen—
toe méviles que son reaponsables de mutaciones polarea, como T8
sultedo de la insercidn de segmentos de DNA denominsdos elemen-
tos trunesponibles, Xos elementos transponibles son de dos til
post las pecuencias de inserc¢idn (IS) que uon pequeflos segmen-

tos de DNA que codifican su propla transposicidén y los transpo-
sones (Tn) gue con grandes sa3gaentos da DNA que portan uno o va
rios gencs bordeados por IS5 y que ne wuevon como una sola uni-
dad, Los transposoncs no tlenen wun lugar de insercién especifi
¢o on el cromosoma, Bino que oa mueven & través dol genoma, E-
jemplos de estas secuencias son losg ‘transposones tn9 y el
Tnl681L que tieme en sus extremcs a la IS1, =z cual se encarga
del movimiento del segmento de DWA intirmodio (Lewin, 1987).

Para la obtencifn de nmtantes heacterianas sc han desarro-
1ludo técnicas que aprovachan las funolones de insercidn ds
los transposones. Uno de los transpdsones méds utilizadoa para
la obteneién de mutantes en el proceso de fijacidén de nitrége
no on Rhigobium es el Tn5. Entre las ventajas que presenta
la wmutagénosis con el Tn5 estdn las sigulentes (Berg, 1977)
1) no presentan reversién sspontdnea de la mutacién inducida;
2) confiere resistencia a kanamicina (KmR), 8 neomicine (Neon)
¥y en Rhizobium a estreptomicina (Smn) (Martfnez, 1987); 3) se
ingerta en posiciones al azar y 4) en general causa mutaciones
polares.

Recicentemente, para facilitar la transferencia del Tn5 a
Rhigobium en experimentos de mutagénesis, el transposén se in-
sertd en un pidsmido " suicida ", el cual se caracteriza por su
capacidad de replicarse solo en B, 00ll ¥ no en otra bacteria
gram-negativa. En los huéspedea en donde la replicacién del
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plésnido no es posible, la supervivencia del transposén depende
de su insercidén en el DNA del buégped {Beringer, 1978). Un ejen
Plo de emtos plicmidos "suicidas™ es 1a serie de vectores denow
minades pSUP que fueron dilsefindos para transferirpe por conjugs
cién entre bascterias 'gram-negativna. A pSUP @e le ha insertado
wn transposén (2TnS) y uns secuencis de movilizscidn mod que es
el ori T de los pldsmidos P1, gracies a la cual puede transfe-
rirse & Bbhigobium por medio de conjugacién. El pSUP también po-
see un origen de roplicacidn gque funoiona Uniosmente en B, co-
11, de esta manera ocuando pe transfiers £ Rhizobium no se puede
Teplicar lo que se elimina y el 1"n§ persgiste sflo si se inmserta
al genoma de Bhigobium (Martfnez, 1987)

Para transferir de una bacterias a otra secuencias de DNA

que no tienen la cepacided de hacerlo independientemente, se u-
tilizan pldsmidos intermediarios. Por ejemplo el pldesmido denow-
minado pJdBIJY (pléemido derivado del BR68.45), gue presenta re-
sistencia a tetraciclina '.l'cB b 4 Car‘bnci.lina Gbn ¥ sensibilidad
a Km, (Brewin, 1980} e utiligza con este propédsito, ya que
posee lo@ genes de transferencia tra, cuyos productos actuan
en cuatro diferentes funciones: a) inhiben la conjugadidn entre
las célulam donasdoras; b) contribuyen a la expresidn del pilli
filemento por medic del cuasl se establecen contacto la célula
donadoru.co‘n 1a receptora; c¢) estabilizen la asociacidn entre
el donador y sl receptor; d) participan en las funcionse de el
corte y transporte de una cadena sencilla del DNA a la céluls
receptora. Ademds pars la transferencis es necesario el origen
denominado ori T, que se localiza 6l final de la regifn tra
(Ippen-Thler, 19886). Sin embargo, el 9_1_‘_5_.__2, puede ser complemen

tado en irens por lo que no es neceeario gque se encuentren june



to 2l reeto de los genes ira. De esta manera un plismido que pgo
sea un ori T pero que cerece de sus proplos gencs ira, puede mo
vilizarse con la ayuda de otro pldsmido que si los tiene. Por
esta razén al clonar el ori T en la serie de plésmidos pSUP se
pueden movilizar los pldsmidos del +tipo Pl con la ayuda del
pJB3dJl.
1.2 ESTUDIO DE LA SIMBIOSIS PLANTA-RHIZOBIUM. Como mencionaw
mos anteriormente con la obtencién de mutantes de Rhizobium se
estudian los pasos para la formacién del nédulo y la fi jacién
de nitrégenc., Puesto que nuestro trabajo se centra en loe prime
ros pasos para la formacidn del nédulo describiremos detallada~
mentes

A las bacterias capaces de nodular y de fijar nitrégeno en
las leguminosas se lea sagrupa dentro de la familia Rhizobig
ceae. Dentro de este grupo existen tres géneros que ne diferen-
cisn entre otras ccsas por su velocidad de crecimiento en medio
rico y de su especificidad de infeccidn, Estos géneros son Rhi-
goblum, Bradyrhizobium y Azorhizobium, Se ha observado que una
de las caracterfsticas de formaecidén del nédule por estas bacte-

rias es que su cerdcter es especle-especf{fico, ya que cada espg
oie becteriana puede formar el ndédulo en un rango limitgdo de
plentas, por ejemplo, R, meliloti infecta a la alfalfa, R. pha-
Beoli al frijol, R, trifolii al trébol, R, leguminosarum =l chi
charo y Bradyrhizobium japonicum a la soya (Vincent, 1980).

Se ha estudiado que el proceso simbidtico se 11leva a cabo
en diferentes etapas, y aunque existen diferencias para la fore
macién del nédule entre los diferentes sistemas Rhizobium-=legu-
minosa 1los pasos generales son log siguientest Al injeio del
process las bacterias son estimuladas por los flavonoides y 9

tros exudados de la planta mandando una seflal &l meristemo vegg
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tal para que se inicie la formacién del nédule (Redmond, 1986).
Después las basteries son atrafdes hacia las rafces de lae plan
tas ¥ 58 unen 4 1oa pelos radicales menos desarrollades {Ba-
uer, 1985). Los pelos radicales se eanroscan en forum de cayado
do pastor ¥ atrapan a 1a (9) bacteria:(s) en su interior. Lee
bacterias se multiplican e infectan la parte exterma del cayajo
de pastor y con el material de la pared ceulular del cayado se
forma unz estructura tubular llamada hilo de infeccién. ElL hile
de infeccién se ramifica y penetra a las célules de la corteza.
Las bacterias se liberan y gquedan englobedas dentro de membra-
nas veribacteroidgles. las bacterias localizadas an el oitoplag
ma de las cdlulas vegetales sa diferancian en bacteroide. Bn
cata forma los bacteroides tienen la capacidad de fijar nitré-
£eno.

Yos nddulos funcionales se encuentran formados por varios
tipos celulares, su zona mds externa ge¢ encusentra formada por
¢célnles de tajido parenquimatoso gque se origina del meristemo
nodular. La zona meristemdtica es la regién en crecimiento ykﬂa
donde se ven especinlizando las células en los diferentes tefi-
dos del nédulo, Esta zona determina la forma y el tamafic del né
dulo, loa cuzles se clasifican en: Indeterminados, nédulos de
forma cilindrica y que tienen un sistema gbiserto que comecta el
mertstemo nodular con ol sistems vageular de la rafz; y los de=
terminados que tienen forma esférica y que tienen un sistenma -
vaacular cerrado, La gona bacteroidal se encuentrs en el inte-
rior del nédule y sstd formada por células infectadas y no in-
fectadas. Las células infectadss alojan en su interior a numerg
sos bacternides rodeados por membranas peribacteroidales de ori
gen vegetol ( Alexander, 13980},

.
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;.3 LOS GENES DE NODULACION, Los genes simbidticos de Rhizobium
6e hen identificado por secusnciacidn, anflisis protdice de mue
tantes y en algunos ¢asos con anflisis protdico. Las especieé
de Rhizobium de crecimiento répido posesn uno o mda pldsmidos
de alto peso molaculaf. Algunos de ellos poseen genes que pnx"ég._
cipan en lz simbiosie por ellc se les denomins plfésmidos eimbid
ticos (pSym). Bl temefio de los pldemidos pSym varfa desde los
plésmidos de R. leguminosarnm do 200-300 kilobases (Eb) & los-
pldsmidos de alto peso molecular {1200-1500 Kb) de R, melilotdi.
Los genes de nodulacidn (nod) ¥y 2os genes para la fijacién de~
nitrégeno (nif y £ix) en R. meliloti, R. leguminosarum, R. tii~
folil y R. phaseoli se encuentran en el pSym. En cambio en B.
japonicum los gones homblogos mse localiran en 61  cromosona-:
(Djorjevio, 1987). Se han realizado diferentes estudios en
donde se demuestra que las bacterias que plerden el pSym tame
bién pierden su habilidad para intersctuar con las leguminosas
(Truchet et al,, 1984y Hookyass, 1961). Gon 1o que se  conclu
ye que las pxinéipales determinantes de la simbiosis estdn codl
ficados en plésmtdos,

Se han identificado dos grupoa ds genes nod, unocs son 108
que intervienen en las funciones bhésicas pars la formacidn del) .
nédulo y los otres los que definen la especificidsd del hopeds
ro. Loa primerss son 105 genes nodABC y nodD. Se ha obaservado
que el gene nodd, el cual ze puede dncontrar repetido varias vg
ves en el pSymn (Rodriguez- Quifiones, 1987), reguls positivamen-
te la expresidén de los genes nodAB3 cuando estdn presentes los
exudados de la plante {(Redmond, 1986), Bl principsl inductor ade
log gexes nodD en B. meliloti se alelé de la alfalfu y se iden-
tificé como flavune luteina (Peters,1986). En R. leguminosarum-




ae demostrd que useondo los flavonoides comerciales eriodictiol,
naringenine, apildenina y luteolina se mctivan los genes nod a
concentraciones en el Tango de nanomoles (Zaat, 1987). Se
ha observado que los inductores méds comunes son las flavonas y,
flavononas hijdroxiledas, por ej,, la T,4 dihidroxiflavona en
trébol; luteolina en alfalfa y splgenina~7-D-glucosa en chicha-
ro (Djorjevie, 1987).

Las mutantes en nodA, nodB o nodC presentan el siguiente
fenotipo t no presentan deformacidn del pelo radicel (Had-),
no hay formacién del hilo de infeccién (Inf-), ni desarrolle
del nédulo (Ndv—) (Kondorosi et g1, 1984; Ropenberg et al,l981;
Bender g% 8l., 1987). S5in embargo, no se conoce la funcién bio-
quimica de sus productos. Tembién se ha observado que los genes
nodABC parecen ser funcionslmente intercambisbles entre las di-
ferentes egpéciee de Bhirobium por 1o que se les ha denominado
goenes nod comunes., Ademds de loe genee nodABC se ban ldemtifica
do, formendo el mismo operdn a los éenes nodl y nodd en R, legm

minogarum, Lae mutaciones en estos genes causan retraso en 1la
nodulacidn (Downie, J.A. et al., 1985). Estos genes en B. japo-
nicum ge encuentran separados de los genes nodABG (KRieuwkoop,
A.J, et al., 1987) pero sun no se ban aislado las mutantes en es
ta regién, B
El o%ro grupo de loa genes nod son loa que determinan la
eapecificidad y ¢l desarrollo temprano del nédulo, Estos genes
se han aislado de difererites especies de Rhigzobium, pero esenci
almente este grupo esta formedo por los genes nod BF ( Djorje=
vic, 1987). Los mutantes en los genes nod EF impiden qus la bao-

teria nodule normalmente causando una deficiencia en el desarro-
110 del nédulo ( Navd ) sin la formacidn del hile de infecoidn
(Inf-) (Debelle et gl., 1986; Djorjevic et gl., 1985), ElL andii-
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sie de la secuencia de DNA en lom genes nodEF demostr$ que son
sltemente nomdlogos en R. leguminosarum y en R, meliloti. Por
otra parte el andlisis de las protefnss que sintetiza el gene
nodP demostré que oste gene es similar & unsk protefna acarreadg
ra de grupos acilo de B, coli, Shearman (1986) sugirié que este
gene puede intervenir en la acetilacibén ¢ en la sintesis de ci
dos grasos o de lipopolisacéridos de la bacteris. La funcién de
ol gene nodE se desconoce. En R. meliloti ee identificé otro ge
ne esenciel pars la determinacién de la eapscifiocidad del hoepe
dero, 61 gene nodH, Les mutantes en este gene no forman hiloca

de infeccidn ni nédulos en alfalfa pero pusden inducir nddules
en dos especies de Vioia (Hovarth et al,, 1986),

Log genes nod que he desorito ese encuentran en la mayoxis

de Xas especies de Rhizobium, sin embargo, ae hoa cetudiado gue
existen 5en§a nod caracterf{sticos de cada especie, Por lo que
g6 siguen reslizando trabajos para buscar otros genes nod impli
cados en la nodulecidn y en la especificidad.
1.4 EL PAPEL DE LOS POLISACARIDOS Y LIPOPOLISACARIDOS DE RHIZO~
BIUM EN EL PROCBSO DB INPECCION. Bn el procesc de infaccién de
Rhigobium en las leguminosam, participan moléculas producidas
por amboa organismos., Recientemente oo le ha dade gran interés
8l sstudla de los exopolisacdridce (lPs),@-(1-2)-glucano ysa
l0s lipopolisecdridoe (IP38), ya que se sugiere que intervienen
en los primeros estedios del desarrollo del ndédulo.

Se ha sugerldo gue los LIPS intervienen en el reconocimien-
to especifico Rhizobium-leguminosas, &n donde as supons qué uns

lectinag especffice de las rafces de las leguninoses as une a
los LIPS, Sin embargo, se han reportade resultados contradioctos=
rios acerca de esta unién entre el LIPS y las lectinas (Kumbere
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ger, 19793 Pueppke, 1984). Los IPS se componen de una fraccidén
1tpfdica (1{pido A}, un poligacdride (PS1 o antfgeno O) y un o-
ligosacdrido (PS2), aunque existe unag gran variacién en .su com-
poaicidn entrs diferentes cepas.

Algunas mutantes de R, meliloti y de R, phasedli defectup

gss en sus LPS no poseen la capacidad de entrar a la rafz, la
matante f£ix2l de B, meliloti deficiente en la producoidn de 1i-
popolisacédridos (IP5—~) forma hilos de infeccidn mbortivea (Hanw
ks etal., 1987). En R. phaseoli una mutente que carsce de anti-
gena O induce la formacidn del cayado de pastor y del hilo de
infeccién perc las baaterias mno invaden el nédule (Nosl et a1,
1986}. Por 1o que se ha sugerido gque les LPS tiensn un papel re
levante eon la morfogénesis del nédulo.

También se ha estudisde el papel de los EPS por medioe Qe
la obtencidn de mmtentes diferentes espacies de Rhiwobium, Las

colontas de las mutantes que han perdide sm wucosidad carac~
terfetica {fenotipo Muo—) presantan‘ defectos en 1la efnteains de
sus EPS, por lo que no se unen al ocalcofluor. El calcofluor es
un colorante fluorescente que se liga a las uniones 31-3 y 01-4
de los polisacdridos (Leigh et al., 1985; Finan et sl,, 1985),
Los estudios realizados en R. meliloti han determinado que las
mutaptes que no sintetizan low RPS denominado succinoglucane o
que tienen modificadn la estructura del mismo forman nédulos i-
nefeotivig, No es necesaria la afntesis de los EPS pare la proli
feracidn de las células de la rafz que forman ol nédulo, ya que
la induccidn de los genes nod se realiza cuando laa bacterias
todavia estdn distantes de la rafz (Finan gt al., 1985).

El succinogluceno es un polfmero de subunidades octasacdri

dos gue contienen 7 unidadea de glucosa y urna de galactosa con
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unfones (3 , asf como un carboxietilideno {(piruvato). Cada eubu~
nidad posee aproximsdamente un grupo suooinil y un grupo acetil
en sitios indeterminadoe (Aman et al,, 1981; Jansson ¢t al. ,
1977) (P1g. 1). Por medio de un anflisis gendtico detallado en
B. meliloti ae han podido identificar una serie de loci que in-
tervienen en la sfntesis de los EPS. Las mutantes de R. meli
loti son las sigulentes: las mutaciones en los genes exoA, exoB
~8xoC, exoR, exoPF, exoM, exoP, exoQ y exoT impiden completamente
la afntesis del EPS succinoglucano y dan como regultado la 4in-
duccién de nédulos vacios (Pix~) (Long et al., 1988); las mu—
tantes exoH carecen del grupo succinil del guccinoglucane, neo
presentan fluoresconcia con el celcofluor y tatbién forman nédu
los vacios (Leigh et :;ag.... 1987); las mutantes 8xol ¥ exod pre-
senten poca fluorescencia con sl oalcofluor, producen .poco
(ex0d) o nada (@xoG) de la fracoidén del succinogluceno de alto
. peso moleculer, inducen ndédulos que fijsn nitrégeno deficente -
mente (Long et al., 1988). Se identificaron también otroa dos
loci el exoR y el exoS cuyos productos poseen un papel negafi-
vo on la regulacifén de la sintesis de EPS (Doherty et sal.,
1988); las mutentes exoD Yy exoK tienen alterada la preduccidn
de los EPS pero no tienen ¢l efecto en el desarrollo del ndédu
lo. En R, meliloti se observd que los genos exoA, exoB, exof ,

oxoH y exoK estédn localizados en el megapldemido que no porta
los genes nif y nod de R. meliloti mientras que los genos exoC
y 8xoD se encuentran en el cromosoma (Leigh., 1385; Leigh etai.
1987y Finan et al., 1986). '

Se sugirié que los defectos simbibticos pueden resultar
la sussncis del precursor octasacfrido dursnte la sf{ntepis del
guccinoglucaio ¢ en la polimerisacidn (se han reportado defeg
tog on el sucoinoéluomo por la falta dsl grupo suceinil (Le
igh gt al., 1987) o del grupo piruvato (Muller et al., 1988).
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Eg posible quo - un EPS tenga mas de un papel en la simbiosis y
esto se puede apoyar con los resultadoe obtanidos con le mutan
te ox0G que produce solamente una fraccidén del EPS de bajo pe~
80 molecular y forma el nédulo con una eficiencia reducida,
en cambio la mutante @eXoA que no produce EPS de ningin tipe
forman nédulos vacios inefectivos. Por lo que me sugirid que
existen diferentes papeles pars las formes de mlto y bajo pesmo
molecular de los EPS,

Bn estudioas recientes se demostrd que B. meliloti poses la
capacidad de sintetizar un segundo EPS (EPS II) el cual me sugl
ri§ que posee 1la capacided Jde sustituir el succinoglucano
(EPS I) en le infeccidn y en el nédulo dnicamente cuando R, me-

11loti interactda con Medicogo sativa pero mno se obeervd con
ningdn otro hospedero (Gelzebrook J. & ¥alker, G., 1989). En o-
tro estudio reamlizado por Zhan (1989) con B, meliloti se anali
garon y caracterizeron mutentes que producen otro EPS {BPSH) 3y
80 observd que tembidén pueden sustituir al sucecinoglucano du-
rante la infeccidn,.

En R. phageoli ae aielé una mutacién en el gene llamado
pss que afecta la rfntesis de KPS, se localizé fuera del plda
mido simdbibtico y se observs que no tiene efocto en la simdid
slp. Sin embargo, el pSym de eata mtante se sustituyé por e
pSym de R. leguminossrum y se observl que fue incapaz de nodu
lar pero el efecto fue corregide introduciendo wuna clona de
Xanthomonss campestris con los genes gexo (Borthakur et al.
1986}, Por lo que se concluyo que los EPS afectan la simbio -
sle en R. legmminosarum pero no a R. phaseoli. Tambidn en
ostas especies se han descrito doe genes que se localizan en
el pSym y que parecen tener um papel rogulatorio en la pro-
duccidn de los RPS durante la simbiosis, K1 gene psi, cuando
se encucnira en multicopia inhibe la sintesis de EPS y paroce
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afectar el degarrollo del nédulo, También se eatudié que el gg
ne psy restaura 1la afntesis de EPS cuando se encuentra tam -
bién en multicopia (Borthakur, 1986; Borthakur & Johnstorn
1987).

Bn la cepa NGR 234 ds R. sp. se observd que las mutantes
BPS— formaron nédulos normeles con algunas leguminosas pero
tumores deformes en otras. Djorjevic et al., (1987) logré ca
rregir los defectos en la sintesis de los EPS en ias mutantes
de esta cepa afindiendo sl polisacdrido purificado de la cepa
silvestre.

A pesar de los estudios realijados en los BPS n¢ se ha
podido determinar el papel exacto de los EPS en el proceso
simbiftico, por lo que se siguen realizando estudios en las
diferentes especies. Como ya mencionamos en R, phageoli ge de-~
4omainé que loy EPS no tienen ningin efecto sobre el proceso
simbidtico. Sin embarge, se sabe que la cepa CIAT-839 de R.
phasgeoli presenta una organizacién genética muy diferente =
las demds cepas de R. phageoli. Por esta razén en este tra-
bajo nos propusimos estudiar el efecto de log EPS en el pro-
ceaso gimbidtico entre CIAT-899 y Phaseolug vulgaria ., Se obtu~
vieron mutantes deficientes en la produccién de EPS que forma-
Ton nddulos incipvientes y vacios y otra mutante c¢on morfolo -
fom £:9 Muct que tiene la capacidad de formar ndulos infectadosy
parecidos a log de la cepa sllvestre.
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Pige 1 Estructura del EPS succinoglucano polimero de subuni
dades octasacdridas que contiene 7 unidades de gluco
8a y una de galectosa con uniones (3 , as{ como un
carboxietilideno (piruvato), cada subunidad posee un
grupo acetil y un grupo succinil en sitios indetermi
nedos (Amsn et el,, 19813 Jansson, 1977).
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2. JUSTIPICACION DBL PROYECTO

En México el cultivo del frijol ocupa el segundo lugar en
impotancia, por 1o que se detinaron 1 530 000 hectédreas (Noti -
SARH, 1981), 10 que indica que el eatudio de métodos para aumen
tar la productividad serfa de interés desde el punto de vista 8
ocondmico y de mutricidn., Se sugiers que una menera de aumen =
tar la produccién de este cultivo es por la inoculeeidn suple=
mentaria de bacteries fijadoras de nitrdégeno, manipuladas gené-
ticamente, con el fin de incrementar su efectividad, es decir,
la capacidad de le bacteria para fijer nitrfgeno en las legumi-
nosag. Por este razén eas importante el estudio del proceso de
infeccidén de R._phaseoli en Phaseolus vulgaris.

Por las diferencias encontradas en la organizacién genéti-
ca de diferentes cepas de R._phaseoli se decidid dividir a es~
ta especie en dos tiposs el tipo I son bacterias que presentan
reiteracién del genme nifH y dnicemente forman nddulos efectis
vos en Phaseolus. En cambio el tipo II (CIAT-899, CPN-299 b2
UMR~-1020) no presentan reiteracifn del gene nifH y forman nédu

los efeotivos en Pheseclus y nédulos inefectivos en Leucaena

(¥artinez, 1985). Por otra parte ase observéd que las cepas del
tipo II muestran poca homologfa de bases c¢on la regién nod -
nif de las cepas tipo I {Brom, 1388). lLas cepas del tipo II ,
CIAT-898 y CPN-299, ademés presentan caracterfsticas comunescd
mo son la resistencin a pH dcido y a concentraciones elevadas
de aluminio (Martfnez, 1985).

Bn la introduccién se menciond la importuncia que tienen
los exopolisacdridos durante el proceso de infeccidn, Sin em—
bargo, en R, phaseoli del tipo I se obmervéd que la susencia de
EPS no afecta la simbiosis (Bortakur, 1986}, Debido a gque los
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doa tipoa praesentan una organizacidén gené%ica diferente, en es~
te trabajo hemos decidido utilisar la cepa CIAT-899 para obser-
var el papel de los EPS en las bacterias del tipo IT. También
ae observé qus 1la pérdida del pl&mido simbidtico en 1la cepa
CIAT-899 18 confiere un fenotipo poco mucoide (Muc~) (comunica
oidn personsl con el CIFN) y que las transconjugantes de A. tu-
‘mefaciens curedas, que carecen del pldemido i, a las que <L
lea transfirid el pldsmido simbiético de CIAT-839 adquiriercn
ls habilidad de nodular y ademfs de fijar nitrégeno (Martinesz,
1985). Por 1o tanto se suglere que en el pldemidc simbiético me
localizan los genes pod, nif v _oxo de la cepa CIAT-899.

Trabs jar con' la cepa CIAT--899 ofrece muchas ventajas ya
que ademfs de ser una cepa que f£ije eficlentemente nitrségenoc,
es tolerante m pH £oido (4,15-4.9), m sltaa concentraciones de
sal @proximadaments 0.2 M), manganeso (Sd ppm) ¥ aluminto (Sppm)
{Graham, 1981), lo gue 1a hace una cepa 1deal paras usarse como
indculo en suelos con altas concem:x-'acioena de estos elsmentoso
en guelos deidos, por ojemplo en suelos en lo que alguna  ver
fueron gelvas (i.e., algunos pastigales de Tabasco},
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3. OBJETIVO GBNBRAL
Estudiar el papel de los exopolisacéridos en el proceso de
infeceidén de la cepa CIAT-B99 en Phaseolus yulgaris,

OBJETIVOS PARTICULARES
1.~ Obtener mutantes de CIAT-899 deficientes en la produc~-
¢ién de EPS por medio de la insercién del elemento TnSmob.
2.~ Caracterizar a las mutantes deficientes en la produc=
¢ién de RPS (Exo~)}, en su capacidad de formar nddulos,

3.~ Looalizar los transposones TnSmob en el genoma de las
mutentes Exo—.
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4, ESTRATEGIA

Para cumplir con los objJetivos del proyecto nos planteamos
1a siguiente estrategia de trabajos ’

~ Se mutageniz4 con TnSmob a la cepa CIAT-899 (RLfR) ¥ me
obtuvieron derivados EKmf,

~ Se seleccionaron mmtantes con morfologia Nuc— en medio¥m
¥ a@e provd su afinided por el calcofluor,

- Con el fin de diferenciar entre las mutantes cromoseoma-
les y las plasmf{dicas se transfirié el TnSmob (KmR) a bacte-
rias Agrobacterium tumefaciens curadas (cepa C58C1EC). Unicamen

te se pueden obtener transconjugentes con 1las mutantes que ten
gan el TnSmob en el pldsmido.

- Por ¥ltimo se reglizé la caracterizacién preliminar de
los fenotipos de nodulacién y efectividad de las mutantes,
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5, METODOLOGIA
Bacteriug y plésmidos

Las cepas y plésmidos utilizados en este trabajo se mues-
tran en la tabla I. Estos fueron donados por el CIPN-UNAM.
Hedios_y condiciones de crecimiento bacteriano

La composicidn de los medios de cultivo se detallan en 1la
tabla II y III. Los reactivos utilizados para preparar los me=
dios fueron de la marca Bioxén.

- E. coli y A, tumefeciens se crecieron en medio LB (Miller
1972) .

- La cepa CIAT-899 y sus derivedos se crecieron en medio
Py (Noel et al, 1984) o en meddio Ym (Vincent, 1970), adiciona-
dos cuando se requirié con los siguientes antibidticos: Rifampi
cina (Rif) 50 g/ml; Kenamicina (Em) 30 g/ml; Estreptomicina
(sm) 20 g/ml; Carbemicilina (Cb) 30 g/ml; Eritromicina (Ery)
30 g/ml; Cloranfenicol (Cm) 30 g/ml.

Aislemiento de mutantes obtenidas por medio de la insercidn del
TnSmob.

Sa tomaron 0.1 mi de cultivos en fase ostacionaria de
CIAT-899 (receptores) y de E. coli SM 17-1 (donadorge). Se meg—
claron y plagueatron sobre oajéu de Py que se incubaron a 30 °c

durante toda la noche. Las bacterias obtenidas se resuspendie-
ron en agua eatéril, se hicieron diluciones de 10-2, 1074, 107¢
Yy 10"8 ¥ se plaquearon en el medio selectivo ¥Ym Rif Km.

Les cepas que mostraron un fenotipe no mucoso en el medio
de seleceidn ge purificeron y se comprobd su afinidsd con el

caleofluor,.
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Prueba éa tincidn con calcotluor

Para comprobar que las uutantes do Riizeobium eren incapaces
de produecir EPS se roaliéd la nrusba de tincién con calcofluor,

Toae mutantes Hueee ge piceronm con un testigo ruc* en Py sé
lido con 0.02% de ¢alcofluor ¥ se lusubaroan & 30°c durenté
48 h, EL coamplejo fevmado por al calcoflunr al unirse sl EPS de
1s pared de las cepes tuet a1 exponerse a la luz U,V¥, fluoresce
(Leigh et al., 1985),

Pormecidn de nddulos
El fenotipo dg noduwlacifn de las mutantes me analiné con

ol método aiguiente: leg semillins de i jol * Canario 107 " se
esterilizaron suuerglendoles en hipoclorito de eodio a2l 1% du-
rante 10 minuton y pogtericvirvente sc enjuagaron con agua dosti-
lrda eabdril,. Las semillaz se incubaren en tubos do ensaye con
1 ml de enlsivo 1fouido en fase log de cada una de las bacte =
Tizs mutantes hasta que germincron y se sembraron dos semiilas
por botella cn el siglema jarra-botolls de Leonard modificado

{Vincent, 1970). Se¢ utilizé como sustrato agrolita & la que se
ajuatd sl pH 6-7 y soducibn nutritiva de Jensen (pB 6,5-T) (Ta
Wla IV) (vincent, 1970). Las plantas se colocaron por  sspacio
de 20 dias bajo las siguientes condiciones $ fotoperiodo da
12 h Juz y 12 h obscurided, a 25 % con una humedad reletiva de
58%, Despuds de este tiempo s6 obmervé si las mutantes nodula-
ron y si formeron nbdulos efectivoa,

De los nédulos que se Jormaron se obtuvieron a las bacte—
ries de la siguiente manera : un néduleo de ceds planta se este-—
rilizd con hipoclorite de @odis 1% en un tubo de ensaye caté-
ril, después se lavé cinco veces con agus destilada, se machae-
co el nédulo con uwnm verilla de vidrio ¢stéril. De este sobrena
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dante se hecen diluciones y se alembran en madio Py ¥ Ym RifEm.

5.6 Transferencia de material genético de Rhizobium a A, tumefao~

Para localizar el transposén TnSmob dentro del cromosoma
o e1 plésmido de las mutantes Exo— se¢ roealizé le transferen—
cia del material genético de CIAT-899:1TnSmob a A. tumefaciens
de la manera siguiente:

Las mutantes Exo— se conjugaron en Py s61ido con la cepa
1830 que poses el plédsmido pJB3JI (SmR‘l'cHCbn) (Beringer, 1978).
Las transoonjugemtes se cultivaron en el medlo de seleccidn Py
Bif To y se conjugaron con A. tumefaciens C58C1EC en LB, Deg
pués se selecclonaron les bacterias con los antibidticos Bry ,
OCm y Em,




fabla I

ORIGEN Y CARACTERISTICA DE LAS BACTERIAS Y LOS PLASMIDOS

Cepas baoterias

o pléswmidos Caracter{sticas relevantes Refercncia

Cepan

R, phaseoli Tive IX (no reitera- Brom, 1988
do en nif)

CIAT-899 S shicy LU W
resistente a pH Aci-~
do

CE-3 Tipo I (reiterado en Hoel, 1984
nif) derivado de 1la
cepa silvestre CFN42
sul

E. coli

Sa 17-1- 294 recA, derivado Simon, 1983
RP4 Integrado en el
cromosoma

HB1O1 suR F—, hsdS520, rec Boyery Roulland
Al3,arald,proA?,lac Dussoix D.,1969
Y1,g01K2,rpal20, Xy
15, SUP E44

1830 SmB pro, met Beripger, 1978

_A. tumefacigns
CS8C1EC

EryR cn?  curads del
pldsmido Ti

Holsters, 1980

Plésmidoa
pPSUP 5011

pIB3JIL

Tipo P con un sitio
Ge reconocimientn pa
ra la movilizacién

derivado del Rud.4
trat TeR CHR

‘Simon, 1983

Simon, 1983



Tabla II
MEDIOS DE CRECIMIENTO PARA Rhizobium

Py {Noel et ml., 1984)

Peptona de caseina 5 8
Extracto de levadura 3 g
Cloruro de calcio 7 wn™
Agar 15 g
Agua destilada 1 1

»
Se esteriliza a, parte y después se a
grega al medio.

Ym {Vincent, 1970)
Poafato de potasio monobdsico 0.5 g
Fosfato de potasio &ibdsico 0.5 g

Sulfato de megnesio 0.2 g
Cloruro de sodio 0.1 g
Cloruro de calcio 0.04g
Bxtracto de levadura 1 g
Hanitol 10 g
Ager 15 g
Agua destilads 1 1



Tabla IIX

HMEDIO DE CHECIMIBNTO PARA E. ¢0li Y A, tumsfaciens

B (Miller, 1972)

Peptona de cageina 0 g
Extracto ds levadura 5 &
Qlorurc de sodio 0 g
Agar 15 g
Agua destilada . 1 X



Tabla IV

MEDIO JENSEN {Vincent, 1970)

Posfato de calcio monobédsico
Posfato de potasio dibvdsico
Sulfato de magnesio
Cloruro de sodio
Clorure férrico
Solucidn de oligoelementos
Agun destilada (aforar)
PH 6.5 ~ 7
SOLUCION DE OLIGOELEMENTOS

4dcido bérico
Sulfato de zinc
Sulfato de cobre
¥olibdato de sodio
dgua destilede

pH 6.5 - 7

1.00
0.2
0.2
0,2
0.2
1.00
1.00

0.5
0.5
0.02
0.0%5

’ E E‘ R R W xR

H R K k&
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6, RESULTADOS
Mutagénesis de CIAT-899 con el transposén TnSmob

Se mutegenizé la cepa CIAT-899 con el TnSmob por ol método
antes descerito. Do las transconjugantes que crecieron en el me-~
dio Ym Rif Km se alslaron las mutantes que formaron colonias po
co mucosas (Muc—) (Pig. 2). De tres diferentes oxperimentos de
mutagénesis se aislaron 6 mutantes cuya morfolog{a ¢olonial fue
poco mucosga y transparente, y se obtuve una con fenot‘ipo lﬁuc:,
que ame clasificé con este fenotipo ya que su morfologia colonial
fue mds mucosa que las otras mutantes y el color de las colonias
blanco. Sin emdbargo, esta colonia ge podfa diferenciar de 1la ce
pa silvesatre de morfologfa mucosa (luc+). A las matantes ge 1les
denominé MSB-V-0% a la 07.

Frecuencia = Nimero Ads mutantes totales
Mimero de mutantes MWuc—

Do una de los experimentos de ‘mutagénesis se caleulé una
frecuencia de 2,7 X 10~3

Prueba_de tincidn con celoofluoy

Para demostrar que el fenotipo Muc=~ me debe a 1lm falita de
producoibén de EPS las mutantes se picaron ea medic Py pélido
con 0.02% de celcofluor con un testigo ¥uet. Se observé que to
das las mubtantes Muc—+- ¥y la Mue~- so.rl negativas en su fluorescen-
cia (colonias obscuras) en contraste de la colonla de CIAT- 899
Mact (colonia brillante) incluida como control (Tabla V}{Pig.4).
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Formaciénm de Nédulos

Los siguientes resultados fueron obtenidos por Gractela Har
ti{nez la cuul montS el sistema Jerra-botella de Leonard en la
USB. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V en donde
se puede observar que las mutantes Muc— formaron nédulos pequetios
¥ blanquecinos a diferencia de la mutante Muct denominada MSB-V
03 que form§ nddulos tipo silvestre de aproximadamente 4 mm y de
color rojiego.

30 pudiercn obtener bacteriss sélo de los ndédulos formados
por GIAT-899 (RitR) las ocuales conservsron su fenotips Muc® 7 su
resistencia a la rifasmpicine y la mutante MSB-V-03 (RianmR) que
consexrvd su fenotipo Muci ¥ tembidn su resistencia a Kanemicina
y rifempicina (Tabla VI).

Transferencia del materisl genético de CIAT-899 s A, tumefaciens
Bn los experimentos de conjugacién de les mutantes MSB con

la cepa 1830 se obtuvieron recombinantes de todas las mutantes,
Bsto nos sugiers que el +transposén TnSmob se 1inserté en el
plésmido de la cepa OCIAT-899 lo qus permitié su traunsferencin
en contraate si se hubiera inaertedo en el cromosoma.



Tabla V
FENOTIFOS DE CIAT-899 Y MUTANTES EXO-

Bacterias Fenotipo Muc Galcofluor Nodulecidn
CIAT-B99 + + +
MSB~V-01 : - - -
ASB~-V~02 * - -
HSB~V-03 - - *
MSB.aV=04 - - -
M3B-V=0%5 - - -
MSB-V—06 - - -

MSV-Y-07 - - -

Las mutantes MSB se'cultivéron por 43 h en medio Py con
0.02% de caleofluoxr. Las coloniasas se observaron bajo
luz U.VY. y se registrd su fenotipo,



Tabla VI

Cepa

CQIAT-899

HSB-V-01
H3B=-V-02
HSB=V-03
HSB-V-04
MSB~-V-05
M3B-V-06
MSB-V-07

HODULACION DE

Tiempo de
Aparicidn de
Réaulos

15 dias
8 semnnas
"

15 dins

8 semanas

"
"

LAS MUTANTES EXO0—

Coloracién
de los
Nédulos

rojizos
blanquecinos
w
rojiges

blanquecinos

Rafcep de Phaseolus vulgaria "Canario 107"

Presencia
de
Bacteroides

colocadas

por espaclio de 20 4ias en condiciones eatériles ino-

culadas ¢on Rhizobiwn poxr medio del sistema Jarra bo-

tella de lLeonard y se registro que a los 15 dias apa-

recen nédulos.



Pig. 2 MUTANTES DEFICIENTES EN LA PRODUCCION DE EPS

La cepa CIAT-899 (RifR) me mutegenizd con el transpo-
sén Tnomob, De las transconjugantes que crecieron on el medio
Ym RifKm ge mislaron mutantes que formaron colonims poco mu~
sas Muc— (B), Se obtuve uns mutante con fenotipo Muct (¢} ya
que su morfologfa coclonigl fue més mucosa que las de las otras
mutentes, sin embargo, se podfa Aiferenciar de la cepa silves
tre de morfologis mucosa Muc® (A).




MSBV-01 MSBV-02 MSBV-03 MSBV-04

MSBV-05 MSBV-06 MSBV-07 CIAT 899

Mg. 3 PRUBBA DE TINCION CON CALCOPLUCR

Paras demostrar que el fenotipo Muc— se presenta de-
bido a la falta de produccidn de EPS se reslizé la pruedba-
de tincién con calcofluor (Leigh, 1985). En medio Py eéli-
4o con 0.02% de calcofluor, ase picaron las mutantes Muc— y
CIAT=899 Muc’. Al alumbrar las colonias formadas a las T2h
eon 1la luz U,V. se observd que lap mutantes Muc— son nega-
tivas en su fluorescencia en contraste con la colonia de
CIAT-8359 luc' ineluida como eontrol, que sf desprende flug
rescencie.
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T. DISCUSION
Recientemente para éstudiar las funciones de los exopoli-
gacéridos que biosintetizen las bacteries del género Bhizobium
se han obtenido mutentes Exo— en R. meliloti (Finan, 1985
Leigh, 1985); R. leguminosarum (Napoli, 1880; Puhlor, 1988) ;
Rhizobium sp. cepa NGR 234 (Djorjeviec, 1987; Chen, 1988); i
trifolii (Chakravorti, 1982; Djorjevic, 1987) y R. phaseoli
(Borthakux, 1986; Noel, 1986; Vandenbosch, 1985). En las copas
del tipo I de B. phescoli se observé que la susencia de los
EPS no afecta el proceso de infecoién. Sin embarge, 8¢ ha estu
diado que 1a organizacién genética de las bacterias del tipoll
@p muy diferente a las del tipo I (Brom et sl., 1988) y por lo
tanto el papel de los EPS puede se tambidn diferente para cada

wio de loe grupoas,

En este trabajo se aislaron y caracterizaron 7 mutantes
Exo— derivadas de la cepa CIAT-899 (RifR) perteneciente al gru
po de las bacteriae‘del tipo II de R. phaseoli. Para Ja obton-
cién de estas mutantes se midid la frecuencia en una de las 3
mutagénesis realizadas y fue de 2.4 X 10-3. Se pudo observar -
que la frecuencia normelmente presenta el TnSmob es de 10—5. Bs
ta frecuencis ten elevads puede sugerir que sl mutagenizar los
genes que codifiean para ls morfologfa colonial poco muccsa de
1a bacteria CIAT--899 presente caracteristicas especiales como

son las siguientes: que el nmimero de locus que codifiocan para

ol fenotipo Muct es muy elevado aumentendose por esta razén la
frecuencie de la mutegénesis o que el TnSmod reconozca de alga
na forma & los genes de CIAT~899 que codifican el femotipo Mud

¥ que por lo tanto la insercién no sea al as=ar.
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Se observé que las mutantos obtenidas en este trabajo & ex
cepcidn de la mutante MSB-V-03, presentaron una morfolagia colg
nisl poco mueosa y transparentc, por lo que se les desaigné el
fenotipo Muc~, La mutunte ¥SB-V.01 a diferencie de laa anterio~
rog present$ una morfologi{a colonial més mucoma y ol color ds -
las colonias fue blanto. Sin embargo, la morfologia colonial fue
menos mucosa que el de la cepa silvestre (Muc™), por Lo que so
le designd el fenotipo Fuct, Lae mutaentes que pregentan una mor
fologfa poco mucosm son deficientes on la sfntesis de EPS o ds
lipopolisacéridos (LPS). Lap mutantes uc— obtenidas en R, pha-
geoll del tipo I eran capaces de univse al celcofluor (Noel, -

1986) y més tarde se encontréd que estas mutantes eran deficien=—
tes en la produccidn del IPSI (Cava, 1989), Por esta razdn fue
importante caracterizar a lae mutantes en su unidn al caleoflu-
or, y& que por ojewplo Leigh (1985) observé que el calcofluor —
raconscs. las uniones 3 del EPS puecinoglucanc. De sgte manera
se sugirid que dependiendo de la esiructura que presente el EPS
formado por las mutantes seran o no capsces de unirse &l calco-
fluor.

Por los eatudios reelizados en mutentes Exo~ de R. melilo
ti se sugirié que la falta de unién con el calcofluor se debe a
la~falta de EPS como e¢s el caso de las mutantes exod, excB, exol
y o8xoF. Eatas mutantes ce obgervd gue pregentan coloniss obsou-

reg en pregencia de calcofluor y no praoducen EPS, por lo que
lag mutantes formaran ndédulos inefectivos (Leigh, 1985), A es~-
tas mutantes MSB-V, excepte la MSB-V~03, 1lms cuales presentaron
un fenotipo Muo~ y tambidn fueron deficientes en su unidn con
el calcofluor, por lo gue se suglere que no producen EPS, Iog
mutautes nodularon en Phaseolus vulgaris perc loa néaulos £ue ~
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ron més pequefice que loo de la cepa silvestre y de color blanque
eino, ademés de que no pgdieron recuperar bacterias de los forma
dos por estas mubtantes. Por esbta razén se suglers que las muban~
tes Mue— fueron incapaces de infectar a la planta y ademfs que -
forman nédulos inefectivos al igual que las mutantes de R. meli-
loti.

A la mutante MSB-V-03 la podemoé comparar con otras dos mu-
tantos derivedas también de R, meliloti conocides como exoN ¥
8x0K que producen pocos EPS, no se unieron con el calcofluor pe-
ro fueron capaces de formar nédulos efectivoa. La mutante MSB-V-
03 presentd una morfologfa colonial poco mucosa y las colonias -
fueron de color blanco por 10 que se sugirid que forman pocos -
EPS y al igual que las mutantes exoK y exoN no se une al calceo--

fluor, Sin embarge, lo2 nédvlos que formé esta mutante presenta-
ron caracteristicas morfoldgicas muy porecidas & la de la  cepa
silveatre, su tamafio fua aproximadamente de 4ﬁm, su coloracién -
fue rojlza y se pudieron recuperar bacterias de sstos n6&ulos.3§
ha observado que la coloracidn rojize es carscteristica de los
nédulos efectivos, por lo tanto se suglere que la mutante MIB-Va-
03 forme dichos nddulos. Aungue es necesario que se mida la acti
vidad de la enzime nitrogenasa para determinar si realmente eg-
tas mutantes forman o no nédulos efectivos,.

En cate trebajo pe sugiri§ que la mutunte MSB-V-03 presenta
fenotipo Euci por la presencia de EPS, por lo tanto ca necesario
aislar y analizar su estructura para determinar su diferencia omn
los EPS silvestres, Recientemente Zhan et al. {1989) encontraron
mutentes de R, meliloti que no producen el EPS succinoglucano, -
sin embargo, las mutantes sintetigeron otro EPS denoainado EPSbH
que reemplazé sl succinoglucano en el proceso de infeceidn por
lo que fueron capacés de formar néduloa efectivos. Si al anali
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zar los EPS de la mutante MSB-V-03 me oservard que no es gucci~
noglueano esta podrfa ger la razén para explicar porque no se
une al calcofluor y que como el EPSb sea capaz de sustituir sl
succinoglucano.

Bn estudios recientes de R. phaseoli en cepas del tipol se
observ6 gue las mutantes deficilentes en la produceién de lipopo
lisacdridos (IPS) poseon fenotipe Muc— y formaron nédulos ins -
fectivos. Por este razén es importante estudier los LPS de lag
mutantes MSB~V para deteruinar que el defeocto de las mutantes -
para la formacidén de nédulos efectivos es provocado Ynicamente
por los EPS y mo por los L¥S.

También serfa interesante purificar los EPS de la cepa ail
vestre y observar gi afiadiendolos a las mutantes RExo~ pue-
den corregir su defecto y formar asf néduloe efectivos, En R.
tri:olii ¥ en Rhizobium sp. cepa FGR 234 se pudo corregir el dg
fecto de las mutantes Exo— efiadiendo los poli u oligosacdridos

purificados del sobrenadante de los cultivos de las cepas sil
vestres (Djorjevic, et al., 1987).

Por dWltimo en este trabajo se realizé la transferencis del
TnSmob a la cepa C¢58C1EC. La hipdtesis para este experimento ~
fue que las mutantes capaces de conjugar con eata cepa serian Q
nioamente las que tuvieran el TaSmob insertado en el plésmido .
Esta hipétesis se propuso por la observacidn previa de que mar-
cadores encontrados en los pldsmidos se conjugan a altas fra-
cuencius & diferencia con la que se tranafieren es casi nula
(Brewin, 1980). :

Todas las mutantes Bxo— obtenidas en este trabajo presenw
taron comjugacidn con la cepe C58C1EC y por lo tanto se sugie-
re que ol Tn5mob se insertd en un pldsnido. Sin embargo, para

determinar en que pldsmide se encuentra el TnSmeh es necesario
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realizar los experimentos giguientes: aiglar los pldsmidos y
por medio da 1a técnica.de Southarn blotting localizar y alsg -
lar los genes 8xo se localizan en el pldsmidos aimbidtico con
los genes nif y nod. Esto podrfa explicar porgque les cepas ae
A. tumefaciena curadas de su pTi a las que se les iranfirié el
pSym de la copa CIAT~889 fueron capaces de formar nddulos efeg
tivos. Tembién explicarfa porque las cepas CIAT=839 curadas ds
pSym presentaron una morfologfa Muce~s Bs muy importante conti-
nuar con el sstudio de esta cepa y determinar ai las diferen =
clag genéticas oon las demés especles de B. phaseoli la pudie~
ron c¢olooar ©Oomo una egpeole aparte,
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8. CONCLUSIONES

1.~ So obtuvieron 7 mutantes d¢ R. phaseoli cepa CIAT-
899 gue presentaron una merfologfs colonial poco mucoide, 6
fuc~ y una H_uc-t.
i 2.~ Se comprob$ que la morfologfa colonisl poco mucoi-
de de las mutentes ge debs n la deficiencia en la produc~ —
cidén de exopolipacdridos.

3.~ Se pudc obmervar gue la mutante Kue® puede nodular

en Phagaolug vulgaris recuperandose a lag bfacterias de leoa
nédulos a diferencis de la Nuc= cuyos nédulos se ancontraban
vaclon.

4.~ Por la alta frecuencia con que las mutantes conju-~
garon con A. btumefaciens se suglere que los genes 8x0 s en

cuentran en el pldsmido.
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