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RESUME!\" 

En el proceso de !nfecci6n de Rhizobium a las leguminosas, 
participan moléculas producidas por ambos organismos. Entre es
tas moléculas están los exopolisacáridoa (EPS} bacterianos que 

~e ha propuesto participan en los eventos inicialeE de la infec 

ci6n, corno le fo1-:nación del cayado de pastor o la hebra de in

fecci6n .. Para investigar el papel de los EPS en la capacidad de 

~· phaseoli cepa CIAT-899 de infectar y nodular a huéspedes es
pecíficos, en este trabajo se aislaron y caracte~izaron 7 muta.2 

tes sel~ccionadas por su fenotipo Mue- (MSB-V-01 a 07), Fara d~ 
moetrr.r que el fenotipo Mue- es debido a la deficie!1cia en la 

producción de EPS se realiz6 la prueba de tinci6n con calcoflu

or, el cual se une al polieacárido de pared de la Cacterie (Fi
nan, 1987). Se observ6 que todas las mutante~ fueron deficien

tes en su uni6!1 c:1 n calcofluor. Una de las muta'ltes MSB- V- 03 

presentó un fenotipo Ligeramente mé.s mucoide ~ue el reste delas 
rnutantee. Por otra parte, la relativamente alta tra..'1.sferencia 
del Tn2 a~· tumefaciens 3Uffiri6 que el sitio de inserci6n<i!l 
transpoeón y por lo tanto la localización de loe genes respons~ 
bles de la producción de EPS es u.~ pláemido bacteriano, En loe 

ensayos de nodulaci6n con lns mutantes, se observó que en las 
plantas inoculadas con la cepa silveBtre y con la mutante 03 
los n6dulos aparecieron rnáe rápidamente (10 a 15 dias) que en 

las plantas inor,uledae con las demás mutantes. Ademns los nodu
loe silvestres fueron rojizos en la cepa eilvestre y las mutan
tes 03 en contraste con las de otras cepas fueron pe~uefios y 
blF1nquecinos. 
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1. rNTBODUCCIOR 

Toda la vida terrestre depende de la energía solar que ea 

utilizada para la reducci6n del bi6xido de carbono .{C02) a sus

tancias orgánicas. Esta producción primaria la llevan a cabo 

organismos fotosint~ticos, que no s6lo dependen del co2, sino 

tambi~n de otros elementos. El elemento que se considera como 

el factor m4s limitado para la producc16n primaria es el nitr6-

geno. Aunque en la atm6sfera se encuentran grandes cantidades 

de nitr6geno son relativamente pocos loe organismos que poseen 

la capacidad de utilizar este elemento. Se ba observado que los 

organismos que fijan nitrdgeno requieren de la actividad de la 

enzima nitrogenasa. Sin embargo, la reducoidn de nitrdgeno no 

sdlo depende de la fo:nnaci6n de dicha enzima sino de otros fac

tores como la regulacidn celular e intercelular, de procesos 

metabolicos y del medio ambiente tanto de factores abidticos 

como b16ticos (Quiepel, 1974). Hasta ahora se ha encontrado que 

sdlo algunas bacterias y algas a•ules tienen la habilidad de 

satisfacer sus requerimientos de-nitr6geno, convirtiendo el ni

trdgeno atmosfdrioo en una fo:nna utilizable para eintetizar. 

Los organismos fijadores de nitrdgeno pueden ser de vida 

libre o simbidticoe. Dentro de estos últimos se puede observar, 

en muchos casos, la formac16n de eatructurae especializadas co

mo resultado de la interacci6n entre estos mioroorganiemoe y 

plantas eapec.Cficae. Un ejemplo de eataa estructuras simbioti

cae son loa nódulos que se establece como producto de la inter

acoidn entre laa leguminosas y laa bactorias pertenecientes a 

los g~neros de Rhizobium, Brad;yrhizobium, 7 Azorhizobium de la 

fll!llilia Rhizobiaoeae. 

Las leguminosas son un grupo de plantas muy importantes P!!. 

ra el hombre, ya que dada su riqueza nutrioional, estos vogeta-
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lee ee cultivan para obtener alimento y forraje (Ala.xa.nder, 

1980)¡ resinas, drogas y recursos industriales como concentra

dos proteínicos, mucilagos y otras materias primas (Dobereiner, 

1968). Se ha propuesto que el 70~ de loe recureoa proteicos del 

mundo se encuentran en loe cereales y en las leguminosas y que 

el 30~ restante proviene de la carne, la leche y huevoe, sin em

bargo, estos últimos son los más explotados en los paises en d~ 

sarrollo (Alexander, 1984). Por esta raz6n se ha considerado i~ 

portante aumentar la p~oducci6n de loe cultivos de loe legumin~ 

sas para solucionar e1 abasto de recursos proteicos, 

Un problema agrícola importante ea que los fertilizantes ~ 

tilizados para•.,incrementar las tuentes de nitr6geno en el suelo 

tienen costos muy elevados. Para resolverlo se eugiri6 inocular 

las semillas de las leguminosas con cepas de bacterias mejora

das, que fijen suficiente n1tr6geno para satisfacer las necesi

dades del hospedero. Sin embargo, la simbiosis no siempre es p~ 

sible ya que la bacteria puede ser incapaz de sobrevivir en el 

suelo o de competir con otros microorganiemos antag6nicos. Ade

más algunos rhizobia son numerosos en el suelo pero otros son 

muy escasos, algunos mueren bajo condiciones de estrea, mien

tras otros sobreviven durante largos periodos. Por esta razón 

se han incrementado loa estudios sobre la ecolog!a de estas bB!l, 

terias. Además, el desarrollo de los métodos de trabajo con 

DNA recomb.inante en las bacterias proporcionan una alternativa 

para obtener microorganirnnos capacea de mejorar el proceso do 

fijaci6n de n1tr6geno. Las técnicas de la ingeniería genética 

y de genética clásica permiten que los microbiólogos manipu1en 

a los organismos para aumentar su efectividad o que organismos 

up.fijadores de nitr6geno puedan adquirir esta habilidad (Hol! 

aender, 1977). 
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l.l OBTENCION Y UTILIDAD DE LAS llUTANTES EN EL ESTUDIO DEL FENQ 

MENO DE PIJACION DE NITROGBNO. Las tlcnicas de gen~tica y biol2 

g!.a molecular se han introducido al estudio de organiamos impo!: 
tantea en la a¡oricultura, debido a que por la gran demanda de 

al.imentos es necesario incrementar la producoi6n, entre otras 

plantas, de leguminosas (Paredes, 1986). Una. manera de estu

diar el proceso eimbi6tioo entre las bacterias y las legumino

sas es por medio de la manipulaoi6n gen,tica. Debido a que ea 

1!111s sencillo manipular los genes de las bacterias que el de 

las plantas, a la ~echa tienen bacterias modificadas genetioa

mente que detienen la organogdneais del nódulo que son útiles 

para estudiar a1gu.nos pasos de este proceso simbiótico. 

A las mutaciones se lea olasitica dependiendo del cambia 

que ocurra en la secuencia del DMA. Un tipo do mutaciones son 

las puntuales en lns qua se cambia 1llla base de la secuencia de 

DNA. Otro tipo de mutaci6n son las deleo1onee; las cu!llee se ge 

noran cuando una secuencia de DNA se elimina de manera que las 

regiones laterales a esta reg16n se unen. Las inversiones son 

cambios cromoa6micos en donde el segmento de DNA ~ectado rota 

180°. Pinalmento, las inserciones ee generan por la adioi6n de 

bases en un segmento de DRA. Un ejemplo del dltimo tipo de mut~ 

oionea son las que rea11zan los transposones, seoueno1&9 de Dl'l'A 

capacee de insertarse en una secuencia blanco de DNA, oon la 

oonseouente p6rdida de actividad del gen en donde ae inserta 

(Wataon, 1983). 

Barbara McClintock (1950), en sus estudios sobre el maíz 

observó el comporto.miento de elementos gendtiooa m6vilea que 1-

nh' b~n la e¿-preai&n del gen o genes con los que se pone en con

tacto (Wateon, 1983). A estos elementos se lee denominó secuen 
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oiaa de corrimionto y no se les dio importancia, hasta varios 

al1os despu6a cuando se encontró que en ~. existen elemen

tos m6vilea quo son responsables de mutaciones polares, como re 
sultado de la inserción de sügmentos de DNA denominados elemen: 

t~o transponiblea. Loa elem~ntos transponibles son de dos ti

pos1 lne oecuenoias de inserci6n (IS) que "ºn pequeíloe aegmen

tos de DNA que codificrui au propia transpoaioi6n y loa transpo

sonos (Tn) que oon gran/lea eae:nentoa do DNA que portan uno o .,.~ 

rios genes bordeados por .rs y que ne u.1.ievon como una sola uni

dad. Los tran!lpoeonca no tienen u.n Jugar de i21seroi6n espec:Cf!. 

co on el cromosoma, oino que aa mueven a travde dol genoma, E

jemplos de eataa secuencias son los tranapoaones ~ni y el 

Tnl681 que tiene en sus extremos a la ISl, Ja cual se encarga 

del movimiento del segmento de DllA int~"1lú<1io (J,ewin, 1987), 

Para la obtenci6n de nrutan·tea bacterianas ee han desarro

llado técnicas qua aprovechan las fuoniones de 1nserci6n de 

los transpoeonea. Uno de loe tran.qpoaones más utilizados para 

la obtenci6n de mutantes en el proceso de fijaci6n de nitr6g~ 

no on Rhizobium es el Tn2• Entre las ventajas que presenta 

la mutagánes1s con el Tn2 están las siguientea (Berg, 1977) 

l) no presentan reversi6n espontánea de la mutaoi6n inducida: 

2) confiere resistencia a kanamicina (KmR), a neomicina (NaoR) 

y en Rhizobl.um a estreptomicina (sm8 ) (l«artínez, 1987) ¡ 3) se 

inserta en posiciones al azar y 4) en general causa nutaciones 

polares. 

Reoiontemcnte, para facilitar la transferencia del Tn,2 a 

Rhi~obi':l!!! en experimentos de mutagánesis, el transpoe6n se in

sert6 en un pl.ásmido " suicida ", el cual se caracteriza por su 

capacidad de replicarse solo en E, ooli y no en otra bacteria 

gram-negativa. En loe huáapedea en donde la roplicaoidn del 
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plásmido no es posible, la superv1.vencia del transpoe6n depende 

de eu ineerci6n en el DNA del hu&eped (Beringer, 1978). Un eje~ 

Plo de oetoe pláomidos rtauicidae" ee la serie de vectoree deno
mina.dos pSUP que :t'Ueron dise!iados para traneferirse por con~ · · 

ci6n entre b!lOteriae grum-negativas. A pSUP se le ha 1nsor1:ado 

un tranepoe6n (!ln2.l y una secuencia da movilir;aci6n !!l2l?. que ee 

el .2!:!_! de loe plámnidcs Pl, graciae a la cual puede tranafe

rire e a Rhizobium por medio de conjugaci6n. El pSOP tambi~n po

see un origen de replicaoi6n que t'unciona linioamente en !l:.....2.2-
!ir de esta manera cuando ne tranefiere a llhizobium no se puede 

replicar lo que ee elimina y el Tn~ persiste edlo si se inserta 

al genoma de Rhie:obiwn (Mart:!nez, 1987) 

Para transferir de una bacteria a otra eecuenoiae de DMA 

que no tienen la capacidad de hacerlo independientemente, se u

tilizan pláemidos intermediarios. Por ejemplo el plásmido deno

minado pJllJJI (pláemido derivado del B68.45), que presenta re

sistencia a tetraoiclina ToB y Carbacilina CbB y eeneibilidad 

a Km, (Drewin, 1980) se utiliza con cate propdsito, ya que 

posee loe genes de transferencia !.!:!.• cuyos productos actuan 

en cuatro diferentes t'unciones: a) inhiben la conjuga.c16n entre 

las c~lulas donadorae; b) contribuyen a la expresidn del pi~ 

filamento por medio del cual se establecen contacto la º'lula 

donadora coil la receptora¡ c) estabilizan le. aaociacicSn entre 

el donador y el receptor; d) participan en las funciones de el 

corte y transporte de une cadena sencilla del DNA a la c&lula 

receptora, Además para la transferencia. es necesario el origen 

denominado .eti....!• que se localiza al final de la reg16n !!'.! 
(Ippen-Ihler, 1986). Sin embargo, el.!!!!..:!• puede ser complemen 

tado en ~ por lo que no es necesario que se encuentren jun-
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to a1 reato de loe genes ~· De eeta manera un pl~smido que P2 

see un .2.!!.._! pero que carece de eus propios genoe ~. puede m2 

Vilizaree con la ayuda de otro plásmido que si los tiene. Por 

esta raz6n a1 clonar.el ~en la serie de pláemidos pSDP se 

pueden movilizar los plásmidoe del tipo Pl con la ayuda del 

pJB3n. 

1.2 ESTUDIO DB LA SIMBIOSIS PLAIITA-RJIIZOBIUM. Como mencio1111-

mos anteriormente con la obtención de mutantes de Rhizobium se 

estudian loe pasos para la formaci6n del n6dulo y la fijaoi6n 

de nitrógeno. Puesto que nuestro trabajo se centra en loe prim~ 

ros pasos para la formaci6n del nódulo describiremos detallada.

mente. 

A las bacterias capacee de nodular y de fijar nitr6geno en 

las leguminosas se lee agrupa dentro de la familia Rhizobi~ 

ceae. Dentro de este grupo existen tres g~neroe que se diferen

cian entre otras cosas por BU velocidad de crecimiento en medio 

rioo y de su especificidad de infección. Estos géneros son J!?!i
~. Bradyrhizobium y Azorhizobium. Se ha obeerTado que una 

de las caracteríeticae de formaci6n del n6dulo por estas bacte

rias ee que BU carácter es especie-específico, ya que cada eep~ 

oie bacteriana puede formar el nódulo en un rango limitqdo de 

plantee, por ejemplo, R. meliloti infecta a la alfalfa, R. pha

~ a1 frijol, R. trifolii a1 tr~bol, R. leguminosarum a1 ch! 

charo y Bradyrhizobium japonicum a la eoya (Vincent, 1980). 

Se ha estudiado que el proceso simbi6tico se lleva a cabo 

en diferentes etapas, y aunque existen diferencias para la for

maci6n del n6dulo entre loe diferentes sistemas Rhizobiwn-legu

minoaa lo~ pasos generales son loe eiguientee1 Al inicio del 

proceso lae bacterias son estimuladas por los flavonoides y o 

troe exudados de la planta mandando una señal al meristemo veg~ 
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tal para que ee inicio la formac16n del n6dulo (Red.mona, 1986), 

Deapu~s las baoteriaa son atraídas hacia las ra!cee de lae pl~ 

tas y se unen a loa polos radicales menos desarrollados (Be

uer, 1985). Los pelos radicales se enroscan en forma de cayado 

de pa$tor y atrapan a la ( s) bacteria. (e) en au interior. Las 

bacterias se multiplican e infectan la parte externa del cayado 

de pastor y con el material de la pared ceulular del cayado se 

fo:nna una estructura tubular llamada hilo de infeoci6n. El hilo 

de int'ecc16n ae ramifica y penetra a las º'lulas de la corteza. 

Las bacterias se liberan y quedan englobadas dentro de membra

nas peribacteroid¡:¡les. Laa bacterias localizadae en el oitopla~ 

ma de las c&lulas vegetales se diferencian en baoteroide, En 

esta forma los bacteroidee tienen la capacidad de fijar nitr6-

geno. 
Los ndduloe funcionales ae encuentran formados por varios 

tipoo celulares, eu zona más externa se encuentra forme.da por 

c~lulas de tejido parenquimatoso que se origina del meristemo 

nodular. La zona meristemática ee la regi6n, en crecimiento y de 

donde se van especializando las c&lulaa en los diferentes teji

dos del nddulo, Esta zona determina la forma y el tamafto del n~ 

dulo, loa cuales se clasifican en1 Indeterminados, n6du1os de 

forma cilíndrica y que tienen un sistema abierto que conecta el 

merietemo nodular con el sistema vaacular de la ra!z1 y loa de• 

terminados que tienen forma esf6rlca y que tienen un sistema 

vascular cerrado, La zona bacteroidal se encuentra en el inte

rior del n6dulo y está formada por c~lulas infectadas y no in

fectadas. Las c~lulse infectadas alojan en eu interior a numer2 

0oa uact~rnidea rodeados por membr<:U>as peribacteroidales de oxj_ 

gen vege·~o1 ( Alexander, l.980). 
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1.3 LOS GENES DE NODULAOION, Los genes simbidticoe de Rhizobium 

se he.n identificado por aecuenciac16n, ariálieie prot&ioo de mu
tBl:'.ltea y en alg11%1.os oaeoe con an4l.1sie prot&ioo. Las especies 

de l!h1zobium de crecimiento rápido poseen uno o ...ta pláemi~os 
de alto peso molecular. A1gunos de ellos poseen genes que part! 

cipan en la simbiosis por ello se les denomina pl4amidoe eimbi~ 

ticoe (pS.Ylll)• Bl tamelio,de loe pl4smidos pSym var:Ca desde los 

plásmidos de !!• leguminoearum de 200-300 kilobaaee (Eb) a loa~ 

pl4smidos de alto peso molecular (1200-1500 ltb) de R. meliloti, 

Loe genes de nodul.aoidn (nod) y loe genes para la fijaoidn de

nitrdgeno <!!!! y :r1:x) en R· meH1ou, !· leguminosarwn, !!• m
!2!!! y !!.• pba.seoli ee encuentran en el pSym, En cambio en !!• 
japonicum loe genes homdlogos se loaal1zBl:'.I en el cromoaoma

(Djor jevio, 1987). Se hen reali~ado diferentes estudios en 

donde se demuestra que las bacteria.e que pierden el pSym tam

bi6n pierden su habili4ad para interllCtuar con las leguminosas 

(frucbet !l !!!•• l984J Hookya.aa, 1981). Con lo que ee concl~ 

ye qu.e lea principales det'!rininant_ea de la eimbioeié están cod! 

ficadoa en pl,Blllidoe. 

Se han identificado dos grupos de genes !!2!• unos son loa 

que intervienen en las funciones b4aicae para la fo:rmacidn del. 
!Wdulo y loe otros loa que definen la especificidad del hcped~ 

ro. Los primeros son loa genes ~ y ~· se ha observad.o 

que el gene ~. el cual se puede encontrar repetido varias v~ 

ves en el pSym (Rodr!guez- QtU.aonee, 1987), regu1a positivamen

te la expreei6n de loe genes nodABC. cuando están presentes los 

e:icudadoa de la planta (Red!llond, 1986), B1 principal inductor de 

loe genes n2@ en !• meliloti se aie16 de la alfalfa 7 ae 1den

tifio6 como flaVo118 luteina (Poters,1986). Bn !!.• legwninosarwn-
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se demostró que usando loe flavonoidee comerciales eriodictiol, 

naringenina, apidenina y luteolina se activan loe genes ~ a 

concentraciones en el rango de nanomolee (Zaat, 1987). se 

ha observado que loe inductores más comunes son las flavonas y, 

flavononas hidroxiledas, por ej., la 7,4 dihidroxiflnvona en 

trébol; luteolina en alfalfa y apigenine-7-D-glucosa en chicha

ro (Djorjevic, 1987). 

Las mutantes en ~. ~ o ~ presentan el siguiente 

fenotipo : no presentan deformación del pelo radical (liad-), 

no hay forme.ci6n del hilo de infección (Inf-), ni desarrollo 

del nódulo ( Ndv-) ( Kondor.osi .!!.! _!!!, 1984; Roaenberg et al, 1981; 

Bender ~ _!!!., 1987). Sin embargo, no se conoce la funci6n bio

qu:!mioa de sus productos. También ee ha observado que loe genes 

~ parecen ser funcionaimente intercambiables entre las di

ferentes esipeciee de Rhi2obiwn por lo que se lee ha denominado 

genes ~ comunes. Además de loe genes ~ se han identific~ 

do, formando el mismo oper6n a los genes ~ y ~ en ~ 

minosarum. Lae mutaciones en estos genes causan retraso en la 

nodulaoi6n (Downie, J.A. ~ !!•• 1985). Estos genes en~· ~

~ se encuentran separados de loa genes ~ (Nieuwkoop, 

A.J. ~ !!!•• 1987) pero aun no se han nielado las mutantes en e~ 
ta región. 

El otro grupo de los genes ~ con los que determinan la 

eepeoificidad y el desarrollo temprano del nódulo. Estos genes 

se han aislado de diferentes especies de Rhizobium, pero eaenci 

almente este grupo eota formado por loa genes ~ Djorje

vic, 1987). Les mutantes en loe genes~ impiden que la bac

teria nodulo no~nalmente causando una deficiencia en el desarro

llo del nódulo ( l!dvd ) sin 1a formaci6n del hilo de infección 

(Inf-) (Debell.e ~- fil:.•, 1986¡ Djorjevic ~ _!!!., 1985). El aruUi-
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sis do la secuencia de DNA en loa genes ~ demostr6 que son 

al.tamente hom6logos en R. lef!W!linosarwa 7 en R. meliloti. Por 

otra parte el e.nál.1s1s de las prote!nas que sintetiza el gene 

~ demostr6 que este gene es similar a una prote!na acarread.a 
ra de grupos ao1lo de E. coli. Sheannen (1986) sugiri6 que este 

gene pueae intervenir en la acet1lao16n o en la e!ntesis de '°1 
doe grasos o de l1popol1eacib-idos de la bacteria. La tunc16n de 

el gene ~ se desconoce. En ~· aeliloti se ident1fic6 otro g!_ 

ne esencial para la determinao16n de la espeoifioid&d del hoep~ 

dero, el gone ~· Las mutantes en eete gene no fonnan hilos 

de intecci6n n1 n6dulos en alfalfa pero pueden induoir nddulos 

en dos especies de ~ (Hovarth et ai., 1986). 

Los genes ~ que he desorito ee encuentran en la mayor!a 

de l•s eapeciea de ~~. sin embargo, se ha estudiado cy;e 

existen genée ~ característiooa de cada especie, Por lo que 

se siguen realizando trabajos para ~uecar otros genes !!2! i.mpl! 

cadas en la nodulaoidn y en la especificidad. 

J..4 EL.PAPEL DE LOS POLISACARIDOS Y LIPOPOLISACARIDOS DE !!!!UQ.
fil!!! EN EL PROCESO D:S INPECCION. Bn el proceso de infecoicSn de 

Rhisobium en las leguminoeae, participan mollculae produoidae 

por amboe organismos. Recientemente ee le ha dado gre.n interle 

al estudio de loe exopolieao~ridos (EPS),(l-(l-2)-gluce.no y a 

l.os lipopolisacáridos (LPS), ya que se sugiere que intervienen 

en los primeros estadios del desarrollo del nddulo. 

Se ba sugerido que los Ll'S intervienen en el reconocimien

to eapec!fico Rhizobium-leguminoeae, en donde se 1111pone que una 

lectina específica de las raíces de lae leguminoeae se une a 

loa LPs. Sin embargo, ae han reportado resultados contradicto

rios acerca de esta unicSn entre el LPS y las lectinss (ltamber-
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ger, 1979; Pueppke, 1984). Los LPS se componen de una fraccidn 

l1p!dica (l!pido A), un pol:isacl.rido (PSl o antígeno O) y un o

ligosacárido (PS2), aunque existe una gran variaci6n en su oom

poaioi6n entre diferentes cepas. 

Algunas mutantes de R. meliloti y de R. phaseoli defectu2 

aaa en sus LPS no poseen la capacidad de entrar a la ra!z. La 

mutante fix21 de !!.·· meliloti deficiente en la producoidn de li

popolisacáridoa (LPS-) forma hilos d11 infec·ci6n abortivos (Han

ka ~·• 1987). En R. phaseoli una mutante que oareoe de ant1-

geno O induce la formaoi&n del cayado de pastor y del hilo de 

infeccidn pero las bacterias no invaden el nódulo (Nool !l, .!!!,. 

1986). Por lo que ae ha sugerido que loa LPS tienen un papel r~ 

levante en la mo~og&neaie del nddulo. 

Tambi~n se ha estudiado el papel de loa EPS por medio de 

la obtenoi6n de mutantes diferentes especies de RhizobiUJD, Las 

cololiias de las mutantes que han perdido su mucosidad oa.rac

ter!stica (fenotipo Muo-) presentan defectos en la e!ntosie de 

su.e EPS, por 1o que no se unen a1 oalcofluor. El calcofluor es 

un colorante fluorescente que se liga a las uniones (ll-3 y (\1-4 

de los pol:ieaoáridoe (Leigh .!! &•, 1985; Pinan .!! &·, 1965). 

Loe estudios realizados en !• meliloti han determinado que las 

mutaptee que no sintetizan loe EP8 denominado euccinogluoano o 

que tienen modificada la estructura del mismo forman n6duloa 1-

nei'eotiv~ No es necesaria la e!nteaía de loe EPS para la prol! 

feracidn de lae c4lu1ae de la raíz que forman el n6dulo, ya que 

la in.ducci6n de loe genee a!!a. se realiza cuando las baoteriae 

todavía están distantes de la re!z (Pinan .!! !!:!•• 1965). 
El succinoglucano ea un pol!mero de subunidadee octasaoár! 

dos que contienen 7 unidades de glucosa y una de galactosa con 
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uniones ~ , así como un carboxietilideno (piruvato), Cada subu

n1dad posee aproxil!ladamente un grupo auooinil y un gnipo acetil 

en sitios indeterminados (Aman !! !!•• 1981; Janseon !! !!• , 
1977) ('ig. 1), Por medio de un an«liais gendtico detallado en 

!,meliloti ae han podido identificar una serie de~ que in

tervienen en la síntesis de loe BPS. Laa mutantes de R. mel! 

lot1 son las aiguientee1 las mutaciones en loa genes ~. ~ 

.!!2.Q., !lS2!• .!.l>2!• ~ • .!!,gf, exoQ y .!!2!'. impiden complotamede 
la síntesis del EP3 succinoglucano y dan como reau1tado la in

ducoi6n de n6duloe vacios (Pix-) (Long!!!!!•• 1988); iaa.,... 

tantee ~ carecen del grupo auccinil del suooinogluoano, no 
presentan fluoresooncia con el ceJ.co11.uor 7 tambi6n forman nddu 

loe vacios (Leigh !! ·;u., 1987); las mutantes ezoG y ~ pre: 

eentan poca fluorescencia con el oalcot"luor, producen .poco 

(exoJ) o nada (~) de la traooidn del succinoglucano de alto 

peso molecular, inducen ndduloa que fijan n1tr6geno defioente

mente. (Long 2!.!l•• 1988). Se identificaron tambi'n otros 4oa 

~ el ,!.!2!! 7 el ~ cuyos productos poseen un papel negati -

vo on la regulacidn de la síntesis de Bl.'3 (Doherty 2!, !!!•• 
1986); las mutantes~ y~ tienen a1terada la produccidn 

de loa El'S pero no tienen el efecto en el desarrollo del nddJ! 

lo. En !• meliloti ee obeervd que los genes exoA, ~. !!2! , 
~ y ~ estlln localizados en el megapláemido que no porta 

loe genes !2!! y n2l! de li• !!!!'.ill!!ll mientras que los gene e !!2!l, 

y !!2Q se encuentran en el cromosoma (Leigh,, 19851 Leigh !!!!!• 
19871 Pinan !!.~·• 1986). 

So sug1ri6 qne loe defec·toe e1mbi6ticoe pueden resultar 

la a11eoncia del precursor octasaoárido durante la e:!ntesie del 

aucci110,o;luc&1>0 o en la polimerhacicSn (se ho.n reportado defea 

toe on el sur.oinogluoano por la falta dal grupo suocinil (L~ 

igh .!'.1 !.!•, 1987) o del grupo piruvato (Muller .!'.! .!!!•, 1988). 
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Be posible que un BPS tenga mas de un papel en 1a simbiosis y 

esto se puede apoyar con los resu1tados obtenidos con la mutll!! 

te exoG que produce solamente una :fracción del EPS de bajo pe

so molecular y fo:nna el nódulo con una eficionoia reducida, 

en cambio la mutante ~ que no produce BPS de ningWi 'tipo 

forman n6duloe vacios inefectivo•, Por lo que se eugirid que 

existen diferentes papelee para lae fOX'lllSS de al.to y bajo peeo 
molecular de loe BPS. 

En estudios recientes se demoetrd que !!.• meliloti posee la 

capacidad de sintetizar un segundo EPS (EPS II) el cual. se sug! 

ri6 que posee la capacidad de sustituir el succinoglucano 

(BPS I) en le infecci6n y en el n4dulo únicamente cuando !!.• !!!!-

1.!!.2ll interactde oon Medicngo ~ pero no se obeerv6 con 

n1ngdn otro hospedero (Ge.lzebroolc J, & Yle.lker, G,, 1989), En o

tro estudio realizado por Zhan (1989) con !!.• meliloti se ru:w.l! 
zaron y caracterizaron mutentea que producen otro EPS (BPSb) y 

se obeervd que también pueden sustituir al eucoinoglucano du

rante la ini"eoci6n, 

Bn !!• :ehaseoli ee aial6 una mutaci6n en el gene llamado 

pee que afecta la Et!nteaie de EPS, se loce.liz6 fuera del pl'1!, 

mido eimbidtico y se obeerv6 que no tiene efecto en la simbi~ 

sis. Sin embargo, el pSym de esta mutante se suati tuy6 por lil 

pSym do !• 12f;uminoaarwn y ae obeerv6 que fue incapaz de nodJ! 

lar pero el efecto fue corregido introduciendo una clone. de 

Xanthomonse campeetris con loe genes .!!!2 (Borthakur .2!_ !!!• 
1986), Por lo que ae concluyo que loe KPS sfeotan la simbio

sis en ª' lee;i.''11inoeanun pero no a !!.• phaaeoli, Twnbidn en 
oetsa eapecioa ae han descrito dos genes que se localizan en 

el pSym y que parecen tener un papel rogulatorio en la pro

duccl . .Sn de loe EPS durante la simbiosis. Bl geno ~. cuando 

se encuentra en multicopia inhibe la síntesis de EPS y parece 
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afectar el desarrollo del n6dulo, Tambi6n se estudi6 que el g~ 

ne ~ restaura la s!ntesie de EPS cuando se encuentra tam -

bHn en multicopia (Borthakur, 1986; Borthakur &: Johnston 

1987). 

En la cepa NGR 234 da R· .!!~· se observó que las mutantes 

RPS- formaron n6dulos normales con algunas legwninosaa poro 

tumores deformes en otras, Djorjevic ~ !!1•• (1987) logr6 C.!!. 

rregir loe defectos en la s!ntesie de loe E:PS en las mutantes 

de esta cepa añadiendo el polieaoárido purificado de la cepa 

silvestre, 

A pesar de los estudios rea.l.izados en loa llPS no se ha 

podido determinar el papel exacto de los EPS en el proceso 

simbiótico, por lo que se siguen realizando estudios en las 

diferentee ospeoiee. Como ya mencionamos en g. phaeeoli ee de

tennind que loo EPS no tienen ningdn efecto sobre el proceso 

simbi6tico. Sin embargo, se sabe que la cepa CIAT-899 de ~· 

phaaeoli presenta una organizaci6n gen6tioa muy diferente a 

las demás cepas de li• phaseoli. Por esta raz6n en este tra

bajo nos propusimos estudiar el efecto de loe EPS en el pro

ceso simbi6tico entre CIAT-899 y Phaseolue vulgaris , Se obtu

vieron mutantes deficientes en la producción de EPS que forma

ron n6dulos incipientes y vacios y otra mutante con morfolo -

g!a Muo± que tiene la capacidad de formar n4uloe infectadosy 

parecidos a los de la cepa silvestre, 



4, 6-0-( l-carboxietilideno) Glo(H-3 Glo(ll.~3 Glo(\1-+ 

6 Glo (H-+ 6 Glc Ql____,4 Glc ()l-t 4 Gl.o ()1- 3 Gal () 1-t 

4 

Pig. 1 Eatruotura del EPS auccinogluoano polímero de subuni 

dadas ootaaaoári.daa· que contiene 7 unidades de gluc~ 

sa y una de ge.lactosa oon ~onos ~ , as{ como un 

carboxietilideno (piruvato), cada eubunidad posee un 

grupo acotil y un g1upo eucoinil en sitios indeterm! 

nedoe (Aman !:!'. .!!•, 19811 Janeeon, 1977), 
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2. JUSTIPICACION DBL PROYECTO 

En México el cu1tivo de1 frijo1 ocupa e1 eegu.ndo 1ugar en 

impottu1cia, por lo que se detinaron l 530 000 hectáreas (Noti -

SARH, 1981), lo que indica que el estudio de métodos para aumea 

tal' la productividad serta de interés desde el punto de Vieta ~ 

'.oon6mico y de nutrici6n, Se sugiere que una manera de sumen -

tar la producción de este cultivo ee por la inoculación suple

mentaria de bacterias fijadoras de nitrógeno, manipuladas gen~

tioamente, con el fin de incrementar eu efectividad, os decir, 

la capacidad de.la bacteria para fijar nitr6geno en las legumi

nosas, Por esta razón es importante el estudio del proceso de 

infección de R· pbaseoli en Pbaseolus vu1garis. 

Por las diferencias encontradas en la organización genéti

ca de diferentes cepas de !!_, phaeeoli se decidió dividir a es

ta especie en doe tipoa1 el tipo I son bacterias que presentan 

reiteración del gene .!E:!!! y t1nio91llente forman nódulos efeotiT 

vos en Phaeeolue, En cambio el tipo II (CIAT-899 1 CPN-299 y 

UMR-1020) no presentan reiteraci6n del gene ~y fonnan nód~ 

los eféotivoe en Phaseolus y nódulos inefectivos en Leucaena 

(Martínez, 1985). Por otra parte se observó que las cepas del 

tipo II muestran poca homologÍa de bases con la región ...!!2!...
!!!! de las cepas tipo I (Brom, 1988). Las cepas del tipo II , 

CIAT-899 y CPN-299, aderaie presentan características comunes~ 

mo son la resistencia a pli ácido y a concentraciones elevadaa 

de aluminio (llartínez, 1985)• 

Bn la introducción se mencionó la importancia que tienen 

loe exopolieacáridoe durante el proceso de infeoci6n, Sin em

bargo, en !!.• phaseoli dei tipo I se observ6 que la ausencia de 

KPS no afecta la.simbiosis (Bortakur, 1986), Debido a que loe 
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dos tipos presentan una organizaci6n genftica diferente, en es

te trabajo hemos decidido utiliaar la cepa CIAT-899 para obser
var el papel de los KPS en las bacte:Cias del tipo II, T~bi~n 
se observ6 que la pérdida del pl4amido eimbi6tico en la cepa 

CIAT-899 le con1'1ere un fenotipo poco muooide (Mue-) (comunic~ 

aidn personal con el OIPN) y que las transconjugantee ~e !:...!J.!
.mefaciene curadas, que cárecen del pl&BIDJ.do Ti, a las que se 

lee transfirid el pláamido o_imb-idt:t,co de OIA'r-899 adquirieron 

la habilidad de nodular y adem4s de fijar n1.tr6geno (Mart!nez, 

1985). Por lo tanto se sugiere que en el pl&emido oimbi6tico se 

local.izan loe genes ~. e!.{ y exo de la cepa CIA'1'-899o 

Trabajar con la cepa CIA'r-899 ofrece muchas venta3ae ..,a 

que además de ser una cepa que fija eficientemente n1tr6geno, 

es tolerante a pH áoido (4,15-4.9), a al.tea concentraciones de 

sal 6'iprox1madwnenta o, 2 M), manganeso ( 50 ppm) y a1uminio ( 6ppm) 

(Graham, 1981), lo que la hace una cepa ideal para usarse como 

in6oulo en suelos con altas concentracioens de estos elementoso 

en suelos áci4oa, por ejemplo en mieloa en lo que alguna vez 

fueron selvas (1.e. algunos paetisalea de Tabasco), 
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3. OBJE'lIVO GENERAL 

Estudiar el papel de los exopolisacáridoa en el proceso de 

infecoi6n de la oepa CIAT-899 en Phaaeolus vu1garia, 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Obtener mutantes de CIAT-899 deficientes en la produc

ci6n de EPS por medio de la ineerci6n del elemento Tn5!!!.2la• 

2.- Caraoterizar a las mutantes deficientes en la produc

ci6n de RPS (Exo-), en su capacidad de formar n6duloa, 

3.- Looalizar loe transposones Tn~ en el genoma de las 

mutantes Exo-. 
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4. ESTRATEGIA 

Para cump1ir con 1os objetivos de1 proyecto nos p1anteemos 

1a siguiente estrategia de trabajos 

- Se mutageniz6 con Tn~ a 1a cepa CIAT-899 (RifR) y se 

obtuvieron derivados KmR, 

- So se1eccionar.on 1UUtentes con morfo1og!a Mue- en medioYm 

y se prob6 su afinidad por e1 ce1cof1uor. 

- Con e1 fin de diferenciar entre 1as mutantes cromosoma

les y las plasm!dicas se trensfiri6 e1 Tn5mob (KmR) a bacte

rias Agrobacterium tumefaciens curadas (cepa 058Cll!C), Unicnme~ 

te se pueden obtener transconjugantes con lee mutantes que te~ 

gan el Tn5mob en el p1áemido. 

- Por último se rea1iz6 1a caracterizaci6n preliminar de 

los fenotipos de nodu1eoi6n y efectividad de las mutantes. 
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5, METODOLOGIA 

5,l Bacterias y plásmidos 

Las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo se mues

tran en la tabla I. Estos fueron done.dos por el CIPN-UNAM. 

5.2 Medios y condiciones de crecimiento bacteriano 

La composici6n de los medios de cultivo se detallan en la 

tabla II y III. Los reactivos utilizados para preparar los me

dios fueron da la marca Biox6n, 

- E, coli y A, tumefaciene se crecieron en medio LB (Mil1er 

l972). 

_ La cepa CIAT-899 y sus derivados se crecieron en medio 

Py (Noel ~ _!!!, l984) o en medio Ym (Vincent, l970), adioiona

doe cuando se requiri6 con loe sieuientee antibi6ticoe: Rifamp! 

cine. (Hif) 50 g/ml; Kam:unicina (Km) 30 g/ml; Estreptomicina 

(Sm) 20 g/ml; Carbrunici1ina (Cb) 30 g/ml¡ Eri tromicina (Bry) 

30 g/m1; Cloranfenicol (Cm) 30 g/ml, 

5,3 Aislemiento de mutantes obtenidas por medio de la inserci6n del 

Tn5mob, 

Se tomaron O,l ml de cultivos en fase estacionaria de 

CIAT-899 (receptores) y de!• 2.21!. SM l7-l {donadores), Se mez

claron y plaquearon sobro ca~as de Py que se incub.,;on a 30 ºe 

durante toda la noche. Las bacterias obtenidas se resuspendie

ron en agua est~ril, se hicieron diluciones de 10-2, l0-4 , l0-6 

y 10-B y se plaquearon en el medio selectivo Ym Rif Km. 

Las cepas que mostraron un fenotipo no mucoso en el medio 

de eelecoi6n se purificaron y se comprob6 su afinidad con el 

calcof luor, 
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5,4 !'ru:P!Lc.:i. t!nci§n con f-ªl~.?t~~ 

l'm·a corupro'ba.r que lna 1>utautes do ~~ eran incapaces 

de producir EPS sa roalÍ~ó la prueba de tincidn con calcof1ucr. 

J1~s o:utantes Mu.e-.. ee pi(~v.rou con un teetieo Mue+ en l'y a~ 

lido con 0.02% de calcoflvo:c y se in•:ubaron a .30ºc dtu'&ntí> 

43 h. El complejo fcrn1e.do por al oal.co'.flttor a1 unirse a.l. EPS de 

lt' pared de 1as cepas !"''º+al exponerse a la lw: u.v. tluoresce 

(Leigh ~ !!1_,, 1985), 

5.5 l'ormecicfo de n6duloa 

El fenotipo de nodulaoi6n de lf,3 mutantes se !UUl11z6 oon 

el método aigu1ont~: les aemilla.s de :fl'i jol " Canario 107 " se 

ecterilizaron "''"";re;iendolos en hipoclc:rito de sodio al l;l du

~ .. ~te 10 minutoo y po!:!te.i~:..u.r·:::.,(<nte se enjuagaron con a.gua doGti-

1~·.da. eotih-1.1 .. Lso eemil1o:iB oo ineuhsron en tubos de enea.ye cou 

J. 1:11 da r.ml 1;1-;o lío,uido e:a fase log de cada una de las bacte -

riea mutantaa ha.tita que germino.ron y se sembraron dos semillas 

por botella en el sistema jarra-bat<Jlla de Leonard modificado . 

(Vincent, 1970). Se utiliz6 como austruto agrolita a la que se 

ajua'.:6 al pH 6-7 y so1uci6n nutritiva do .Tensen (pH 6.5-7) (T!, 

bla IV) (Vincont, 1970). Las plantas se colocaron por espacio 

de 20 diaa bajo las siguientes condiciones e fotoporiodo de 

12 h luz y 12 h obscuridad, a 25 ºe con una hllllledad relativa de 

58%. Después de este tiempo so obaerv6 si las mutantes nodula

ron y si formaron nódulos efectivos. 

De los n6duloa que se -·orm=on se obtuvieron a las bacte

rias de la siguiente manera : un n6dulo de ceda planta ae este

riliz6 con hipoclorito de sodio 1% en un tubo de ensaye esté

ril, después so lav6 oinco veces con agua destilada, se macha

co el n6dulo con una varilla de vidrio €stéril. De este sobra"!! 
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dante se hacen diluciones y se siembren en medio Py y Ym RifKm. 

5.6 Transferencia de material genético de llhizobium a A. tumefn-

~· 
Para localizar el transpos6n Tn.2!!!2!?. dentro del cromosoma 

o el plásmido de las mutantes Bxo- se roaliz6 la transferen

cia del material gen4tico de CIAT-89911Tn~ a!• ~..!!!!!L. 

de la manera siguientes 

Las mutantes Exo- se conj1J8aron en Py s6lido con la copa 

1830 que posee el pláamido pJB3JI (Sm~cBcbR) (Beringer, 1978). 

Las transconjugantes ae cultivaron en el medio de aelecci6n Py 

Rif Te y se conjugaron con A. tumefaciens 05801.EC en LB. De~ 

pués so seleccionaron las bacterias con loa antibi6ticoa Ery , 

Om y Km. 



1fobla I 

ORIGEN Y CARACTERISTICA DE LAS BACTERIAS Y LOS PLASMIDOS 

Cepae bacterias 
o plásmidos 

Capas 

l!.• phnaeoli 

CIAT-899 

CE-3 

HBlOl 

1830 

fi• t-umefaciens 

C58ClEC 

Pláemidoe 

pSUP 5011 

pJB3JI 

Características relevantes 

Tipo II (no reitera

~~r*n N~Ii' Sal RAl Rr,:nR 
resistente a pH áci
do 

Tipo I (reiterado en 
!El) deri,•ado de la 
cepa silvestre CFN42 
smR 

294 recA, derivado 
RP4 integrado en el 
cromosoma. 

SmR F-, ~S20, !:!l.!l. 
Al3,~14,J1!:2A2,~ 
n, l\!!1K2, !E,!!_L20, !:L 
15, SUP H44 

51nR .P!2' !!!tl 

~ cmR curada del 
plásmido Ti 

Tipo P con un oitio 
de reoonocimicnto !>~ 

ra la movilizaci6n 

derivado del RG8.4 
tra+ TcR CbR 

Roferoncia 

Brom, 1988 

Noel, 1984 

Simon, 1983 

Boyery Roulland 
Duaaoix D. ,1959 

Beringer, 1978 

Holstere, 1980 

Si.mon, '-983 

Simon, 1983 



Tabla u: 
UEDIOS DE CREOIMIENTO PARA Bhizobium 

Py (Noel _tl !!:!_., 1984) 

Peptona de caee!na 

Extracto do levadura 

Cloruro de calcio 

Age:r 

Agua destilado. .. 

5 g 

3 g 
7 mK. 

15 g 

l l 

Se esteriliza a,p!U'te y deepu4e ea~ 

grega al medio. 

Ym (Vincent, 1970) 

Fosfato de potasio monobáeico 0.5 g 

l!'osfato de potasio !ti.básico 0.5 g 

Sulfato do magnesio 0.2 g 

Cloruro de sodio 0.1 g 

Cloruro de calcio o.04g 

Extracto de levadura l g 

Ma.nitol 10 g 

Age:r 15 g 

Agua destile.da l l 



Tabla III 

MEDIO DE.CllECIMIBNTO PARA~ Y!• tumefaciens 

LB (Millar, 1972) 

Peptona de caeeína 10 g 

Extracto de levaiura 5 g 

Oloruro de sodio 10 g 

Ago:r 15 g 

Agua destilada 1 l. 



Tabla IV 

MEDIO JENSEN (Vincent, 1970) 

Poefato de calcio monobáaioo 

Fosfato de potasio dibásioo 

Su1fato de m~eeio 

Oloruro de sodio 

Oloruro f~rrioo 

Solución de oligoelementoe 

Agua destilada (aforar) 

pH6.5-7 

SOLUOION DE OLIGOELEMENTOS 

Acido bórico 

Sulfato de zinc 

Sulfato de cobre 

Molibdato de sodio 

Agua destile.da 

pH 6,5 - 7 

i.oo s 
0.2 g 

0.2 g 

0.2 g 

0.2 g 

1,00 ml 

1,00 m1 

0.5 g 

0.5 g 

0.02 g 

0.05 g 

1 1 
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6. ll.BSULTADOS 

Mutaa&nesie de CIAT-899 con el transpos6n Tn5mob 

Se mutageniz6 la cepa CIAT-899 con el Tn~ por ol m4todo 

antes descrito. De las traneconjugantes que crecieron en el me

dio Ym Rif Km se aislaron las mutantes que formaron ooloniae P2 

co mucosas (ll!uc-) (Fig. 2). De tres diferentes experimentos de 

mutag4nesis se aielaron 6 mutantes cuya morfolog!a colonia1 fue 

poco mucosa y transparente, y se obtuvo una con fenot~po llucZ, 

que se claeific6 con este fenotipo ya que su morf olog!a colonial 

fue más mucosa que las otras mu·tantes y el color de las colollias 

blanco. Sin embargo, esta colonia se pod!a diferenciar de la e_! 

pa silvestre de morfolog:(a mucosa (Mue•). A las mutantes se loa 

denomin6 llSB-V-Q'J; a la 07. 

Precuenoia ~ Nmnero de mutantes tota1ea 
Húmero de mutantes lluo-

De una de los experimentos de·mutagánesis se ca1cul6 una 

frecuencia de 2.7 X lo-3 

Prueba de tinci6n con cfil.oofluor 

Para demostrar que el fenotipo Muo- se debe a la fa1ta de 

producoi6n de EPS las mutantes oe picaron en medio Py sdlido 

con 0.02~ de ca1cofluor con un testigo Muo+. Se obaerv6 que t2 

das las mutantes Mue.:!: y la hluo- son negativas en su fluorescen

cia (colonias obscuras) en contraste de la colonia de CIAT- 899 

Mue+ (colonia brillante) incluida corno control (Tabla V)(Fig.4). 
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Pormaci6n de N6d~lo~ 

Los siguientes resul.~ados fueron obteni.dos por Graciela lil8.!'. 
t!nez la cua.l. mont6 el sistema jra.rra.-botella de Leonard en la 

USB, Los reeu1tados obtenidos se muestran en la tabla V en donde 

se puedo observar que las mutantes Muo- formaron n6dulos pequeñoe 

y blanquecinos a diferencia de la mutante Kuo± denominada MSB-V 

03 que form6 n6duloe tipo silvestre de aproximadamente 4 lllll y de 

color rojizo, 

Se pudieron obtener bacterias e6lo de loe n6dulos formados 

por CIAT-899 (RifR) les cuales conservaron su fenotipo Muo+ y su 

resistencia a la rifampioina y le. mute.nte MSB-V-03 (RirliKmR) que 

conaerv6 eu fenotipo Muo± y tambi~n su resistencia a kanemicina. 

y ri:fempicina · (Tabla VI), 

Transferencia del material genático de CIAT-899 a A, tumefaciena 

En loe experimentos de conjugaci6n de las mutantes MSB con 

la cepa 1830 se obtuvieron recombinantee de todas Xss mutantes, 

Rsto nos augi0re que el transpoa6n Tn~ se 1naert6 en el 

pláemido de le. cepa CIAT-899 lo que permiti6 eu transferencia 

en contraste si se hubiera insertado en el oromoeoma, 



Tabla V 

Bacterias 

CIAT-899 

MSR-V-01 

!ñSB-V-02 

MSB-'l-03 

lllSB-V-04 

LISB-V-05 

MSB-V-06 

MSV-V-07 

FENOTIPOS DE CIAT-899 Y ldllTANTES HX<>-

Fenotipo Muo 

+ 

.:!: 

Calcofluor 

+ 

Nodulaci6n 

+ 

+ 

Las mutantes MSB se cultivaron por 48 h en medio Py con 

0.02~ de caloofluor. Las colonias ee observaron bajo 

luz U.V. y se registr6 su fenotipo. 



Tabla VI 

Cepa 

OIAT-899 

MSB-V-01 

llSB-V-02 

l!SB-V-03 

MSB-V-04 

lr!SB-V-05 

MSB-V-06 

lllSB-V-07 

IiOD\TLAOION DE LAS MUTANTES EXO-

Tiompo de Coloraci6n 
Aparici6n de de los 

R6dulos U6duloe 

l.5 diae rojizos 

8 semnnaa blanquecinos 

15 dias rojizos 

8 aome.nae blanquecinos 

Presencia 
ds 

Baoteroides 

+ 

+ 

Ra!cea de Phaeeolus vulgaris "Canario 107" colocadas 

por espacio de 20 diae en condiciones estdril.ee ino

culadas con Rhizobium por medio del sistema Jarra be

tel.la de Leonard y se registro que a loe l.5 dias apa

recen n6dulos. 
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!ig. 2 ill!UTANTES DEPICIENTES EN LA PRODUCCION DE llPS 

La cepa CIAT-899 (Jl1tR) se mutageniz6 con el transpo

e6n Tn5mob, De las traneconjugantes que crecieron en el medio 

Ym RifKm se aislaron mutantes que formaron colonias poco mu

eae llluc- (B). Se obtuvo una mutante con fenotipo 11uc-t (C) Ja 

que eu morfología colonial fue 1114., muco"ª que lae de las otras 

mutantes, sin embargo, se pod!a diferenciar de la cepa silva~ 

tre da morfología mucosa llluc• (A). 



MSBV·Ol MSBV-02 MSBV-03 MSBV-04 

11 11 
MSBV-05 MSBV-06 MSBV-07 CIAT 899 

Pig. 3 PBUBBA DE TINCION CON CALCOPLUOR 

Para d ... ostrar que el fenotipo lluc- se presenta de

bido a la fa1ta de produccidn de BPS ae rea1izd la prueba

de tincidn con ca1cofluor (Leigh, 1985). En medio P7 edli

do con 0.02~ de ca1cofluor, se picaron las mutantes Mue- 7 

CIAT-899 llluc +. Al a1umbrar la.e colonias formadas a las 72h 

con la luz u.v. ee obeervd que las mutantes llluc- son nega

tivas en su fluorescencia en contraste con la colonia de 

CIAT-899 llluc + incluida como control, que s! desprende fluJZ. 

nacencia. 
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7. DISCUSION. 

Recientemente pe.re éetudie.r lae funoionee de los exopoli

saciú'idoa que biosintetizan lao bacterias del género !!?>~ 

ee han obtenido mutantes Exo- en !• meliloti (Finan, 1985 

Leigh, 1985); R. leguminosarum (Napoli, 1980; Puhlor, 1988) ; 

Rhizobium ep, cepa NGR 234 (Djorjevio, 1987; Chen, 1988); ª' 
trifolii (Chakravorti, 1982; Djorjevic, 1987) y g. phaseoli 

(Borthakur, 1986¡ Noel, 1986; Vandenbosch, 1985). En las cepas 

del tipo I de !• phaseoli se obeerv6 que la ausencia de loe 

EPS no afecta el proceso de infeooi6n. Sin embargo, ee ha est¡¡, 

diado que la organizaci6n genética de lee bacterias del tipolI 

ea muy diferente a las del tipo I (Brom .!!! !!:!_., 1988) y por lo 

tanto el papel de los EPS puede ee tambidn diferente para cada 

uno de loe grupos. 

En eete trabajo ee aislaron y caracterizaron 7 mutantes 

E:.to- derivadas de la cepa CIAT-899 (RifR) perteneciente al ~ 

po de las bacterias _del tipo II de !• phaseoli. Pe.re la obten

ci6n de estas mutantes ee midi6 la frecuencia en una de las 3 

mutagéneeis realizadas y fue de 2.4 X lo-3. Se pudo observar -

que la frecuencia normalmente presenta el Tn2!!!2!? es de 10-5• E~ 
ta frecuencia tan elevada puede sugerir que al mutagenizar loa 

genes que codifican para la morfologÍa colonial poco mucosa de 

la bacteria CIAT-899 presente características especial~s como 

son las siguientoe: que el ndinero de ~ que codifican para 

el fenotipo Mue+ ee muy elevado a~entandose por esta ruz6n la 

frecuencia de la mutag~nesis o que el Tn~ reconozca de alSJ! 

na forma a loe genes de CIAT-899 que codifiéan el fenotipo "Mul 

y que por lo tanto la ineerci6n no sea a~ azar. 
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Se obaerv6 que las mutantes obtenidas en este trabajo a e:! 

cepcidn de la mutante MS~V-03, presentaron una morfología colg 

nia1 poco mucosa y transparenta, por lo que se les designó el 

fenotipo Mue-, La mut~nte ~SS-V-03 a diferencia de las anterio

res preaent6 una morfologia colonial mis mucoea y el color de -

las colonias fue blarico. Sin embargo, la morfología colonial fue 

menos mucosa que el de la cepa silvestre (Mue•), por lo que ee 

le deaign6 el fenotipo ~'.uc±. Lae mutantes que presentan una mo!: 

folog!a poco 111Ucoea son deficientes en la a!ntesie de EPS o de 

lipopolisacáridos (LPS), Las mutantes Mue- obtenidas en!!.•~

~ del tipo I eran capaces de unirse al calcofluor (Noel, 

1986) y más tarde se encontr6 que estas mutantes eran deficien

tes en la producci6n del Ll'SI (Cava, 1989), Por esta razón :fue 

importante caracterizar a las mutantes en su uni6n a1 ca.lcoflu

or, ya que por ejemplo Leigh (1985) observ6 que el ealcofluor -

reconoce. las uniones Q del RPS IJUccinoglucano. De esta manera 

se eugiri6 que dependiendo de la estructura que presente el l):PS 

formado por lee mutantes seran o no capaces de unirse al calco

fluor. 

Por J.os estudios realizados en ll!Utantes Bxo- de ~le 

!! se sugiri6 que la falta de uni6n con el calcofluor se debe a 

la :falta de RPS como ea el. caso de las mutantes ~· .!.!.2!!• ~ 
y ~· Estas mutantes se observ6 que presentan colonias obscu

ras en presencia de calcofluor y no producen EPS, por lo que 

las mutantes forruaran ndduloa inefectivos (Leigh, 1985). A es

tas mutantes MSB-V; excepto la MS'll-V-03, las cuales presentaron 

un fenotipo W.uc- y tambi6n :fueron deficientes en su unión con 

el calcofluor, por lo que se sugiere que 110 producen EPS. L11a 

mutantes nodularon en Phaseolua vulgar:!..!! pero los nc5duloe fuo -
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ron más pequeffoe que loo de la cepa silvestre y de color blanqu2 

cino, además de que no p~dieron recuperar bacterias de loa fo~ 

dos por estas mutantes. Por esta raz6n se sugiere que las mutan

tes Mue- fueron incapaces de infectar a la planta y a.demás que -

forman n6dulos inefectivos al iguu1 que las mutantes de !• !!!.!!.li-
!ill• 

A la mutante MSB-V-03 la podemos comparar con otras dos mu

tantes derivndaB tambi.Sn de ]!, !!!tli,],ill conocidas como !!S<ill y 

!!.J<.2! que producen pocos EPS, no se unieron con el calcotluor pe

ro fueron capaces de formar n6dulos efectivos. La mutante·MSB-V-

03 present6 una morfología colonial poco mucosa y las colonias -

fueron de color blanco por lo que se sue;iri.S que f'orman pocos .· -

EPS y al igual que las m\\tantes ~ y exoN no se une al calco-

fluor, Sin embargo, los n6dulou quo form6 esta mutante presenta

ron caracte1·:!sticas rnorfol6gicas muy parecidas a la de la cepa 

ailveatro, BU tamaffo fue aproxi••adruncnte de 4mm 1 BU coloreci6n -

fue rojiza y se pudieron recuperar bacterias de estos n.Sdulos.51' 

ha observado que la coloración rojiza es característica. do los 

n6fütlos efectivos, por lo tanto se sugiere que la mutante l!ISB-V- · 

03 forma dichos n6dulos, Aunque es necesario que ae mida lo. act! 

vidad de la enzima nitrogenasa para detenniner si realmente es

tas mutantes forman o no n6duloe efectivos, 

En este traba.jo ae 1JU8iri6 que la mutante blSB-V-03 present,! 

fenotipo r.:uc.± por la presencia de EPS, por lo tanto ea necesario 

aislar y analizar su estructura para determinar su diferencia oaa 

los EPS silvestres, aecientementd Zban ~ .!l• (1989) encontraron 

mutantes de !• meliloti que no producen el EPS succinoglucano, -

sin embargo, las mute-~tes sintetizo.ron otro Ees deno~inado El'Sb 

que reemplaz6 al BUccinoglucano en el proceso de ini'ecci6n por 

lo que fueron capacee de formar n6dulce efectivos, Si al anal.! 
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zar los EPS de la mutante MSB-V-03 ae oeervar~ que no es succi

noglucano esta podr!a s~~ la raz6n para explicar porque no se 

une al oalconuor y que oomo el EPSb sea capaz de sustituir al 

euccinoglucano. 

Bn estudios recientes de !• phaaeoli en cepas del tipor se 

observ6 que laa mutantes deficientes en la produco16n de lipop2 

lisacáridoa (LPS) poseen fenotipo Muo- y formaron n6dulos ins -

fectivos. Por esta raz6n es importante estudiar loe LPS de las 

mutantes MSB-V para determinar que el defeoto de las mutantes -

para la formaoi6n de nódulos efectivos es provocado '1nicamente 

por los EPS y no por loe LPS. 

fambi~n eer!a interesante purificar los EPS de la cepa sil 

veetre y observar si al'ladiendolos a las mutantes Exo- pue

den corregir su defecto y formar as! n6duloe efectivos. En R· 
trifolii y en Rhizobium sp. cepa NGR 234 se pudo corregir el d~ 

fecto de las mutantes Exo- al'lediendo loe poli u oligossoo!ridos 

purificados del sobrenadanta de loe cultivos de las ceRaft sil 

vestres (DjorjeVic, !! ~., 1987). 
Por >1ltimo en este trabajo se rea1iz6 la transferencia del 

Tn5mob a la cepa C58ClEC, La hip6tesis para este experimento -

fue que las mutantes capaces de conjugar con esta cepa serian ~ 

nioamente las que tuVieran el Tn5mob insertado en el pl~amido • 

Esta hipótesis ee propuso por la observación previa de que mar

cadores encontrados en los plásmidos se conjugan a altas fre

cuencias a diferencia oon la que se transfieren es casi nula 

(Brewin, 1980). 

Todas las mutantes Exo- obtenidas en este trabajo presen

taron conjugaci6n con la cepa C58ClEO y por lo tanto se sugie

re que el Tn5mob ae insertó en un pláamido. Sin embargo, "PEU'a 

determinar en que plásmido se encuentra el Tn.2!!!.2P. es necesario 
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realizar loa experimentoa aiguientesi aislar loa plásmidos y 

por medio de la técnica.de Southarn blotting localizar y ais -

lar los genes !"9. se localizan en el plásmidoa aimbi6tico con 

los genes .!!!f. y ~· Eeto podría explicar porque laa cepas de 

!• tumefaoiena curadas de su pTi a las que ae lee tran!iri6 e1 

pSym de la copa CIAT-899 fueron capaces de formar n6duloa efes 

tivos. También explicaría porque las cepaa.OIAT-899 curadas de 

pSym presentaron una morfología Muo-. Be muy importante· conti

nuar con el estudio de aeta cepa y determinar ei las diferen ~ 

cias genéticas con las demás especies de ~· nhaseoli 1a pudie

ron colocar como una especie aparte. 
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8. COllCLUSIONES 

l.- Se obtuvieron 7 111Utantea de li• phaaeoli cepa CIAT-

899 que presentaron una mori'olog!a colonial poco mucoide, 6 

Mue- y una Mu.e±. 
2.- Se comprobó que la morfología colonial poco mucoi

de de las mutantes se debe a la deficiencia en ln produc- -

cj.cfo de exopoliaacáridoa. 

3.~ Se pudo obaervar que la mutante Mue± puede nodular 

en Phaaeolus ~aria recuperandose a las bacterias de loa 

n6duloa a diferencia de la Mue- cuyos nódulos se encontraban 

vaoioe. 

4.- Por la alta frecuencia con que las mutantes conju

garon con A. tumefaciens se sugiere que loe genes exo ae ea 

cu.entran en el pláBlllido. 
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