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I INTRODUCCION



1. LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

E1 nitrdgeno, tras el carbono, oxigeno e hidrégeno, es
el elemento mds abundante de la materia viva, de la gue
constituye un 8-16 %. Forma parte de moléculas de muy
importante actividad biolégica, tales como acidos nucleicos,
proteinas y enzimas.

Los microorganismos‘ y plantas wutilizan cominmente el
nitrégeno en forma inorgdnica (nitratos, amonio, etc.), el
cual se encuentra en baja concentracién en la mayoria de los
suelos, siendo dicha concentracién por tanto un factor
limitante en el desarrollo de los vegetales, a pesar de la
abundancia en nitrégeno molecular que existe en 1a
naturaleza. En este contexto es donde cabe apreciar 1la
importancia fundamental que posee la fijacidén de nitrégeno,
es decir, el paso de nitrégeno molecular atmosférico a forma
combinada ( Sevillano y Rodriguez-Barrueco, 1987 ).

La fijacidn de nitrégeno se puede realizar a través de
tres rutas: fijacién espontédnea, 1industrial y biolégica,
proporcionando esta UGltima aproximadamente el 64 % de 1la
fijacién total anual, porcentaje que supone una cantidad de
nitrégeno suficiente como para asegurar el buen rendimiento y
crecimiento de las plantas, haciendo innecesario é1 uso de
fertilizantes nitrogenados artificiales, de muy alto coste ¥y
que ademds terminarian por romper el balance del
ecosistema.

La fijacién biolégica de nitrdgeno es por tanto la mayor



fuente de nitrdgeno combinado aprovechable de la biosfera y
es llevada a cabo exc]usi?amente por organismos procariotas
(Postgate, 1982), libres o en asociacién con plantas
superiores,

Los microorganismos fijadores en vida libre producen
poco rendimiento, ya que consumen gran cantidad de energia,
dificil de obtener por escasear los sustratos necesarios en
el medio circundante. Sélo las cianobacterias por ser
diazdétrofos fotosintéticos obtienen un rendimiento
considerable. Respecto al requerimiento de oxigeno de estos
microorganismos, podemos incliuir en este grupo tanto aercbios
(Azotobacter), como anaerobios (Clostridium) y anaerobios
facultativos (Bacillus y Klebsiella), si bien estos UGltimos
sblo fijan en ausencia de oxigeno libre.

Los microorganismos diazotréficos en asociacidn con
plantas son 1la principal fuente de obtencién de nitrégeno
asimilable. Estas asociaciones van desde la rizocenosis con
cereales hasta las asociaciones mutualistas que conllevan la
formacidén de estructurés especializadas en raiz, tallo u
hojas.

En la Tabla I aparecen algunos de 1los ejemplos mas
significativos, por su interés agricola y forestal, de
microorganismos fijadores en asociacidén con plantas.

De todas estas asociaciones, por su 1mportancia en la
agricultura y por tanto en la economia, la més estudiada y en
la que nos centraremos en el presente trabajo es la

asociacidén Rhizobium-leguminosa.



TABLA I

Relacién de microorganismos fijadores en asociacién con plantas

superiores.
Tipo Tipo Localizacién del
de asociacién Género de planta | microorganismo
Rizocenosis | Azospirillum Gramineas | Zona de la raiz
Azotobacter
Simbiosis Rhizobium Legumino- { Nédulo radical
sas
Simbiosis Frankia Arboles y | Nédulo radical
arbustos
(Aliso)
Simbiosis Algunas | Hongos as-| Talo de liquen
cianobacterias | comicetos
Simbiosis Nostoc Hongos, Variable
musgos,etc
Simbiosis Anabaena Helecho Cavidad foliar
Azolla .




2. TAXONOMIA

La familia Rhizobiaceae, segln la 14 edicfén del Manué1
de Bergey, incluye bacilos sin endosporas, méviles por un
flagelo polar o subpolar, o bien por flagelos peritricos en
numero de dos a seis. Son aerobios y Gram negativos.

Todas las especies salvo Agrobacterium radiobacter
producen hipertrofias corticales en las plantas.

En la Tabla II, se muestran los géneros pertenecientes a
esta fahi]ia.

En la actualidad, esta clasificacién se ha modificado en
base a caracteristicas tales como homologia de dcidos
nucleicos, hibridacién, electroforesis de proteinas
celulares, serologia, composicidn de polisacarido
extracelular y transferencia de 1la infectividad mediante

plamidos.

En la Tabla III se refleja la relacién de especies bien
caracterizadas que comprenden estos géneros. Dicha tabla se
ha elaborado a partir de Tas siguientes fuentes
bibliograficas: la Lista de bacterias aceptadas (Skerman Yy
col., 1989), su suplemento (Moore y Moore, 1989) y 1los
trabajos que con posterioridad al 01/01/1989 se han publicado
en la revista International Journal of Systematic

Bacteriology.



TABLA II Géneros pertenecientes a la familia Rhizobiaceae
atendiendo al Manual de Bergey 12 edicién.

I.- Formadoras de nddulos en raices de leguminosas. Fijadoras
de nitrdgeno.

a) Crecimiento rdpido en medio con manitol y extracto
- de levadura.

G. Rhizobium

b) Crecimiénto lento en medio con manitol y extracto
de levadura.

G. Bradyrhizobium
II.- No formadoras de nédulos pero si de otras hipertrofias
corticales. No fijadoras.
G. Agrobacterium
III.- Formadoras de nédulos en hojas de las familias
Myrsinaceae y Rubiaceae. (Fijadoras?

G. Phyllobacterium




TABLA III Relacidn de especies que comprenden los géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium y Azorhizobium.

Género Hospedador
Especie Habitual
Rhizobium
R. meliloti Medicago (aifalfa),

Melilotus, Trigonella *
R. leguminosarum

R. leguminosarum bv. phaseoli Phaseolus (judia, frijol)

R. leguminosarum bv. viciae Pisum (guisante), Vicia
(arveja), Lathyrus, Len
(lenteja) *

R. leguminosarum bv. trifolii Trifolium (trébol) -

R. loti Lotus

R. galegae Galega
Bradyrhizobium

B. Jjaponicum Glycine (soja)
Sinorhizobium

S. fredii Glycine (soja)

S. xinjiangensis Glycine (soja)
Azorhizobium

A. caulinodans Sesbania

* Las estirpes de la misma especie pueden nodular uno o varios de los
hospedadores descritos.



Género Rhizobium (Jordan,1984)

Incluye bacilos pleomérficos en condiciones adversas de
cultivo, Gram negativos, méviles, aerébios (donde el oxigeno
actla como aceptor final de electrones), cuyas colonias
tienen 2-3 mm de didmetro tras 3-4 dias de crecimiento. Estos
microorganismos producen reacciones A4cidas en medio mineral
con manitol u otras fuentes de carbono y su crecimiento en
medios con hidratos de carbono va acompafiado por produccidn
de grandes cantidades de exopolisacarido.

Los representantes de este género penetran en las raices
de leguminosas de zonas templadas o tropicales y provocan la
aparicién de ndédulos. Las bacterias se encuentran, en 1los
nédulos, en forma pleomédrfica (bacteroides) gque es 1la

encargada de fijar nitrégeno.
3. INTERACCION RHIZOBIUM-PLANTA.

Las especies del généro Rhizobium, establecen simbiosis
con leguminosas de forma especifica (RhTzobium 1infecta
selectivamente a la planta hospedadora). Esta simbiosis
aporta beneficios mutuos que se traducen en 1la fijacién
simbidética de nitrégeno por la planta y la persistencia del
microorganismo en la naturaleza. Tanto 1la planta como 1la
bacteria son incapaces de fijar nitrégeno como organismos
independientes.

E1 establecimiento de la simbiosis estd perfectamente



regulada por los simbiontes, y consta de varias etapas.

3.1. Colonizaciédn y adhesidén a la raiz

E1 proceso comienza con la colonizacion del pelo radical
por parte del microorganismo, que es atraido por l1a planta
debido a sustancias que ésta segrega (triptéfano) y que
Rhizobium puede transformar (Bauer y col., 1981; Dart, 1977;
Vincent, 1980).

Tras la colonizacién, la bacteria se adhiere

especificamente a 1os pelos radicales.

3.2. Curvatura del pelo radical

Una vez 1llegado a esta etapa, y en respuesta a
compuestos especificos (flavonoides) exudados por la planta,
los genes de 1la nodulacién de Rhizobium van a inducir 1la
curvatura de l1os pelos radicales y la divisién de las células
meristemdticas del cdédrtex interno.

3.3. Infeccidn

Al curvarse el pelo radical se produce una zona de
tensidén que provoca el debilitamiento de 1la pared celular
vegetal, facilitandose de esta forma la penetracién de
Rhizobium al interior del pelo radical (Abe y col., 1980;
Bauer, 1981).

A partir de este punto en el que se inicia 1la



penetracidén comienza Ta formacién de una estructura
especializada, denominada corddén de infeccién, en cuyo
interior se multiplican las bacterias y que avanza desde Wés
células del pelo radical hacia el cortex de la raiz, donde
empieza a ramificarse. Hay que decir que 1las paredes del

corddn de infeccidn son sintetizadas por la planta.

3.4. Desarrollo del nédulo

A bartir del cordén de infeccién, Tas bacterias
comienzan a invadir las células vegetales en divisién y
empiezan a desarrollar una membrana peribacteroidal alrededor
de si mismas y en el interior de las células vegetales, las
cuales detienen su divisién (Libbenga y col., 1974; Newcomb,
1980).

Las células adyacentes al cordén que no han sido
invadidas por la bacteria forman un meristemo apical; algunas
de las células . producidas por esta actividad meristematica
son invadidas por el cordén de infeccién, mientras que el
resto produce - un nuevo cortex Yy haces vasculares. Esta
actividad continta hasta que estd perfectamente definido el
nédulo cortical, que recibe el aporte vascular de -1a estela
(Dart, 1977).

Durante el desarrollo y mantenimiento del ndédulo, genes
especificos de bacterias y plantas son expresados de forma
coordinada a 1o largo del tiempo. Las proteinas especificas

del nédulo se producen debido a la desrepresién de ciertos
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genes de la planta, incluyendo el gen gque sintetiza la parte
proteica de 1a molécula de Tleghemoglobina (Legocki y col.,
1980), fundaméntal para la regulacién de 1os niveles de
tensidén de oxigeno dentro del ndédulo. E1 microsimbionte por
su parte sintetiza la parte hemo de 1la mo]écuia anteriormente

citada (Dilworth y col., 1979; Leong y col. 1982)

3.5. Diferenciacién de bacteroides y fijacion de nitrégeno

Ademds de cambios en la regulacién de Tlos genes del
microorganismo, se producen cambios bioguimicos y
morfolégicos esenciales. La bacteria deja de dividirse,
pierde su pared celular, se vuelve p1eomérfi¢a y adqguiere el
estado de "bacteroide”. Los bacteroides pueden entonces fijar
el nitrégeno atmosférico, utilizando ciertos compuestos gque
provienen de la planta como fuente de energia.

En Ta Figura 1 aparece un esquema en el gue se describe

el proceso de infeccidédn (Sprent, 1989).
4, GENETICA DE RHIZOBIUM

Para que el proceso de fijacién de nitrégeno se lleve a
cabo es necesario la intervencién de una serie de genes,
tanto de la planta como del microsimbionte. A partir de
distintos mutantes de Rhizobium se han podido aislar e
identificar estos genes asi como determinar su localizacién.

Los genes de 1a bacteria involucrados en todo este

11



Figura 1.- Proceso de infeccién.



‘ ' 1.Conjugacién y adhesién.
S5.Diferenciacién de bacteroides
y fijaci6én del nitrégeno. ’

2.Curvatura del pelo radical.

3.Cordén de infecciétn.



proceso pueden incluirse en dos grandes grupos: gdgenes
tempranos, que soh aguellos genes necesarios para inducir la
formacidén de la estructura del ndédulo; y genes tardios, que
son aquellos cuya expresién determina la capacidad de fijar
nitrégeno en las estructuras nodulares.

En las distintas especies de Rhizobium la mayoria de los
genes responsables de la nodulacién y fijacién de nitrégeno
estdn localizados en pldsmidos de alto peso molecular,
11amadoé plasmidos simbiéticos (pSym) (Banfalvi y col., 1981;
Brewin y col., 1980; Higashi, 1967; Hooykaas y
col., 1881; Nuti y col., 1979; Prakash y col., 1981). Otros
genes estdn localizados en otros plédsmidos e incluso en el
cromosoma bacteriano.

En la Tabla IV se esquematizan las funciones simbidéticas
encontradas en el genoma de Rhizobium (Dylan y col., 1986;
Finan y col., 1985; Geremia vy coi., 1987; Horvath y col.,
1986; Leigh y col., 1987).

En el presénte trabajo nos centraremos en el estudio de
mutantes que presentan alteraciones en la sintesis Yy
produccién del exopolisacarido bacteriano, que parece jugar
un papel importante en el proceso de infeccidén ya que
participa activamente en el reconocimiento especifico entre

1os dos simbiontes.

14



TABLA IV

Estructura del genoma de Rhizobium

Genes

Etapas que
intervienen

Localizacién

Mutantes

Fenotipo

nod comunes

nod
cos

especifi

exo

3
<l

~h
.
x

|

3
e
=

|

induccidén del nédulo

sintesis de EPS.
Adhesién y especifi-
dad

desarrollo del né-
dulo y corddn de
infeccidn

maduracion del né—
dulo. Fijaciéon del
nitrégeno

pldsmido sym

pldsmido sym
otros plésmi
dos, cromoso
ma

cromosoma

plasmido sym,
otros plasmi-
dos, cromoso-
ma

Nod-

Exo~

Ndv-

Fix-

ausencia
de nédu-
los

nédulos
vacios
no fija-
dores.
No cur-
vatura
del pelo
radical
ni cor-
dén de
infec~
cién.

nédulos
vacios,
no cor-
dén de
infec-
cién. No
fijado-
res.

nddulos
no fija-
dores.




5. ESTUDIO DEL EXOPOLISACARIDO BACTERIANO

5.1. Estudio genético

Las bacterias del G. Rhizobium, al igual que otras
bacterias Gram negativas producen una gran variedad de
polisacaridos superficiales tales como exopolisacdridos
acidos (EPS), 11popo1isacéridqs (LPS) y glucanos neutros
(B—1,2—g1ucanos) (Halverson  >m;kﬂ7Wé61., 1986). Estos
polisacdridos tienen un papel esencial en la interaccidn
Rhizobium-leguminosa, si bien aun no se ha podido asignar con
plena seguridad la funcidén especifica que tienen. Entre las
funciones que se les atribuyen podemos citar:

1) Proteccién del microsimbionte de 1las respuestas de

defensa de la planta.

2) Seflal para la planta, bien en forma de molécula de

alto peso molecular o bien como oligosacéaridos.

3) Reconocimiento de los pelos radicales susceptibles de

ser infectados.

4) Transporte de enzimas extracelulares.

5) Soporte, para mantener la presién osmética apropiada

durante el proceso de infeccidn.

6) Forman parte de la matriz del tubo de infeccién.

Parece ser que Jlos polisacaridos no son 1os Uunicos
responsables de 1la especifidad del microsimbionte por el
hospedador. Asi pues, mutantes con ausencia de ciertos

polisacdridos, si bien forman nédulos vacios (mutantes Inf-)
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no tienen alterados el rango de hospedador (Finan y col.,
1985).

Se ha demostrado que mutaciones en la sintesis de EPS
pueden producir distintos efectos en la nodulacidn ya gque se
han aislado mutantes de R. Jeguminosarum bv. viceae con
fenotipos muy varijados (Sanders y col., 1981), e igualmente
se ha descrito para las biovariedades phaseoli y trifolii de
R. Tleguminosarum, y R. meliloti. En estas cepas se han
aislado mutantes con alteracién en el EPS que son incapaces
de producir la curvatura del pelo radical y desarrollar el
cordén de infeccidén, mientras que otros mutantes EPS de las
mismas cepas son capaces de curvar el pelo e iniciar la
- formacioén del cordén, aungue tampoco fijan nitrégeno
(Chakravorty y col., 1982; Léigh y col., 1985; Puhler y col.,
1986; Vandenbosch y col., 1985).

Leigh v col., en 1985 y posteriormente Long y col., en
1988, llegaron a identificar 12 grupos de complementacién que
afectan a la produccién del EPS en R. meliloti. Estos grupos
de genes estdn localizados en el megaplédsmido 2 de
R. meliloti (Finan y col., 1986). |

Los mutantes ExoA, ExoB, ExoF, ExolL, ExoM, ExoP, ExoQ ¥y
ExoT no producen polisacdridos, presentando un fenotipo Nod*
Inf-. Los mutantes ExoG, ExoJ y ExoN producen menos EPS que
la cepa silvestre. Estos mutantes presentan fenotipo Fix* si
bien ExoG y ExoJ tienen menor eficacia fijadora.

Mutantes ExoH producen la misma cantidad de

exopolisacédrido que la cepa silvestre pero también forman
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noédulos Inf- Fix-. Son capaces de curvar el pelo radical pero
los cordones de infeccién abortan en el cortex externo del
nédulo. E1 EPS de estos mutantes carece de succinato (Leigh y
col., 1987) de 1o que se deduce la relacién existente entre
la presencia de succinato en la estructura EPS y la invasién
y posiblemente el desarrollo del nédulo. Por otro iado,
Miller y col. (1988) han encontrado mutantes Inf- de
R. meliloti cuyo EPS carece de piruvato.

Por 1o indicado anteriormente, se evidencia la
importancia que tienen las sustituciones no sacaridicas del
EPS, que varia, por otro lado, dependiendo de la ausencia o
presencia de1‘ pldsmido simbiético (Carlson y col., 1986;
Skornpska y col., 1985).

En R. meliloti se han encontrado otros 4 genes exo
localizados en él‘ cromosoma, exol, exoD, exoR y exoS,
teniendo los dos Ultimos un papel regulador actuando sobre la
transcripcién o traduccién de los genes exo (Doherty y col.,
1988), y por Gltimo Zhan y col., en 1990 han descrito otro
nuevo gen regulador en R. meliloti, el gen exoX, que no
parece regular 1la expresidén de exoP. Mutantes ExoX de
R. meliloti producen niveles elevados de succinoglicano. E]
efecto del gen exoX se compensa con otro gen de R. -meliloti,
el gen exoF.

En otras especies de Rhizobium tales como
R. leguminosarum bv. trifolii o Rhizobium sp NGR234, 1los
mutantes con deficiencia en la sintesis de EPS forman nddulos

inefectivos (Fix-) pero a diferencia de R. meliloti son
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capaces de iniciar el proceso de infeccién, aunque los
cordones de infeccién degeneran muy pronto (Chakravorty vy
co1.) 1982; Chen y col., 1985). |

Varios autores han postulado que en las interacciones
microorganismos patégenos-plantas, los oligosacdridos
especificos derivados de pared celular del microorganismo o
de 1la p1énta hospedadora actuan como reguladores de
determinadas funciones de la planta, tales como crecimiento,
diferenciacién y resistencia a enfermedades (Darvill y col.,
1984; Keim y col., 1985). La actividad bioldégica del EPS
dependeria de 1la presencia de enzimas de 1la planta que
degradarian el polimero en oligosacaridos activos con un
papel especifico en el proceso de infeccién (Dazzo y col.,
1982; Solheim y col., 1984). |

A pesar de todo lo expuesto anteriormente, no se puede
asegurar que el EPS juegue un pabe] activo o pasivo en la
interaccidén de la bacteria con 1la planta,. ya que ambos casos
son posibles (Djordjevic y col., 1987b).

E1l hallazgo del papel del exopolisacdrido en el proceso
de nodulacidén se ha complicado aun mas al encontrarse un
mutante EPS de R. Teguminosarum que produce distintos efectos
simbiéticos segin 1la 1leguminosa que infecte (Borthakur vy
col., 1986,;. Asimismo se han aislado ﬁutantes EPS de
Rhizobium sp NGR234 que tiene un rango de hospedador efectivo
mas reducido que la cepa silvestre (Chen y col., 1985).

Glazebrook y col. (1989) han encontrado que la estirpe

1021 de R. meliloti tiene la capacidad criptica de producir
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un nuevo EPS (EPSII), que a diferencia del EPS‘estudiado
hasta ahora (EPSI) no tiene 1la propiedad de unirse aT
calcofluor. Para que se produzca este EPSII es necesario uha
mutacién cromosédmica (expR). Mutaciones cromosémicas en expR
originan la sintesis del EPSII. Se han identificado seis
grupos de complementacidén (genes expA, expC, expG, expD y
expE) cuya transcripcion es regulada por el gen expR
localizado en el megapldsmido 2 de R. meliloti, que son
necesarios para la sintesis de EPSII ademds del producto
génico éxoB, involucrado también en la sintesis del EPSI y de
los lipopolisacaridos (Leigh y col., 1985).

Los resultados de Glazebrook vy Wa1kér indican que los
EPS juegan un papel importante en el fendmeno de
especificidad por el hospedador, ya que la sintesis del
EPSII corrige el fenotipo Inf- de mutantes EPSI. Asi, Tlos
dobles mutantes expR exoA de R. meliloti forman nédulos
efectivos en Medicago sdtiva, pero la mutacién expR no
corrige el fenotipo 1Inf- para Tlas otras legumbres que
generalmente nodulan con R. meliloti (Trigonella, Meli?otusf
Medicago truncatula). Esto ha demostrado que EPSI es
necesario para la infeccidén de algunas leguminosas peroc no
para otras., Esto nos pone de manifiesto que es ‘'la propia
planta hospedadora la qué determina que caracteres
estructurales del EPS son importantes para el establecimiento
de la simbiosis.

Otra funcién que ha sido propuesta para 1los EPS es

servir como sefiales para la planta durante el proceso de
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desarroillo nodular, por ejemple induciendo la sintesis de
nodulinas (Leigh y col., 1987).

Aungue en general los plasmidos simbidéticos no son
necesarios para la produccidén de los EPS, Borthakur y col. en
1985 encontraron dos genes (ps7 y psr) que estan localizados
en el pSym de R. leguminosarum bv. phaseoli y gue afectan a
la sintesis de EPS en el ndédulo (los bacteroides apenas
sintetizan EPS).

La transcripcidén del psi esta regulada por el gen psr
que parece que regula también la transcripcién de otros genes
cuya expresién depende del estado libre o simbiético en que
se encuentra la bacteria.

Finalmente, a partir de un trabajo publicado por
Appelbaum y col. (1988) han puesto de manifiesto la conexidén
existente entre los genes de la nodulacién (genes nod) y la
estructura superficial de la bacteria ya que se ha encontrado
que una de las copias del gen nodD de Sinorhizobium fredii
USDA191 inhibe la sintesis de EPS cuando se encuentra clonada

en multicopia.

5.2. Estructura del EPS 4cido de Rhizobium

Los polisacAaridos bacterianos forman un grupo de

polimeros con gran cantidad de variaciones estructurales y

que frecuentemente incluyen como compuestos azucares
inusuales.
Entre los monosacaridos mas frecuentes en el
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polisacdrido de Rhizobium podemos citar: D-ribosa, D-glucosa,
D-manosa, D-galactosa, D-glucosamina, D-galactosamina, 4acido
glucurédnico y 4&cido galacturédnico, asi como sus derivados
metilados. Con respecto a los sustituyentes no glicosidicos
podemos citar: dcido acético, acido piruvico, acido succinico
y acido hidroxibutanoico.

En relacion al exopolisacarido dcido objeto de nuestro
estudio, segln Zevenhuizen (1971, 1981) en Tlas especies de
Rhizobium existen dos tipos de EPS: uno que lo presentan la
mayoria de las estirpes de R. meliloti y que contiene
D-glucosa, D~galactosa y 4cido piravico en la proporcién
7:1:1, y otro tipo de EPS que 1o presentan 1las tres
biovariedades de R. Jeguminosarum y que contiene D-glucosa,
D-galactosa, 4acido D-glucurdénico y 4&cido pirdviéo en las
proporciones 5:1:2:2.

Por su parte, Mc Neil y col. (1986) han encontrado que
el primer tipo de EPS propio de R. meliloti puede tener
sustituciones de tipo succinato y acetato, y Sanchez del
Junco (1990) describe que en la cepa CIAT899 de
R. leguminosarum bv. phaseoli el EPS carece de 4&cidos
urédnicos y contiene acido acético (6:2:1,5:1,5).

A pesar de lo anteriormente expuesto, en general parece
cumplirse que diferentes cepas de una misma especie de
Rhizobium excretan aparentemente 1los mismos polisacéridos,
mientras que cepas diferentes de distintas especies del mismo
género excretan polisacadridos estructuralmente distintos

(Dudman y col., 1983).
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De los sustituyentes de tipo no carbohidratos que
aparecen en el EPS de Rhizobium los més comunes son Aacido
pirdvico, acido acético, acido succinico y dcido
3-hidroxibutanoico.

E1l 4cido piruvico se encuentra enlazado como grupo cetal
en posiciones 4 y 6 de galactosa y glucosa en lcs
polisacdridos de Rhizobium. Los sustituyentes o-acilos, por
su parte, pueden estar presentes o no en cualgquier posicioén
de cuélquier residuo glicosidico de los polisacaridos.

Ya en 1969, Dudman y Heidelberger afirmaron gue estos
dos tipos de sustituyentes eran determinantes inmunolégicos
en el exopolisacdrido de Rhizobium. Ma&s tarde, Mort y Bauer
(1980) han demostrado gue el contenido en sustituyentes acilo
y pirdvico varia con el tiempo de cultivo de las células
bacterianas.

En cuanto a la cepa que nos compete, en el Departamento
de Quimica Orgéanica de 1la Facultad de Quimica de 1la
Universidad de Sevilla se han realizado estudios sobre 1la
estructura del EPS de R. Jeguminosarum bv. phaseoli CIAT899 y
se han llegado a las siguientes conclusiones:
| 1) Mediante an4lisis <cualitativoe por cromatografia

liquida de alta resolucién (C.L.A.R.) ' se han
identificado los siguientes componentes en el
polisacdrido: glucosa, galactosa, piruvato y acetato.

2) Para la determinacién cuantitativa de los azlcares se

realizé la cromatografia de gas-liquido de 1los

correspondientes acetatos de alditoles, y se
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3)

determindé que la glucosa y galactosa se encontraban
en razén molar de 3:1.

La determinacién cuantitativa de los sustituyentes se
realizé por métodos colorimétricos. Como la unidad de
repeticidn del polisacarido estd constituida por ocho
azucares, podemos expresar Ta cantidad de
sustituyentes en moles por unidad de repeticién del
polisacdrido encontrandose asi el piruvato en una
concentracién de 1,5 moles de piruvato por unidad de
repeticién del polisacdrido y el acetato en una
concentracién de 1,3 moles por unidad de repeticiodn

del EPS.

En la Figura 2 se refleja la estructura final del EPS de

R. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899. (Gil-Serrano y col.,

1990).
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Figura 2.- Estructura de la molécula del
EPS de R. leguminosarum bv.

phaseoli CIAT899.
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II OBJETIVOS



lLa excreccidn de polisacaridos bacterianos es
fundamental en el proceso de infeccidén del microorganismo a
la planta, ya gue aungue no se conozca con exactitud su papel
espeéifico, si queda demostrado que interviene o puede
intervenir de distintas formas en el proceso de nodulacién.

E1 objetivo del presente trabajo es el de aislar vy

caracterizar mutantes con alteraciones en 1la sintesis del
exopolisacarido de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
CIAT889 y estudiar Tlas caracteristicas fenotipicas que
presentan.

Para el desarrollo de estos objetivos, se siguidé 1la

siguiente estrategia:

1) Mutagénesis al azar con Tn5::mob y obtencidn de
mutantes en el exopolisacarido.

2) Estudio de la produccién del exopolisacarido vy
determinacién de la composicidn cualitativa y
cuantitativa.

3) Ensayo de las propiedades simbiéticés de los
mutantes.

4) Complementacién de las alteraciones en el
exopolisacdrido mediante césmidos exo de Rhizobium

meliloti.
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III MATERIAL



1. MICROORGANISMOS

Las cepas y plasmidos usados en el presente trabajo se
citan en la Tabla V, especificando su procedencia y sus

caracteristicas mas relevantes.
2. PLANTAS

Phéseolus vulgaris variedad Negro Jamapa (frijol)
3. ANTIBIOTICOS

Se emplearon en el medio de cultivo, a tas
concentraciones finales que se indican en la Tabla VI.

Se disolvieron en agua destilada. Se esterilizaron por
filtracién utilizando membrana Millipore de 0,45 micras de
diametro de poro. La rifampicina y tetraciclina se
disolvieron en metanol 3% etanol-agua al 50% (V/V)
respectivamente y se aRadieron directamente al medio de
cultivo.

Todos los antibidéticos fueron suministrados por Sigma

Chemical Company, St. Louis, Missouri, USA.

4. MEDIOS DE CULTIVOS
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TABLA V Cepas y plédsmidos utilizados en este trabajo.

Carasteristicas
Cepas o0 plasmidos relevantes Procedencia

R. leguminosarum
bv. phaseoli

CIAT899 cepa silvestre E. Martinez y
Nod* Fix* RifR col. (1985)

RSP1MJ 899::Tns: :mob Este trabajo
Nod- Fix- RifR
KmR

RSP4MJ 899::Tn5::mob Esta trabajo
Nod*/- Fix- RifR
KmR

RSPSMJ 899::Tn&::mob Este trabajo
Nod+/~ Fix- RifR
KmR

RSP10MJ 899::Tn5::mob Este trabajo
Nod+/- Fix* RifR
KmR

RSP21MJ 899::Tn5: :mob Este trabajo
) Nod+/- Fix- RifR
KmR

RSP25MJ 899::Tné::mob Este trabajo
Nod*/- Fix- RifR
mR

RSP29MJ 899::Tns: :mob Este trabajo
Nod- Fix~ RifR
KmR

RSP30MJ 899::Tné: :mob Este trabajo
Nod*/- Fix- RifR
KmR




Cepas o plasmidos

Caracteristicas
relevantes

Procedencia

RSP44MJ

RSP1MJ-5P

RSP1MJ-~15P

RSP1MJ-34P

RSP4MJ~2

RSP4MJ-2P

RSP4MJ-5P

RSP4MJ-15P

899::Tns::mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR

899::Tn&::mob
Nod- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

899::Tn&::mob
Nod- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD15
de R. meliloti

899::Tn&: :mob
Nod~ Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. meliloti

899::Tnb: :mob
Nod+ Fix* RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD2
de R. meliloti

899::Tné::mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
delcésmido pD2

de R. meliloti

899::Tné&: :mob
Nod+/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
delcésmido pD5

de R. meliloti

899::Tn&::mob
Nod+*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
delcésmido pDib
de R. meliloti

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo




Cepas o plasmidos

Caracteristicas
relevantes

Procedencia

RSP4MJ-34

RSP4MJ-34P

RSPOMJ-2P

RSP9MJ-5

RSPOMJ~-5P

RSPOMJ~15P

RSP9MJ-34P

899::Tn&::mob
Nod* Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. meliloti

899::Tnb: :mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. meliloti

899::Tn&::mob
Nod+/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD2
de R. meliloti

899::Tn5::mob
Nod* Fix- RifR
KmR TcR, portador
del cOsmido pD5
de R. meliloti

899::Tn5: :mob
Nod+ Fix~ RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

899::Tns::mob
Nod+/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD15
de R. meliloti

899::Tn&: :mob
Nod+/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. meliloti

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo




Cepas o plasmidos

Caracteristicas
relevantes

Procecencia

RSP10MJ-2P

RSP10MJ-5P

RSP10MJ-15P

RSP10MJ-34P

RSP21MJ-2P

RSP21MJ-5

RSP21MJ-5P

899::Tn&::mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD2
de R. meliloti

899::Tn&: :mob
Nod+/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

899::Tnb::mob
Nod*/- Fix~ RifR
KmR TcR, portador
del césmide pD15
de R. meliloti

899::Tn&::mob
Nod* Fix* RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. meliloti

899::Tn5: :mob
Nod* Fix* RifR |
KmR TcR, portador
del césmido pD2
de R. meliloti

899::Tnb::mob
Nod+ Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

899::Tn5: :mob
Nod* Fix* RifR
KmR TcR, portador
del cdsmido pD5
de R. meliloti

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo




Cepas o plasmidos

Caracteristicas
relevantes

Procecencia

RSP21MJ-34P

RSP29MJ-2P

RSP29MJ-5P

RSP29MJ-15P

RSP29MJ-34P

RSP30MJ-2P

RSP30MJ-5

899::Tn5::mob
Nod* Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. meliloti

899::Tns::mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD2
de R. meliloti

899::Tn&::mob
Nod* Fix~- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

898::Tn&::mob
Nod* Fix* RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD15
de R. meliloti

899::Tns::mob
Nod* Fix* RifR
KmR TcR, portador
del cosmido pD34
de R. meliloty

899::Tn&::mob
Nod*/~ Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD2
de R. meliloti

899::Tns::mob
Nod* Fix* RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

Este trabajo

-Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo




Cepas o plasmidos

Caracteristicas
relevantes

Procecencia

RSP30MJ-5P

RSP30MJ-15P

RSP30MJ-34

RSP30MJ-34P

RSP44MJ-2P

RSP44MJ-5

RSP44MJ-5P

899::Tn&: "mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

899::Tn&::mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5
de R. meliloti

899::Tns: :mob
Nod* Fix- RifR
KmR TcR, portador
del cdésmido pD34
de R. meliloti

899::Tn&::mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. meliloti

899::Tnb: :-mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD2
de R. meliloti

899::Tn5:mob
Nod+ Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD5s
de R. meliloti

899::Tn&: :mob
Nod*/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del cosmido pD5
de R. meliloti

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo




Cepas o plasmidos

Caracteristicas
relevantes

Procecencia

RSP44MJ-34P

E. coli

HB101

pSUP5011

pRK2073

pD34

pD2

pD15

pD5

899::Tn&::mob
Nod+/- Fix- RifR
KmR TcR, portador
del césmido pD34
de R. melilotiy

hsdS, hsdM, pur,
leu, thi, gal, lacy,
recA, str

Tn&::mob KmR NmR
"helper"” SpR

Césmido derivado
del pLAFR1 porta-
dor del gen exoA
de R. meliloti

Césmido derivado
del pLAFR1 porta-
dor del gen exoB
de R. meliloti

Césmido derivado
del pLAFR1 porta-
dor del gen exoC
de R. meliloti

Césmido derivado
del pLAFR?1 porta-
dor del gen exoD
de R. meliloti

Este trabajo

G. Ditta
(1986)

R. Simon
(1983)

G. Ditta
(1986)

J.A. Leigh
(1985)

J.A. Leigh
(1985)

J.A. Leigh
(1985)

J.A. Leigh
(1985)




TABLA VI Concentraciones finales de antibiéticos usados en el medio de

cultivo
ANTIBIOTICO CONCENTRACION
Ampicilina 100
Cloranfenicol 50
Espectinomicina 15
Kanamicina 50
Nalidfxico | 10
Rifampicina . _ 25
Tetraciclina (£. coli) 15
Tetraciclina (Rhizobium) 10

* Las concentraciones se expresan en microgramos/ml



4.1. MEDIO TY

Se utilizé como medio base para el crecimiento de

Rhizobium tanto en medio 1liguido como sélido, con la
siguiente composicién (Beringer y col., 1974):

Triptona 5,00 g

Extracto4de levadura 3,00 g

CaClz . 6H20 0,84 g

Agua destilada c.s.p. 1000 ml

E1 pH se ajusté a ‘7,0 y se esterilizé en autoclave
durante 20 min. a 121 °C.
E1l medio s6lido se realizé aradiendo agar (Pronadisa) a

la concentracién final de 1,2%.
4.2. MEDIO LB

Los cultivos de Escherichia coli se han llevado a cabo
en medio LB (Maniatis y col., 1982), cuya composicién es 1la

siguiente:

Triptona 10 g
Extracto de levadura 549
NacCl 10 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
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ET pH se ajustd a 7,0 y se esterilizé en autoclave
durante 20 min. a 121 °C.
E1 medio sélido se realizd aRadiendo agar (Pronadisa) a

ta concentracién final de 1,2%.
4.3. MEDIO LB CALCOFLUOR

Se utilizé el medio LB Calcofluor (Finan y col., 1985)
para obtener la produccién de polisacdridos por las cepas de
Rhizobium, por ildminacién con luz U.V. (onda larga), con la

siguiente composicidn:

Triptona 10,0 g
Extracto de levadura 5,0 g
NaC1l 5,0 g
Calcofluor 0,2 g
MgS0Os . 7H20 2 mM
CaClza . 6Hz20 2 mM
Agar 12 g

Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Fluorescent Brightener 28 (Calcofluor), se adquirid de
Sigma Chemical Company. E1l medio se esterilizdé en el
autoclave a 121 °C durante 20 min. y posteriormente se

afadid el cloruro calcico y el sulfato magnésico.
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4.4. MEDIO 79 DE ALLEN

Para la produccidén de polisacaridos se utilizé el medio
79 de Allen (Allen, 1951), cuya composicidn se detalla a

continuacioén:

Kz HPOa 0,60 g
MgS0Os4 . 7H20 0,20 ¢
Ccacos 3,00 g
NacC1l ) 0,20 g
Manitol 7,60 g
Glucosa 2,40 g
Extracto de levadura 1,00 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

E1 pH se ajustdé a 7,0 y se esterilizé durante 20 min. a
121 ©oC.

Para el medio sdélido se afadid agar (Pronadisa) a 1la
concentracidén final 1,2%
5. SOLUCIONES NUTRITIVAS PARA PLANTAS
5.1, SOLUCIONES STOCKS
5.1.1. MICROELEMENTOS: MEDIO AUSTRALIANO

H3 BOs3 2,860 ¢
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MNnSOs4 . H20 4,060 g

ZnS04 . H20 0,440 g
CusOs4 . BHz20 0,157 g
(NH4 )MO702 . 4H20 0,020 ¢
Agua destilada c.s.p. 1000 ml.

5.1.2. EDTA-Fe

EDTA-Fe 3,45 g

Agua destilada c.s.p. 1000 ml

5.1.3. CaCl:z

CaClz . 6H20 10 g

Agua destilada c.s.p. 1000 ml

5.2. SOLUCION NUTRITIVA

Utilizando los stocks anteriores se prepara la solucidn

nutritiva para plantas cuya composicién es:

Medio Australiano 0,25 ml
EDTA-Fe 0,25 ml
CaClz . 6H20 5,00 ml
K2 HPO4 0,10 ¢
MgS0O4 . 7H20 0,10 g
KC1 0,10 g
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Agua destilada c.s.p. 1000 ml
E1l pH final de 1a solucidén es de 6,0-6,5.
6. TAMPONES
6.1. TAMPON FOSFATO

Se prepara segln Gomori (1955).

Solucidén A: Solucidén 0,2 M de fosfato sddico monobédsico
(27,8 g/1 de agua destilada)

Solucién B: Soluciéon 0,2 M de fosfato sdédico dibasico
(71,7 g/1 de agua destilada).

Se mezclan 33 ml de solucién A y 67 ml de la solucién B
y se diluye hasta 200 ml con agua destilada, para conseguir
un pH de 7,1, ajustanddse si fuera preciso. Se esterilizd por
filtracién en membrana Millipore de 0,45 micras de diametro

de poro.
6.2. TAMPON TRIS-ACETATO

Se prepardé siguiendo la técnica descrita por Maniatis

(1982).

Tris—-acetato 40 mM
AEDT Naz 1 mM
pH:8
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7. ENZIMAS E ISOTOPOS

Las restrictasas EcoRI y HindIII, fueron suministradas
por Boehringer Mannheim (R.F.A.) y wutilizadas segun las
recomendaciones de los suministradores.

E1 marcaje de ADN se realizé al azar segin la técnica de

Feinberg y Vogelstein (1983).
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Iv METODOS



1. CONJUGACION

En los experimentos de conjugacién se partidé de medios
liguidos inoculados a partir de una colonia bacteriana e
incubados con agitacién a una temperatura de 28 ¢°C para
Rhizobium y de 37 °C para E. coli, hasta una densidad éptica
de 0.8 (aproximadamente 2 x 108 bacterias/ml) a 480 nm con un

espectrofotdmetro Bausch y Lomb "Spectronic 20".
1.1. CONJUGACION EN MEMBRANA

Se utilizd la técnica descrita por Jacob y col. (1976),
consistente en mezclar volumenes iguales de dos cultivos, uno
de células donadoras y otro de células receptoras, que
contengan al menos, 108 células/ml. Esta mezcla se hace pasar
a través de una membrana Sartorius de 0,45 micras de diametro
de poro. Posteriormente se coloca la membrana sobre un
soporte de agar (TY) y se incuba a 28 °C de 20 a 24 horas.
Pasado este tiempo se recoge la muestra en 5 ml de medio TY,
y previa dilucién, se siembra en medios selectivos para los
transconjugantes y para el donador. El1 nimero real de células
viables del donador se utilizard posteriormente en la
estimacién de la frecuencia de transferencia del pldsmido que
se trate.

Esta técnica de conjugacioén se utilizé en los

experimentos de obtencién de mutantes mediante transposicidén.
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1.2. CONJUGACION EN PLACA

Esta técnica es andloga a la anterior con la diferencia
de que la conjugacién tiene lugar directamente sobre soporte
de agar, para lo cual se depositan 0,1 ml de cada cultivo
(donador, receptor y plasmido "helper"” o cooperador si fuera
necesario) sobre la placa de petri, teniendo cuidado de que
los cultivos queden bien mezclados, a ser posible sobre una
pequeria superficie de agar, de tal forma de que no se
extiendan sobre toda la placa. A continuacién, se incuba a
28 °C y pasado 20-24 horas se recoge el pequefio césped
formado en 5 ml de medio TY. A partir de aqui se procede tal
como se describe en el apartado anterior.

Esta técnica de conjugacién se utilizéd en los

experimentos de complementacién.
2. MUTAGENESIS CON Tnb

La mutagénesis se realiizé mediante conjugacidén segun la
técnica descrita en el Apartado 1.1 y que se esquematiza en
la Figura 3.

Como donador se empleé E. coli HB101 portadora del
pldasmido pSUPS5011 (Figura 4) y como receptor Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli CIAT899.

La seleccidén de transconjugantes se 1levé a cabo sobre
medio TY adicionado de kanamicina y de 1los antibidticos

propios de la cepa receptora.
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Figura 3.- Esquema del proceso de

mutagénesis.
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Figura 4.- Vector pSUP5011. E1 replicén bdsico es pBR325.



E1l recuento de las células donadoras se realizé
sembrando la mezcla de 1a conjugacién en medio LB adicionado
de los antibidticos propios del mismo.

La frecuencia de transferencia del plasmido se calculéd

dividiendo el numero de transconjugantes por el de donadores.

3. COMPLEMENTACION DE MUTANTES CON COSMIDOS PORTADORES DE

GENES EXO DE R. MELILOTI.

La complementacidn se realizd mediante conjugacidén segun
la técnica descrita en el Apartado 1.2.

Se realizaron conjugaciones de cada mutante con cada uno
de los cosmidos portadores de los genes exo de R. meliloti
contenidos en la cepa E. coli HB101. Como cepa cooperadora se
utilizé E. coli HB101 (pRK2073).

En la Tabla VII se muestran los donadores y receptores

utilizados para 1la complementacién.
4, ESTUDIO DEL POLISACARIDO EXTRACELULAR
4.1. PRODUCCION

La produccién de polisacaridos extracelulares de R.
leguminosarum biovar phaseoli CIAT899 se 1levé a cabo
cultivando la bacteria en matraces erlenmeyer de 250 ml que

contenian 100 ml de medio 79 de Allen. Los matraces se

inocularon con una suspensién de la cepa a estudiar que
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TABLA VII Cepas empleadas en los estudios de complementacioén.

RECEPTORES (R. leguminosarum bv. phasecli)

RSP1MJ RSP10MJ RSP29MJ
RSP4MJ RSP21MJ RSP30MJ
RSPOMJ RSP25MJ ‘ RSP44MJ

DONADORES (E. Col7)

HB101 (pD34) HB101 (pD15)

HB101 (pD2) ~ HB101 (pD5)

HELPER (E£. Coli)

HB101 (pRK2073)




contenia alrededor de 2 X 108 células y se incubaron a
28 °C durante 5 dias a 200 rpm. en un agitador-incubador

Lab-Line (Caviedes y col., 1982).
4,2. EXTRACCION

Los cultivos obtenidos se centrifugaron a 20000 rpm.
durante 20 min. en una centrifuga'refrigerada Sorvall RC-5B.
Para extraer los polisacaridos se siguidé la técnica descrita
por Amarger y col. (1967).

Se adicionaron al sobrenadante 2 volumenes de acetona.
Se lavé el precipitado formado nuevamente con acetona. Se
secd con aire caliente y se dializé frente a agua destilada a
4 °C durante 24 horas. Se volvidé a precipitar con acetona.

E1 proceso se repitié 3 veces.
4.3. PURIFICACION

Entre los métodos descritos sobre precipitaciéh con
sales de amonio cuaternario se eligié el de Scott (1965)
desarrollado por valent y col. (1980).

Al exopolisacdrido disuelto en agua se le aflade sulfato
sbédico anhidro y se agita a temperatura ambiente durantekuna
noche. Se afiade Cetavlon (Bromuro de N-cetil-N,N,N-trimetil
amonio) al 10% acuoso hasta precipitacion del polisacarido.
Se centrifuga, se lava con agua y se disuelve con cloruro

sédico al 10%. Se precipita con 2 volumenes de acetona y el
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precipitado se redisuelve en cloruro sédico al 10%. Se
dializa frente a una disolucidén acuosa de c1orUro sodico al
1% durante 24 horas y posteriormente frente a agua destilada

durante el mismo tiempo. Finalmente se liofiliza.

4.4. ANALISIS

La concentracidén de polisacdrido deseada se disolvié en
agua destilada, y se aﬁadié dacido suifurico concentrado en la
cantidad necesaria para que quedase a una concentracidén
1 Normal. A continuacién se hidrolizaron por calentamiento a
reflujo durante 11 horas. Pasado este tiempo se eliminéd el
acido sulflrico por adicién de carbonato de bario hasta gue
el pH de la mezcla se hizo igual a 7. E1l1 precipitado formado
se separdé por filtracién en Millipore. La solucidén recogida
se concentré a vacio hasta sequedad y el residuo seco se
disolvid en agua destilada para su andlisis por

cromatografia.

4.4.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Para la realizacién de este estudio se wutilizdé un
cromatédgrafo Sugar Analyzer I Waters Associated Inc, provisto
de un inyector de volumen fijo de 20 microlitros, una bomba
de alta presién modelo M510 y un detector de 1indice de
refraccién R401. Se utilizé l1a columna Aminex ién exclusidn

HPX-87 H (Biorad).
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Se trabajé a 65 °C. E1 eluyente utilizado fue A4cido

sulfdrico 0,015 N. La velocidad de flujo fué de 0,3 ml/min.

4.4.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE AZUCARES POR

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

La c.g.1. es un método muy apropiado para 1a
determinacién cuantitativa de 1los compuestos de azucares
(Blake y col., 1970). Se necesita unha pequefia cantidad de
muestra.y existe una amplia gama de fases estacionarias
capaces de resolver cualquier tipo de mezcla de azlcares.
Presenta el inconveniente de tener que convertir estos en
derivados volatiles. Esto se consigue mediante 1a
transformacién en trimetilsilil eteres, acetatos de
alditoles, trifluoruroacetatos, acetatos de aldononitrilos,
metilglucdcidos etc. En este trabajo se utilizd l1os acetatos
de alditoles por su facilidad de préparacién.

La determinacién cuantitativa de los azlUcares que
componen el polisacarido se realizé por <c¢.g.l1. de 1los’
correspondientes acetatos de alditoles, preparados segun el
método de Blakeney y col. (1983). Se utiliza inositol como
patrén interno, que se aflade después de realizada 1la
hidrélisis del polisacarido. E1 patrén interno no coincide
con ninguno de 1los azucares presentes (Albersheim y col.,

1967).
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4.4.2.1. PREPARACION DE LOS ACETATOS DE ALDITOLES

Los monosacdridos de la despolimerizacidén total del
polisacarido se conviertieron en sus acetatos de alditoles
segln el procedimiento descrito por Blakeney y col. (1983).

Los monosacaridos se reducen con wuna solucidn de
borohidruro sédico en dimetilsulfédxido al 2%. La reduccidn se
realiza durante 90 min. a 40 °C por adicién de l1a solucidén de
borohidruro a la mezcla de monosacaridos y patrén interno en
amoniaco 1 M. E1 exceso de borohi@ruro se elimina por adicién
de 4cido acético concentrado. Se afade 1-metil-imidazol
seguido de anhidrido acético. Después de 10 min. a
temperatura ambiente se afaden 5 ml de agua destilada. Se
extraen los acetatos de alditoles con diclorometano. Las
fases orgdnicas se lavan con agua destilada, se afade sulfato
sédico anhidro y la disolucién orgédnica se seca bajo

corriente de nitrdégeno seco. Se disuelven en diclorometano.

4.4.2.2. INSTRUMENTACION Y CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

La separacidén de los acetatos de alditolies se realiza en
un cromatografo Hewlett-Packard 5710 A con detector de
ionizacién de 1lama, equipado de un registro integrador
Varian CDS 401. Se utiliza una columna de vidrio (2 m x 0,6
cm) rellena de 3% SP-2340 en Supelcoport (100-120 mesh).

La temperatura de los distintos elementos del

cromatografo son: temperatura del blogque de inyeccidn,
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250 °C; temperatura del detector, 250 °C; temperatura de la

columna, 235 °C. E1 gas portador es nitrégenc a 20 mil/min.
5. TEST DE NODULACION
5.1. ESTERILIZACION DE LAS SEMILLAS

Para la esterilizacién de 1las semillas de Phaseolus
vulgaris variedad Negro Jamépa se siguidé el siguiente
procedimiento:

1) Se lavaron con agua destilada estéril para eliminar

el polvo y suciedad adherido.

2) Se lavaron con etanol de 96% durante 3 min. agitando

frecuentemente.

3) Se lavd con agua destilada estéril.

4) Se 1lavdé con hipoclorito sédico al 20% en agua

destilada estéril durante § min.

5) Se lavé con agua destilada estéril hasta eliminar el

olor a hipoclorito.

6) Se selecciond las semillas que no habian sido dafiadas

durante el proceso.
5.2. GERMINACION DE LAS SEMILLAS
Una vez estériles las semillas, se colocaron en placas
con agar-agua (9 g de agar Pronadisa en 1 1 de agua

destilada) a razén de 15 semillas/placa. Se mantuvieron a
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28 °C durante 36-48 horas.

5.3. CRECIMIENTO DE LA PLANTA EN SOLUCION NUTRITIVA

Se colocaron las semillias germinadas en frascos de
vidrios de 500 ml1 de capacidad, que previamente se habian
1lenado de vermiculita y a los que se -afladiron 200 ml1 de
solucidn nutritiva, esterilizandolos posteriormente en
autoclave a 121 ©°C durante 20 min. En cada frasco se

colocaron 2 semillas germinadas.

5.4. INOCULACION

Se realizd una suspensién del microorganismo en agua
destilada estéril a partir de un cultivo de 24 horas en
placa, y cada semilla se inoculdé con 1 ml de la suspension.
Finalmente se cubrié con un poco de vermiculita estéril.

Los frascos se colocaron en la cédmara de plantas con un
fotoperiodo de 16 horas de 1luz y 8 horas de oscuridad.
Periddicamente se aRadié agua destilada estéril a 1los
frascos. La presencia o ausencia de nédulos se analizé a las

2 semanas de inoculacién.
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5.5. ENSAYO DE EFECTIVIDAD

Para conocer la actividad nitrogenasa de las diferentes cepas
de R. Jeguminosarum biovar. phaseoli CIAT899 estudiadas, se
utilizé la técnica de reducciédn de acetileno a etileno, (koch
y Evans, 1966).

Las medidas se llevaron a <cabo wuttilizando raices
completas. Después de separar las raices de la parte aérea,
se colocaron en frascos de vidrio que se cerraron
herméticamente con tapones de caucho. Se retiré del frasco un
volumen de 1 ml de aire que se reemplazé por igual cantidad
de acetileno. Los frascos se incubaron durante al menos 45
minutos a temperatura ambiente.

La determinacién de la produccién de etileno se llevd a
cabo por cromatografia de gases enh un cromatégrafo Hewlett-
Packard 5890 equipado con un detector de ionizacién de 11ama,
una columna Poropak R malla 80-100 de 150 cm de longitud y
0,32 cm de diémetfo interior, a la temperatura de 90 °C. Como
gas portador se utilizé nitrdégeno a un flujo de 20 ml/min.
Rutinariamente las medidas se hicieron 1inyectando 1 ml de
cada muestra problema. Los picos de acetileno y etileno
obtenidos fueron previamente identificados por comparacidn de
los tiempos de retencidén con los de los correspondientes

patrones.
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€. REAISLAMIENTO DE RHIZOBIUM A PARTIR DE NODULOS

Los nédulos se esterilizaron superficialmente}
sumergiéndolos en cloruro mercurico al 0,1% en etanol al 10%
durante 30 seg. Posteriormente se lavaron 10 veces con agua
destilada estéril. Los ndédulos se colocaron en una placa de
petri estéril a 1la que se adiciond unas gotas de agua
destilada estéril y se aplastaron con una varilla de vidrio
previamente flameada. E1 1liquido resultante se tomd con un
asa de platino y se sembré en medio TY adicionado de 1los
antibiéticos correspondientes. De las colonias crecidas se

hicieron nuevos aislamientos para asegurar su pureza.
7. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

E1 ADN purificado, total o digerido, fué corrido en
geles horizontales de agarosa sumergidos en tampédn TEA vy
preparados, por 1o general al 1% en el mismo tampodn
(Maniatis y col., 1982).

E1 gel se tiféd durahte 1 hora con bromuro de etidio
(0,45 microgramos/ml en agua destilada), se destifid durante
20 min en agua destilada y finaimente se visualizéd en
transiluminador de luz ultravioleta a 360 nm.

Los pesos moleculares de 1os fragmentos de ADN se
calcularon segin 1la curva log Pm/movilidad, obtenida de
acuerdo con las distancias de migracién de 1los fragmentos

HindIIl del estandar lambda c1857.
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8. RECUPERACION DEL ADN A PARTIR DE LOS GELES

Los fragmentos de ADN se recuperaron de los geles por
medio de la técnica de electroeluciébn, seguida de
purificacién con fenol/cloroformo y precipitacidén con etanol

del 96% (Maniatis y col., 1982).
9. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN
9.1. ADN TOTAL

E1 ADN total de las cepas de Rhizobium se obtuvo por
lisis con SDS/pronasa (Merck) seguida de sucesivas
purificaciones con fenol, fenol/cloroformo, cloroformo vy
finalmente precipitado con etanol y lavado con etanol del 70%

(Dhaese y col., 1979).
9.2. ADN PLASMIDICO

E1 ADN de pldsmidos o césmidos, tanto a gran escala como
en minipreparaciones (apartir de 1 1 o 1t ml de cultivo), se
aisléd por el método de lisis alcalina descrita en el manual
de Maniatis y col. (1982).

En las preparaciones a gran esca1a, el ADN es
adicionalmente purificado por centrifugacidén isopicnica a
equilibrio en gradiente de c1orﬁro de cesio-bromuro de

etidio, cargandose por cada litro de muestra un gradiente de
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34 ml gue se ultracentrifuga en rotor vertical Sorvall TV 850
durante 24 horas, a 39.000 rpm vy 18 °C.

Tras la centrifugacién, el bromuro de etidio se extrajo
con alcohol 1isocamilico y cloruro de cesio se elimind por
didlisis prolongada frente a tampdén TEA.

Cuando fué necesario, el ADN se concentrd por

precipitacidén con etanol.

10. HIBRIDACIONES DE ADN

La hibridacién del ADN se realizé de acuerdo con la

técnica descrita por Kondorosi y col. (1982).

1) Preparacién de los filtros

Los geles de agarosa fueron desnaturalizados con NaOH y
neutralizados con Tris-HCL pH 8,0, exactamente como se
describe en el manual de Maniatis y col. (1972). E1 ADN de
los geles se transfirié ’a los filtros de nitrocelulosa
(Schleicher y Schull BA 85, de 45 mm de diametro de poro) por
capilaridad de acuerdo con la técnica de Southern (1975),
utilizando 20x SSC como solucién de transferencia (i1x SSC =
NaCl 0,15 M; citrato sédico 0,015 M, pH 7,0).. Tras 1la
transferencia, los filtros se lavaron con 2x SS8SC, secados Yy

horneados a vacio durante 2 horas a 80 °C.

2) Marcaje de ADN

E1 ADN se marcd mediante 1incorporacién al azar de
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deoxiuridintrifosfato marcado con digoxigenina. E1 dUTP se
une a la digoxjgenina con el hapteno esteroide (Dig-dUTP) por
medio de un espaciador. Tras 1la hibridacién con el ADN
objetivo, los hibridos fueron detectados mediante
enzimoinmunoensayo usando un anticuerpo conjugado
(antidigoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina) y con una
reaccidén enzimatica colorimétrica con 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato y sal azul de nitrotetrazoilo, mediante el
kit de marcaje no radiactivo suministrado por Boehringer-

Mannhei.

63



V RESULTADOS



1. AISLAMIENTO DE MUTANTES POR TRANSPOSICION CON Tné&

Para la obtencidén de mutantes por mutagénesis al azar ée
utilizd el transposén Tn5s con una regién mob que permite la
movilizacién del mismo.

La mutagénesis se realizéd por l1a técnica descrita en el
Apartado 1.1 de Métodos.

La frecuencia de transferencia del transposén fué de
1,3 X 104,

Los transconjugantes obtenidos (seleccionados
previamente en medio TY adicionado de rifampicina y
kanamicina) se analizaron para las caracteristicas

fenotipicas que se citan en el apartado siguiente.

2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES ALTERADOS EN EL

EPS

Se aislaron 2379 colonias transconjugantes de las que se
seleccionaron inicialmente 150, atendiendo al fenotipo que.
presentaban.

E1 45,33% de las colonias presentaban mayor mucosidad
gue la cepa silvestre.

E1 27,33% tenian aspecto rugoso.

E1 14% presentaba un brillo en medio LB calcofluor
distinto al de 1la cepaACIAT899.

E1l 13,33% restante producia menos EPS que la cepa

silvastre.
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De todos Tos mutantes aislados y tras estudios
preliminares realizados a cada uno de ellos seleccionamos
finalmente 9 mutantes (RSP1MJ, RSP4MJ, RSP9MJ, RSP10MJ,
RSP21MJ, RSP25MJ, RSP29MJ, RSP30OMJ y RSP44MJ), todos ellos
con brillo en calcofluor igual al de la cepa silvestre, a los
que se 1és estudidé morfologia de la colonia, produccidén de

EPS, composicidén del mismo y propiedades simbidéticas.
2.1 MORFOLOGIA DE LA COLONIA

De cada mutante a estudiar se aislaron colonias en medio
79 de Allen, y se observd la morfologia que presentaban.

Los mutantes RSP1MJ, RSP4MJ, RSPSMJ, RSP1OMJ,.RSP21MJ,
RSP29MJ, RSPSOMJ y RSP44MJ presentaban colonias mas pegquenas
que la cepa silvestre y con aspecto rugoso, y unicamente el
mutante RSP25MJ presentaba colonias con el mismo aspecto al

de la cepa silvestre aunque de menor tamafo.
2.2 PRODUCCION DEL EPS

Para determinar la produccién del EPS de cada mutante se
utilizé la técnica descrita en los Apartados 4.1.y 4.2 de
Métodos.

En la Figura 5 se muestra la produccidén en gramos de
EPS/1itro de los mutantes asi como de la cepa silvestre, en
la que se puede observar que sélo la cepa RSP25MJ presenta

una produccién en EPS aproximadamente igual al 50% con
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CIAT899 1MJ aMJ IMJ 1OMJ  21MJ  25MJ  29MJ  30MJ  44MJ

Figura 5.- Produccién de EPS en g/1 de la cepa CIAT899 y

los distintos mutantes RSP (1MJ---44MJ).



respecto a la cepa silvestre. Las cepas RSPiMJ, RSP239MJ vy
RSP44MJ tienen una produccién de EPS superior al 20% con
respecto a la cepa CIAT899. El1 resto de los mutantes produce
menos del 20% del EPS, siendo interesante sefialar que el
mutante RSP10MJ produce un 90% menos de EPS gque 1la cepa

silvestre.

2.3 ANALISIS DE LA COMPOSICION DEL EPS POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La composicién cualitativa del EPS de cada mutante se
realizé mediante estudios de C.L.A.R. (Apartado 4.4.1 de
Métodos). En la Figura 6 se muestra el cromatograma
correspondiente a una mezcla patrén que contiene 4&cido
glucurdnico, acido galacturénico, glucosa, galactosa,
piruVato, succinato y écetato. En las Figuras 7, 8 y 9 se
muestran los cromatogramas obtenidos para los distintos
mutantes estudiados.

Practicamente, y por andalisis cualitativo el 4dcido
acético estd representado en todos 1los mutantes menos en
RSP10MJ (Figura 8-D), RSP25MJ (Figura 7-B) y RSP44MJ (Figura
9-D), apreciandose "a priori"” que no existe variac{én en el
contenido de azucares, presentando glucosa y galactosa y no
apareciendo acidos urénicos. El1 acido piruvico no se detecta
en estos cromatogramas por encontrarse enmascarado con la
galactosa, aunque en algunos casos se resuelve parcialmente

el mismo.
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Figura 6.- Andlisis cualitativo por C.L.A.R.

Cromatograma cbtenido de una huestra patrén.

PICOS SUSTANCIAS DE REFERENCIA Tr (min,)
1 Acido g]ucurénico 15,21
2 Acido galacturdnico 16,67
3 Glucosa : 17,00
4 Galactosa 18,01
5 Acido pirﬂ?ico 18,77
6 Acido succinico 21,44

7 Acido acético 28,45



Figura 7.- Cromatogramas l1iquidos del EPS
de las cepas CIAT899 (A),
RSP25MJ (B), RSP29MJ (C) vy

RSP30MJ (D).
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Figura 8.- Cromatogramas liquidos del EPS
de las <cepas CIATS899 (A),
RSP4MJ (B), RSPOMJ (C) y

RSP10MJ (D).






Figura 9.- Cromatogramas liquidos del EPS
de las cepas CIAT899 (A),
RSPiIMJ (B), RSP21MJ (c) y

RSP44MJ (D).
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2.4. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS AZUCARES DEL EPS POR

CROMATOGRAFIA DE GAS-LIQUIDO

La determinacién cuantitativa de azlcares se determind
por C.G.L. de los alditoles correspondientes (Apartado 4.4.2
de Métodos).

Como se observa en 1las Figuras 10, 11 y 12, donde
se muestran los cromatogramas referidos, la relacidén molar
glucosa:galactosa en todos los casos fué de 3:1, excepto para
el mutante RSP4MJ (Figura 10-B) que fué de 2,5:1, y 1los
mutantes RSPIMJ (Figura 10-C), RSP25MJ (Figura 11-C) vy
RSP30OMJ (Figura 12-B) que fué de 2,7:1. La aparicidén de

manosa se considera insignificante.
2.5. ENSAYO DE LA NODULACION

E1 andlisis de la capacidad simbiética de los mutantes
se realizé mediante ensayo de la nodulacidén en planta tal vy
como se describe en el Apartado 5 de Métodos.

En la Tabla VIII aparecen reflejados 1los resultados de
nodulacién y fijacién de nitrégeno én las distintas estirpes
mutantes, asi como en la cepa silvestre. Como se observa en
dicha Tabla 1los mutantes RSPIMJ (Figura 37-B) y RSP29MJ
(Figura 40-A) no formaron nédulos en planta, mientras que los
mutantes RSP4MJ (Figura 38-A), RSP9MJ (Figura 38-B), RSP10MJ
(Figura 38-C), RSP21MJ (Figura 39-A), RSP25MJ (Figura 37-C),

RSP30MJ (Figura 41-A) y RSP44MJ (Figura 42-A) formaron
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Figura 10.-

Cuantificacién de azucares
por cromatografia -de gas-
liguido del EPS de las cepas
RSPIMJ (A), RSP4MJ (B) vy

RSPOMJ (C).



4ART SPEED ©.1 CM/MIN
CTEN: 16 ZERO: 5% S MIN/TICK
N ——— @.987
RIOFF
1ANOSA 19
5ALACTOSA 52, 152
N.UCOSA——= 24.958
NOSITOL —— 28.214
|
:
HIAK  PEAK RESULT TImME AREA RRT 3EP
~NO NAME (MIN) COUNTS ~0oDE
1 GALACTOSA 2.6554 22.152 89933 2.79 Vv
2 GLUCOSA 1.8497 24.958 237416 2.38 YV
3 INOSITOL INT STD 23.214 292704 1.09 V3
“ITALS: 2.5051 420053
CHART SPEZD . 9.1 CHM/MIN
ATTEN: 16 ZERO: 5% 5 MIN/TICK oo
—SR:OFF 4 5
— S,
!
TIIANOSA ::E;ﬁ§=é£§.
GALACTOSH 21 999 4 827 -
“GLUCOSA— == 24.8 .
—INOSITO 28.241
—_ PEAK PEAK RESULT TIME AREA RRT SEP
NO NAME (MIND COUNTS CeDE
' 1 GALACTOSA 2.2982 21.990 137187 .78 3v
2 GLUCOSA 2.7552 24.827 324578 0.88 vy
3 INOSITOL INT STD 28.241 490685 1.900
TOTALS! 1.0534 952850
+1ART SPEED ©.1 CM/MIN
TTEN: 16 ZERO: 5% 5 MIN/TICK
. = 0.%907
=3IRIOFF —
i:giiz.nsz
19 741
22,485
= 25.501
(*" 29.035
PEAK PEAK RESULT TIME AREA RRT SEP
NO NAME (MIN) COUNTS CODE
1 0.0000 2.679 19048 2.09 VB
2 MANOSA 9.0449 19.761 25133 0.68 BV
3 GALACTOSA 9.2946 22.48S 1753644 0.77 vy
4 GLUCOSA 2.79649 25.501 443382 2.88 wv
S INOSITOL INT STD 29.035 634820 1.00 VB
TOTALS: 1.1359 1297750



Figura t1.- Cuantificacién de azlcares
por cromatografia de gas-—
l1iquido del EPS de las cepas
RSP10MJ (A), RSP21MJ (B) vy

RSP25MJ (C).



ART SPEED 0.1 CM/MIN
TEN: 32 ZERQ: 5% S MIN/TICK

—%g?nz”z.sse
_=s.35]
=5 8,397
Titiis
ANosa;;;_¢2.sas__,
ALACTOSA 22 254
LUCOSA 25.628
NOSITng** 29.055
| AK  PEAK RESULT TIME AREA RRT SEP
0 NAME CMIND COUNTS © CODE
1 2.0000 2.650 10077 .05 T
2 2.0000 8.930 12851 .31 VB
3 MAaNOSA 2.056% 19.303 33522 2.66 BY
4 GALACTOSA 2.7501 22.254 494966 .77 Vv
S GLUCOSA 2.2846 25.628 1338820 .88 vV
6 INOSITOL INT STD 29.055 1336410 1.00 VB
l\ ‘DTALS: 3.1316 3226650

* ART SPEED ©.! CM/MIN
"TEN: 16 ZERO: 5% S MIN/TICK

0.500
22 .3472
25.556
29.013
'ng :EQK RESULT TIME AREA RRT SEP
| MANDE CMIND COUNTS CODE
! ANOSA 2.0760 19.507 32900 .67 BV
2 gAanrosa 0.7002 22.347 322373 .77 Vv
3 LUCOSA 2.0616 25.556 887918 0.88 vy
INOSITOL INT STD 29.013 982154 1.00° vB
B ‘P TALS: 2.8378 2225350
CHART SPEED ©.1 CM/MIN
ATTEN: 16 2ERO: S% 5 MIN/TICK
_SR:OFF
—a
BALRE%
— : 24.563
—_ 27.807
- PEAK PEAK RESULT TIME AREA RRT SEP
— NO  -NAME (MIN) COUNTS CODE
_ 1 GALACTOSA 9.2908 21.813 7979% .78 VWV
2 GLUCOSA 9.8171 24.563 209780 0.88 VvV
3 INOSITOL INT STD 27.807 292722 1.00 VB
TOTALS! 1.1079 582297



Figura 12.-

Cuantificacidbn de azucares
por cromatografia ~de gas-
1iquido del EPS de las cepas
RSP29MJ (A), RSP3OMJ (B) vy

RSP44MJ (C).



4ART SPEED 9.1 CM/MIN
.TTEN: 16 ZERO: 5% S MIN/TICK
- = ‘ 9.907
3R OFF g(
—- 22.48%
——— 25.50!
f 29.03S
EAK PEAK RESULT TIME AREA RRT SEP
NO  NAME CMIND COUNTS CODE
1 2.0000 2.679 19048 0.09 VB
2 MANOSA 2.0449 19.761 25133 ©.68 BV
3 GALACTOSA D.29446 22.485 175344 Q.77 vV
4 GLUCOSA 0.7%64 25.521 443382 0.88 VvV
l\ 5 INOSITOL INT STD 29.035S 63482¢ 1.00 VB
TOTALS: 1.1359 1297750
CHART SPEED. 0.1 CM/MIN
ATTEN: 32 ZERO: S% S MIN/TICK
— 2.893
- 16,248
“MANOSA — 2
_GALACTOSA 22.4%94
GLUCOSA 25.940
_ —1"" 30.113
_ PEAK PEAK RESULT TIME AREA RRT SEP
NO  NAME (MIND COUNTS . CODE
1 0.0000 2.538 21418 2.08 Vv
2 0.0000 6.526 10003 .22 BV
E; 3 2.0000 8.943 23337 @.30 BV
4 0.0000 10.83S 18565 .36 VB
S MANOSA 0.0202 19.497 s2410 .65 BV
6 GALACTOSA 0.2374 22.494 655942 .75 Vv
7 GLUCOSA 9.6857 25.940 1772640 .86 Vv
8 INOSITOL INT STD 30.113 2947450 1.00 VB
TOTALS: 2.9433 5501810
431 3PEED .1 cMomIN
"TCH:T 32 ZERO: S% S MIM~TICK
TANOSA =
iALACTOSA 22 273
SLUcosA 25.461
TNOSITOEff* 20.908
EAK  PEAK RESULT ‘TIME AREA RRT SEP
NG  NAME CMIND COUNTS CODE
1 0.0000 2.712 17589 2.09 VV
2 2.0000 10.924 10226 .37 VB
3 MANOSA 0.0417 19.516 92628 2.65 BV
4 GALACTOSA 0.1487 22.273 351321 2.74 VWV
S GLUCOSA 9.4554 25.461 1015420 20.85 vV
6 INOSITOL INT STD 29.908 2520370 1.00 VB
JTALS: 0.6498 4007550



TABLA VIII Caracteristicas simbiéticas de las cepas mutantes

ACTIVIDAD

DE REDUCCION
ESTIRPE TIPO DE NODULACION2 FIJACION ACETILENO/ETILENO
CIAT899P Nod* Fix* 100 %
RSP1MJ Nod- Fix- 0
RSP4MJ Nod*/~ Fix- 1,66 %
RSPOMJ Nod*/- Fix- 3,46 %
RSP10MJ Nod*/ - © Fix- 0,74 %
RSP21MJ Nod*/ - Fix= 1,93 %
RSP25MJ Nod*/~ Fix- 1,76 %
RSP29MJ Nod- Fix- 0
RSP30MJ Nod*/ - Fix- 3,17 %
RSP44MJ Nod*/- Fix- 1,07 %

@ Nod*: Presencia de nédulos en la planta.
Nod-: Ausencia de nédulos en la planta.
Nod*/-: Nédulos pequefios y blancos.

b E1 nlimero de nédulos por planta es de 75-80.



nédulos pequefios y blancos en'1as raices.

Cuando se les midié 1la capacidad‘ de fijacidén de
nitrégeno por cromatografia de gases (Apartado 5.5 de
Métodos) se vid gque esta capacidad era nula para los mutantes
RSP10OMJ y RSP44MJ (Figuras 13-B y 13-C). E1 resto de 1los
mutantes que presentaban ndédulos pequedios y blancos tenian
disminuida la capacidad para reducir el nitrégeno a acetileno
(Figura 14), comparada con la de la cepa silvestre (Figura

13 -A).

3. ESTUDIO DEL NUMERO DE COPIAS DE Tnb EN LOS

TRANSCONJUGANTES OBTENIDOS

Para poder confirmar que los mutantes obtenidos son
puntuales ¥ que la alteracién fenotipica es debida a 1la
presencia de una sola insercién en el material genético, se
realizé el andlisis molecular de los mutantes por hibridacién
con una sonda Tns.

En la Figura 15 se muestra el andlisis de los mutantes
de R. leguminosarum bv. phaseoli CIATS89S mediante
hibridacién. Se utilizé como sonda Th5 (pSUP5011) marcado
con digoxigenina-dUTP (Boehringer-Mannhein), frenﬁe a ADN
total de los distintos mutantes digerido con EcoRI. Como se
observa, aparece una Unica banda en los mutantes analizados,

los que indica Ta presencia de una séla insercién.
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Figura 13.-

Cromatogramas resultantes de
la reduccién de -acetileno
(tr = 1,7) a etileno (tr =
1,1) por 1las cepas CIAT899

(A), RSP1OMJ (B) vy RSP44MJ

(C).
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Figura 14.- Cromatogramas resultantes de
la reduccién de acetileno a
etileno por las cepas RSP4MJ
(A), RSPSMJ (B), RSP21MJ (C),

RSP25MJ (D) y RSP30MJ (E).
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23 KB.-

9,5 KB.-

6,7 KB.-

4,3 KB.-

2,3 KB.-
2 KB.-

Figura 15.-

Esquema de algunos de las hibridaciones
realizadas frente a la sonda Tn5::mob.
Carril A: Representa ADN de Lambda cortado con
HindIII.
En el resto de los carriles B - F se representa
el ADN total de algunos de los mutantes cortando
con EcoRI. B: RSP9MJ; C: RSP1OMJ; D: RSP21MJ; E:

RSP25MJ y F: RSP44MJ.



4. COMPLEMENTACION DE MUTANTES CON COSMIDOS PORTADORES DE

GENES EXO DE R. MELILOTI

La complementacidén se realizd mediante la técnica de
conjugacidén en placa descrita en el Apartado 1.2 de Métodos.

La seleccidén de transconjugantes se 1levé a cabo sobre
medio TY adicionado de rifampicina, kanamicina y
tetracicliina.

La freéuencia de transferencia de 1los césmidos de

R. melitoli oscilé entre 101 y 10-2,

4.1. ANALISIS DE LA MORFOLOGIA DE LA COLONIA DE LOS

TRANSCONJUGANTES OBTENIDOS

De cada conjugacién se aislaron 100 colonias en medio 79
de Allen adicionado de ios antibidéticos correspondientes, ¥y
se estudié la mucosidad y la morfologia de dichas colonias
comparandolas con 1a cepa silvestre vy .e1 mutante de
procedencia.

Como se observa en 1la Tabla IX, las caracteristicas
fenotipicas de las colonias y el porcentaje de
complementacién variaba de un transconjugante a otré.

ET mutante RSPiIMJ no complementaba con el césmido pD2 de
R. meliloti. Si bien si parecia complementar con los césmidos
pD5, pD15 y pD34, el porcentaje de dicha comp1ementacién era
en los tres casos bastante bajo.

E1 transconjugante RSP1MJ-5P presentaba una mucosidad y
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TABLA IX Caracterfisticas fenotipicas y porcentaje.de complementacién de los

transconjugantes.
CEPA CARACTERISTICAS FENOTIPICAS COMPLEMENTACION (%)
RSPiMJ-2P Colonias del mismo aspecto 0,00

gue el mutante.

RSP1MJ-5P Morfologia y mucosidad simi- 4,00
lar a RSP1MJ. Un 4% recupera
el tamafio de 1a cepa silves-
tre.

RSP1MJ-15P Igual morfologia que el mu- 4,00
tante. Un 6% recupera el ta-
mafio de la cepa silvestre.

RPS1MJ-34P Mayor mucosidad que el mu- 2,00
tante. Un 4% recupera el
tamafio de la cepa silvestre.

RSP4MJ-2P Mayor mucosidad que el mu- 8,00
tante. Un 10% recupera el
tamafio de l1a cepa silvestre.

RSP4MJ-5P Mayor mucosidad que el mu- 16,00
tante. Un 18% recupera el
tamafio de la cepa silvestre.

RSP4MJ-5P Mayor mucosidad que el mﬁ~ 4,00
tante. Un 4% recupera el
tamafio de la cepa silvestre.

RSP4MJ-34P Morfologia muy similar a la 12,00
cepa silvestre. Un 12% recu-
pera el tamafo de la cepa
silvestre.

RSPOMJ~-2P Morfologia similar a la ce- 12,00
pa silvestre. Un 12% recupe-
ra el tamafio de la cepa sil-
vestre.

RSPOMJ-5P Morfologia similar a la ce- : 6,00
pa silvestre. Un 12% recupe-
ra el tamafio de la cepa sil-
vestre.



CEPA

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

RSPgMJ-15P

RSP9MJ-34P

RSP10MJ-2P

RPS10MJ-5P

RSP10MJ-15P

RSP10MJ-34P

RSP21MJ-2P

RSP21MJ-5P

RSP21MJ-15P

RSP21MJ-34P

RSP25MJ-2P

RSP25MJ-5P

Igual morfologia que el mu-
tante. Un 4% recupera el ta-
mafio de la cepa silvestre.

4,00

Morfologia igual al mutante.
Un 16% recupera el tamafio de
la cepa silvestre.

12,00

Morfologfa igual al mutante. 8,69
Un 21,73% recupera el tama-
fio de la cepa silvestre.
Mayor mucosidad que el mutan- 8,00
te. Un 16% recupera el tama-
fio de la cepa silvestre.
Mayor mucosidad que el mutan- 10,00
te. Un 10% recupera el tama-
fio de la cepa silvestre.
Mayor mucosidad que el mutan- 4,00
te. Un 10% recupera el tama-
fio de la cepa silvestre.
Morfologia similar a la cepa 42,80
silvestre. Un 42,8% recupera
el tamafio de la cepa silves-
tre.

Morfologia similar a la cepa 37,50
silvestre. Un 56,25% recupera
el tamafio de la cepa silves-
tre.

Todas la colonias presentan 0,00
1a misma morfologia que el
mutante.

Morfologia similar a la cepa 37,78
silvestre. Un 43,48% recupera
el tamafio de l1a cepa silves-
tre.

Igual morfologia que el mutan- 0,00
te.

Igual morfologia que el mutan- 0,00
te.

COMPLEMENTACION (%)



CEPA

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

COMPLEMENTACION (%)

RSP25MJ~15P

RSP25MJ-34P

RSP29MJ-2P

RSP29MJ-5P

RSP29MJ-15P

RSP29MJ-34P

RSP30MJ-2P

RSP30MJ-5P

RSP30MJ-15P

RSP30MJ-34P

RSP44MJ-2P

RSP44MJ-5P

RSP44MJ~15P

Igual morfologia que el mutan-
te.

Igual morfologia due el mutan-
te.

Morfologia similar al mutante.
Un 6,25% recupera el tamafo de
la cepa silvestre.

Morfologia similar al mutante.
Un 8,33% recupera el tamafio de
la cepa silvestre.

Morfologfia similar al mutante.
Un 10,42% recupera el tamafio
de la cepa silvestre.

Morfologfa similar al mutante.
Un 20,83% recupera el tamafio
de la cepa silvestre.

Morfologia similar a la cepa
silvestre. Un 18,75% recupera

el tamafio de la cepa silvestre.

Morfologia similar a la cepa
silvestre. Un 30% recupera el
tamafio de 1a cepa silvestre.

la cepa
recupera

Morfologia similar a
silvestre. Un 30,76%
el tamafio de la cepa

la cepa
recupera

Morfologia similar a
silvestre. Un 33,33%
el tamafio de la cepa

Morfologia similar a la cepa
silvestre. Un 28% recupera el
tamafio de la cepa silvestre.

Mbrfo]ogia similar al mutante.
Un 4% recupera el tamafio de la
cepa silvestre.

Todas las colonias presentan
la misma morfologia que el mu-
tante.

silvestre.

silvestre.

0,00
0,00

2,08
6,25
6,25
6,25
10,41
30,00
23,07
10,42
12,00
2,00

0,00



CEPA CARACTERISTICAS FENOTIPICAS COMPLEMENTACION (%)

RSP44MJ-34P Morfologia similar al mutante. 6,00
Un 6% recupera el tamafo de la
cepa silvestre.



morfologia semejante al mutante. RSPIMJ-15P y RSPIMJ-34P
presentaban mayor mucosidad que RSPiMJ aunque el tamafio de la
colonia era en Tla mayoria de los casos igual al mutante.

E1 mutante RSP4MJ complementaba con los cuatro césmidos,
presentando un mayor nUimero de colonias que restauraban el
fenotipo de 1la cepa silvestre en 1los transconjugantes
RSP4MJ-5P y RSP4MJ-34P.

E1 mutante RSP9MJ también complementaba con todos 1los
césmidos usados en este estudio, presentando mayor nUmero de
colonias Compjementadas RSPIMJ-2P y RSPIMJ-34P.

E1 mutante RSP10OMJ presentaba una complementacidén con
los cuatro coésmidos que oscild entre el 4 y el 10%. Las
colonias de estos cuatro transconjugantes fueron variables en
tamafio y entre el 10 y el 20% de las mismas presentaron mayor
tamafio que el mutante aunque no restaurasen totalmente el
fenotipo silvestre. |

La estirpe RSP21MJ no complementd con el césmido pDi1§5,
presentando todas las colonias igual fenotipé gue el mutante.
Los tres transcojugantes restantes presentaron un alto
porcentaje de complementacién.

E1 mutante RSP25MJ no complementd con ningin césmido de
R. meliloti. |

Las estirpes RSP29MJ-2P, RSP29MJ-5P, RSP29MJ-15P y
RSP29MJ-34P presentaron colonias ijguales a las de 1la cepa
silvestre, si bien en muy bajo numero, aunque el numero de
colonias que presentaban mayor mucosidad que el mutante era

algo mas elevado.
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RSP30MJ compliementé con Tlos cuatro césmidos aungque 1o
hacia en mayor proporcién con el pD5.

RSP44MJ no complementd la morfologia de 1la co1on1a’de 1a
cepa CIAT899 con el cdsmido pDi5. E1 numero de colonias
complementadas en RSP44MJ-5P y RSP44MJ-34P fué inferior al
10% v s610 RSP44MJ-2P complementd en morfologia en mas de 10
colonias.

En 1la Figura 16 ofrecemos algunos de los ejemplos més

destacados.
4.1.1. PRODUCCION DEL EPS DE LOS MUTANTES COMPLEMENTADOS

Se eligieron algunas de las colonias de los
transconjugantes que complementaron la produccidédn de EPS en
placa y se les determind la. produccioén del mismo,
comparandola con la cepa si1vestre y el mutante del que
procedian.

En las Figuras 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 se
comparan los gramos de EPS/litro de 1a cepa silvestre y de
cada mutante con sus complementados. En ningun caso se obtuvo
una restauracién total del fenotipo silvestre.

En la Figura 17 se puede observar que sélo §8P1MJ-15P
aumenta la produccién de EPS con respecto a]Imutante y sbélo
en algo mas del 5%. RSPiIMJ-5P y RSP1MJ-34P producen menos EPS
que el mutante.

De 195 complemtados de RSP4MJ (Figura 18) RSP4MJ-2P vy

RSP4MJ-5P producen 1a misma cantidad de EPS que el mutante,
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Figura 16.- Andlisis de Ta morfologfa de la colonia de los

transconjugantes RSPIMJ-5P (A), RSPOMJI-2P (B),

REP25MJ-34P (C) y RSP44MJ-34P (D). La colonia
correspondiente a 1a cepa silvestre se sefiala en
ta figura con el nimeroc 1, Tlos nimeros 2 y 3
sefialan las referidas al mutante y al

transconjugante complementado respectivamente.
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Figura 17.- Produccién de EPS en g/1 de la cepa RSPIMJ y de
los vtransconjugantes RSP1MJ-5P, RSP1MJ-15P y

RSP1MJ-34P.
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Figura 18.- Produccién de EPS en g/1 de la cepa RSP4MJ y de
los transconjugantes RSP4MJ-2P, RSP4MJ-5P,

RSP4MJ-15P y RSP4MJ-34P,



RSP4MJ-15P produce aproximadamente un 5% menos de EPS. Séio
RSP4MJ-34P aumenta 1la produccidén de EPS hasta un 20% con
respecto a la cepa silvestre.

En la Figura 19 se pone de manifiesto gue ninguno de los
transconjugantes complementados produce mayor cantidad de EPS
que el mutante RSP9MJ, sino que por el contrario la
produccién se ve disminuida.

La Figura k20 refleja que RSP1OMJ-2P y RSP10MJ-34P
aumentan la produccién de EPS con respecto al mutante,
1legando incluso en el caso de RSP10MJ-34P a incrementarse la
produccién en mds del 50% con respecto a RSP1OMJ. La
produccién en - RSP10OMJ-5P y RSP10OMJ-15P permanece
practicamente invariable comparada con la del mutante.

RSP21MJ-2P vy RSP21MJ-5P (Figura 21) producen mas
cantidad de EPS gue el mutante de procedencia, al igual que
RSP2S9MJ-15 y sobre todo RSP29MJ-34P (Figura 22), 1legando
este Ultimo a doblar 1la produccién de EPS con respecto al
mutante.

Excepto con el césmido pD34, la produccién de EPS en
RSP30MJ se ve aumentada en presencia de los césmidos de
R. meliloti (Figura 23), ocurriendo 1lo contrario para el
mutante RSP44MJ, que disminuye 1la produccién de EPS en

presencia de los tres césmidos (Figura 24).
4.1.2. ENSAYO DE NODULACION DE LOS MUTANTES COMPLEMENTADOS
Se realizdé un ensayo de nodulacién con aquellos
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Figura 19.- Produccién de EPS en g/1 de la cepa RSP9MJ y de
los transconjugantes RSPOMJ-2P, RSPOMJ-5P,

RSPOMJ-15P y RSPSMJ-34P.
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Figura 20.- Produccién de EPS en g/1 de la cepa RSP10MJ y de
los transconjugantes RSP10OMJ-2P, RSP10MJ-5P,

RSP10MJ-15P y RSP10MJ-34P.
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Figura 21.- Produccién de EPS en g/1 de la cepa RSP21MJ y de

los transconjugantes
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Figura 22.- Produccién de EPS en g/1 de la Cepa RSP29MJ y de
los transconjugantes RSP29MJ-2P, RSP29MJ-5P,

RSP29MJ-15P y RSP29MJ-34P.
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Figura 23.- Produccién de EPS en g/1 de la cepa RSP30OMJ y de
los transconjugantes RSP30MJ-2P, RSP30MJ-5P,

RSP30MJ~15P y RSP30MJ-34P.



1.4

1.2 4

0.8 4

-\ uHE &

0.6 4

0.4 4

0.2 4~

0 T T T T T T
RSP44MJ RSP44MJ~-2P RSP44MJ-5P RSP44MI-34P

Figura 24.- Produccién de EPS en g/1 de l1a cepa RSP44MJ y de

los transconjugantes RSP44MJ-2P, RSP44MJ-6P ¥y

RSP44MJ-34P.



transconjugantes que complementaban en mucosidad con respecto
a la cepa silvestre.

Se usdé como control positivo l1a cepa CIAT899 y 1los
distintos mutantes. |

En la Tabla X se pone de manifiesto 1os resultados
obtenidos.

Ninguno de 1los transconjugantes complementados de 1la
cepa RSPIMJ produjo nodulacidn en planta.

Los mutantes RSP4MJ, RSP30MJ y RSP44MJ no variaron sus
propiedades simbidticas con los césmidos de R. meliloti.

RS#SMJ producia 58 ndédulos por planta cuando se le
1ntroduj6 la regién exoD de R. meliloti (Figura 38-E), si
bien estos ndédulos no fijaban nitrégeno (Figura 25-B). La
presencia de los restantes césmidos en el genoma del mutante
no modificd sus caracteristicas simbidticas.

RSP10OMJ sé10 noduldé en planta con el césmido pD34
(Figura 38-F). Los nédulos aparecidos producian la reduccién
de nitrégeno a acetileno (Figura 25-D).

Los transconjugantes de RSP21MJ formaron ndédulos, si
bien s61c hubo fijacién de nitrégeno en RSP21MJ-2P y
RSP21MJ-5P (Figuras 26, y 39).

RSP29MJ-2P presentd las mismas caracteristicas
simbiéticas que el mutante. RSP29MJ-5P diéd ‘1ugar a la
formacién de nédulos no fijadores (Figuras 27-B y 40-B).
RSP29MJ-15P (Figuras 27-C y 40-C) vy RSP29MJ~34P (Figuras 27-D
y 40-D) formaron ndédulos en la raiz de la planta capaces de

reducir el nitrégeno.
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TABLA X Ensayo de nodulacién de los transconjugantes complementados.

CEPA NODULACION NQ DE NODULOS FIJACION % FIJACION

RSP1MJ-5P Nod~ — EE—

RSP1MJ-15P Nod~ —_— _—

RSP1MJ-34P Nod- —_— ——

RSP4MJ-2P Nod*/- e Fix-

RSP4MJ-5P Nod*/- e Fix~

RSP4AMJ-15P Nod*/- — Fix-

RSP4MJ-34P Nod+/ - — Fix-

RSPOMJ-2P Nod*/- —_— Fix-

RSP9MJ-5P Nod* 58 nod/planta Fix- 4,60
RSPOMJ-15P Nod*/- ——— Fix-

RSPOMJ-34P Nod*/~- e Fix-

RSP10MJ-2P Nod*/- e Fix-

RSP10MJ-5P Nod*/ - — Fix-

RSP10MJ-15P Nod*/- — Fix-

RSP 10MJ-34P Nod* 74 nod/planta Fix* 54,31
RSP21MJ-2P Nod* 68 nod/planta Fix* 46,92
RSP21MJ-5P Nod* 66 nod/planta Fix* 10,71
RSP21MJ-34P Nod* 61 nod/planta Fix- 3,23
RSP29MJ-2P Nod*/- R Fix-

RSP29MJ-5P Nod* 33 nod/planta Fix- | 2,87
RSP29MJ-15P Nod* 34 nod/planta ' Fix* 13,00
RSP29MJ-34P Nod+* 60 nod/planta Fix* 26,62
RSP30MJ-2P Nod*/- —— Fix-



CEPA NODULACION NQ DE NODULOS FIJACION % FIJACION
RSP30MJ-5P Nod*/ - Fix~
RSP30MJ~15P Nod+/ - Fix-
RSP30MJ-34P Nod*/ - Fix-
RSP44MJ-2P Nod*/ - Fix-
RSP44MJ-5p Nod*/ - Fix-
RSP44MJ-34P Nod*/- Fix-



Figura 25.- Cromatogramas resultantes de
la reduccién de acetileno a
etileno por las cepas RSPSMJ
(A), RSPSMJ-5P (B), RSP1OMJ

(C) y RSP10MJ-34P (D).
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Figura 26.-

Cromatogramas resultantes de
ta reduccién de acetileno a
etileno por las cepas RSP21MJ
(A), RSP21MJ-2P (B),

RSP21MJ-5P (C) y RSP21MJ-34P

(D).
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Figura 27.-

Cromatogramas reultantes de
la reduccién de acetileno a
etileno por las cepas RSP29MJ
(A), RSP29MJ-5P (B),
RSP29MJ-15P (C) y RSP29MJ-34P

(D).
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4.1.3. ANALISIS POR C.L.A.R. DE LOS MUTANTES COMPLEMENTADOS

A los transconjugantes complementados que formaron
ndédulos en planta se les determind la composicién cualitativa
mediante cromatografia 1iquida.

La cepa RSP9MJ-5P (Figura 28-B) presenta un pico a un
tiempo de retencidén de 21,04 minutos que no aparece en el
cromatograma del mutante de procedencia y que parece
corresponder a succinico, segun se refleja en la Figura 6.

E1 transconjugante RSP10MJ-34P (Figura 29-B), contiene
dcido acético en 1la estructura de su EPS, que no parecia
poseerlo el mutante (Figura 29-A).

E1 drea del pico del 4&cido piravico en las cepas
RSP21MJ complementadas (Figura 30) es variable respecto al
mutante.

E1 mutante RSP29MJ presentaba una 1nusué1 cantidad de
acido acético que se ha corregido Eon la introduccidén de 1los
césmidos indicados (Figura 31) y en el cromatograma del EPS
complementado por pD15 (Figura 31-C) se muestra un perfil

inusual con alto contenido en 4cido piruvico.

5. SELECCION DE MUTANTES COMPLEMENTADOS POR LA PLANTA

HOSPEDADORA
A partir de la masa de conjugacién, y no de una colonia
aislada, se realizdé un ensayo de nodulacién con todos los

transconjugantes obtenidos. En la Tabla XI y Figuras 32 a 36
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Figura 28.~- Cromatogramas 1liquidos del EPS de las cepas

RSPSMJ (A) y RSPI9MJ-5P (B).
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Figura 29.- Cromatogramas 1liquidos del EPS de las cepas

RSP1OMJ (A) y RSP10MJ-34P (B).



Figura 30.- Cromatogramas 1lfiquidos del
EPS de las cepas RSP21MJ (A),
RSP21MJ-2P (B), RSP21MJ-5pP

(C) y RSP21MJ-34P (D).
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Figura 31.- Cromatogramas 1liquidos del
EPS de las cepas RSP29MJ (A),
RSP29MJ-5P (B), RSP29MJ~15P

(C) y RSP29MJ-34P (D).
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TABLA XI Seleccidn de mutantes complementados por la planta hospedadora.

CEPA NODULACION NQ DE NODULOS FIJACION % FIJACION
RSP4MJ-2 Nod+ 3 nod/planta Fix* 33,11
RSP4MJ-34 Nod+ 9 nod/planta Fix~ 2,67
RSPOMJ-5 Nod+ 3 nod/planta Fix- 4,43
RSP21MJ-5 Nod* 3 nod/planta Fix~ 2,05
RSP30MJ-5 Nod+ 8 nod/planta Fix* 15,30
RSP30MJ-34 Nod+ 4 nod/planta Fix- 2,46
RSP44MJ-5 Nod* 20 nod/planta Fix- 4,10



se resumen 1los resulitados obtenidos tanto en el test de
nodulacién como en los cromatogramas de fijacién de
nitrégeno. Se puede observar en ellas, que sélo las cepas
RéP4MJ—2 (Figura 32-B) y RSP30MJ-5 (Figuras 35-B y 41-C)
formaron nédulos fijadores en las raices de frijol.

Las cepas RSP4MJ-34 (Figura 32-C), RSPIMJ-5 (Figura
33-B), RSP21MJ-5 (Figura 34-B), RSP30MJ-34 (Figuras 35-C vy
41-C) y RSP44MJ-5 (Figura 36-B y 42-B) formaron ndédulos no
fijadores en planta.

E1 resto de los transconjugantes presentaron el mismo

fenotipo que el mutante del que procedian.
5.1. REAISLAMIENTO DE NODULOS

A partir de los nédulos obtenidos en todos los ensayos
se reaislaron bacterias tal como se describe en el Apartado 6
de Métodos.

Las bacterias se sembraron simultaneamente en medios con
y sin los antibidéticos adecuados.

En todos 1los casos, las cepas aisladas presentaron ef
mismo patrén de resistencia que los transconjugantes

obtenidos.
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Figura 32.- Cromatogramas resultantes de
la reduccién de acetileno a
etileno por las cepas RSP4MJ

(A), RSP4MJ-2 (B) y RSP4MJ-34

(c).
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Figura 33.- Cromatogramas reusultantes de la reduccién de
acetileno a etileno por las cepas RSPIMJ (A) vy

RSPOMJ-5 (B).
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Figura 34.~- Cromatogramas resultantes de la reduccidédn de

etileno a acetileno por 1las cepas RSP2i1MJ (A) vy RSP21MJ-5
(B).



Figura 35.- Cromatogramaé resultantes de
la reduccidén de acetileno a
etileno por las cepas RSP30MJ
(A), RSP30MJ-5 (B) y RSP30MJ-

34 (C).



Tk

i
L]
-

m




l 1..30
b

0c
T

.o

Figura 36.- Cromatogramas resultantes de 1la reduccién de

acetileno a etileno por mutante RSP44MJ (A) y por

el transconjugante RSP44MJ-5 (B).



Figura 37.- Raices de plantas 1inoculadas con las cepas

CIAT89S (A), RSPIMJ (B) y RSP25MJ (C).



Figura 38.- Raices de las plantas inoculadas con ‘las cepas
RSP4MJ (A), RSP9MJ (B), RSPI1OMJ (C), RSP4MJ-34

(D), RSPIMJI-5P (E) y RSP10MJ-34P (F).



Figura 39.- Raices de las plantas inoculadas con ‘las cepas

RSP21MJ (A), RSP21MJ-2P (B) y RSP21MJ-5P (C).



Figura 40.- Raices de las plantas inoculadas con las cepas
RSP29MJ (A), RSP29MJ-5P (B), RSP29MJ-15P (C) vy

RSP29MJ-34P (D).



Figura 41.~ Raices de las plantas inoculadas con las cepas

RSP30MJ (A), RSP30MJ-5 (B) y RSP30MJ-34 (C).



Figura 42.- Raices de las plantas 1inoculadas con las cepas

RSP44MJ (A) y RSP44MJ-5 (B).
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La compleja interaccidén simbidtica entre los rizobios y
las plantas leguminosas especificas, esta controlada por una
gran cantidad de genes que culminan con la formacidén de
nédulos fijadores de nitrdogeno en las raices de las plantas
que infectan (Djordyevic y col., 1987a).

Existen fuertes evidencias que indican la participacidn
de los genes responsables de 1la biosintesis de EPS en el
proceso de infeccién (Long, 1989) y posiblemente en la
especificidad de rango (Philip-Hollingsworth y col., 1989).

Los EPS son complejos polimeros de azUcares excretados
por rhizobia que constituyen 1la cédpsula de 1la superficie
celular.

Los mutantes de varias especies de Rhizobium que pierden
la capacidad de producir EPS (mutantes Exo-) estan, a menudo
caracterizados por la baja infectividad para la formacién de
nédulos fijadores (Chen y col., 1985).

Los mutantes 7 Exo- tienen muy poca capacidad de
penetracién de la bacteria en el pelo radical o de
colonizacién del tejido de 1la rafiz, aungue se conserva la
facultad de inducir nédulos meristemdticos (Finan y col.,
1985).

Hasta e1 momento, en algunas especies, estdn muy
avanzados los conocimientos que se tienen sobre Ta
organizacién génica de los genes responsables de la sintesis
del EPS, aunque la participacién de 1os mismos en 1los
procesos del establecimiento del nédulo estd muy discutida.

En la Tabla XII se muestra un resumen de todos los genes
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TABLA XII Resumen de todos los genes hasta ahora descritos que intervienen en

la biosintesis de EPS.

ESPECIE

GEN

GEN SINONIMO

LOCALIZACION

PRODUCCION

DE EPS POR MUTANTES

CARACTERISTICAS

SIMBIOTICAS DE

LOS MUTANTES

FUNCION

OBSERVACIONES

R. meliloti

ax0A

exoB
exoC

exoD

exof

exoG

exoH

exol
exoK

exol

exoY (NGR234)
pss2

29 megaplasmido

20 megaplasmido

Cromosdémico

Cromosémico

29 megapldsmido

2Q megaplasmido

29 megaplasmido

2Q megaplasmido

2Q megaplésmido

20 megaplasmido

Se afecta EPSI y EPSII

Se afecta EPSI y EPSII

Se afecta EPSI y EPSII

EPSI y EPSII dependen
del medio de cultivo.

Se afecta EPSI y EPSII

No produce EPSI. S6lo
produce EPSII (1/10 del
silvestre)

EPSI modificado. EPSII
trazas.

Disminuye EPSI (1/10
del silvestre).

Produce EPS modifica-
do. Menor cantidad.

No produce EPSI.

Nédulos Fix-
vacfios.

N6édulos Fix-
vacios y Fix*
a largo plazo.

Nod* Fix-
a largo plazo.

N6dulos Fix-
vacios.

N6dulos Fix-
vacios.

N6dulos Fix*/-

N6dulos Fix-

vacios.

N6dulos Fix*

N6dulos Fix*

N6dulos Fix-
vacios.

Deficientes en
sfntesis de UDP-
glucosa-epimerasa.

E1 fenotipo sim—
biético no es de-
bido a la poca

produccién de EPS

Es un gen inhibi-
torio sobre exoX
y exoH. No afecta
a exoP.

Inhibidor de 1a
sintesis.

LPS y B-glucanos
normales

LPS alterado.
B-glucanos normales.

LPS alterado.
B-glucanos no existen

LPS y B-glucanos
normales.

LPS y B-glucanos
normales.

LPS y B-glucanos
normales. EPS sin
succinico.



CARACTERISTICAS

PRODUCCION SIMBIOTICAS DE
ESPECIE GEN GEN SINONIMO LOCALIZACION DE EPS POR MUTANTES 1.OS MUTANTES FUNCION OBSERVACIONES
exoM 20 megapldsmido Produce poco EPSI. N6dulos Fix-
: vacios.
exoN 20 megaplasmido Disminuye EPSI (1/5 Nédulos Fix+
del silvestre).
exoP 29 megapldsmido Produce poco EPSI. N6édulos Fix- Regulado por exoR
vacios. y exoq.
exoQ 2Q megapldsmido No produce EPSI. N6édulos Fix~
vacfos.
exoR Cromosémico Afecta EPSI. Inf- Reguladores.
Transcriben exof
y exoP.
exoS Cromosémico Afecta EPSI. N6dulos Fix* Reguladores.
Transcriben exof
y exoP.
exoT 20 megapldsmido No produce EPSI. N6dulos Fix-
vacfos.
exoX psi 2Q megapldsmido Se incrementa. N6dulos Fix* Regulador. Es re-
exoX(NGR234) gulado por exof.
exoY exoY(NGR234) 20 megaplasmido N6édulos Fixt Regulador.
a largo plazo.
exoV 20 megapldsmido
exol 20 megapléasmido



de biosintesis de EPS descritos hasta el momento para R.
meliloti relacionandolos con 1los identificados en otras
especies.

En el presente trabajo, se aislaron y caracterizaron é
mutantes de produccién de EPS obtenidos por transposicidn con
Tns.

La frecuencia de transposicién a1vcanzada es similar a
las aportadas por otros autores (Denny y col., 1988;
Djordjevie y col., 1988; Kine y col., 1989; etc.).

Medjante la utilizacién‘de los césmidos portadores de
genes exo de R. meliloti pD2 (exoB8), pD5 (exoD), pD15 (exoC)
y pD34 (exoA, M, N, P, L, K, H) (Leigh y col., 1985), se
traté de estudiar a gué grupos de complementacidén pertenecian
los mutantes aislados.

Los césmidos pD2 y pD34 se encuentran en el segundo
megaplasmido de R. meliloti Rmi1021 y no son césmidos
. solapados. pD5 y pDi15 son cromosdmicos e iguaimente no son
césmidos solapados.

Para la caracterizacién fenotipica de 1los mutantes
obtenidos, no se utilizdé la unidén del EPS inducido por el
mutante al calcofluor, porque cuando se 1iluminaba con luz U.
V., el fenotipo de los mutantes era pleiotrépico respecto al
brillo con el colorante, por 1o que se descarté "a priori”
esta posibilidad amp]iamenﬁe seguida para la identificacidn
inicial de mutantes en R. meliloti. Para el estudio inicial
de los mismos, se procedid a realizar un andlisis del

fenotipo de la colonia en medio 79 de Allen. A este respecto
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es interesante indicar que otros autores (Denny y col., 1985;
Barbour y Elkan, 1989, etc.) han utilizado este método aunque
el criterio seguido para la clasificacién y nomenclatura de
los fenotipos identificados ha sido muy variable. En
nuestros resultados, en ningun caso se ha obtenido una
colonia totalmente rugosa indicativa de ausencia total de
biosintesis de EPS, en contraposicién con los identificados
para Pseudomonas solanacearum (Denny y col., 1988); Erwinia
stewartii (Doliph y col., 1988); R. meliloti (Leigh y col.,
1985); etc.

Todos los mutantes estudiadqs presentan disminuida 1la
cantidad de EPS producido, pero en ningun caso existe una
ausencia total del mismo; este hecho podria indicar, en
parte, el comportamiento pleiotrépico observado en presencia
de calcofluor, fijando aunque parcialmente el colorante y no
encontrandose un claro fenotipo sin brillo. El1 hecho de que
no se aislaran mutantes que no produjeran EPS y que existan
variaciones en sus caracteristicas simbiéticas, nos induce a
especular que la cantidad de EPS producida juega un papel
importante en el establecimiento de la simbiosis en
R. leguminosarum bv. phaseoli.

Por otro 1lado, 1las variaciones estructurales en 1la
relacién glucosa:galactosa encontradas en el EPS .no parece
jugar un papel importante en la funcidén simbiética, pues
mutantes tales como RSP4MJ, RSP9MJ, RSP29MJ y RSP30MJ con
relacién (2,5:1 6] 2,7:1) presentan un comportamiento

diferente en las propiedades simbiéticas; asi RSP29MJ es Nod-
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y los mutantes RSP4MJ, RSPAMJ y RSP3OMJ forman nédulos
blancos y pequefios y todos disminuyen la fijacién de
nitrégeno respecto a la cepa silvestre.

Este comportamiento podria indicarnos que en el mutante
RSP29MJ estuviesen alteradas otras estructuras superficiales
gue fuesen la causa de la pérdida de la capacidad de nodular.

Respecto a la apreciacion inicial de presencia o
ausencia de acético, en la molécula de EPS el comportamiento
es muy heterogéneo y necesita estudios mas profundos que nos
establezca su cuantificacion, aunque si 1lama la atencidén,
gue en ningln caso estas mutaciones hayan 1inducido un
fenotipo no nodulante.

La estrategia de complementacién con Tos cosmidos de
R. meliloti portadores de genes exo, fué doble: primeramente
se estudié la morfologia de las colonias de 1os mutantes
obtenidos y posteriormente, se realizé la complementacién en
planta. Esta estrategia obedece a no descartar la posibilidad
de gque puedan existir complementaciones en la produccién de
EPS y que no fuesen encontradas por complementacidén en planta
O viceversa.

A Tos mutantes complementados por morfologia se Jles
estudié la produccién y composiciodn del EPS y las
caracteristicas simbiéticas, mientras que - a los
complementados por planta, inicialmente sélo se les han
estudiado las caracteristicas simbiéticas de los mismos.

De los resultados obtenidos, cabe destacar claramente

que no se han complementado las caracteristicas simbidéticas
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en los mutantes RSPiIMJ y RSP25MJ.

£1 mutante RSPiIMJ

El mutante RSP1IMJ presenta un fenotipo Nod- con una
reduccidén importante de 1la produccién de EPS (20% del
silvestre). La estructura del EPS "a priori"” es normal y en
placa de medio 79 de Allen se aprecian algunas colonias
tedricamente complementadas por los césmidos pD5, pDi15 y pD34
que no indujeron un incremento de la produccién de EPS ni
restablecieron las caracteristicas simbidticas. Se necesitan
estudios mds exaustivos para poder establecer una relacién
entre la disminucién de produccién de EPS y el fenotipo
simbidético. Adem&s, como indican otros autores, estos
defectos fehotfpicos pueden ser debidos a otros componentes
superficiales como B-glucanos y LPS (Leigh y col., 1988).

En R. meliloti solamente 1los mutantes exoR dan un
fenotipo Nod- que afectan a la produccién de EPS por
influir en la transcripcién de los genes exoF y exoP, como
gen regulador (Doherty y coT., 1988).

Este gen es cromosémico y no estd representado en los
cdsmidos utilizados en nuestro trabajo, lo que Jjustificaria
que no se encontrara complementacidén con ninguno de ellos.
Segun estos datos, y muy preliminarmente, se.podria indicar

que la mutacién afecta a un gen similar a exoR.
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1 mutante RSP25MJ

Este mutante induce la formacidén de ndédulos blancos y
pequefios con cierta fijacidén residual de nitrdégeno.

Es el mutante exo que presenta la mayor produccién de
EPS (50%) y que en su estructura molecular se observa la
ausencia de sustituciones de &acido acético. E1 hecho de que
no presente complementacidén con los césmidos utilizados,
seria indicativo de que es un gen nho representado en estos

césmidos.

Los mutantes RSP9MJ y RSP44MJ

Este mutante complementa con el césmido  pD5 de
que porta el gen exoD de R. meliloti, restaurdndose 1la
capacidad simbidtica y no asi la produccién de EPS, aungue
los nodulos obtenidos siguen siendo Fix~-. La estructura del
EPS compliementado indica 1la aparicién de un posible pico
relacionado con el &cido succinico que es caracteristico del
EPS de R. meliloti (Long y col., 1988). La variacién en la
relacién glucosa:galactosa entre los mutantes RSPIMJ (2,7:1)
y RSP44MJ (3:1) no es indicativa de un cambio estructural.

Dado que 1los resultados obtenidos coinciden con las
propiedades de los mutantes exoD de R. meliloti (cromosdémico,
produccién de EPS dependen del medio de cultivo, ndédulios
vacios Fix—-, LPS y RB-glucanos normales y la apreciacién de

que el fenotipo simbidético no es debido a 1a produccidén de
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EPS, Leigh y «col., 1988), estos mutantes podrian estar

afectados en un gen similar al exoD de R. meliloti.

El mutante RSP10OMJ

La complementacidn con el césmido pD34 restaura Jla
capacidad simbiética del mutante en frijol, recupera hasta un
50% la capacidad de producir EPS y 1la ausencia de A4cido
acetico en la estructura del EPS del mutante es claramente
restablecido por el mismo.

En estos césmidos estdn representados l1os genes exoA,
exoH, exoK, exolL, exoM, exoN y exoP.

De las caracteristicas fenotipicas de estos mutantes en
R. meliloti, se destaca que los mutantes ExoK producen EPS
modificado, los ndédulos son F1x4 (Long y col, 1988); ExolL no
produce EPS (Long y col., 1988), Los mutantes en exoN de
R. meliloti son fijadores de nitrégeno (Long y col., 1988).

Los genes exoA, exoM vy exoP podrian ser claros
candidatos para esta mutacién, pero no existen datos
suficientes que 1o apoyen.

Por Gltimo, Tos mutantes de R. meliloti en el gen eon;
presentan un polisacdrido modificado en 1los sustituyentes
succinico del EPSI (Leigh y col., 1987) 1indicativo de que
dicho gen participa en la biosintesis del EPS produciendo la
succinilacién del mismo. E1 mutante estudiado presenta
modificada 1a estructura del EPS, desaparece el pico

correspondiente al 4cido acético y aparece un pico a un
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tiempo de retencidén correspondiente al acido succinico
(Figura 8-C) y cuando se introduce el césmido se restablece
la estructura normal del EPS.

Estos datos podrian ser significativos para aventurar la
hipdtesis de que la mutacién estaria en un gen homdlogo al
exoH de R. meliloti gque estuviese participando en funciones

de acilacidén de la molécula del polimero.

1 mutante RSP4MJ

Realizados los estudios de complementacidn, ningun
césmido introducido restaurd 1la cantidad de EPS, salvo el
pD34 que incrementd un 20% este valor.

E1 hecho de que exista una modificacién en la relacién
glucosa:galactosa (2,5:1) era indicativo de que podria estar
afectado algun enzima de 1la biosintesis de EPS. Tras Tla
complementacién en planta, se restaurd la capacidad de
inducir nédulos efectivos cuando se introduce el césmido pD2
(Nod* Fix*) y nédulos inefectivos con pD34 (Nod* Fix~).

E1 restablecimiento de la noduclacidén se realiza con el
césmido pD2. Este hecho es indicativo de que un gen andlogo
al exoB seria el afectado.

E1 gen exoB de R. meliloti es el responsable del enzima
UDP-glucosa-epimerasa {(Leigh y col., 1988); la mutacién en el
mismo induce la alteracién en la sintesis de EPS, y formacién
de un LPS modificado (Leigh y col., 1988). Leigh y col.

(1988) indica que 1la participacién del EPS y LPS en 1la
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invasidén de la raiz para la produccidn de nédulos es similar.
El hecho de que el mutante esté alterado en 1la relaciédn
glucosa:galactosa y que sea complementado por exoB, es
indicativo de la alteracién de un posible gen exoB U otros
genes no conocidos que transcriban con dicho. Ahora bien, 1la
complementacidén parcial con pD34 indica que posiblemente 1la
expresién de algunos de los genes que lleva, quizds exoM o
exoP, gue participan en Ta sintesis de precursores
octosacéaridos para é] EPS de R. meliloti (Zhan y col., 19%80),
pueden parcialmente restaurar el defecto inducido en el EPS
del mutante, pero no en el LPS, por 1o que se inducirian
nédulos aunque no se restituya el fenotipo silvestre. Estos
datos indicarian que en R. Jleguminosarum bv. phaseoli CIAT899
es necesaria la participacién del EPS y LPS en la obtencién

de nédulos efectivos.

El mutante RSP23SMJ

Las caracteristicas simbidéticas de este mutante (no se
producen nédulos) induce a pensar que la alteracién genética
afecta drédsticamente a 1los componentes superficiales de 1la
bacteria. En los mutantes de EPS estudiados en R. meliloti,
solamente exoR‘da lugar a un fenotipo similar al indicado.
La posibilidad de que este mutante fuese similar a exoR (gen
regulador de la sintesis de EPS) queda descartada dado el
cardcter del propio gen que no deberia ser complementado por

mads de un césmido no solapado de R. meliloti.
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Los mutantes exoC de R. meliloti tienen las siguientes
caracteristicas: son deficientes en la sintesis de EPS,
tienen LPS modificado y los B-glucanos no se sintetizan, esta
ausencia o modificacidén de estfucturas superficiales
conllevan a gque la cepa sea inmovil, falle en la unién a la
célula de la raiz y por consiguiente su fenotipo es Nod* Fix~
(Leigh y col., 1988).

Dado que, el mutante analizado complementa con el
césmido pD15 (exoC) y restablece parcialmente la sintesis de
EPS y su fenotipo simbiético es Nod* Fix*, se puede sugerir
que este mutante estaria alterado en un gen similar al exoC
de R. meliloti.

E1 hecho de que complemente con los césmidos pD34 (Nod+
Fix*) y pD5 (Nod* Fix~-) podria ser Jjustificado por Tlos
fenotipos que inducen algunos de los genes que portan.

E1l césmido pD34 l1leva l1os genes exo0A, exoM, exoN, exoP,
exol, exoK y exoH todos ellos participan en la biosintesis
del EPS y presentan LPS y B~glucanos normales.

La mutacién en exoC debe afectar a una de las etapas
iniciales de l1a biosintesis de precursores de EPS, LPS y B-
glucanos.

Por otro lado, 1a complementacién en la sintesis de EPS
por el césmido pD34 es indicativq de que se complementan las
funciones biosintéticas alteradas y posiblemente la
utilizacidén de restos biosintéticos 1inducidos por genes
presentes en el césmido de R. meliloti que no existen en R.

leguminosarum bv. phaseoli CIAT899.
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ET fenotipo Nod* Fix- 1inducido por el césmido pD5 (exoD)
puede ser igualmente justificado, ya que los mutantes en el
gen exoD de R. meliloti presentan B-glucanos y LPS normales
(Leigh y col., 1988), ademas la complementacidn de mutaciones
exoD en R. meliloti han demostrado que el gen exoD restablece
las caracteristicas simbidéticas del mutante aunque nho se ve
1ncrementadak1a capacidad de sintesis de EPS (Leigh y col.,
1988).

Por 1o tanto, una posible explicacidén serfia que el
producto del gen exoD restablezca la capacidad de sintesis de
algunos de 1los componentes superficiales del mutante y se
establezca una simbiosis inefectiva. Quizds la capacidad de
inducir la sintesis de EPS previa a la infeccidén en planta,
podria justificar que no se haya encontrado complementaciodn

en pilanta por la masa de transconjugantes inoculados.

El mutante RSP21MJ

Este mutante, se complementa por pD2 (exoB) y pD5 (exoD)
para nodulacién y fijacién de nitrégeno.

De los datos aportados por Leigh y col. (1988) se deduce
que los genes exoC, exoB y exoA participan y quizds por este
orden en la sintesis de EPS, LPS y RB-glucanos. E1 hecho de
que el mutante obtenido pueda ser complementado por ambos
gehes en R. Jeguminosarum bv. phaseoli CIAT899 es indicativo
de que la ruta biosintética en esta cepa sea muy diferente a

la que ocurre en R. meliloti, pudiendo ser enzimas diferentes
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que.participan en vias alternativas en R. meliloti (quizas en
la sintesis de 1los dos tipos de exopolisacaridos EPSI vy
EPSII), mientras gque, en esta cepa sea unh paso comun y puede
ser complementado a nivel de biosintesis. Luego "a priori";
se indica que este gen no seria identificable con 1los
descritos para R. meliloti, pero si semejante en su actividad

a los genes exoC y exoD de R. meliloti.

E1 mutante RSP30MJ

Loé datos de complementacidn en planta (pDé confiere
fenotipo Nod* Fix* y pD34 confiere fenotipo Nod* Fix-) son
indicativos de gue la mutacién afecta a un gen relacionado
con exoD o que esté codificado en el mismo operdn que éste y
sea cotranscrito con é1, aunque por los datos obtenidos de
complementacidén parcial con pD34, no parece posible que sea
_exoDy que la complementacidn parcial se Jjustifique por
algunas de las posibilidades planteadas para el mutante
RSP4MJ.

Evidentemente, los resultados obtenidos han permitido’
empezar a descifrar parte de Tos genes exo de
R. leguminosarum bv. phaseoli, pero para confirmar 1las
hipétesis planteadas de 1localizacién de genes exo en esta
cepa se requieren 1nvestigacioneé mas profundas.

Con la Tabla XIII se resume la posible identificacidn de
genes relacionados con la biosintesis de estructuras

superficiales segln la discusidén presentada.
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TABLA XIII Resumen de la posible identificacién de los genes
relacionados con la biosintesis de estructuras
superficiales segin la discusién presentada.

COSMIDOS QUE

POSIBLE GEN
RELACIONADO DE

MUTANTE COMPLEMENTA R. MELILOTI 1021
RPS1MJ exoR

RSP4MJ pD2, pD34 exoB

RSPIMJ pDs exoD

RSP44MJ pD5 . exoD

RSP10MJ pD34 exoH (?)
RSP21MJ pD2, pD5, pD34P "exoC, exoD
RSP25MJ exo?

RSP29MJ pD15, pD34, pD5P exoC

RSP30MJ pD5, pD34p exoD



Es interesante indicar gque en R. leguminosarum bv.
phaseoli CIAT899, estan interrelacionados la sintesis de EPS,
LPS y B-glucanos y que al igual que en R. meliloti Rmi1021,
estas tres estructuras poseen funciones diferentes pero
necesarias durante la etapa de entrada en la planta para la

realizacién del nédulo efectivo.
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VII CONCLUSIONES



1.) La utilizacidén de Tns::mob como vehiculo para la

2.

3.

4.

)

)

)

mutagénesis al azar, ha inducido la obtencidn de

mutantes deficientes en la sintesis de EPS.

Todos 1os mutantes aislados sintetizaron cantidades
variables de EPS, aunque siempre inferiores a las
producidas por la cepa silvestre y tienen alteradas

sus caracteristicas simbiéticas.

La complementacidén con cdsmidos portadores de genes
exo de R. meliloti Rmi021 no restablecen la
produccidén total de EPS, mientras que si restituyen,

en algunos casos, las caracteristicas simbiéticas.

Las mutaciones responsables de los fenotipos
deficientes en los componentes superficiales de

R. leguminosarum bv. pﬁaseoli CIATS899 se han
relacionado con genes exo de R. meliloti Rm1021,
localizandose genes analogos a exoB, exoC, exoD,

exoH y exoR.
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