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PRESENTACIOH 

El trabajo que presento como tésis doctoral esta organizado 
en dos secciónes que se pueden leer de forma independiente o in
virtiendo el orden sin que la comprensión del lector venga a 
menos . La primera sección intitulada "Los genes bacterianos y la 
nodulación de las leguminosas" , es una revisión actualizada de 
los genes nod que permite al lector no iniciado tener una 
panorámica del tema que le sirva como marco general para ubicar 
el articulo que esta a continuación . La segunda sección y parte 
medular de la tésis lleva por titulo "CHARACTERIZATION OF 
Rhizobium phaseoli -Sym PLASMID SEQUENCES INVOLVED IN NODULE MOR
PHOGENESIS ANO HOST-RANGE SPECIFICITY" . El objetivo principal de 
éste trabajo fué aislar y caracterizar el minimo de secuencias 
genómicas que se requieren para que una cepa de Rhizobium 
phaseoli que ha perdido su plásmido simbiótico readquiera la 
c apacidad de nodular raices de frijol . 

M.A . C. 



LOS GENES BACTERIANOS Y LA NODULACION DE LAS LEGUMINOSAS 

El propósito de la revisión que aqui presento es mostrar una 
panorámica actualizada de la función de todos aquellos genes de 
Rhizobium, Azorhizobium y Bradyrhizobium que. participan en la 
inducción y morfogénesis de los nódulos en las leguminosas . En lo 
que se refiere a los genes que participan en la fijación de 
nitrógeno me limito ha explicar el efecto que tienen las 
mutaciones en dichos genes en la morfogénesis del nódulo. Ex
cluyo todas aquellas explicaciones sobre la mecánica de la 
fijación de nitrógeno, estando conciente que no hay una frontera 
entre la forma {morfogénesis del nódulo) y la función {fijación 
de nitrógeno). He procurado hacer cierto hincapié en los ex
perimentos de transferencia de :enes que le permiten adquirir a 
Agrobacterium tumefaciens propiedades simbióticas puesto que creo 
que es uno de los mejores sistemas para disectar en "bloques" de 
funciones la relación Rhizobium-leguminosa. 

El nódulo es un órgano presente en las raices de muchas 
leguminosas, que est~ especializado en fijar y asimilar nitrógeno 
(1). El nódulo sólo se desarrolla como consecuencia de la 
interacción simbiótica que se produce entre las células 
radiculares de una leguminosa y un grupo de bacterias del suelo 
clasificadas dentro de los géneros Rhizobium, Azorhizobium y 
Bradyrhizobium de la familia Rhizobiaceae (2). 

Una especie de leguminosa solo puede desarrollar nódulos 
fijadores de nitrógeno con un número restringido de cepas bac
terianas. En otras palabras, si una leguminosa no se encuentra 
con el huésped adecuado la interacción fracasa, el nódulo no 
aparece o su desarrollo se aborta . 

Un nódulo funcional de cualquier leguminosa está formado por 
varios tipos celulares que, a grandes rasgos, podemos agrupar en 
células infectadas y no infectadas. Las primeras alojan en su in
terior a numerosos bacteroides rodeados cada uno de ellos o en 
pequeños grupos, por membranas peribacteroidales de origen vege
tal. Los bacteroides son las bacterias especializadas en fijar 
nitrógeno y llegan a ser tantos que constriñen a los organelos 
vegetales a la periferia . Las células no infectadas incluyen 
aquellas que forman la corteza del nódulo, los haces vasculares, 
los meristemos y el tejido parenquimatoso que incluso se puede 
llegar a encontrar entre las células infectadas . 

Los diferentes sistemas rhizobia-leguminosa presentan una 
gran variación en sus estrategias para construir un nódulo 
fijador de nitrógeno . Esta variación es palpable cuando se 
analizan las estructuras de los nódulos maduros que desarrollan 
las diversas especies de leguminosas . En general podemos 
clasificar a los nódulos en indeterminados y determinados. Los 
primeros, típicos de leguminosas de origen templado, mantienen 
siempre un meristemo; tienen un sistema vascular abierto que con
ecta el meristemo nodular con el sistema vascular de la raiz y 



presentan células infectadas vacuoladas que contienen bacteroides 
individuales rodeados por membranas peribacteroidales. Estos 
nódulos suelen tener una forma cilindrica . Los nódulos deter
minados son tipicos de las leguminosas tropicales y se carac
terizan por su forma esférica; su sistema vascular cerrado y un 
meristemo funcional transiente . También existe variación en los 
mecanismos por los cuáles las bacterias puden penetrar en el 
tejido vegetal . uno de ellos es utilizando hilos de infección que 
describiremos mas adelante . el otro mecanismo, mucho menos es
tudiado, es el de la infección intertisial en el cuál las bac
terias aprovechan la disrupción de la frontera fisica que repre
senta la epidermis y el cortex de la raiz durante el surgimiento 
de una raiz secundaria para penetrar en el tejido vegetal (Rolfe 
y Gresshoff, 1988) . 

El nitrógeno fijado en los nódulos puede cubrir los 
requerimientos que tenga por éste elemento una leguminosa durante 
su ciclo de vida . Para que asi ocurra se necesita que la planta 
suministre a los bacteroides el f otosintato suficiente para que 
obtengan la energia que requieren para que fijen nitrógeno y lo 
cedan en forma de amonio para que lo asimile la planta. La 
relación exige que ambas partes (la vegetal y la bacteriana) se 
diferencien para cumplir adecuadamente con la fijación y 
asimilación de nitrógeno. 

El proceso 

Los rhizobia pueden ocupar básicamente toda la superficie 
del sistema radicular de las leguminosas y pegarse pref eren
temente en los pelos radiculares pero solo la interacción 
simbiótica se inicia cuando algunas de las bacterias adecuadas 
entran en contacto con una zona suceptible de la raiz de su 
hospedero . Esta zona se localiza entre el ápice de la raiz y el 
pelo radical emergente mas pequeño (Bhuvaneswari, et al. 1980) . 
Generalmente los pelos radiculares pierden su capacidad de es
tablecer simbiósis a medida que se diferencian . De acuerdo con lo 
demostrado para soya (Turgeon y Bauer, 1985.), los pelos 
radiculares que serán invadidos aún no han emergido de la raiz en 
desarrollo al tiempo del primer contacto bacteriano. La presencia 
de· la bacteria causa que el pelo se deforme y se curve en la 
medida en que se desarrolla (Bauer, 1981) . Los pelos radiculares 
llegan a desarrollar una deformacion tipica en forma de cayado de 
pastor, que en su parte interna atrapa una bacteria o un grupo de 
bacterias. Inmediatamente abajo del sitio de anclaje de la(s) 
bacteria(s) el hospedero deposita material propio de la pared 
celular de tal modo que la planta construye una estructura 
tubular llamada hilo de infección. Los rhizobia penetran uno a 
uno a traves del tubo mientras este crece . En el cortex de la 
raiz se organiza un meristemo que al dividirse y diferenciarse 
constituye el tejido nodular. El hilo de infección llega a la 
base del pelo radicular , atraviesa la pared celular y se bifurca 
varias veces dentro de las células adyacentes recién formadas. 
Las bacterias se liberan del hilo de infección en el interior de 
algunas de éstas celulas , pero quedan englobadas dentro de las 



membranas peribacteroidales . En este momento las bacterias se 
diferencian en bacteroides e inician la fijación de nitrógeno . 
Concomitantemente la contraparte vegetal sintetiza una serie de 
proteinas especificas de la simbiósis llamadas nodulinas . El 
nódulo, generalmente , persiste hasta que la planta inicia la 
floración . No en todas las relaciones simbióticas la liberación 
de las bacterias al interior de la célula vegetal y su posterior 
diferenciación en bacteroides es un prerequisito para la fijación 
de nitrógeno . En el caso de la asociación Azorhizobium-Sesbania 
las bacterias nunca se liberan de los hilos de infección y la 
fijación de nitrógeno se lleva a cabo precisamente ahi en los 
hilos ahora llamados hilos de fijación de nitrógeno (Rolfe y 
Gresshoff , 1988) . 

La nodulación es un proceso compuesto de muchas etapas que 
ocurren en una secuencia lineal . Cada etapa se puede caracterizar 
por la acción de un grupo especifico de genes tanto de la bac
teria como de la planta que actuan en c oncierto bajo la 
coordinación de señales que se interc ambian el hospedero y el 
microsimbionte . Se incluye entre las señales a induc tores y meta
bolitos de bajo peso molécular y al c ontacto célula-célula . Para 
entender la naturaleza de la simbiósis se requiere descomponer el 
proceso simbiótico en tantas partes como sea posible, para luego 
identificar los genes, los productos y las señales propias de 
cada etapa. Para ello se requiere del aislamiento de huéspedes y 
hospederos que de algun modo tengan alterado el proceso simbióti
co esperando que el proceso se haya detenido en un punto par
ticular del desarrollo permitiendo asi estudiarlo con 
detenimiento. 

Dado que en la actualidad es mas fácil manipular los genes 
bacterianos que los genes de origen vegetal, se ha preferido 
detener o desacoplar la organogénesis del nódulo usando bacterias 
modificadas genéticamente que plantas mutantes. Los microorganis
mos modificados se han construido siguiendo dos grandes 
estrategias , la primera se basa principalmente en el aislamiento 
de mutaciones por inserción de transposones que suprimen o al
teran la interacción simbiótica. La segunda se basa en la 
adquisición de funciones simbióticas por la introducción de 
secuencias en plásmidos nativos o recombinantes a organismos 
otrora incapaces de nodular . 

Los fenotipos si•bi6ticos 

En los inicios de la genética de los rhizobia se hizo una 
clasificación demasiado gruesa de los fenotipos simbióticos . En 
un principio todas las mutantes simbióticas se clasificaron en 
solo dos grupos , si la mutante era incapaz de nodular se le 
nominaba como Nod- y si no podia fijar nitrógeno se le. denominaba 
como Fix- , no importando si el problema e ra debi do a un bloqueo 
temprano del desarrollo del nódulo mas que a una falla direc
tamente implicado en el aparato de fijación de nitrógeno. Hasta 
la fec ha todavia hay poc o trabajo en intentar correlacionar un 
dete rminado defecto genético con el efect o que causa en el del 



desarrollo del nódulo, sobre todo a nivel molécular y de 
morfología fina. 

Uno de los mejores sistemas para clasificar las mutaciones 
que alteran el proceso simbiótico es el propuesto por Sharon 
Long. En este sistema cualquier mutante simbiótica se les puede 
asignar alguno(s) de los siguientes fenotipos dependiendo en que 
punto se detenga la morfogénesis de nódulo (Long, 1984) : 

Estadio Codigo fenotípico 

Colonización del área radicular Roe 

Anclaje a la raiz Roa 

Deformación del pelo radicular Had 

Formación del cayado del pastor Hac 

Formación del hilo de infección Inf 

Inducción del nódulo Noi 

Desarrollo del nódulo Ndv 

Liberación bacteriana Bar 

Diferenciación de los bacteroides Bad 

Fijación de nitrógeno Nif 

Persistencia del nódulo Nop 

Los genes coaunes de nodulación 

A grandes rasgos , la secuencia de eventos que ocurren 
durante la infección, inducción y organogénesis del nódulo, es 
básicamente la misma para casi todos los rhizobia . Sin embargo, 
el proceso de nodulación es altamente especifico, si un huésped 
no infecta al hospedero especifico la nodulación no prospera, lo 
que apunta a la existencia de dos tipos de funciones, las que 
definen la especificidad del hospedero y aquellas que intervienen 
en las funciones básicas comunes de nodulación. De hecho se han 
localizado y aislado dos agrupaciones de genes que precisamente 
modulan estas funciones . En las bacterias del género Rhizobium 
ambas agrupaciones se encuentran junto con los genes de la 
nitrogenasa en un plásmido de alto peso molécular llamado 
plásmido simbiótico. Cuando este plásmido se pierde también se 
pierde toda capacidad de interacción con leguminosas . Si el 
plásmido simbiótico de una cepa de un determinado grupo de 
inoculación se transfiere a otra cepa de otro grupo de 
inoculación, la cepa receptora adquiere la propiedad de nodular 



al hospedero de la cepa donadora. Lo mismo sucede si se usa como 
receptora a una cepa que haya perdido su plásmido simbiótico. 
Dentro de este género, quizá, la única excepción es el caso de 
Rhizobium loti donde los determinantes simbióticos parecen tener 
una localización cromosomal (Chua , et al . 1985). En el género 
Bradyrhizobium estos genes se encuentran en el cromosoma . 

Dentro de las secuencias que habilitan a nodular a una cepa 
se encuentra un grupo de cuatro genes (nodABCD) organizados en 
dos operones que se transcriben en dirección opuesta nodABC por 
un lado y nodo por el otro. Las mutaciones en el operon nodABC 
bloquean completamente la respuesta simbiótica y tienen un 
fenotipo muy similar al de las cepas que han perdido su plásmido 
simbiótico (fenotipo, Had-, Hac- , Inf-, Ndv-)(Kondorosi et al . 
1984) (Downie et al. 1985) (Wijffelman, et al. 1985) (Rosenberg, 
et al. 1986). La capacidad simbiótica se puede restaurar cuando 
se introducen los genes homólogos de una cepa de otro grupo de 
complementación, indicando que estos genes son esenciales para la 
nodulación y que son intercambiables entre los diversos grupos de 
complementación, de ahi que se les llame genes nod comunes. 

La función de los productos de los genes nodABC aún se des
conoce, pero se les ha relacionado con la formación del cayado 
del pastor y del hilo de infección . La localización de estos 
productos dentro de la célula bacteriana se desconoce en la 
mayor parte de los casos. Solo se sabe que el producto de nodC se 
encuentra en una posición transmembranal (Jacobs, et al . 1985) 
(John, et al. 1985). Anticuerpos dirigidos contra la fracción ex
terna de esta proteina inhiben completamente la nodulación. Esta 
misma porción contiene una agrupación rica en cisteinas que se 
asemeja a los encontrados en receptores de ss la superficie 
celular de células de mamiferos, lo que podria indicar que el 
producto de nodC es un transductor de señales entre planta y 
bacteria(John, etal . 1988 . ) Por su parte, los productos de nodA y 
de nodo se encuentran en el citoplasma y asociados a la membrana 
interna (Schmidt, et al . 1986) (Lugtenberg, 1988). 

El gene nodo a diferencia de los otros genes nod comunes 
puede encontrarse repetido varias veces dentro de un plásmido 
simbiotico (Rodriguez-Quiñones, et al . 1987) . Las mutaciones que 
afectan al gene nodD tienen un fenotipo simbiótico que depende de 
la "especie" o del grupo de inoculación que las porte, por 
ejemplo, las mutaciones en el único gene que tienen R. 
leguminosarum y R.:_ trifolii bloquean desde el inicio la 
nodulación (Downie, et al. 1985) (Schofield y Watson. 1985). En 
R.:_ meliloti en donde existen dos copias funcionales de nodo, las 
mutaciones que afectan ambos genes causan un severo retraso en la 
nodulación (fenotipo Ndvª)(3) , sin embargo, el nódulo completa 
su organogénesis (Gottfert et al 1986) . En R- phaseoli la pérdida 
de todas las copias de nodD no afectan el desarrollo del nódulo 
(Trabajo adjunto). ~~ 

El gene nodD se expresa constitutivamente en muchas especies 
excepto en R· leguminosarum donde el gene es autoregulatorio 



(Rossen et al. 1985). Aunque se ha observado una expresión tran
siente de los genes nodABC durante el crecimiento normal de 
Rhizobium, La expresión de estos genes requiere de la presencia 
del producto de nodo y de substancias especificas presentes en 
los exudados de la raiz. Estas substancias son especificas para 
cada especie de leguminosa y se han · identificado como 
flavonoides que se excretan preferentemente en la la zona infec
table de la raiz (Mulligan y Long . 1985) (Ojorjevic et al. 1987) 
(Firmin et al . 1986) . Como contraparte se han aislado una serie 
de de compuestos que inhiben la inducción de los nodABC y que se 
excretan preferentemente en el limite de la zona infectable 
(Ojordjevic et al 1987) (Firmin, et al 1986) . El producto de nodO 
predicho en base en la secuencia de su gene muestra una zona de 
homología con el dominio de unión de AON de la proteina 
regulatoria araC. La secuencia de los genes que se inducen con 
flavonoides ha permitido identificar en sus promotores una 
secuencia común llamada caja nod a partir de la cúal se sospecha 
que el producto de nodo promueve su transcripción (Rostas, et 
al . 1986). Los productos de nodo puden ayudar a definir la 
especificidad de la infección ya que la respuesta de cada 
producto de nodo frente a diferentes grupos de flavonoides es 
distinta . La mejor respuesta se obtiene de un modo especie 
especifico (Spainck, et al, 1987.) . 

En R. leguminosarum y en ª· japonicum ademas de los genes 
nodABC se han identificado dos genes mas (nodI y nodJ) 
(Nieuwkoop, AJ. et al . 1987) (Oownie, J . A. et al . 1985) En R· 
leguminosarum nodIJ se encuentran junto a nodABC en el mismo 
operón , y las mutaciones aisladas dentro de estos genes causan un 
retraso en la nodulación. En ª· japonicum los genes nodIJ se 
encuentran separados de los nodABC y aún no se han aislado 
mutaciones en esta región . Los datos de secuencia de nodI 
muestran que este gene comparte homologia con una serie de 
proteinas de la membrana interna de ~- coli y Salmonella 
tvphimurium que ligan ATP . El mismo tipo de datos predicen que 
nodJ es una proteína integral de membrana (Ojordjevic, et al . 
1987) . Es posible que los productos de nodCIJ pertenezcan a un 
mismo sistema de proteínas asociadas a membrana ( Rossen et al. 
1987). 

Los genes de nodulación especifica. 

Aparte de las secuencias antes descritas , existe otra región 
involucrada en la especificidad y en el desarrollo temprano del 
nódulo . Esta región incluye esencialmente a los genes nodEF . Las 
mutaciones que suprimen su acción impiden por una parte que la 
bacteria nodúle normalmente a su hospedero usual (fenotipo: Had•, 
Hac•, Inf- , Ndvª) y por la otra hacen que sean capaces de formar 
cayados de pastor e iniciar de forma limitada hilos de infección 
en otras especies que no son sus hospederos usuales (fenotipo, 
Had• , Hac•¡ (Oebellé , et al . 1986). La función de estos genes no 
puede restaurarse introduciendo los genes homólogos provenientes 
de otras especies, La transferencia de nodEF de una especie a 



otra causan que la cepa receptora adquiera la 
nodular al hospedero de la cepa donadora (Horvath, 
(Djordjevic et al. 1985). 

capacidad de 
et al. 1986) 

En ft. meliloti se han identificado dos genes mas in
volucrados en la determinación de la especificidad por el 
hospedero. Estos genes llamados nodG y nodH, no se les ha en
contrado homólogos en otras especies de Rhizobium. Las mutantes 
en nodH no forman hilos de infección ni nódulos en alfalfa pero 
pueden inducir nódulos en dos especies de Vicia (Horvath, et al, 
1986) . 

La secuencia de estos genes predice que el producto de nodF 
es una proteina acarreadora de grupos acilo ya que tiene un sitio 
de unión a pantotenato (Shearman, et al. 1986) . Por su parte el 
producto de nodG tiene homologia con una ribitol deshidrogenasa 
de Klebsiella pneumoniae lo que podria indicar que la planta le 
da a la bacteria un poliol como fuente de carbono ( Debelle y 
Sharma 1986) . 

Hay otros genes que participan en la determinación de la 
especificidad en algunas cepas de ft. leguminosarum. Por ejemplo , 
las cepas convencionales de ft . leguminosarum no pueden nodular a 
los chicharos Afghanistan (chicharos primitivos), sin embargo , la 
cepa TOM lo hace eficientemente gracias a la presencia de un gene 
nodX en su plásmido simbiótico . Este gene no tiene homólogos en 
las cepas convencionales (Hombrecher , et al . 1984). 

Las cepas de amplio espectro, es decir aquellas que nodulan 
eficientemante mas de una leguminosa han organizado sus genes de 
especificidad de otro modo . El caso mejor estudiado es el de la 
cepa NGR234 que tiene la habilidad de nodular efectivamente a un 
amplio rango de leguminosas que incluye Macroptilium atropur
pureum, Desmodium intortum, Vigna unguiculata, Lablab purpureus, 
Leucaena leucocephala . Tambien nodula inefectivamente a soya y a 
la no-leguminosa Parasponia andersonii. Esta cepa entre otras 
peculiaridades tiene en su plásmido simbiótico dos copias del 
operon nifHDK; un gene nodD ; un gene nodC separado de los genes 
nodAB. Sus genes de especificidad los tiene organizados en tres 
regiones independientes no ligadas del plásmido simbiótico. Las 
tres regiones, llamadas HsnI, HsnII y HsnIII , son indispensables 
para que la cepa nodúle a todas las leguminosas antes men
cionadas. la región HsnI esta ligada al gene nodD; la región 
HsnII esta cerca de una de las copias de nifHDK y la región 
HsnIII esta en la misma zona que nodC (Nayudu y Rolfe, 1987) 
(Lewin eta!, 1987). 

Se han identificado por secuenciación otros genes que se 
presume tengan una función simbiótica . Por ejemplo en Rhizobium 
leguminosarum se encuentran junto a nodEF los genes nodL y nodM, 
este último presenta cierta homologia con una amidofosforibosil 
transferasa pero a ninguno de los dos se les ha adjudicado alguna 
función simbiótica (Rossen et al, 1987). En un Bradyrhizobium 
sp. aislado de Parasponia, se ha enc ontrado un gene nodK entre 



los operones nodD y nodABC del cúal aún se desconoce su función . 
El gene nodK, al parecer , solo se encuentra en cepas de Bradv
rhizobium. 

Los genes comunes de nodulación y los de especificidad se 
encuentran cerca los unos de los otros en casi todas las especies 
de Rhizobium hasta ahora estudiadas. De hecho se han logrado ais
lar segmentos de aproximadamente 20 Kb . que contienen ambos 
grupos de genes. Estos segmentos al transferirse a cepas que han 
perdido su plásmido simbiótico permiten que las transconjugantes, 
logren, incluso formar nódulos con células infectadas . Esto im
plica que en el plásmido simbiótico residen pocos genes in
volucrados en la diferenciación del nódulo , sin embargo estos 
genes son conditio sine gua non de cualquier esboso de 
interacción s imbiótica (Schofield, et al . 1984.) (Gottfert et al . 
1986) (Ceval los et al. Trabajo adjunto ) 

La transferencia de plásmidos simbióticos de Rhizobium a 
Agrobacterium tumefaciens confiere a este último c ierta capacidad 
simbiótica que varia dependiendo de la especie que donó el 
plásmido . Si este proviene de R· mel i lot i , los nódulos que induce 
Agrobacterium en plantas de alfalfa son inefectivos y carecen de 
células infectadas normales. Las bacte r i a s solo se encuentran en 
algunas de las células de las capas mas superficiales del nódulo 
(Had•,ttac• , Inf- , Ndv• , Bar- , Bad- , Fix- ) ( Truchet , et al 1984) 
(Kondorosi, et al . 1982) . El fenotipo simbiótico de las transcon
jugantes de Agrobacterium que porta n plásmidos de R· phaseoli de
pende de l a cepa donadora del plásmido . Por ej emplo , las 
transconjugantes que portan el plásmido simbiótico de la cepa 
RCC3622 inducen nódulos inefectivos en plantas de frijol 
(Ndv• , Fix-¡ (Hooykaas, et al . 1985), sin embargo , las que portan 
el plásmido de la cepa CFN299 inducen nódulos fijadores de 
nitrógeno (Ndv• , sar•,sad• , Fix• ¡ (Martinez, et al . 1987 ) . Loan
terior indica primero, que en R· meliloti existen otros genes 
involucrados en la morfogénesis del nódulo que se encuentran com
partamentalizados en otros replicones diferentes del plásmido 
simbiótico. Segundo , que la compartamentalización de las fun
ciones simbióticas puede ser diferente entre especies y entre 
cepas de la misma especie . Tercero que pueden existir genes 
simbióticos que no pueden ser expresados en Agrobacterium ya sea 
porque no los ''entiende" Agrobacterium o porque el desarrollo del 
nódulo no llega a una condic ión tal que los genes puedan ser ex
presados debido a que no existen los genes involucrados en los 
pasos morfogenéticos precedentes o a que señales de la planta 
que induzcan la transcripción de genes simbioticos no puedan per
mearse dentro de Agrobacterium . 

Exopolisacaridos y lipopolisacéridos 

Se ha puesto . gran interes en estudiar los polisacaridos y 
los lipopolisacáridos de la superficie de Rhizobium con la idea 
de que estas moléculas tienen un papel primordial en el 
reconocimiento especifico Rhizobium- leguminosa en la que se 



' . 

supone actua corno mediadora un lectina especifica presente el las 
raíces de las leguminosas. Para explorar esta hipótesis, se han 
aislado en varias especies de Rhizobiurn, mutantes con una 
morfología de colonia atípica que han perdido su mucosidad 
característica (fenotipo Mue-) y su capacidad de ligar calcofluor 
(4). Estas mutantes tienen alterada la producción de los 
exopolisacáridos ácidos (EPS) e inducen nódulos inefectivos que 
no cuentan con células infectadas, ni con la formación de cayados 
de pastor , ni de hilos de infección pero tienen un meristemo y 
haces vasculares bien desarrollados (fenotipo Had•, Hac- , Inf-, 
Ndv•, Bar- , Bad- , Fix-) . Algunas bacterias se pueden encontrar en 
las capas mas superficiales del nódulo . Esto significa que las 
mutantes exo pueden desacoplar el desarrollo del nódulo en dos 
procesos mas o menos independientes que se llevan al cabo al 
mismo tiempo , uno de ellos esta involucrado en la inducción y 
desarrollo de l tejido vegetal que conformará el nódulo y el otro 
esta implicado en los procesos de invasión e infección bacteriana 
al tejido nodular . Es posible corregir el defecto simbiótico de 
las mutantes exo con la adicion de los EPS específicos . 
(Djordjevic, et al . 1987) . En R- meliloti estas mutaciones se 
localizan en los genes exoA , exoB , e xoC, exoF (Finan , et al . 
1985) (Finan , et al. 1986) (Leigh , et al . 1985 ). En esta misma 
especie se han aislado mutantes en el ge ne exoH que sintetizan 
EPS pero que su capacidad de ligar calc ofluor esta alterada . Las 
mutantes con alteraciones en exoH, inducen la formación de 
cayados de pastor en los pelos radicales y de nódulos que carecen 
de células infectadas. En a l gunos de e l los es posible observa r 
hi l os de infección que abortan en las primeras capas del cor t ex 
(fenotipo : Had• , Hac• , Inf•- , Ndv•, Bar- , Bad-, Fix- ) . Los EPS 
de las mutantes en exoH no cont ienen l os residuos succinil que 
caracterizan los EPS de la cepa silvestre (Leigh , et al. 1987). 
En Rhizobiurn rnel i loti se han aisl ado otros genes , exoD y exoK , 
cuyas mutantes tienen alterado la producción de los 
exopolisacáridos pero que no t i enen efecto en el desarrol l o del 
nódulo. Al menos en Rhizobiurn rnelil oti , l os genes que partic ipan 
en la producción de exopolisacáridos se e ncuentran agrupados en 
dos conjuntos de genes, uno de ellos , e n c romosoma , formado por 
los genes exoC y exoD y el o t r o formado po r los genes exoA , exoB, 
exoF, exoH y exoK que se localiza en un plásmido di ferente al que 
porta los genes nif y nod . 

El exopolisacárido ácido mayoritario de A2robacteriurn y 
Rhizobium consiste en un octasacárido de glucosa y galactosa en 
una proporción de 7: 1 , modificado con grupos piruvil , suc cinil , y 
acetil . La posición de estas modificaciones dentro del octasacári 
do se desconocen , por tanto no se sabe si existe variación en el 
número y posición de estos residuos entre cepas y entre especies 
(McNeil, et al . 1986) . Se han aislado mutaciones que afectan 
la producción de los exopolisacáridos en a. turnefac iens que 
pueden complementarse con los genes equivale ntes de R. rneliloti y 
viceversa, los genes clonados de a. tumefaciens pueden complemen
tar las mutaciones equivalentes en R- meliloti e incluso cor
regir, en algunos casos (excepto exoC) , los defectos en simbiósis 
(5) . Las mutaciones en el gene exoC , evitan que se produscan los 



EPS y los (1-2)-beta-glucanos e inhiben la virulencia de esta 
bacteria , sin embargo, las mutaciones en los genes exoA, exoB, 
exoD, exoF y exoG (este último solo presente en ft. tumefaciens) 
no tienen efecto alguno sobre la virulencia . Un gene homologo a 
exoH de R meliloti no se ha buscado en ft . tumefaciens, ni se ha 
encontrado alguno con una función equivalente . 

Es importante hacer notar que el fenotipo simbiótico de las 
transconjugantes de ft. tumef aciens que portan plásmidos 
simbióticos de R- meliloti son muy parecidos a los que muestran 
las mutantes en exoH de R. meliloti . Lo anterior puede indicar 
que las modificaciones-al esqueleto de azucar de los EPS juegan 
un papel importante en el desarrollo de un nódulo efectivo. Otro 
dato que apoya este punto de vista es que mutaciones en los 
nodABCD de R. trifolii alteran el número y tipo de las sus
tituciones -de grupos no-carbohidrato en los EPS. Si lo expuesto 
aqui es cierto , se puede predecir que si a las transcongugantes 
de ft. tumef a c iens con plásmidos simbióticos de R- meliloti se les 
introduce los genes exoC y exoH de R· meliloti , estas transcon
jugantes podrán desarrollar una simbiósis efectiva en alfalfa . 

Tambien se han localizado en A· tumefaciens y en Rhizobium 
un par de genes cromosomales cuya función es esencial para que 
estos géneros interaccionen con plantas . En ft. tumefaciens estos 
loci, llamados chvA y chvB, son necesarios para que A· 
tumefaciens se fije al las células vegetales y las transforme . El 
locus chvB se ha implicado en la producción de (1-2)-beta
glucano, un exopolisacárido tipico de las Rhizobiaceae. Las in
serciones en los genes equivalentes (ndvA y ndvB) en R meliloti, 
hacen que la cepa portadora sea incapaz de nodular correc
tamente . Por ejemplo las mutantes ndvB inducen nódulos con un 
fenotipo Had•, Hac•, Inf-, Ndv• , Bar- , Bad-, Fix-. El efecto de 
las mutaciones en los genes ndvA y ndvB se puede corregir intro
duciendo los genes chvA y chvB de ft . tumefaciens y viceversa . 
Lo último nos puede indicar que los (1-2)-beta-glucanos par
ticipan junto con los exopolisacáridos ácidos en el mismo estadio 
del desarrollo del nódulo (Dylan, et al. 1986). Es muy probable 
que ft . tumefaciens con mutaciones en chvA o en chvB que porten 
P.lásmidos simbióticos induscan nódulos defectuosos . 

En otras especies de Rhizobium se han ais lado otros genes 
que participan en la producción o regulación de los EPS. Por 
ejemplo , en R- phaseoli se han descrito un par de genes 
localizados en el plásmido simbiótico que parecen tener un papel 
regulatorio en la producción de los EPS durante la simbiosis . Uno 
de ellos, el gene 12§.i , cuando se introduce en multicopia reprime 
la síntesis de los EPS explanta y parece afectar el desarrollo 
del nódulo . las mutaciones por inserción en este gene inhiben la 
fijación de nitrógeno . El otro gene psr corrige estos defectos 
cuando también se introduce en multicopia (Borthakur , et al. 
1985) (Borthakur y Johnston , 1987). 

En R- phaseoli 
plásmido simbiótico, 

se ha aislado una mutación, 
en un gene llamado pss que 

fuera del 
inhibe la 



producción de los EPS explanta pero no tiene efecto en la sim
biosis. Si se sustituye el plásmido simbiótico de esta cepa por 
uno proveniente de Rhizobium leguminosarum esta transconjugante 
es incapaz de nodular pero el efecto puede ser corregido intro
duciendo una clona de Xanthomonas campestris que porta genes exo 
(Borthakur, et al. 1986). 

Otra estructura de la superficie de los rhizobia que se le 
ha adjudicado un papel en el desarrollo del nódulo son los 
lipopolisacáridos. Los lipopolisacáridos se componen en general 
por una fracción lipidica (lipido A), un polisacarido (PSl o an
tigeno O) y un olisacarido (PS2) y muestran una variación en 
composición bastante considerable entre especies y entre cepas, 
Las primeras evidencias indirectas del posible papel de los 
lipopolisacáridos en la simbiósis y surge del hecho de que cepas 
de R· trifolii,o deª· japonicum curadas de sus plásmidos sim
bioticos o con deleciones en estos plásmidos muestran al
teraciones en la estructura de sus polisacaridos (Carlson, et al. 
1985) (Carlson, et al . 1987) . En g . phaseoli se ha aislado una 
mutante cuyos lipopolisacáridos no cuentan con la porción PSl e 
inducen nódulos que carecen de bacterias puesto que los hilos de 
infección abortan (Noel , et al . 1986) . Lo que apunta a que los 
lipopolisacáridos tienen un papel relevante en la morfogenesis 
del nódulo. 

Por lo expuesto anteriormente, no hay evidencia clara que 
indique que los exopolisacáridos o los lipopolisacáridos tengan 
una participación directa en el reconocimiento especifica 
Rhizobium-leguminosa. Sin embargo , es indudable que ambos tipos 
de macromoléculas tienen una participación central en los 
primeros estadios de desarrollo del nódulo . 

Papel de los genes fix y nif en la aorfogénesis del nódulo . 

Para finalizar, en Rhizobium y Bradyrhizobium, se han iden
tificado un conjunto de genes que son esenciales para la fijación 
biólogica del nitrógeno y , que en la mayor parte de las especies, 
se encuentran cerca de los genes de nodulación. Los genes de la 
fijación de nitrógeno se pueden dividir en dos grupos, Uno de el
los lo conforman todos aquellos genes que tienen homologia con 
alguno de los 17 genes nif de Klebsiella pneumonie como es el 
caso de los genes nifK , nifD y nifH que codifican para las sub
unidades de la nitrogenasa y de la nitrogenasa reductasa; el gene 
de nifA (o fixD) que es un regulador transcripcional positivo de 
muchos de los genes nif y fix ; nifB (o fixZ) y nifE que son genes 
cuyos productos son necesarios para la sintesis del cofactor 
FeMoco; y nifF y nifJ que codifican para proteinas transpor
tadoras de electrones para el sistema de nitrogenasa . El otro 
grupo estan los genes de fijación de nitrógeno que no tienen 
homologia con los nif de K- pneumonie e incluye al gene fixF y al 
operón con los genes fixA , fixB, fixC y fixX (Aguilar, et al. 
1985) (Earl , et al. 1987). Los transcr itos de este operón junto 
con el de nifHDK son los mas abundantes encontrados en los bac
teroides. El gene fixF tiene homologia con la ferredoxina I de 



Azotobacter vinelandii pero al resto de los genes que componen 
este grupo no se les ha asignado una determinada función 
bioquimica (Earl , et al. 1987) . Todas las mutaciones que afectan 
los genes antes descritos inducen, en general, nódulos en mayor 
cantidad y de menor tamaño que los de las cepas silvestres pero 
todos ellos inefectivos. Un análisis ultraestructural de los 
nódulos inducidos por las cepas mutantes indica que estos se 
desarrollan normalmente e incluso los bacteroides llegan a 
diferenciarse correctamente, sin embargo, senecen prematuramente 
(fenotipo Fix-,Nop-) (Hirsch ,et al. 1983) (Hahn, et al. 1984) 
(Aguilar, et al . 1985) (Hans-Martin, et al . 1986) (Hirsch y Smith 
1987). La gran similitud estructural de todos los nódulos in
ducididos por cepas Fix- sugiere que el mismo amonio pude jugar 
un papel importante en la última parte del desarrollo del nódulo . 

NOTAS 

1. Existen otros tipos de órganos inducidos por organismos 
diferentes a Rhizobium y a Bradvrhizobium que también se les 
conoce como nódulos pero que su e structura es completamente 
diferente a la de los nódulos fijadores de nitrógeno. En la 
presente revisión solo me referire a estos últimos . 

2 . La clasificación de las bacterias que forman nódulos en 
leguminosas se basa principalmente en las velocidad de 
crecimiento de las bacterias en un medio rico y en su 
especificidad de infección. De este modo se a han propuesto tres 
géneros Rhizobium , Bradvrhizobium y Azorhizobium 

El . primer género encierra cuatro especies: R- leguminosarum 
conformado a su vez por tres biovares, que incluyen a todas las 
bacterias de crecimiento rápido que nodulan trébol (bv . 
trifolii), frijol (bv. phaseoli) , habas , chicharos y lentejas 
(bv . viceae). R. melilot i con aquellas que nodulan alfalfa . R· 
fredii que incluye aquellas cepas de crecimiento rápido que 
nodulan soya y R· loti que contiene a todas aquellas bacterias 
de crecimiento rápido que nodulan altramuz, Cicer , Sesbania, 
Leucaena, Mimosa y Lablab . 

El segundo género tiene una sola especie §.. japonicum que 
abarca todas aquellas cepas de crecimiento lento que nodulan 
soya, Vigna, y algunas especies de Lotus (Elkan, 1984 .) 

El tercer género, Azorhizobium, abarca aquellas cepas que 
nodulan el tallo de Sesbania rostrata . 

3. Ndva significa retraso en la aparición de nódulos . 

4 . El calcofluor es una substancia que se liga a los 
polisacaridos con uniones beta formando un complejo fluorecente 
en luz ultravioleta . 



s . Datos similares se han obtenido con genes clonados de 
Azospirillum brasilense. Dichas clonas pueden corregir los defec
tos en la producción de EPS de mutantes de R- meliloti en exoC y 
en exoB e incluso corregir el defecto simbiotico de las mutantes 
en este último gen (Michiels, et al. 1988). 
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ABSTRACT 

Key words : host-range, nodulation genes, Phaseolus vulgaris, 
Rhizobium phaseoli, symbiosis, Sym plasmid . 

Two nodulation regions from the symbiotic plasmid (pSym), 
of Rhizobium phaseoli strain CE-3, were identified. The two 
regions were contained, both, in overlapping cosmid clones 
pSM927 and pSM991 . These cosmid clones, in a R- phaseoli pSym
cured strain background, were found to induce ineffective nodules 
on Phaseolus vulgaris roots 

Transconjugants of R- meliloti harboring cosmid pSM991 were 
able to induce nodule-like structures on bean roots indicating 
that this cosmid contains host-range determinante . 

The analysis of deletions and insertion mutants of the 
sequences of cosmid pSM991 indicated that the genes responsible 
of the induction and development of nodules in E- vul2aris are 
organized in two different regions separated by approximately 20 
kb. One region is within a 6 . 8 kb EcoRI fragment and include the 
common nodABC genes . The other region is located in a 3 . 5 kb 
~RI fragment and contains sorne of the genes required for host
range determination. The organization of these and other related 
sequences in R- phaseoli is discussed . 

DITRODUCTION 

Rhizobium phaseoli induces nitrogen fixing nodules on c om
mon bean roots (Phaseolus vulgaris L . ) . In R- phaseoli, like in 
other fast growing Rhizobium species , genes determining both , 
nitrogen fixation and at least the early steps of nodulation are 
located on large plasmids (2 , 16 , 33 . J . g . phaseoli strain CE-3 has 
six plasmids; one of thern (p42d) of approxirnately 280 kb. confers 
the ability to nodulate and fix nitrogen on bean roots (27). 



Nitrogenase structural genes are found in three different regions 
on this plasmid. nif regions a and b carry each one copy of the 
genes nifHD and~, nif regi on e carries a single nifH gene 
(31).When plasmid p42d is transferred into a plasmid-less 
Agrobacterium tumefaciens strain, the transconjugants elicit in
effective nodules on bean roots (2716) . In R· phaseoli, with the 
loss of plasmid p42d the abilities to nodulate and to fix 
nitrogen are concomitantly lost. The reintroduction of the plas
mid restores the complete nodulation and nitrogen-fixing 
properties. 

In this paper we report the isolation and characterization 
of two regions from the pSym of R. phaseoli required for nodule 
induction, nodule development, bacterial release, and host-range 
determination. 

MATERIAL ANO METHODS 

Bacterial strains and plasmids. The strains and plasmids used in 
this work are listed in Table 1 . 

Media and bacteria! growth conditions. R· phaseoli and R. 
meliloti were grown in PY medium at 30°C [25) . Escherichia coli 
was grown in LB medium at 37°C (21) or in LBCM which is LB medium 
supplemented with CaCl2 and MgS04. The following concentration of 
antibiotics were used for selection (µg/ml) : Rifampicin (Rf) SO , 
Tetracycline (Te) S , Kanamycin (Km) 30 , Streptomycin (Sm) 100, 
Chloramphenicol (Cm) 30 . 

Bacterial croases. Recipients and donors were grown in liquid 
medium to stationary phase and then were mixed on Pt platea and 
incubated at 30°C overnight . Cells were resuspended in sterile 
water and serial dilutions were plated on the appropriate selec
ti ve media . 

Cloning procedures. Plasmid isolation , total DNA purification , 
restriction endonuclease digestion of DNA,DNA cloning and trans
formation, Southern blot analysis, nick translations and 
hybridizations were carried out as described by Maniatis et al 
(21) . 

Nodulation test and acetylene reduction activities . Surface 
sterilized seeds of Phaseolus vulgaris L . cv . negro Jamapa, were 
grown in 250 ml Erlenmeyer flasks with 200 ml of nitrogen free 
nutrient agar 0.8% [41) . Three or four days after germination in 
the dark, plantlets were inoculated with 1 ml of saturated liquid 
culture of the appropriate Rhizobium strain . After twenty days 
of incubation in a growth chamber at 26°C, nodulation was scored 
and nitrogenase activity was determined by the acetylene reduc
tion assay of nodulated roots (22). A similar procedure was used 
with Medicago sativa cv . peruana . except that seedlings were 
grown on slants in 2Sx200mm tubes . 

Re-isolation of bacteria from nodules . Nodules were detached , 
surface-sterilized with a 20% v/v commercial bleach solution for 



ten minutes rinsed in sterile water, and were crushed and 
streaked in PY plates and incubated for three days at 30ºC. Ten 
isolated colonies from each nodule were checked in the ap
propriate selective media for antibiotic resistance markers. 

Microscopic examination of nodules. Twenty days-old nodules were 
fixed for 90 min with 4 3 glutaraldehyde and post-fixed in 1 3 
osmium tetroxide for 1 has described by Truchet (39] . Samples 
were dehydrated in a graded ethanol series and embedded in epon 
812 . Semithin sections of 1 . 5 µm were stained with toluidine blue 
and observed in a light microscope . Thin sections of 0.9 µm were 
stained with uranyl acetate 23 and lead citrate 53 and observed 
under a transmission electron microscope. 

Isolation of specific gene detectora for common nod genes. The 
following restriction fragmenta of plasmid pKSK5 (18] were 
electroeluted from 11. agarose gels and then nick translated : A 
BglII fragment of 2.2 kb used as nodD probe; a SstII fragrnent of 
1 . 95 kb as nodBC probe a HindIII fragment of 0.65 kb as nodC 
probe and a ~II-PvuII fragment of 0 . 65 kb as a nodAB probe 
(35,38]. 

Mobilization of cosmids to Rhizobium. Since cosmid pSUP205 is a 
mobilizable vector but unable to replicate in Rhizobium , it was 
necessary to cointegrate it with another plasmid with capacity of 
replication in Rhizobium . To do this, ¡. coli strain HBlOl 
(pNC206) carrying a broad-host range incPl, Km" plasmid was 
transform with cosmid-clones CTc") selecting Km"-Tc" colonies . 
Transformants containing both plasmids were conjugated with 
strain CFN2001 selecting Rf"-Krn"-Tc" colonies . 

Cosmid mutaeenesis with MudIIPR13 . Cosmid pSM991-25 was 
mutagenized with bacteriophage MudIIPR13 which is a MudIIPR3 
derivative where the nptl sequence was substituted by a prornoter
less lac operon (P. Ratet , personal communication)[32] . The cos
mid was introduced in MC4100 (Mucts)(MudIIPR13) by triparental 
mating using pRK2013 as helper plasmid and selecting for Cm"-Tc"
Km8 colonies . The resulting strain was thermoi nduce to obtain a 
lysate which was used to infect strain M8820{Mu) where Crn"-Tc" 
colonies were selected . Thirty five Crn"-Tc" colonies were used to 
localize the insertion by restriction mapping with EcoRI and 
BamHI . The mutated cosmids were introduced as cointegrates with 
pNC206 in strain CFN200lrif as described above . To corroborate 
the stability of the insertions , Southern blots of total DNAs of 
Rhizobium transconjugants were done using as probe pSM991-25 . 

Preparation and use of Mu lysates . An overnight culture of strain 
MC4100(Mucts){MudIIPR13){pSM991-25) grown at 30ºC in LB Cm-Te was 
diluted 1:100 in 10 rnl of LBCM . This culture was grown at 30ºC 
with shaking for approxirnately three hours to mid exponential 
phase . The culture was then shifted to 37ºC , 20 min with shaking 
and incubated later at 42 ºC in the same agitation c onditions un
til lysis was observed. Chloroform , MgS04 and CaCl2 were added to 
the lysate at final concentration of 13 , 2 rnM and 20 rnM respec-



tively. The debris was removed by centrifugation. Simultaneously 
the receptor strain M8820 was grown to mid exponential phase and 
concentrated 10 folds in LBCM. Infections were carried out by 
mixing 0.1 ml of the . M8820(Mu) concentrated culture with 0.1 ml 
of the lysate. Absorption was carried out at 30ºC for 30 min 
without shaking. Then 2 ml of LB was added and the mixture was 
incubated with agitation for 45 min at 30ºC . The cells were 
washed with 10 mM NaCl before plating in LB Cm CaCl2 5 mM. 

RESULTS 

Isolation of recombinant cosmids carrying nif and nod genes 

A cosmid library was constructed in pSUP205 using total DNA 
from ft .. ohaseoli strain CE-3 as follows: Total ft. phaseoli DNA 
was partially digested with EcoRI and size fractionated in a NaCl 
gradient. Fractions in the 30-50 kb range were pooled, cloned 
into the EcoRI site of pSUP205 and packaged in vitro into lambda 
phage heads. The mixture was used to infect ~· coli strain K802 . 
About 1000 Te~ - Cm• colonies were recovered. 

The cosmid library was screened by colony hybridization with 
a homologous nifHDK probe (plasmid pCQ12) (30] . The EcoRI 
restriction pattern of the positive clones were analyzed and 
eleven clones representing the 3 nif regions were identified . The 
nif cosmids were hybridized with the plasmid pKSK5 which carries 
the "common" nod genes from ft. meliloti [18]. Cosmids pSM991 , 
pSM927, pSM367 and pSM828 exhibited homology with this probe. The 
first two cosmids contained nif region a, the next contained nif 
region c and the last one nif region b . These results confirm a 
close linkage between the nif and nod genes in the Sym plasmid of 
ft. phaseoli as described erlier (19,20]. 

In order to determine the organization of the sequences 
homologous to the common nod genes of ft. meliloti, the cosmids 
containing nif-nod genes were hybridized against specif ic probes 
for nodAB, nodBC, nodC and nodD genes (see Materials and 
Methods). The strain CE-3 contains five EcoRI fragments which 
hybridized with the nod probes. An EcoRI fragment of 6 . 8 kb con
tained the nodABC genes and were present in cosmids pSM991 , 
pSM927 and pSM367. A 3.3 kb EcoRI fragment present only in cosmid 
pSM367 showed a weak homology with the nodC probe . Three EcoRI 
fragments of 5.2 , 4 . 9, 3 . 4 kb hybridized with the nodD probe. The 
5.2 kb fragment were present in cosmids pSM991 and pSM367. The 
fragment of 4.9 kb was found only in cosmid pSM828 (Figure 1) . 
The 3.4 fragment wa~ not contained in cosmids described above but 
was present in the symbiotic plasmid as indicated the hybridiza
tions against total DNA of the wild type strain and the pSym
cured derivative (data not shown) . 

Interfunctionality between the common nod genes of L phaseoli 
and L meliloti . 

To determine 
present in pSM991, 

the functionality of the nodABC sequences 
the cosmid was introduced in three strains of 



R. meliloti carrying Tn2 insertion mutations in nodA (GMI 5382), 
nodB (GMI5387) and nodC (GMI5383). The transconjugants were in
oculated on alfalfa:8eedlings . All transconjugants were able to 
induce normal nodules between 15 and 35 days after inoculation . 
The R. meliloti wild type strain always induced nitrogen-fixing 
nodules in less than two weeks . The plants inoculated with the 
mutant strains did not develop nodules (see Table 2) . 

TABLE 2 . 

Strain 

RCR2011 
GHI5382 
GHI5382 (pNC206: :pSM991) 
GMI5387 
GMI5387 (pNC206 : :pSM991) 
GMI5383 
GHI5383 (pNC206 : :pSH991) 

delayed nodulation 

Nodulation on 
~- sativa 

+ 

Fixation on 
M- sativa 

+ 

+ 

+ 

+ 

Identification of nodulation genes Q:i direct complementation Q!l ~ 

pSvm-cured strain 

Sequences involved in the induction and development of 
nodules in common bean were isolated by introducing nif-nod cos
mids into a pSym-cured !L.. phaseoli strain (CFN2001) . 

Transconjugants containing cointegrates between cosmids and 
pNC206 were inoculated on bean seedlings. Plants were analyzed 
for the presence of root nodules after twenty days . Only cosmids 
pSM991 and pSM927 both containing the complete nifHDK operon of 
nif region a were able to induce nodules although these nodules 
hada Fix- phenotype (Figure 2) . 

Definition of the seguences involved in nodulation 

Cosmids pSM991 and pSM927 only diff er in two EcoRI frag
ments, both EcoRI fragments are at the end of each insert (Figure 
2) . Presumable sequences required for nodulation are contai ned in 
the EcoRI fragments shared by these cosmids. To identify those 
EcoRI bands involved in nodulation, a partial EcoRI digest of 
cosmid pSM991 was ligated in a final DNA concentration of 20 
ng/µl in the reaction mixture with the purpose of promoting mono
molecular ligations. An aliquot of 100 ng was used to transform 
the K- coli strain HB101 . The analysis of the restriction pa t 
terns of fifty transformants showed the loss of some EcoRI bands . 
These deleted cosmids were introduced into the pSym-cured s t rain 
and they were inoculated onto bean seedlings . Twenty derivatives 
induced nodules after twenty days. 

A comparison between the EcoRI restric tion patterns of c os 
mids pSM927, pSM991 and its deleted derivatives whic h c onserve 
the property of induce nodules showed that all nodule elicity 



cosmids share three EcoRI bands, one of 6 . 8 kb containing the 
nodABC and other two of 3.5 kb and 0 . 5 kb . Deletions lacking any 
of these bands were unable to induce nodules (Figure 3) . 

To determine the sequences involved in nodulation , the cos
mid pSM991-25 a deleted derivative which carries the genes neces
sary for nodule induction and developrnent was rnutagenized with 
MudII PR13. Thirty five independent insertions were isolated and 
their localizations were determined by restriction enzyme rnapping 
and Southern blotting as described in Material and rnethods. The 
symbiotic phenotype of the mutated cosrnids were analyzed intro
ducing them into the pSyrn-cured strain and tested for nodulation 
on bean plants . Ten rnutants showed a Nod- phenotype. Seven of 
these mutants were localized in the 6 . 8 kb EcoRI fragment which 
contains the nodABC genes. The three remaining mutations were lo
calized in the 3.5 kb fragment (Figure 4). Thus , two d i fferent 
regions, separated by approximately 20 kb, were responsible of 
the symbiotic phenotype of cosmid pSM991 . 

Localization of host-range genes 

To localize the sequences involved in the host - range deter
mination cosmids pSM828, pSM367 and pSM991 were introduced into 
Rhizobium meliloti, a specie that normally nodulates alfalfa but 
not beans. Only the transconjugant with cosmid pSM991 was able to 
induce few and small nodule-like structures on bean seedlings, 
suggesting that host-range genes are located in this cosrnid 
(Figure 5 ). 

Two deletion derivatives of cosmid pSM991 were also intro
duced into R. meliloti ; pSM991-25 containing the two nodulation 
regions within EcoRI fragments of 6.8 kb genes and 3.5 kb, and 
pSM991-32 wh i ch only carry the nodulation regi on in the 6.8 kb 
EcoRI fragrnent . The transconjugants were inoculated on bean see
dlings and nodulation were scored after twenty days . Plants in
oculated with the transconjugants carrying pSM991-25 developed a 
few nodule-like structures similar to those induced by the com
plete cosrnid (Table 3 ) . 

TABLE 3 . 

Strain 

RCR2011 Rif 
RCR2011 Rif (pNC206 : : pSM991) 
RCR2011 Rif (pNC206 : :pSM828) 
RCR2011 Rif (pNC206 : : pSM367) 
RCR2011 Rif (pNC206 : : pSM991-25 ) 
RCR2011 Rif (pNC206 : : pSM991-32) 

Nodule like structures 

Nodule morphology 

Nodulation on 
~- vulgaris 

Fixation on 
~- vulgaris 

Rhizobium phaseoli wild type strains induce determínate 



nodules. After twenty days of development the nodules are 
spherical in shape with well developed vascular bundles. Their 
external color is pink and they fix nitrogen actively (Figure 3). 
The light microscopy examination of transverse sections of rnature 
nodules shows a central zone very rich in infected cells . Obser
vations of the infected cells by electron rnicroscopy revealed 
numerous peribacteroidal rnernbranes enclosing large bacteroids 
with several poly-S-hydroxybutyrate granules. (Figure 6 , panel 
A) [1]. In contrast, transconjugants of the pSyrn-cured strain 
carrying cosmids pSM991 or pSM927 induced green and white 
nodules, but similar in size and shape to those induced by the 
wild type strain (figure 3). Green and white nodules hada 
central zone with infected cells. Within the infected cells, 
only a few, small and deformed bacteroids which contained less 
poly-S-hydroxybutyrate granules than wild type bacteroids were 
found . Bacteria present in intercellular spaces were found more 
frecuently in these nodules (figure 6) . 

DISCUSSION 

In the present paper we report the isolation and charac
terization of two nodulation (nod) regions of the R· phaseoli 
symbiotic plasmid. These regions were sufficient to promote 
nodule induction, nodule development , bacterial release and host 
range determination in common bean. The two regions were 
separated by approximately 20 kb and both were contained in cos
mid clones pSM991 and pSM927 . Transconjugants of R. phaseoli 
pSym-cured strain which harbor these cosrnids induced ineffective 
nodules on bean roots similar in size , shape and time of ap
pearance to those induced by the wild type strain. These nodules 
had a central tissue with infected cells but, bacteroids withi n 
them, looked deforrned and smaller than normal . 

Cosmids pSM927 and pSM991 failed to elicit nitrogen fixing 
nodules probably because sorne genes associated with functions of 
an effective nodule are not included in these cosrnids . Such is 
the case with the psi gene (polysaccharide-inhibition) located in 
a EcoRI fragment next to the EcoRI fragrnent containing the nifH 
of region c (cosrnid pSM367,data not shown ) . Strains with a Tn~ 
insertion mutation in psi are unable to fix nitrogen [3,4] . 

Comparison between EcoRI restriction patterns of the two 
nodulating cosmids and deleted derivatives frorn cosrnid pSM991 , 
all which conserved nodulation abilities, showed that only three 
EcoRI fragments of 6.8 kb 3.5 kb and 0 . 5 kb are shared among 
them . Deletions lacking sorne of these bands were incapable of 
nodule induction . 

The cosmid pSM991-25, a deletion derivative of cosmid pSM991 
which restored nodulation ability to the pSyrn-cured strain , was 
mutagenized with MudII PR13 transposon . The analysis showed that 
insertions which abolished the syrnbiotic phenotype were clustered 
within the 6 . 8 EcoRI fragrnent and in the 3 . 5 EcoRI fragrnent. This 
approach dernonstrated that these two regions were responsible of 
the syrnbiotic phenotype of cosrnid pSM991 . 

Sequences homologous to the cornrnon nodABC genes were lo-
cated in the EcoRI fragment of 6.8 kb in cosmid pSM991 which 



contains nif region a corroborating a clase linkage between nif 
and nod genes as described erlier (18,19]. Cosmid pSM991 was also 
able to complement R· meliloti Nod- strains produced by t~ree 
different Tn~ insertion in nodA, nodB and nodC genes, demonstrat
ing an interfunctionality of these sequences . However, comple
mented strains showed a considerable delay in nodulation. This 
fact suggests sorne kind of functional divergence between the two 
gene clusters. 

Transconjugants of wild type R. meliloti with cosmid pSM991 
or with cosmid pSM991-25 were able to induce nodule-like struc
tures on bean roots . Furthermore, pSM991-32, a deletion deriva
tive of pSM991 which contains the nod region within the 6.8 kb 
EcoRI fragment but lacks the nod region in the EcoRI fragment of 
3 . 5 kb, failed to induce these nodule-like structures indicating 
that host-range genes were located at least in part on the 3 . 5 kb 
EcoRI fragment. 
~- The R phaseoli strain CE-3 contains three EcoRI fragments of 
5.2 kb, 4 . 9 kb and 3 . 4 kb which hybridize with the nodD probe The 
first fragment was present in cosmids pSM367 and pSM991. The 
second fragment, in cosmid pSM828 which contains the nif region b 
and the third one was located on the symbiotic plasmid, but ab
sent in the cosmids described above . In the Rhizobium-legume sys
tem the product of nodD in conjunction with specific plant
factors present in the root exudates , regulate the expression of 
the nodABC genes (17,24 , 34) . Insertion mutations in nodD of 
ft . leguminosarum and R- trifolii completely blocks nodulation 
(9,11). However in R- meliloti in which three copies of nodD have 
been described a triple nodD mutant is required to observe a Nod
phenotype (15) . The absence of nodD in cosmid pSM927 or inser
tion mutations in the EcoRI fragment which contains this gene in 
cosmid pSM991-25 did not impair the nodule development o r the 
time of appearance of nodules in a ft. phaseoli pSym-cured strain 
background . There are two posible ways to explain the nodulation 
capacity of cosmid pSM927 . First, ft . phaseoli does not require 
nodD gene for nodule induction and nodule development. Second, 
the nod genes of cosmid pSM927 are transcribed in a leve! suf fi
cient to promete nodulation when carried on this cosmid . The con
struction of a triple nodD mutant and its test for nodulation on 
bean plants is required to support any of these alternatives . 

The results described above suggest that only two regions 
were sufficient to replace the pSym itself of ft . phaseoli for 
nodule development . One region included at least the common 
nodABC genes and the other region contains genes required in the 
host-range determination . These data are , in part , similar to 
those obtained for R- meliloti and ft . leguminosarum in which 
clones basically containing the common nodABCD genes and the 
host-range genes induced nodules when they are introduced in 
their own pSym cured strain or pSym-deleted background and inocu
lated on the proper host (10,29,36). 

The experiments of cosmid complementation on a pSym-cured 
strain do not exclude the participation of other genes located in 
the chromosome or in other plasmids on the development of a 
nitrogen-fixing nodule. In fact, in ft . phaseoli CE-3 mutations 
which result in defective exopolisaccharide synthesis and a sym-



biotic phenotype similar to that of R- meliloti Exo- mutants or 
mutations which alter lipopolisaccharide synthesis and an abnor
mal nodule development have been mapped in the chrornosorne 
[13,25,39]. Also, in the sarne strain a mutation which affect 
nitrogen fixation has been rnapped in a plasmid (p42e) different 
than the pSym [23] . 
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Table l. 

Plasmid or 
Bacter i al strain 

Relevant 
characters 

Scurc e or 
ref erence 

-------- ----------------- ------------ -------- ---- ------ ----- -- -----------
Bacterial Strains 
R_. 2haseoli 

CE-3 s tr derivative of wild type 
strain CFN42, nod•Fix• 

(25] 

------- -- -·--- --- ------------------ ---- --------------- -------- ---------------
CFM 2001 A Rif• derivat ive of CFN42 

cured ofp42a an d p42d plas mi ds. 
[28) 

----- ··------------ ---- --- ------- ---- ---- ---- -- ------- ---------- -------- -----
R_. meliloti 

RCR 2011 Rif 

GMIS382 

GMIS387 

GMIS383 

;__. e o l i 
H8101 

K802 

MCHOO(Mu cts) 

H8820(Mu) 

Plasmids 
pNC206 

pSUP205 

pRK2013 

Rif' derivative of RCR 2011 
a Nod• . 

nodA: : T ni 

nodB:: Tni 

nodC ::T ni 

F-, hsdS2 0, recA13, aral4, 
proA2, lacYl, salK2, rpsl20, 

xylS, mtll, füE4 4 

IncPl Cb• Km• 

cos Te• Cm• ColEl 

~.m• ColEl Tra 

(33] 

[9) 

[9) 

[ 9) 

( 5 J 

A. PUhlÚ 

(8) 

(8) 

A. PUhler 

[ 37) 

[ 13) 
----------- - - -------------------- - --------------------~· -- ------ -- ------- -- --

pSM367 

pSM828 

pSM991 

pSM927 

pSM991-25 

pSup205 containing 
fil region e 

pSup205 containing 
fil region b 

pSup205 containing 
fil region a 

pSup2 05 containing 
fil reg ion a 

de letion of pSM991 

Thi s work 

This wor k 

This work 

This work 

This ~1ork 

---------- -------- -- ---- -- ------ ---- -------- ----- ------ ---- ------- ----------
pSM99l-15 deletion of pSM991 This work 

---------------------··-------- -- ------ -- --- --- ------------------------------
pSM991-32 dele tion of pSM991 Th is ~1crk 

----~·-- -- - ------ -- - ------ ----- - --- -- -- -------- -- --- -------------------- - ----
pSM991 -36 deleticn of pSM991 This work 

--- --·-- ·-------- ------ --- ----- ----- ---- ----------------- --- -- ------- ---- ----
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Table l. 

Plasmid or 
Bacterial strain 

pSM991-B2 

pSM991 - 40 

pSM991- 44 

pCCll2 

pKSK5 

Phages 
MudIIPR13 

Rele van t 
characters 

pSUP205 containing 
a lliRl fragment 
of 6.B Kb with nodABC 

deletion of pSM991 
containing lliRl 
fragment 5.2 kb 

deletion of pSM9 91 
conta ining lliRl 
fragment 3.5 Kb 

pBR328 carryin9 a lliRl 
fragment 1·1i th fil region b 

pR K2 90 carrying a 6.B Kb 
EcoR l fragment with the common 
D..Q_Q_ genes of pRm 41 b 

la c, Cm', 

Source or 
reference 

This work 

This work 

This ~1ork 

(30) 

[lB) 

P. R3tet 
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FIGURE l . Localization of sequences of Rhizobium phaseoli 
homologous to the common nodABCD genes ofRhizobium melilot ~ 
by hybridization analysis . Molecular weights are indicated 
in kb . A , EcoRI patterns of DNA from CE 3 ( lane 1) , pSM828 
(lane 2 ), pSM367 (lane 3) , · pSM927 (lane 4) and pSM991 (lane 
5) . 8, hybridization patterns of the same DNAs aga inst a 
nodAB detector. C, hybridization pattern against a nodA 
detector. D, hybridization pattern against nodC detector. E, 
hybridization pattern against a nodo detector. For isolati on 
of detectors see Materials and Methods. 



FIGURE 2. Twenty days o ld nodu les o f E· vulgaris induced by 
strain : A, CE 3. B, R. phaseoli pSy m- c ured strain (CFN 2001) 
carr y ing pSM991. C , CFN 2001 car r y ing pSM927. D, CFN 2001 
carry i ng pSM991-25 ( a d eleted derivative of pSM991) . 
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FIGURE 3. Physical map of the nif region a of the symbiotic plas
mid p42d . Vertical bars represent EcoRI sites. Open boxes 
shows the localization of the EcoRI fragmenta which 
hybridized with the common nod genes of ft . meliloti . 
Regions cloned in .cosmids are shown below·. Sequences 
eliminated in derivatives of cosmid pSM991 are indicated by 
broken lines. Table shows the symbiotic phenotype of cosmids 
in a pSym-cured strain and tested on bean planta . Dashed 
boxes indicate the EcoRI fragments shared by cosmids and 
deleted derivatives which induce nodules on bean roots in 
the same background. For cosmid clones see Table 1 . 



E 

~ 4 s • IO 11 

B 

L......JIKb 

FIGURE 4. Restriction endonuclease map and location of MudII PR13 
insertions within cosmid pSM991-25. Insertion mutants which 
resulta in a Nod- phenotype are indicated by closed circles. 
Open circles indicate insertion mutants with a Nod• 
phenotype. E, EcoRI . B, BamHI. 



FIGURE 5. Roots of 
· a R. meliloti 

shows nodule 
triangle) . 
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p vulgaris twenty days after inoculation with 
- · · SM991 The photograph strain carrying cosmid P · . . b the 
like struct.ures (one of them indicated Y 

B e D 

FIGURE 6 . Micrographs from twenty days old nodules of E- vulgaris 
induced by strains: A: CE 3; B : CFN 2001 containing cosmid 
pSM991; C and D: CFN 200 1 containing cosmids pSM927 and 
pSM991-25 respectively. Upper part of panels show light 
micrographs . Bar represents 40 µm . Lower part of panels show 
transmission electron micrographs . Bar represent 2.5 µm . 
Letters indicate: B, bacteroids; I, infected cell; N, non
infected cell; T , intercellular space occupi e d by bacteria . 



ANEXO 

Antes de concluir este trabajo de tésis me gustaria esbosar 
brevemente aquellos experimantos que se ocurren que sean impor
tantes para redondear el trabajo o se contemplen como una con
secuencia natural del mismo . 

En la parte presedente se describen dos regiones clonadas en 
los cosmidos pSM991 y pSM927 que son condición suficiente y 
necesaria para para inducir nódulos en frijol cuando estos cos- · 
midos se encuentran en una cepa de R. phaseoli que carece de su 
plásmido simbiotico . 

La primera pregunta que surge es si al sacar estas regiones 
del contexto regulatorio del resto del plásmido simbiótico, las 
transconjugantes ahora induzcan nódulos por una "via" de genes 
diferente a la usada en la condición silvestre. Un ejemplo podria 
ser que estas regiones se encuentren bajo el control de 
moduladores negativos ausentes en los cosmidos pero presentes en 
el resto del plásmido simbiótico. Otra posibilidad es que en el 
plásmido simbiótico existan secuencias que puedan substituir fun
cionalmente a las presentes en los cosrnidos pSM991 y pSM927 . Una 
manera de abordar estas cuestiones es hornogenotizar la cepa sil
vestre con algunas de las mutaciones obtenidas en las regiones 
necesarias para la nodulación, que se enc uentran en el cosrnido 
pSM991-25 , esperando que de ser realmente necesarias para la 
nodulación el fenotipo de estas mutaciones, en el fondo génico de 
la cepa silvestre, sea el mismo que presenta la cepa curada c on 
el cosmido mutado. 

En otro orden de cosas, es posible determinar con presición 
aquellas secuencias presentes en el cosrnido pSM991 que son 
capaces de conferir la capacidad de nodular frijol a una cepa que 
antes no nodulaba frijol pero si nodula otras leguminosas . Para 
ello Martha Vázquez ha elegido corno cepa receptora a la ANU280 
que es una cepa de amplio espectro pero que no puede nodular al 
frijol. La elección de esta cepa me parece mas adecuada que la 
cepa de R. rneliloti utilizada anteriormente puesto que las e
xigencias de esta especie en lo que se refiere a hospedero son 
mucho mayores que los de una cepa de amplio espectro . Ademas , los 
genes de especificidad de R· meliloti suelen ser dominantes sobre 
los de otras especies . Una de las estrategias de Martha para ais
lar las secuencias que determinan la especificidad consisten in
troducir a la ANU280 diferentes fragmentos EcoRI presentes en el 
cosmido pSM991 en diferentes combinaciones hasta hallar el o los 
fragmentos EcoRI que le permiten a la ANU280 nodular frijol . El 
segundo paso consistirá en saturar de mutaciones los fragmentos 
EcoRI involucrados para asi determinar con mas exactitud las 
secuencias que participan en el fenómeno . 

Por último, el determinar cual es el papel que juegan los 
genes nodD en R· phaseoli es de primordial importancia para en
tender las primeras interacciones ft . phaseoli-frijol . 



Como ya he descrito existen tres secuencias que se reconocen 
por su hibridización con un detector heterologo de R melilot i que 
porta el gene nodo. Sin embargo, el papel y funcionalidad de es
tas secuencias es poco claro debido a que el cosmido pSM927 es 
capaz de nodular frijol aún sin la presencia de genes nodo cuando 
se encuentra dentro de una cepa que carece de su plásmido 
simbiótico . Esto puede ser debido a que el nivel de transcripción 
de escape de los genes nod que se ecuentran en el cosmido es 
suficiente para promover la nodulación. 

Por otra parte , se sabe gracias a los datos aportados por 
Herman Spaink que en la cepa CE-3 existen genes cuyos productos 
en presencia de flavononas como la naringenina o isoflavonoides 
como daizeina inducen fuertemente la transcripción de una fusión 
lac en los genes nodABC de R· leguminosarum . El mismo inves
tigador nos comunico que el gene nodo presente en las transcon
j ugantes de la cepa CFN2001 que portan los cosmidos pSm991 o 
pSM367 es capaz de promover la transcripción de la fusión antes 
mencionada, sin embargo, a un nivel menor que el observado en la 
cepa silvestre. Esto permite concluirque no es necesaria la 
máxima inducibilidad de los genes nodABC para obtener un nódulo . 

Por el mismo tipo de experimentos sabemos que la secuencia 
que tiene homología con nuestro detector nodo, que se encuentra 
adyacente a la region nif c, no tiene ningun papel en la 
inducción de los nodABC . Todo indica que la máxima inducibilidad 
en la cepa silvestre es debido a la participación de otros 
productos diferentes al gene nodo contenido en el cosmido pSM991. 
Uno de estos productos bien puede ser el codificado por el gene 
nodo restante, pero no se excluye la participación de otros genes 
y sus productos en la inducibilidad de los nodABC . 

Para tener una imagen mas clara del papel de estos genes es 
necesario construir una cepa que tenga interrumpido con inter
posones las tres secuencias con homologia con nodo y probar su 
fenotipo simbiótico en frijol . 
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