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INTRODUCCION 

1. - G.::.neral idad.=.;; del pt- i:11:i=-c.o simbiótl~~-

Las bacterias del ·~én .~t-j:¡ Rhizi:1biurn son capaces ,je e s t c:, b lec 1-:;'. 1--

una interacción e s pecif i ca con 1 E:9urn i nos as :· 

para formar unas estructuras denominadas nódl~los, d ~.:i nde las boi.c -

terias diferenciadas a bacteroides reducen el nitróget10 a amonio, 

el cual es asimilado por la planta. 

Para la formación de un nódulo efect.i vo, lleve a 

cabo fijación de nitrógeno, ocurren los siguientes e ventos: 

In i •= i al mente las bact.erias se adhieren a 

Se ha sugerido que algunos polisacáridos de l a S t~ ·-· 

perf 1cie celular de la bact.et· ia inter v iet1et1 et1 este proceso de 

it1ducen enros camiento de l os ¡::• ielos 

posteriormente se 

origen vegetal llamada h ilo de infecci~1n ql~e lleva a la-:;;:. bac -

terias a través de di ve r s a s capas celulares , hasta llegar a la s 

células corticales , Cl~ y a proliferación ha inducida 

previarnente; alli, el hilo de infecc i ón s e ramifica y las b ac -

terias sc•n vet-tidas al 1= iti:1p l asrna y rodeadas p cit- u n a rnernb 1-dna de 

Finalmente las bacterias se d iferenc ia~ a bac-

t.erc1 i des ·=1ue fijan nitt- Ogeno en:;;1ma 

ir1teract~'an metabólicamente con l a planta -

<Robet·tsc•n et.al., 1·:;::;:5 , Mat·t ine z et.al., 1-:;:~::3¡ 

También se han descrito otras estrategias para nodulación. 
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En la leguminosa acu~tica Neptunia olerace& <Bauer, 1981 ) , en - -

Ara·-his sp. ( Chand 1 et·, 197:::::), en St.ylosanthes y F'arasponia 

1''181 ) , no se forman hilos de infecciót1 y l as bacterias 

entt-at1 a las células vegetales por penetración intercelular. 

El inicio de la intet·acciót1 bact.eria - planta requ iere de la 

e x presión de algunos genes de Rhizobium~ los genes comunes de 

( n•:•dABCD) . Mutaciones en estos genes dan como resul-

tado bacterias incapaces de formar nódulos (Jacobs et.al., 19::'.:5, 

Ba·:hem et. al., 1985, 1985, Stacey et.al., 1987, 

Marvel et.al., 1987, Hclsters et.al., 19:37), debido a que t1o se 

inducen las respuestas primarias de la planta, como son el enros

camiento de pelos radiculares y la proliferación meristem~tica 

<L•:•n-; et.al., 1982, Djcrdjevic et.al., Tn.ichet et. al., 

1985, Rossen et. al., 1984). Se ha desc ri to la presenci a de los 

·3enes nod comunes en di fe rentes cepas de B_. rneliloti <Lon·; 

et. al., 1982, 

et. al., 19:35, 

et. al., 1985, 

Tt-uchet et.al., 

Rossen et. al., 

1985), 

1984), 

B· leguminosarum CDowni e 

B· trifolil ([)jordjevic 

Schofield et.al., 1984), B· phasecoli <Rc•d t·igue:z -

Qui~one:z et.al., 1987, Quinto et.al., 1987, Girard et.al., 1988 > , 

R· fredii < Rodriguez-QL4i~ones et.al., 1987, Ramakrishnan et .al ., 

19:::6 ), Rh i :zob i urn sp. de amplio t·ango de t1odulación <Bachem 

et.al., 1985 1, Bradyrhi:zobium <Russell et.al., 1985, Scott, 19861 

e inclusive en A:zospirillwn CVanstcckem et.al., 1987 ) . 

mutaciones en estos genes de una especie de Rt1izobium pueden ser 

complementadas por 
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clusive de Bradyrhizobiurn. La complementación se puede llevar 

cabo tanto con los pl~smidos simbióticos (S im ) complet.os , 

con los genes clonados en plAsm1dos u o tt· os v ehiculos rno l ~cul a res 

<Banfalvi et.al., 19::::i, ~ot1dor os 1 et.al. , 

et. al., Russell et . al. , 1985, Fisher et.al. , 1985 ) . S e h~ 

comparado la secuencia de am1t1o~cidos deducida a partir de dato ~ 

de secuencia de DNA de los genes nodABC de ~- B_. 

rne l i l ot i , encont rát1dose que presentan una alta 

homología: entre 65 y 81% <Torok et.al., E9elhoff et.al. , 

1985, Shearrnan et.al. , 1986, Schofield et.al. , 1986) . 

enCL4entran en v ida libre, s u e x presión s e i nduce por flavonoides 

por las plantas <Mulli9an et.al., Innes et . al. , 

1985, Rossen et.al. , 

IMulligan et.al., 1985 , Rossen et .al., 1985, Spain k et.al. , 1981 . 

ni:1dD se e x presa constitutivamente en B_ . rnel i lot i IMull19 a n 

et.al. , 1985 > y se autorregl~la en B. · 

et. al., 1985 ) y en B_. tt-U2.U . .i IS p a 1nk et. al., 19::::8). 

La t· egt' 1 ac i ,~, n 

irnp•:•rtante, 

legL,minosarum no i nc r·ernenta sit10 qu e tiet·re L~t1 

efecto inhibitorio CKt1ight et.al., 1986 ) . Cepas de Esche r ic~1ia 

cc•l i qL~e S•:•brepr·c·ducen el pr1:11:Ju 1=to de nqdC. están afec t. adct=:. en s L.+ 

crecimiento <John et. al . ~ 1 985 ~ . 

El •3ene nc1dD se en•=uent.t· a pt-esente en má s de una copia en: 



!!!§.11_1.o!~- i <Go t.tfet· t. et.. al.-, Honrna ~:::t. al. , 

(~ppelbaum et. a l., 19G6i, B_. B_. 

F\h i zob i 1_-1.. ·1 sp. 

B_. (Gi1· a1·d et.al. , Se han construido dobles y 

demost.rando qL,e la -

nodulación de las mL~t.antes v aria et1 diferet1tes huéspedes y gue 

1 ·:i::n, Hcinrna 

and AusL1be 1 , Bt-adyt-h i zc•bi urn japonicurn \USDA123i y B_. 

distintas 

funciones regulatorias CAppelbaum et .. al~, 19881, entre las c epas 

de B_. lc•ti hay algunas de arnpl io espectt· ·=· y cit:.t·as de e s pec:t.t-o 

restringido de nodulaciC.n, det-ivada::. !:.!..Q.Q~ ·- de estas ~!timas son 

incapaces de nodt,lat- <N•:11:1-), rn i ~2nt. t· as que mutantes !J!:•dD- de las 

cepas de arnpl io espe•=tt·o ".:.on Nc•d ... Fi ~:~- C incapaces de f i j a1· 

La introducciót1 del gene ncidD_ prov eniente de la cepa de amplio 

espectro NGR 234 a B_. trifolii, le permite nodular otras planta s 

<Nayudu et.al. , 19:3::: 1 . Todos e s tos reportes 

apc:1yan la su·3er·encia de que las distintas copias de nodD difiet· en 

en su capacidad de respuest.a a los inductores pres ent.es en dis -

tintas plantas <Honrna et.al., 198 8 ) . También se ha propues to que 

hay una correlación entre el rango de nodulación y el 

flavona; es.pee i f i •=amente, s e sugiere que la e xpresibn de genes 

nerd en especies de espectro de ni:•dulación rest.t· in9ido requ1er-e d e 

flavonas con sustituciones especificas, mientras qL,e la e x presibt1 

de estos get1es de cepas de amplio espectro puede estimu lada 
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por fenoles más simples y ampliamente distribuidos (Lestrange 

et. a 1 • , 1 9:38 ) 

Se han descrito tamb ién otra serie d e genes que partici P~ n 

en el proceso de nodL4lación, estos genes s e ~-¡an denorninado :~1 sn 

(genes de especificidad de huésped). ML,taciones en estos gene s 

pri:1d1~~cen un retardo en el tiempo de r1odL4lación <Debellé et. a l. 

1986 , Downie et.al., 1985, Batut et. al., 

1985 ) . 

ejerop 1.:1, 1_4na cepa de 8,. ~ne !_i l cit. i_, que 11 eva 1 os geni:-~s h~.n d e ur·, 

Rhizobium tropical de amplio rango de huéspede s CMPIK3030l y que 

amplia su t· ango de huéspedes 

IBachern et . al., 1 986) a su vez, la cepa MPIK3030 comp 1 ernent .~da 

con la región b?n de B_. melilc•ti es capaz de inducir- la fonne<.cio:!:•n 

que carecen de hilos de infección, 

er-1 alfalfa ( F't~ttK•kY et.e<.l., 19::::6 ) . Los 

genes hsn de B.· rneliloti al ser introducido s a B_. 

permiten nodular alfalfa e inhiben la nodL4lación de 

aun·:'.1ue la introducción de la 

meliloti no altera su rango de hués pedes <Innes et.al., 1987) . 

de vat- i os:. o;ienes n•:•d y hst}. se han encont t-ado 

unas secuencias altamente conservadas, de 50 pares de 

bases ( "nc:uj b1J><") • Estas secuencias parecen s er las t·espot1sabl es 

de la regulación positi va coordinada dL~rante 1 o·,;; eventos 

tempranos de la nodulac1ón CRolfe et.al . , et. e<. l., 

1986, Kondorosi et.al., 19871. 



En t;)eb!_sel la pnetHnoniae l1:•s 9enes est.r-1_4ct1_J rales d e la 

n1trogenasa: nifHDK. se encuentran organizados en L~n operón 

<MacNeil et.al., 1978, Met-t-ick et.al., 197:::, Elrnet-ich et.a l ., 

Esta misma forma de orgat1ización se et1ctJent.ran en R ~ 

rnelil•:•ti <Cot-bin et.al., 19:::2 , Ccwbin et.al., 19:3:3, Tot-ok et . . :.l., 

19:31)' B_. tr-ifolii <Sc•:•tt et. al. , 1982 ) , B.· 1 equro inosat-urn 

<Hontelez et.al., 1 ·:~:37) , B_. ( 1~i1_i i ntc• et. a 1 • , 

Segovia, 1988). En Br-adxr-hizobium el 9ene ni fH se encuentt-a 

sepat-ado de los 9enes nif[*~ <Scott et.al . , f<a ltiza et. a l., 

1983) • En varias especies de R~1izobium se han encontrado otros 

.;¡enes •:iue pt-esentan horno l 09 i a a .;¡enes ni f de K l ebs i e 11 ;;;. , 

nifB y nifEN <Rossen et.al. , 19:::4, Btükerna et.al., 1987, Hennecke 

et.al., 19:37l. 

En Klebsiella, 

PC•S i ti vo de todos l •::is derná s 9enes ni f , a e x cepción de él mismo y 

de nif.b. <R•:•t•et-ts et.al. , 19:::0 , Btichanan - Wollaston et.al. , 19G1) . 

El 9ene nifA se enctientt· a sujete• al sistema o;iener-al de t-e9ulación 

ni trc•ger1ada ntr, ya que se activa por- ntr-A y nt.rC bajo con-

diciones de limitación de nitrógeno y de o x igeno 

AusLibel, 1984, Men-i•=k, 1988). En B_. rneliloti y !2_. japonicwa se 

y ntt-C de l<lebs iella <Szeto et.al., 1984, 1987a, 1987 b ) . 

Lc•s .;¡enes ni f de RhizobiLHn también están stijetos a 

r-e9ulaci~~ positiva. Se han propuesto modelos t · egi_~latorios que 

inv c•ltict-an la activación de 9enes nif pot- nifA en: B_. rnelil o ti 

<Kahn et.al., 198C:, Ausubel et. al., 198::: ) ' Azorhizo bium - -



caulinodans (de Bruijn et.al. , <Hennecke 

et.al., 1 '388). Los modelos presentan algunas variaciones, prin-

cipalrnente en cuanto a la participación del oxigeno como otro 

elemento de regulación IHuala et.al., 1988, Loroch et.al., 1988). 

A diferencia de lo que sucede en Klebsiella, en B· rnelilotl se ha 

la inducción de lo~ genes de nitrogenasa por el 

es independiente del si sterna ntr-BC <Di tta 

et. al., 1 987 l , a sL1 vez, 1 a i ndL1cc i ón de 1 gene ni fA en r espL1es ta 

a una baja concentración de c~igeno, dada tanto por- cc•nd i c iones 

de rnicroaerobiosis corno durante la simbicisis, parece estar 

rned i ada por l •::.s prc•dt1ctos de 1 os genes f i >~LJ, que se encuentran 

localizados junto a los genes fi x GHIX <Batut et.al., 1988). Li:1s 

datos sotor-e r-egulación de genes ni f se han ti-atado de en•=ajiff en 

un modelo más general de sistemas regulatorios de dos com-

dc•nde hay un "sensc•r" de las condi·=iones ambientales, 

infonnación al 

interacción del e x tremo carboxilo del sensor con el amino:. del 

reg1.Alador, el cual, directa o indirectamente regula la e x presión 

de los genes involucrados <Ronson, et. al . , 1 987 l • 

En B· rneliloti se ha propuesto la e x istencia de una 

regulación coordinada entre la utilización de ácidos carbox ilicos 

Y la e :,<p1-esion de genes nif IBir-k enhead et.al., 198::::a, Birkenhead 

et. al. 19::':8bl, posiblemente mediada por el producto del gene 

el cual se requiere para transporte de ac. dicarb•::. >d 1 ico , 

asimilación de nitrato y fijación simbiótica de nitrógeno IRonson 

et. a 1 • , 1 ·:i:37 l • 
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También se han descr1to otros genes que afectan la f iJ ac 16 n 

Los genes fi x ABC loca l izados j l~nto 

a los ger1es estt· l,ctura l es de la t11t t·oget1asa, se acti v an por tl.!fA 

en B· meliloti <Ruv kun et . al ., 19821 . B· leq~minosarum !Honte le z 

et.al. , 1987 , S hetgens et.al., 19851 y ª· japonicum llamb et. a l., 

Hennecke et.al., Fuhnnann et. al., Gubler· 

et. al., 1986). Estos genes se encL,entran altamente conser v ados; 

se han detectado secuencias hornó 109as en Azc1tr:1bact.er v i n(~ 1 atJ.!.jf i 

(1?;ublet· et. al., 1986 bl y Azospirillum <Hennec ke et.al. , 

S e ha propues to gue los productos de estos genes participa n en el 

acoplamiento del transpot·te de electrones pat·a la nitroger1asa 

<Eat· l et.al. , 19::01 , aunque esto se ha puesto en duda, 

tudii:1s de la re9ión fi >( ABC de Azc,r- hi~~;;1:1i1.un ca1.'l i riodan·~ <Ale>::and r- .. 2 

et. a 1 • , 1·:1::=:81 • 

·;enes rneliloti, E;_. 

leguminosarum y E;_. t.rifolii se et1c uentran localizados a 2 00 

f<ahn et.al., 1%:71. El aná lisis de la secuencia de estos genes 

sugiere que codifican para un complejo de unión a membrana, in -

volucrado en un proceso redox e s et1cial la fi jaci•:•n de 

ni tt·ógen•:• in plante-. <J<ahn et. al. , 1987 ). 

sec1.,encias de aprox imadamente 160 pb que están altamente conser-

vadas IEarl et.al., 1987, Better et.al., 1985 1, estas s ecuencias 



IBetter et.al., 19831. La regulaciót1 de los genes fixGHIX parece 

set- independiente del pt-odu•=to •:le ni fA <Dav id et. al. , 19::n >. 

Se han identificado también 1 oc i crc•rnosorna 1 es i nvc• 11..~cr a dos 

en el proceso simbiótico, principalmente por mutagénesis al azar 

con el transposón Tn~. En B.· phaseoli se han descrito dos tipos 

de mutaciones que afectan el desarrollo del nódulo. Uno de el lc•s 

se sugiere que correlaciona con una deficiencia en polisac~rido 

<EPS> aunque estas mutantes se identi ficat- c• n 

originalmente por su alteración en el desarrollo del nódulo, y no 

ser EPs-, ademés de que la defici~ncia en EPS depende del 

medio de cultivo de las células <Van den Bosch et.al. , 1986>. 

Recientemente se han identificado 3 regiones genéticas que afee-

tan la biosintesis de EPS; una de ellas afecta tamb ién s intesis 

de 1 ipopol isacat-ido <LPSl, solamente mutaciones en e s ta ~ltima 

dan lugar a formación de nódulos defecti vos en frijol, lo que 

sugiere que la causa del defecto simbiótico en estas cepas de B.· 

phaseoli es la falta de LPS silvestre. <Diebold et.al., 19::::3) • 

Ex isten otros reportes de gue mutaciones que resultan en carencia 

de LPS, afectan el desarrollo del nódL~lo <Noel et.al.~ 19:36, 

Bt- ink et.al., 19:38 > . 

Es interesante que las mutaciones Ex o - de B.· 1 eqLuni n o san.un 

phaseol i , que en esta bacteria n o afectan formación de 

nódL~los, : .on Nod - en chichat-o y tt-ébol, al transferirl os a B.· 

leguminosarwn biovar v iceae y trifolii respecti v amente. Al c orn -

plementarlas a Exo·~ se recupera la nodulación normal <Diebold 

et. a 1 • , 1 ';1:38) • 



En 8_. meliloti la produccion de EPS también participa en el 

e >( OH resL1ltan en bacterias incapaces de ind1.1cir· la fc•t~rnacii:~·n de 

hilos de infección. Algunas de estas mutaciones estát1 localizadas 

en cromosoma y otras en w1 megaplásmido diferente al Sim lleigh 

et. a 1 • , 1 985, Hynes et. a . 1 • , 1 ·:i::::6, Williams et.al., 1':t88). 

este organismo se ha descrito un plásmido que parece estar in-

volucrado en la producción de 1.rn EPS modificado. Este plásmidc• 

tiene un efecto positivo sobre la nodulaciOn en alfalfa <Toro 

et. al., 1986). En la cepa de Rhizobiwn de amplio espectro ANU 

240, los EPS también parecen jugar un papel importante en el 

proceso de nodulación IRolfe et.al., 1986). 

involL1cradc•s en la biosintesis de 

EPS, localizados en cromosoma Cleigh, 1987). En 8_. lequminosarwn 

también se ha correlacionado la sintesi s alterada de EPS y LPS 

con anormalidades del proceso simbiótico CPriefer et.al., 1988 ) 

Mutantes de la cepa de Rhizobium de amplio espectro de nodulaciOn 

NGR 234 que afectan la sintesis de EPS son incapaces de nodular 

<arayet.al., 1988>. 

Un gene que afecta la pr-od1.1cci•:•n de EPS:psi linhibici•:•n de 

polisacárido), está localizado en el plés mido Sim de~-

y parece ser un regulador de genes, cc•rnei EPS , ·~ue se e::-~presan 

normalmente en v ida 1 ibre, pero que deben estar 

durante simbiosis CBorthakur et.al. , 1985) . psr- (r·es tauraciOn de 

fL1sic•nes psi:: lacZ se ha demc•str·ado que r-epr-ime sL1 tt· anscr- ipción, 

1 (1 



t·eviet·te el fenc.i:. ipo EPS - de •=epas con psi en rnLilti-

copia <Borthakur et.al., 19871. 

En B.· 

tumefaciens, 

meliloti se han identificado otros get1es de 

por homologia estrL~ctur·al con genes de Aqrobactet·ium 

cuyos prodL~ctos se requieren para la adhesión de la 

bacteria a las células vegetales. Mutaciot1es en estos genes de B· 

t.t.~mefac i ens resultan en w1a carencia de B<1+21 glucano y en la 

incapacidad de formar IDouglas et.al., 1985 1 . En B. · 

rneliloti se idetitificaron secuencias homólogas a estos genes , 

localizadas en cromosoma (Palomares et.al., ·~ue s e han 

denorn i nade• n•jvA y ndvB; bacterias con mutaciones en estos genes 

son sensibles a baja osrnolaridad IDy lan et.al., 

infección y de bacteroides, 

aunque producen cantidades normales de EPS IDylan et.al., 19861. 

portar el Bl1+2) glucano de la célLila, ya que se parece a 

proteinas de transporte que unen ATP IStanfield et . al. , 19881. En 

legurninosarurn y B.· phaseoli se han encontrado sec uenc ias 

hornól•:•gas a ndvA y ndvB IDylan et.al., 1986 1 . 

meliloti se han desct·ito 2 regiones in v olucradas en En B.· 

sirnbic•si s, que parecen ser importat1tes para infecti v idad y com -

petitividad, que estén localizadas er1 ut1 plásmido diferente al 

Sim (Olivares et.al., 19881. También en B· le9l4mino s arum biov ar 

vicea~ hay evidencia de que un plásrnido diferente al S im lleva 

(Hynes et .• al., 198~:). En Azospirillurn hay un plásrnido de 
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m_eliloti <Vieille et.¿d., 1·::i:::::n. En!;!_. 

2 nuevos genes it1 vo lucrados en simbiosis, qt~e ct~ando esté t1 

mutados dan un fenotipo Fi ~~ 

IEbel ing et.al. , 19:3:;:: ) . 

japeonic:urn y É'.· Japonicum también se han des c ri to 

n1.~evos !1:1ci ·=1ue afectan l a e >~pt-esión (je genes n.tf <Ri:•stas et. al. 

1984, Seo et.al., 1987, Zimmerman et.al. , Renaliet· et. a l. 

1987). 

Es eobvieo que el la fijaciOt1 simbiótica de 

nitrógeno es muy c omp lejo, tratando de resumir un poco , podernos 

puntualizar leo siguiente: 

1.- Se requiere la e x presión de una serie de genes, para que se 

lleven a cabo los e ventos iniciales del proceso de r1 o dula-

2. Estos genes se regulan coordinadamente , y los compat·ten las 

difet·entes bacterias que tiet1en el mismo mecanismo de infec -

ción. 

3.- Uno de estos genes e s tablece l a comunicaci ón entre los 

simbiontes , ya que recibe una se~a l de l a planta y l a trans 

mite a la bacteria, la cual responde induciendo la e x presiót1 

de los genes mencionados en el punto No. 1. 

4. - La •=apac i da1j de ur1a ba,=ter- i a " :x: 11 de r e s p onder- a la ser; a 1 de 

una planta 11 Y11 det.errnina la e spe •= if ici dad d e la t·elaci r~•n 

s irnbi ót. ica. 

5.- La relación s imbiótica pone en contacto di f e r entes sL~perfi-

1 2 



cies celulares, algunas de las moléculas que constituyen 

esta superficie determinan, de alguna manera , que s iga 

adelante dicha relación simbiótica. 

6.- En el nódulo las bacterias se diferencian a bacteroides 

capaces de fijar nitrógeno atmosférico. 

7 .- La acti v idad de la nitrogenasa y la e x presión de los genes 

que codifican para ella estAn altamente regulados, prit1ci

palmente por nitrógeno, o x igeno y carbono, a trav és de los 

productos de una serie de genes, descritos en diferentes or

ganismos fijadores de nitrógeno. 

2.- Los pl~smidos simbióticos en la poblac ión de Rhizobium. 

Las Rhizc•biaceas se han c 1 as i f i c adc; actua 1 mente en 4 

géneros: Rhizobium , Aq1·obacte1· i urn, Bradyrhizobiurn y Phyllobac-

teriurn (Jordan, 1984). Todas estas bacterias grarn son capaces de 

induciendo hipertro fias c orticales. 

Rhizobium y Bradvrhizobium forman nódulos fijadores de nitrógeno 

las rafees de muchas leguminosas y en algunos casos en los 

troncos de los árboles. Phvllobact~ria produce nódulos en las 

hojas de algunas plantas. Agrobacterium pr o duce tumores en rafees 

y tallos de varias plantas dicotiledonias ( J o rdan, 198 4 ) . 

Las bacterias del género Rhizobium y Bradyt-h izobi LJm 

originalmente se clasificaron en diferentes especies en base a s u 

capacidad de nodular distinto s hués pedes <El kan, 1984 ) . Es t a 

clasificaci~·n tiene algut1as limitaciones, como s on la infecc ibn 

crl~zada , la baja representati v idad de pl a ntas tornadas en cuenta 
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la clasificación laprox . 1% de las especies descritas de -

leguminc•sas noduladas> IAl len et.al., 19811 y la posibilidad de 

que una cepa cambie de especificidad dado que los determinantes 

simbióticos se encuentran codificados en plásmidos transferibles. 

En base a resultados de taxonomía numérica <Graharn, 1984:-

Moffet et.al., 1968 1, hibridizaciOn de DNA IGibbins et.al., 1972, 

.Jarvis et.al., 19:=:0, H•:•llis et.al., 1'3':311 y patr•:•nes de proteínas 

IRo ber-ts et. al., 1980 1 de bacterias del género Rhizobium, se ha 

modificado la tax onomía anterior IJordan, 19841. Las bacterias se 

han agrupado en base a similitud de RNA ribosomal 238; el grupo 1 

incluye a B.meliloti, B· fredi i y B· 

v iceae y phaseoli; el grllPO 2 corr-esponde a B· lc•ti y el 

integradc• por rhizobia de Galeqa sp. (.Jarvis, 

et.al. , 1985, Wedlock et.al., 1985). En el género Bradyrhizobium 

se han incluidp a : ~. i::idas las especies de cre1=irnient.o lento. 

Estudios de diversos laboratorios han mostrado que las bac -

terias capaces de nodul ar Phaseolus vulgaris forman un grupo mt'Y 

heterogéneo; en base a tax onomía numér i ca <Catteau et.al. :o 1984> :-

patrones de proteínas IRoberts et.al., 19801 , . t . t-es1 s _. enc1a a 

anti b i i:~1 t. i ,=os (Beyncor-1 e t. al., 19801, electroferotipos 

et. al. , 19881 y patrc~es de plásmidos IMartinez et.al., 1984). 

El análisis de diferentes aislados nativos ha mostrado que este 

grupo incluye cepas que difieren en su rango de nodulación y en 

el n~mero de copias de l o s genes estructurales de nitrogenasa. De 

49 diferentes cepas capaces de nodular E· se er1-

cent r aron 2 a 3 copias de los genes nifHDK en 47 de ellas , las 
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cuales podlan estar organizadas et1 cualquiera de 6 diferentes 

Solament.e 2 cepas presentaban una copia ~nica de estos 

<Mat·t inez et. al., 1985). Las cepas que presentar1 

reiteración de los genes de nitrogenasa son capaces de nodular 

efectivaroente si:+larnent.~~ a E· ~J..sari~, mientras que las cepas c 1: 1n 

copia 

un espectro más amplio de nodt~lación <Martinez et.al., 1985). 

Hemos denominado a estos grupos como tipo I y tipo II respec-

tivarnente. Otras caracteristicas comunes entre estas cepas son: 

las de t.ipo::o I llevan los genes necesario para prc•dLJcción de 

melanina, en el pl,smido Sim <E. Martinez, no publicado), 

_tipo II son ~cido y aluminio resistentes <Martinez et.al.~ 

las de 

19:::5 ) 

y llevan et1 el plásmido S im l~na secuencia homóloga al gene de 

indol-acetamida hidrolas a de a. 
Martinez, en preparación). 

tur_nefaciens (M. A. F'at· do y E. 

Este análisis st~giere gue cepas cot1 diferentes 

caracteristicas sot1 caF·aces de nodulat· efectivamet1te a E· 

Algtn)aS de las diferencias se deben a los plásrnidos y 

a la información genética 

responder cuél es la correlación fL~t1cional, si es gue ~1a y a lgt4na, 

de estas diferet1tes entidades gen6micas~ 

Cot1 el objetivo de analizar funcionalmet1te a 1 o·:=; 

se han llevado a cab 1~ e x perimentos de t .t·ansferet1cia 

de plásmidos Sim a ott·as cepas de RhizobiL~m difet·entes de la 

o a otras bacterias capaces de interaccionar con plan-
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Los plésmidos Sim de algunas cepas de B· B· 
trifolii y B· phaseoli son capaces de ' auto-trans ferirse a alta 

frecuencia IHigashi, 1967 , Johnstot1 et.al., 1978 , Beynon et.al., 

1980); at~nque ésta no es una caracteristica comón a todos los 

plásmidos Sim, y a ·::¡ue los plásmidos de otras cepas de ft. 

phaseoli, B· trifolii, B· meliloti y B· fredii no sot1 capaces de 

auto-transferirse et. al., Appelbaum et.al., 

1985). Para la movilización de plásmidos no auto-transferibles se 

han utilizado diferentes estrategias, como es la formación de 

cointegrados con un pl~smido tt·ansferible , el R 68.45 IScott 

que se desea transferir, junto con un plásmido que provea las 

f1.in•=ic•nes tr·a en tr·ans. IAppelbaum et.al., 1985, Simo n , 19:34 ) . 

Los plásmidos Sim de cepas de la misma especificidad, 

malmente complementan las funciones simbióticas de cepas del 

mismo tipo <Hooykaas et.al., 1981, Kot1dorosi et.al., 1982 , Brewin 

et. al. , 1980). Cuando se transfieren plásmidos Sima cepas de 

diferente especificidad, los resl~ltados son muy v ariables. En al 

gunos casos se amplia el rango de huéspedes de la cepa receptora 

<Brewin et.al., 19:30,. Djordjevic et.al.1983,. .Johnst.i:•n et. al.,. 

1978, Lamb et.al., 1982, Hooykaas et.al., 1981, Appelbaum et.al . , 

19S5) , en otros casos el rango de especificidad cambia al per-

derse o modificarse el pl~smido Sim original <Beynon et.al.~ 

1980, Djordjev ic et.al., 1982, Christensen et.al., 1983, Sadowsk y 

et.al., 1985, Wang et.al., 1986). 
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La transferencia de plésm1dos Sim a diferentes cepas de -

9grobacteriurn genera transconjugantes qL~e inducen la formación d e 

( Hoo y kaas et.al., 19:::: 1 , kondo rosi e t . al . , 

Tn~chet et.al., 19::::4, Van Bn_Eel et . al. , 19::::2); t·ecientemente se 

plésmido Sim de la cepa CFN299 , 

q a ris , forma nódulc1s ef,~ct1 v c1 s en ft·ijol <Ma t·tinez et.al .. , 1 ·:~ :::: 7). 

podemos decir qLJe los e x perimentos de 

de pl~sm idos s imbióticos entre difet·entes 

R~1izobiuu han constri buido a determinar q L~e estos pl~sm1dos 

llevan, si no toda, una gt·an parte de la informac ión genét i ca 

reqL~e r ida para el establecimiet1to de LJna s imbiosis efecti va~ a s i 

los genes que con f iet·en la especifi c idad de nodL~laciónM 

También han ser v ido para determinar incompatibilidades fisica s y 

fut1cionales entre difer e t1te s ~· lásmidos S im. 

::1 . - Objetivos. 

En n1.~est.t· 1:1 labo r atot·io Estamos interesados et1 analizar 

di v er s os aspectos de la r el ac i6t1 simbióti ca ent.re Rhi z obium y 

frijol. Uno de estos aspectos es el analisis de l os pl~smidos S im 

El 1~bjeti vo del presente tt·abajo cot1sisti1~ en com~·at·a r fun -

cionalment.e los p l á s midos Sim de dife r et1tes cepas de Rh1zobiurn~ 

que compart.iat1 la caracteristica de poder nodul ar al frijol , pero 

diferían tanto en la e fectivi dad de esta nodul ac i ón como en el 
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origen de las cepas, ya que a lgut1as fueron aisladas de r1ódl~los de 

mientras que ott· as se obtuv ieror1 a partir de t1 ~1du l os d e 

otras leguminosas . 

El análisis del comportamiento de los difet·entes pl ásmidos 

se llev ó a cabo en un mismo fondo genómico y en auser1cia de l os 

otr·os plásrnida:•s de las cepas de Rhizc•biLun que pudier·an i nterac -

t.uat· con el Sirn . 

Para lograr esto, la estrategia utilizada fue la de trans-

fet·1r los plás midos Sim a una cepa de a. 
de pl~smidos endógenos . Se analizaron las propiedades s imbi6t.icas 

de las transconjugant.es determinadas corno capac idad de nodula c ibn 

y de fijación de nitróger10 et1 E· v r_il.¡;¡at· i s . También se llev ó a 

cabo una comparación estructural de algunas regione :::::. de l o s 

diferentes plésmidos Sim, de correlacionar el 

fenotipc• de las cepas con sus propiedades fl4ncionales y estrLJc-

t1.H"ales. 

1::: 
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Agrobacterium ll'aRS<Oll)ugants, containing symbiolic plasmids from dill'erenl Rhiwbium spp. slrains that 
nodulate Pltaseolus vulgaris were obtained. All lranscoltjugants conserved lhe parental nodulalion hosl range. 
Symbiolic (Sym) plasmids of Rhizobium slrains isolaled origlnally from P. vulgaris nodules, which hada llroad 
nodulalion host range, anti single-copy nilrogenase genes conferred a Flx• phenolype to lhe Agrllbat:terillm 
ll'aRS<Oll)ugants. A Fix- phenotype was obtalned wilh Sym plasmids of slralns isolaled from P. vu/garis nedules 
lhal had a narrow hosl range and reileraled nif genes, as well as with Sym plasmids of strains isolated from 
other legumes lhal presented single nif genes and a broad nodulation host range. This indicates that dlll'erent 
types of Sym plasmids can conler the ablllly to establish an ell'ective symbiosis wlth P. vulgaris. 

Bacteria of the genus Rhizobium are capable of interacting 
with plant roots to fomt nitrogen-fixing nodules. Rhizobium 
leguminosarum biovar phaseoli effectively nodulates Pha
seolus vulgaris. The classification of the biovar is based 
largely , but not entirely, on host plan! specificity. Results of 
studies from severa! laboratories (2, 4, 16) suggest that 
bacteria capabie of nodulating P . vulgaris forrn a very 
heterogeneous group. Native isolates from P . vu/garis nod
ules differ in their nodulation host range and in nitrogenase 
(nif) gene copy nurnber (13). Type 1 strains have a narrow 
nodulation host range and repeated nif genes, while type II 
strains have a broad host range, which includes Phaseo/us 
and Leucaena, and ha ve single-copy nif genes (13, 14). In 
severa! instances strains isolated from other tropical legumes 
(Da/ea leporina and Pachyrhizus erosus) are able to elicit an 
effective symbiosis with beans (13). Sorne isolates frorn 
C/itoria ternantea or Glycine max cv . Jupiter form an 
ineffective syrnbiosis with Phaseolus vulgaris (see below). 

The genetic information required for nodulation and nitro
gen fixation in Rhizobium strains is encoded in plasrnids 
known as syrnbiotic (Syrn) plasrnids (5, 9, 10). The Syrn 
plasrnids of different strains have been transferred to another 
plant-interacting bacterium, Agrobacterium tumefaciens. 
Sorne of the transcortjugants induced the formation of nod
ulelike structures (8, 11, 19, 20). Recently, it has been shown 
that an Agrobacterium transconjugant carrying the Syrn 
plasrnid of strain CFN299 (originally isolated frorn P. vul
garis) forms effective nodules on beans (12). 

We present here results of an analysis of the Syrn plasrnids 
from eight Rhizobium strains isolated from P. vulgaris and 
other legumes. Each strain was able to nodulate and , in rnost 
cases, fix nitrogen with P . vu/garis . The Syrn plasrnids were 
transferred to an Agrobacterium tumefaciens plasmidless 
strain , and the syrnbiotic properties of the transconjugants 
were studied. These experirnents allowed us to analyze the 
functional capacity of the Syrn plasrnids frorn the different 
strains with the sarne chrornosornal background, devoid of 
the influence of other plasmids preseni in the Rhizobium 
parent strains. 

"' CorresponcÍing author. 
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To isolate A. twnefadens transconjugants containing Rhi
zobium Syrn plasrnids , the different Rhiznhium strains (Table 
1) were rnarked with Tn5-mob by rnating thern with strain 
Sl7-l(pSUP5011) (18) and selecting for nalidi xic acid (20 
fLg/rnl), kanarnycin (30 fLg/rnl) , and neo rnycin (30 fLg/rnl) 
resistances. Transconjugants were obtained by mobilization 
to A. tumefaciens GMI9023 (17) of randorn Tn5-mob rnu
tants of each strain by using plasrnid pJB3JI (3) as a helper 
for rnobilization. except in the case of strain CFN299 , whose 
Tn5-mob-rnarked plasrnids were rnobilized without a helper. 
The transconjugants were selected in LB rncdiurn containing 
rifarnpin (100 fLg/rnl), kanarnyci n (30 fLg/rn l) , and neornycin 
(30 fLg/rnl) . Transconjugants were used to inoculate P. vu/
garis plants en masse . P. vulgaris cv. Negro jamapa seeds 
were surface sterilized as described previously (13) and 
grown in 250-ml Erlenrneyer ftasks with the agar rnediurn 
described by Fahraeus (7), without added nitrogen , at 28ºC. 
Plants were grown for 15 days. The nurnber of nodules per 
plant was very variable , probably due to the fact that a 
mixture of transconjugants was used for inoculation. Single 
colonies were isolated from the nodules after cells diluted in 
10 mM MgS04--0.01% (vol/vol) Tween 40 wcre plated. 

The phenotypic markers of approximatel y 400 colonies 
isolated frorn nodules forrned by each of the different strains 
were checked . Ali were rifarnpin . kanarnycin. and neornycin 
resistan! and produced 3-ketolactose. The 3-ketolactose 
production was assayed as described previously (1) by using 
liquid cultures in BYLA medium ( 13). This indicates that the 
cells that induced nodule formation were indeed the A~ro
bacterium transconjugants. as parental Rhizol>ium strains 
which failed to produce 3-ketolactose were nevcr recovercd 
frorn the nodules. 

The plasmid profiles ofthe original Rhizohium strnins (Fig. 
l . lanes l. 3. 5. 7, 10. 12. 14, and 16) and those of thc 
transconjugant s (Fig. 1, lanes 2. 4, 6. 8, 9. 11. 13. !S. 17, and 
18) were deterrnined by the procedure of Eckhardt (6). Thc 
Syrn plasrnid was identified because it conferred on the 
Agrobacterium transconjugants the abi lity to form no<lules 
(see below) and also hybridized to nif gene sequences on 
Eckhardt (6)-type gels (data not shown). The Syrn plasrnid of 
sorne of the strains used was identified previously (12, 15). 
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TABLE l. Bacteria! str.tins and plasmids uscd in this study 

S1rains and plasmids 

Rhit.obium 
CFN42 
CFN28S 
CFN299 
CIAT899 
CFN249 
CFN400 
CFN401 
USDA191 

Agrobacterium 
GMl9023 
GM19023(pCFN42d) 
GMl9023(pCFN28Sb¡ 
GMl9023(pCFN299a,c¡ 
GM19023(pCIAT899b) 
GMl9023(pCIAT899C1.bl 
GM19023(pCFN249ti¡ 
GMl9023(pCFN400a¡ 
GMl9023(pCFN40lb¡ 
GM19023(pUSDA19lb¡ 

Escherichiu coli 
Sl7-l(pSUPS011) 
1830(pJB3Jl) 

bolalcd rrom: 

Phauolus v"/guris 
Pht1uo/ps v11lgt1ris 
Phaseo1us vulgaris 
Phas~/us vulgaris 
Da/ea leporina 
Clitoria tunanua 
Pachyrhiz11.f erosus 
Glycine max cv. 

Jupiter 

16 
13 

Sourcc or 
rcfcrtnce" 

E. Martinez 
P. Grdham 
13 
E. Martinez 
E. Martinez 
H. H. Keyser 

17 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 

18 
3 

" Sources: E. Martincz, Dcpanamcnlo de Gcnctka Molecular. Centro de 
Investigación sobre Fijación de Nitrógeno, UNAM. Cucmavaca , Morelos. 
Mcxico; Pctcr Graham. Centro Internacional de Agricultura Tropical. Cali . 
Colombia; and Harold H. Kcyscr. Nitrogen Fixation and Soybcan Ge nctics 
l..aboratory, Beltsvillc Agriculcural Rescarch Ccnter, Bcltsville . Md. 

Agrobacterium transconjugants dcrived from strains CFN 
42, CFN285, CFN249, and CFN401 contained only the Sym 
plasmid. Sorne of the strain CIAT899 transconjugants con
tained another plasmid, in addition to the Sym plasmid . 
while others contained the Sym plasmid alone. Ali the 
transconjugants of strain CFN299 contained both the Sym 
and another plasmid. The symbiotic properties of strain 
CFN299 have been analyzed previously (12). It was shown 
that !he same phenomenon of plasmid coinheritance was 
observed in ali cases after thc selection of Agrobacteri11m 
transconjugants through plan! passage . Note that the Agro
bacterium transconjugants of this particular strain were 
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constructed without a helper plasmid . A possibility is that 
one of the other indigenous plasmids of the Rhizobium strain 
mobilizes the Sym plasmid. 

In the case of Rlrizobiumfrtdii USDA191. sorne transcon
jugants with deletions in the Sym plasmid (Fig. l . lanc 18) 
were recovered. This deleted Sym plasmid hybridized with 
11if gene sequences on Eckhardt (6)-type gcls (data no! 
shown). 

Thc Rhizobium strains and Agrobaeterium transconju· 
gants wcre assayed for their capacity to form nodules on P. 
vu/gari:ir and Leucaena leucoceplwla var. K-8. Thc nodula· 
tion assay used for l. /eucoupha/a was similar to that uscd 
for P. vulgaris. 

Ali transconjugants wcre able to nodulate /'. vu/garis 
(Table 2). although the number of nodulcs was always 70 to 
80% lower than those in the parental strains. Thc nodulcs 
produccd by strain GMl9023(pCFN42d) werc analyzed by 
light microscopy . Infected cells. vascular bundlcs. and 
starch grains were observed (rcsults net shewn). The trdns
conjugants conservcd the hest range of the Rhizohium 
paren!. Transconjugants from strains CFN249. CFN299, 
CIAT899. and CFN400 nodulated l. leucoceplrala. while 
transconjugants from CFN42 , CFN285, and CFN401 were 
unabie to form nodules on th.is plant. The only exccption was 
strain USDA191. whose transconjugants did nol nodulate l. 
/eu cm ·eplra/a. This may ha ve been due to thc poor nodula
tion shown by the parental Rhizobium strain (approx. 1 
nodule per plan!). 

P. vu/garis whole nodulated rools were assaycd for acet
ylene reduction at day 15 after inoculation, as dcscribed 
previously (13) (Table 2). Transconjuganls carrying the Sym 
plasmids of type 11 strains CFN299 and CIA T899 were able 
to fix nitrogen. The results from strain CFN299 are in 
complete agreement with those previously reported by Mar
tinez et al. (12). This nitrogen-fixing capacity was seen only 
when the plants were incubated al 28ºC. At 2lºC. nodulation 
was greally diminished and the acetylene reduction capacity 
disappeared (data not shown) (12). We found that Agrobac
terium sp. strain CIA T899 transconjugants resembled those 
of strain CFN299 in sorne characteristics such as their 
acetylene reduction activity and the frequent coinheritance 
of a 185- to 200-kilobase-pair plasmid . 

On the other hand , nodules formed by transconjugants of 
type 1 strains CFN42 and CFN285 had a barely detectable 
acetylene reduction activity. The nodules formed by the 

FIG . 1. Plasmid electrophoretric pattem of Rliiw bium str..iins and Axmhacterium transconjugants on O. 7% agarose gels stained with 
crhidium bromide. Lanes: l. CFN42; 2. GMl9023(pCFN42d) : 3. CFN285 ; 4, GMl9023(pCFN285b); 5. CFN299: 6. GMl9023(pCFN299ll .c); 
7, CIAT899: 8. GMl9023(pCIAT899b); 9. GMl9023(pCIAT899t1.b): 10. CFN249 : 11. GMl9023(pCFN249aJ; 12, CFN400: 13. GMl9023(pCFN 
400a) ; 14. C FN401; IS. GMl9023(pCFN401ll) : 16. USDAl91 : 17. GMl9023(pUSDA19lb); 18 , GMl9023(pUSDA191b). Arrows indicare 
localization of the Sym plasmids. 
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TABLE 2. Nodulation and nitrogcn fixation in P. vul/,luri.\' and 
L. let1,·on•plwl11 by Rltizohium strnins and A.¡.tmhac1c•ri11m 

tr.msc;onjugants isolated from P. i·ul¡.:aris nodutcs 

Str.tin 

CNF42 
GMl9023(pCFN42dl 
CFN285 
GMl9023(pCFN285bJ 
CFN299 
GMl9023<pCFN299a.c·I 
CIAT899 
GM19023ipCIAT899bl 
GMl9023(pCIAT899a,b) 
CFN249 
GM19023(pCFN249a) 
CFN400 
GMl9023(pCFN400a) 
CFN401 
GMl9023(pCFN40la) 
USDA191 
GMl9023(pUSDA19lbl 

" Ninc planls werc tcstcd . 
"Thrcc planl s wcrc 1cs1cd. 

Nodulation in : Ni1rogcn 

L. lt'IKIJ-
fixation in 

P. rnlJ(ari.f" 
upl1<1ltl' P. 1·11lf.!(1TÜ'

0 

+ 100% 
+ 2% 
+ 100% 
+ 1% 
+ + 100% 
+ + 21% 
+ + 100% 
+ + <J% 
+ + 11% 
+ + 100% 
+ + ND 
+ + ND 
+ + ND 
+ 100% 
+ ND 
+ + ND 
+ ND 

,. Total acctylcnc reduction activiry per plant in thc 1ranscoajug.ants is 
rcportcd comparcd with thc corrcsponding valucs ror thc parental strain. The 
tola) activity of strain CFN42 was defincd as 1: thc rclativc activilics of thc 
other parental s1rains wcrc as follows: CFN285, l.2 : CFN299, 3.6: CIA T899. 
1.8; CFN249, 1.5: CFN401, 7.8. NO, Not detectable . 

lransconjugants of strains CFN249, CFN400, CFN401 , and 
USDA191 (originally isolated from other legumes) had no 
reducing activity, although strains CFN249 and CFN401 
formed nitrogen-fixing nodules on P. vulgaris . Leucaena 
nodules were not assayed for acetylcne reduction. 

The Sym plasmids of strains that nodulate P. vulgaris 
dilfer in nifgene copy number and nodulation host range (13, 
14). The data presented here indicate that the plasmids also 
dilfer in the functional capacity conferred on the Agrobac
lerium transconjugants that carry them. Strains that were 
isolated originally from P. vulgaris nodules were of two 
types. Plasmids of type 1 strains have reiterated nif genes 
and a narrow host range (13) and confer only a barely 
detectable nitrogen fixation ability on the Agrobacterium 
transconjugants. Type 11 strains ha ve single-copy nif genes 
and a broad nodulation host range (13) and confer a signifi
cant nitrogen fixation activity on transconjugants. The Sym 
plasmids of strains isolated from other legumes differed 
among themselves in the capacity of effective nodulation in 
P. vu/garis. They resembled !hose of type 11 strains, because 
they carry single nif genes (13), but dilfered because no 
nitrogenase activity was exhibited by the Agrobacterium 
transconjugants. Taken together, these data indicate that the 
genes necessary for the establishment of an effective symbi
osis with P. vulgaris are found in dilferent types of plasmids. 
Two ofthem were found in strains isolated originally from P. 
vu/garis nodules, and the others were found in Rhizabium 
sp. slrains isolated from other legumes. lt will be interesting 
to know whether these dilferent types of Sym plasmids 
require a specific chromosomal background, a plasmid back
ground, or both to optimally express themselves. 
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2. Comparac i ón estructural de pl~smidos simbióticos. 

El cósm id•:• pSM991 , ai s lado po t~ C. G!•.~into y Co ls. ( 1985), 

cc•r1tiene t~na de las re·;ic•nes ni f y 

plásmido simbiótico de la cepa CFN42. Este c6smido complement .a 

para nodulación a una deri v ada de la CFN 42 que c arece del 

plásmido Sim . La 1-egic•n tK•d-ni f de lc•s plásmidos Sim de al9Lmas 

de las cepas de Rhizobium se compararon por 

hibridización al cósmido pSM991. En la Fig. lA se puede observar 

que las 2 cepas tipo I CCFN42 y CFN2851 presentan un patrón de 

hibridización idéntico, salvo por 1 banda que no aparece en la 

cepa CFN285, mientras que las 2 cepas tipo II presentan un patrón 

similar entre ellas, pero el n~mero de ban das hom6logas al pSM 

991 es mucho menor que en el DNA de las cepas tipo I. 

Otras l o s 2 tipos de plásmidos simbióticos s e 

compararon por su patrón de hibridización con pl~smidos 

binantes que llev an clonados fragmentos de DNA de la cepa CFN4 2 

(Flc·r-es et. al., 19871. En la Fi·;. lB s e muestra el patrón de 

hibridización de las di sti ntas cepas con el plásmido pMF1 0 1 , l a 

secuencia clonada en este plásmido s e et1cuentra reiterada en e l 

DNA de Rhizobium , estando algt~nas copias en el pl~smido Sim y 

otras en cromosoma. Se puede obs er v ar que las 2 cepas tipo I 

contienen v arias copias de esta secuencia, mientras que en una de 

las cepas tipo II , no se ve ninguna banda de h o mologia y en l a 

otra se ven 2 bandas tenues que estarian localizadas en el 

cromosoma; además hay una banda que pres enta homo logia cot1 el DNA 
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de la cepa de Aqrobacterium, lo que se puede o bse rvar tanto en el 

DNA de las tt·ansconjugat1tes como et1 el cart·il donde se et1cuentra 

el DNA de la GMI9023. En la Fi9. 1C se muestra e l pa t rón de 

hibridización de todas las 1=epas cot·1 el plás mido pMF4, q1.ie 11 e va 

clonada una secuencia ~~nica del plésmido s imbiótico de la ceF· a 

CFN42. En la cepa CFN285 esta secL~encia tambiét1 se encuentra 

aut1que l o calizada en un f ragmento d e 

No se observa ninguna banda de hibridización con 

las cepas tipo II. 

En la Fig. 2 se muestra la hibriaización del cósmido pSM991 ~ 

con DNA de cepas de RhizobiL~m ai s l a das de nódulos de le·~uminosas 

diferentes al frijol. Se puede obser var que las cepas aislada s 

solamente una banda de homologia, mientras que las cepas CFN 4 01 

(ais lada de Pac•1irhysus erosus > 

rnuest.t·an un nivel int.er~rnedio de hc1molc• ·;ia con la t·egi 1~• n n1:1d-nif 

del pl~srnido s imbiótico tipo I . 

Estos datos se encL,entran r·~surnidos en la Tabla 1 , 

muestran que estructuralmente podemos encontt·ar , 

tipos de plásmidos Sim: 

a ) los de tipo I, que sot1 mu y homólogos entre si 

pot· 1 ci menos ... :¡. 

b) los de t .ipo II, ql,e son muy poco homólogos a los de tipo I 

e ) de cepas aisladas de t1 ódulos de otras legL~mit1osas, que sor1 

mL~Y poco homólogos a los ti po I 

d) de cepas aisladas de nódt4los de otras leguminos as , que pre

s entat1 una homología intermedia al p lásmido Si m tipo I . 
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DISCUSION 

En este trabajo se presenta el aislarn1ento y la 

caracterización de transcon jL~gantes de Aqrobacterium q LJe 1 1 e v a n 

diferentes plásmidos simbióticos de cepas de Rhizobium capaces de 

nodular Phaseolus vulqaris. Para obt.ener estas transconjugantes , 

utilizamos a la planta como instt-umento para s eleccionar a la s 

c élulas que s o n capaces de indL~cir nodulación, 

resto de la población de transconjugantes. 

Las transco nj ugantes de Aqrobacterium deri vadas de la s c epas 

CFN42 , CFN2 49 , CFN400 y CFN401 c o nten i a n so lamen te u n 

Algunas de las transconJ wiantes de r i v adas de la c epa 

CIAT8 99 contenían otro plésmido ademá s del simbiót ico. 

transconjugantes de la cepa CFN299 contenían o t. t·o plás mido 

adem~s del simbióti co . Las propieda des simbióticas de l a c epa 

CFN299 han sido analizadas prev iamente <Martinez et.al., 

transcon j ugantes de Agrobacterium en trans f e ren -

cias sucesi vas p o r planta , se obser vó el mismo fenómeno de heren -

cia ligada de algunos pl ásmidos. En e x perimentos llevado s a c abo 

recientemente en el laboratorio, hemos enco ntrado ql~e en 3 c epas 

di fer-entes, de tipo I y 2 de tipo II , h a y un pl~smi do que s e 

auto-t r ansfiere a w1a alta frecuencia c10 - a , 10 - 2 1 .Al 

las frecuencias de trans ferenc ia de l o s diferentes plás mi 1j os S im 

marcados con Tn~ , en p r e s encia y en a L~ sencia de sus 

pl~smidoi::. auto - transferibles, encontramos que e s tos pl ásmido s 
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auto-transferibles funcionan como 11 ayudadc1res 11 la tr·ans-

ferenc1a de los plásmidos simbióticos respecti vos~ ya que aumen -

tan la frecuencia de transferencia de éstos entre 10 Y 1000 

veces. 

También sabemos que~ por lo menos en una de estas cepas e x -

isten algunas secuenci as homólogas entre el plásmido simbiótico Y 

el plásmido auto - transferible. Una posibilidad para explicar el 

del plásmido auto-transferible es que las 

secuencias homólogas entre los 2 plásmidos permitan que se forme 

l'n cointegrado el cual se transfiera a alta frecuencia y se re -

s• . .iel va en la recepti:it·a. Una predicciót1 que st~rge d e esta posibi-

lidad es que el efe1=t•:1 11 ayudadeit· 11 debia set· especifíci:• pat·a el 

pl~smido simbiótico y no para otros pl~smidos presentes et1 l as 

cepas de Rhizobium, a menos que también compartieran secuencias 

con el plásmido auto-transferible. S er· ia i nte r· esante t.arnb i ~n 

a ver·i·;iuar· si el pl~smido at,to - trans fet-ible de una cepa de 

de otr·as cepas o solamente tiene un efecto sobre el p lásm ido S im 

de Sl~ cepa ot·iginal. me gustat· ia s aber que tat1 

general es la presencia de un plásmi do de este tipo en las di v et· -

sas cepas de Rhizobium y si tienen alg~n papel en la selección o 

el mantenimiet1to de l as cepas en la naturaleza. 

El análisis de l a capacidad de nodulación de las tt-ci.n s c o n -

rnostt-ó 

rango de huéspedes, indicando que el 

simbiótico contiene la información genética necesaria para la 
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especificidad de nodulaciót1. 

Es interesante que el ens a y o de reducción de acetileno de 

nód1_,lc•s formados por las d1fet·entes transconjuga nt.es mcstrb qu E 

los pl~sm1dos simbióticos de las cepas CFN299 y 

correspondientes a lo que hernos llamado Rhizobium tipo II 

conferian a la cepa de Aqrobacterium L'na capac idad sjgnificativa 

de reducción de acetilet10. Esto se podria deber· a que el 

plásrnido Sirn de tipo II es rné.s "autc1suficiente 11 que el de tipo I, 

porque lleve mayor cantidad o calidad de información genética 

requerida para la fijación. Por ejemplo , que ocurra algo s imilat· 

a lo que se ha visto en B· me 1 i 1 c•t i , donde recientemente se ~1 a 

descrito la existencia de un gene que codif i ca para LJna rhizopina 

en el p 1 a s.rn ido Si rn, su sit1tesis se regL,la coot-dinadamente con 

otros genes inv olucrados en simbiosis, por lo que se sugiere que 

part.icipa en este proceso <Murphy et .. al., 1988 ) . 

Otra PC•S i b i 1 i dad es ·=tue el ct· ornosoroa de Aqr· obactet- !id.fil ten9a 

información genética que 11 cr:rrnp1erne nta 11 lo :::. 

plásmidos Sim tipo II que a los t .ipo I, LJna ~lt.i ma alt.ernati va es 

que la eficiencia de los 2 tipos de plésmidos sea la misma , per-o 

que la estabilidad del tiPo II sea mlJcho may or que la de l tipc1 I~ 

Los resL~ltados obtet1idos para la cepa CFN299 concuerdan con los 

reportados prev iamente por Martinez et.al., (19::::7) . Esta 

capacidad de fijación de nitrógeno se obset·va solarnet1te cuando 

las plantas se incuban a 2s ~ c , porgue cuando se mant.ienen a 21 º C, 

la nodulación di s mi nl,y e signifi c a t .ivamente y 

reducción desaparece <Martinez e t .al. , y d;..tos no 
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Los nódl~l os formados por transconjugantes de las cepas tipo 

I ICFN4 2 y CFN28 51 mostraron una acti v idad d e reducción de ace-

tileno apenas detectable. Los n ódu los formados po r las tt·anscon -

jugantes de las cepas CFN2 4 9 , CFN 4 0 0, CFN401 y US DA1 91 <o t·i ·-· 

ginalrnente aislados de o tr as legL~minosas> no most r a r o n acti v idad 

de reducción de acetileno , a pesat· de ·~ue l a s c epa s CFN24 9 y 

CFN401 forman ni:~1 d1_~ 1 os fijadores de nitrógeno en Phaseolus 

vul<1ar·is. 

La comparación estr uctural de al gunas regi o nes de los 

plás midos simbióticos de cepas tipo I most ró que hay una gran -

homologia entre ellas. 

Las dife r encias en patrones de hibridizaci ó n gue se ven 

e n tt·e las cepas de Rhizobium y l as t r a n s c o njuga t1tes se d eben a 

las bandas s e encuentran loca lizadas en el 

cromosoma o en plésmidos difet·entes al S im , por l o gue apa recen 

en las hibridi z aci o nes del DNA de la c epa de Rhizobiurn y n o el 

DNA de la trans conjugante que solamet1te contiene el pl~smido S im. 

Se ~1a determina do la localización pl a midica y / o c r·omo soma l de al -

secuencias reiteradas del •3en1:1rna ,je una •=e p a d e Rh i;::obit,rn :. 

en e x perimen tos de hibridizaci ó n de DNA de las transconj 1.~gantes 

que contienen cada uno de los diferen tes pl ásm idos d e u n a cepa 

c on detec tores de las secuenci as rei t e radas <F l ores et ~a l., 1 987~ 

M. Girard, datos no publicado s ) . 

En e xperimetnos t·eali z ado s en el se h a 

demostrado que en el DNA de Rhizobiurn ocurr en rearreg l o s a alta 
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frecuen1= i a, bajo condiciones de et.al., 

1988), Este fenómeno no se incrementa al transferir los pl ásm idos 

Sim a Aqrobacterium , ya que hemos visto que al re-transferir un 

pl,smido Sim, a partir de la transconjugante de Agrobacteriwn , a 

la cepa original de Rhizobium (curada de su plásmido Si ml, el 

Rhizobium resultante es indi s tinguible de la cepa sil vestre en 

a caF·acidad de nodulación y de fijación de nit rógeno 

(datos no presentados). 

Dos cepas de B· phaseoli tipo II analizadas muest r an pocas 

zonas de homologia con diversas regiones de un pl ~smido 

simbiótico tipo I, aunque el patrOn de bandas es similar entre 

las 2 cepas tipo II analizadas. En e x periment.os de hibridizacibn 

en condiciones lax as , se ha v isto que aumenta mucho el n6mero de 

secuencias que hibridizan entre los pl,smidos Sim tipo I y tipo 

II IM. Flores y R. Palacios , datos no publicados ) . Es to nos puede 

indicar que los dos tipos de plásmidos tienen un origen comón, 

pero han divergido a través del tiempo. 

Entre las cepas aisladas de nódulos de otras leguminos~s. 

encontramos de 2 tipos: aquellas que presentan muy poca 

horno 1 o•; i a cot1 la re·;iót1 r1od-nif del platsrni,jo sirnbióti•=o tipo I 

ICFN249, CFN400 ) y aquellas que presentan ltt1a homologia inter·-

media ICFN 401, USDA191 l. En los dos tipos, clasificados en 

cuanto a comparación estructural, se encuentran cepas gue son 

capaces de nodular efectiva CCFN249, CFN4011 o inefectivamente 

CCFN400, USDA 191) a Phas~olus vulqari~ . Seria interesante hacer· 

tarntiién L~na c1:1mpat·acióOn estructt~t·a l de lc•s plasrnidos d e e stas 
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cepas en condiciones m~s la .~ as, para tratar de determinar si el 

de estos plásmidos Sim también es el mismo que el de los 

Sim tipo I y II ailados de nódulos de E· vtd<iat-is y si hay una 

correlación entre el origet1 de los plásmidos y SL~ efecti v idad en 

Phaseolus vulgaris. 

Los pl~smidos simbióticos de cepas que nodulan ~-

para nodulación CMartinez et.al., 19851. Los datos presentados -

en este trabajo muestran que los plásmidos difieren también en 

homologia y localizacibn de diversas secuencias analizadas y en 

funcional que confieren a transconjugantes de 

Agrobacterium que los porten. 

Entre las cepas aisladas ot-iginalmente de nódtllos de E· vtd 

Cepas con pl~smidos tipo I t . ienet1 

·;enes ni f rei teradi:•s , t·an90 estt·echo de nodu!ac i,:•n , conf iet·en una. 

actividad apenas detectable de fijación de nitrógeno a la s 

transconjugantes y son estructuralmente p a recidas entre ellas . 

Cepas ccn plásrnidos tipi:1 II tier1en ur1a copia 1~~n ica de ·;enes nif , 

amplio rango de nodL~lación y confieren una actividad s ig-

nifi•=ativa de fijación de nitrógeno a las transconJL4gantes , 

adernás de ser estrL~ctur·almente poco homólogos a los plásmidos 

s imbióticos tipo I. Los plá sm idos simbióticos de cepas aisladas 

difieren entre ellos en su capaci dad de 

t10dulaci0n efecti va de e. vulgat·i ~~ se s eme Jan a los de cepa s de 

ti ¡:.o I I en •=uantc• a qL~e ti er1en l~na copia '~~n i ca de i;enes n i..f1 per o 

difier·en en el hecho de qL~e sus transcon jugantes de Aqrobacte~·ium 
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no son capaces de fijar nitrógeno. Estructuralmente ~ste n o se 

puede cons iderar un gt-upo ya que al9unas cepas se 

parecet1 m~s a las tipo I ·~ue ot.r as. 

estos dato s indican que l o s genes neces arios 

para el establecimiento de una simbi osis efecti v a con Phaseolus 

vulgaris se Pl,edet1 encontrar en di feren tes tipo s de pl~smidos. A 

Sl' vez , estos pl~smidos est~n contenidos en cepas de u na gran 

di v ersidad genética cromosoma! ( [:• . 

prensa ) . inte r esante analizar si los diferentes tipos de 

plésmidos simbióticos se complementan fl,ncionalmente con 

tipo especial de cromosoma (y/ o de otros plásrnidos) 

Recientemente se ha llevado a cabo un mapeo fi s ico:o del 

plésmido:o Sim de la cepa tipo:- I CFN42 ( M. en 

Para correlacionar 

anélisis fl~ncional de este plásmido simbiótico~ hemos ini c iado un 

e ::<perirnentc1 de rn1..~ta9énesis 1jel plá s rnidc• S iro a tt-avés del a i s-

!amiento de rn~ltiples inserciones del t ransposón Tn~. Hasta -

ahora hemos identificado 2 5 cepas que presentan alg~n fenotipo 

simbiótico de 270 inserciones obtenidas. Estamos en el proceso 

de localizar las inserciones en el mapa fisic•:• del p lá s rn i de• 

s imbiótico. Los resultados nos permitir~n detet·minar- que z onas 

del pl~smido simbibtico est~n inv olucradas et1 el proceso de s im -

biosis. 
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TABLA 1 

Nodulación 

P. vulgaris L. leucocephala 

Cepa Aislada de: R(a) T( b) R T 

CFN42 .!'._. vulgaris + + 

CFN285 .!'._. vulgaris + + 

CFN299 .!'._. vulgaris + + + + 

CIAT899 P. vulgaris + + + + 

CFN249 Dalea ~orina + + + + 

CFN400 Clitoria ternantea + + + + -------
CFN401 Pachyrhizus ~ + + 

USDA191 Glycine ~ + + + 

a) Cepa de Rhizobium 

b) Transconjugante de Agrobacterium con pSim correspondiente 

Fijación de 
Nitrógeno :n(c) 
P. vul garis 

R ! 
+ :¡: 

+ :¡: 

+ + -
+ + -
+ -

+ -

E_SM991(e) 

++++ 

++++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

++ 

Homología(d) 

pMFl Ol ( f ) pMF4 ( g) 

++++ ++++ 

++++ +++ 

+ 

- -
ND ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

c) Determinada como reducción de acetileno : + (nivel alto), + (10- 20% del Rhizobium respectivo), :¡: ( apenas detectable), 
- (no detectable) -

d) Hibridizaciones reali zadas en condiciones de alta severidad: ++++: bandas similares en cantidad e intensidad 

e) Región nod-nif de pSim de CFN42 (Quinto et .al . , 1985) 

f) Secuenc ia reiterada de pSim de CFN42 (Flores et.al.,1 987) 

g) Secuencia única de pSim de CFN42 (Flores et.al., 198 7) 
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+++: bandas con igual intensidad , diferente localización 
++: gran intensidad, diferente l ocalización , menor 

número de bandas 
+: pocas bandas de baja intensidad 

no hay hibridización 
ND: no determinado 
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FIGURA 1 

Hibri d ización en condiciones de alta ~stringenc ia ( Flores 

et . al.1987) de DNA de difererites cepas de Rhizobium y sus respec -

ti vas transc_onj ugantes de Agrobacterium . carriles: 

1 : GMI9023/pCFN42~, 2:CFN42, 3 : GM I /pCFN285Q., 4: CFN285 , 

5¡GMI9023 / pCFN299A,Q, 6 : CFN299, 7:GMI9023/pCIAT899Q., 8:CIAT899, 

9:GHI9023 . Detectores ; 1A:cos991 (Quin to et.al. ,1985), 1B : pMF1 0 1 

1C : pHF4 (Flores et.al., 1987). Los DNAs se digirieron con la en-

zima de restricción EcoR1 . 
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