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INTRODUCCION

1.- Generalidades del procezo simbidbico,

de eztablecsr

i
1
il

Laz bacteri del gémaero Rhizoblum =on Capac

1]
i
n

ura nteraccidn especifica con raloces de plan

n'f
m
(0]

leguminozas.
para formar urnas eztructuras denominadas rddulos, dorpde las baco-

reducern &l mibrdgernn & &amornio,

0}

teriazs diferenciadaz a bacteroilde

—
n
>
ot

2]l cuzl ez azimilado por la
Fara la formacidn de un neddulo efectivo, dords ze lleve =
cabo fijacidn de mitrdaenc, courren loz zigulientaez aventos:
Inicialmente laz Dactarias =e adhisren « los peloz - -
radiculares. Se ha zuasrido gque alauncs polizaciéridos de la  su-
perficie celular de la bacteria intervisnen eh este proceso de
adhesior. Loz rhizobia inducern enrczcamients de los paelos

radiculares, posteriormentse ze  forme una estructura tubalar de

origen vegetzl llamada hi1lo de infeccidn aue lleva =& laz bao-
teriaz a traveéezs de diversazs capas celulares, lazta llegar a las
c2lulas corticales, Cuya prolil feracidn Fia zida 1 ida

i
o

previamasrte: allil, el hilo de infeccidhn ze ramifica vy la e

tariaz z=on vaertidas al citoplazma v rodeadas por uma memnbirans de
bact

origer vegstal. Firalmente laz riaz =e diferenclar a bac-

i l‘l
1!'

tercides que fijan nitrdgeno atmozféarico ol ] 1 ST LN
nitrogenaza = imteractdan metabdlicamente com la  placts - -

(Robertzson et.al.. 13235, Martirer et.al., 1%55).

Tambiérn =& han descrito otraz estrategias para noddalacide.



Eri la legumiroza acuidtica Neptunis oleraces (Bawer, 1921), en - -

Arachlis =pP. (Chandler, 1272y, em  Stylozanthes v Farasponia

(Bauer ., 1981) ., o =2 forman hilos de infeccidn v lazs  backterias

i

ertran & lazs célulazs veastalez por penetracidn intercelular.
El inicic de la interaccidén bacteria-planta requiere de la

comunes de -

1]
i
it
]

expreslidan de algurnos gensz de Rhizobium, loz
riodulacidn (riodABCD) . Mutaciocrnes =mn estos genez dan como resul-

tado bacterias incapaces de formar ndduloz (Jacobs et.al., 1985,

i

Bachem =t.al., 19385, Downie et.al.. 1985, Stacey et.al., 1727,
Marvel =t.al., 1927, Holzterz et.al.. 1987 debido a qus o 22

el enroz-

)

imducern las respusestas primarias de la planta, como =

camisnts de peloz radicularezs v la proliferacidn neriztemdbticas

i

(Lora et.al., 1922, Djordjevic et.al., 1925, Truchset =t.al..
1985, Rozzen et.al., 1984). Se ha dezcrito la prazssmcia de los
genes hod conunes en diferentes cepaz de R. meliloti  (Lona

et.al., 13a2, Truchet =t.al.. 1985), R. leguminczarumn (Doweie

et.al., 1935

i

. Rozzern et.al.. 1384), R. trifolii (Djordjevic

i
oF
.
o
-
L]
[y
31}

985 Schofield et.al., 1984), R. phaszecli (Rodriguez-
Buirornez et.al., 1227, GQuinto et.al., 1927, Girard set.al., 192
R. fredii (Rodrigusz-Quifornes =t.al.. 19237, Ramakrizhharn et.al.,

1392&), Rhizobium =F. de amplic rarn3ac de modulaciden (Bachemn

et.al., 19285), Bradyrhizobium (Ruszsell et.al., 1925, Scott, 192&6)

& inclusive en Azospirillum (Vanstockem et.al., 1987).

Loz genez nod comunsezs zon furncionalez inter-especiss, ya Quss
mutacicres en eztoz gernez de una especie de Rhizobhium pusden  zer

complementadas por 1o

i

Qe

i

da otra especie de Rhizobium o i~

F3



cluzive de Bradyrhizobium. La complementaciin se pueds llevar &
caba  tarmto con loz pliazmidozs zimbidticos (Sim) completos. Como

con loz gernes clonados en plasmidoz u otroz vehloulos moleculares
(Banmfalvi et.al., 1921, Fkondorozi osboal. . 1924, Doordjevic - -
et.al.., 1925, Russell et.al.. 1985, Fizhaer et.al., 1725). S2 ha
conparado la ze :uenczd de amircidcidos deducida & partir de  datoo
de zecuancia de DNA de loz gernss nodABC de R. leguminozarumn., .

trifolii v R. meliloti, encontrindoze que prezentan una zlta

Fiomologla: entre &5 y 214 (Torok et.al. . 1584, Egelbhioff et.al..

1285, Shearman =t.al.. 12

Lo

m
i

geres nod ComunEs no 2e expresan cuando las: bacterisz e
srcusntran en vida libre, Y expreside =2 1nducse por flavonoides
exudadoz por laz plantaz (Mulligan et.al., 1928, Irmes et.azl. .

1

g

8%, Rozzern et.al.. 198%) v requiere del producto del gerne podl

(Mulligarn =t.al.. 1925, Rozzen et.al.. Spaink st.al.., 1227,
ool =22 expresza constitutivamente  en R melilotl (Mlligarm

et.al,.., 1928%) v =& autorreoula en B legumninczarum (Roszzan

et.al., 1985 vy en R. trifolii (Spaink et.al..
La regulacidrn fima de loz gshes nod conurnes parsce o my

importante, ya que uha doslis adnics incremaentada de nodARC 2n Pl

legumincsarum  no lncremnstta la nodulacide sine gus bienese un
aefecto irhibitorio (Enight et.al., 1% -

coli que sobreproducern =1 producto de

crecimientos (Jobhn et.al.. 19255 .

El agerne nodl ze encusntra prezente en mds de una copla 2n:



K. melilaoti (Gottfert et.al., Hormma et.al.. 19977 F.

fredii (-ppelbaouan eboal., 1986), K. trifolii. R. gphasecli v

Ribnlzobi, =F. (oreps MIEINI0) (Rodriguez-Guifonezs eb.al. . 13Ty 5
R. shazecli (Girard et.al.. Se han construlido dobles v
triples mutantesz podb~  de B, melilotil,. demosztrando qus la - -

rmodulacidr de laz mutantes varia e diferentes hudspaedes vy ogus

—
.
—
)
i’;'l
.

lazs 3 copiaz de nodl zon funcionalsez (Homma et.a Huarirna

and  Ausubel, 1927) . Bradyrhizobdwum  Japonicum  (USDATEZ) v H.

iaponicun (USDALZ1) contienen 2 coplas de podl  con distintas
funciomes regulatoriaz (Appelbaum 2t.z2l. . 1932) , entre laz cepas

de K. loti hay alaunazs de amplic ezpectro

<
;
m
a
1]
1]
i
il
1]
1]
~+

restrimgido de nodulacidn, derivadazs nodlh~ de sstas dltimnas =on

incapaces de nodular (Nod™) . misntras gque mutantes podl™  de las

cepaz de amplico eszpectro zorm Nod*Fix™ {incapaces de fijar
nitrdaeno) en un huzsped vy Nod*Fix* en obro (Scott et.al., 1982,

La introduccidrn del aesne nodl provenidente de la cepa de amplio

m
i+
1]

spectro NGR 234 a2 R. trifolii. le permnite Rrodular otraz planta

ademaz de trabol (Nayudu et.zl.. 134

Y Todoz ezstos reportes

aFpovan la zugersncila de que las diztintas coplas de nodd difieren

i
~+

= =u capacidad de respuszta a loz inductores prezentez = dilze

tintaz plantas (Horma et.al., 1922) . Tambiérn ze ha propussho que

0}

hay una correlacidn entre 21 rango de rmodulacidn vy el tipo de
flavaornas ezpec] ficanentsz, ze  Zugliers gus la expresidn de asnes

tiod en especles de ezpechtro de nodulacidn restrimgido regulers de

-+
.
o
<
3
o
i

con sustituciones especificas, mientras gue la expresidn

il

de estoz genes de cepas de anmplilo espechro pusds zer estimulads



por  fermclez mnaz =imples vy ampliamente distribuidos (Lestrange
et.al., 132

Se han descrito tambidn obra zerls de genses  Que particicean

ern el procezo de nodulacicn, eztos genes e man denominsdo SED
{gemes de especificidad de hussped). Mutaciornes e sstoz  Qenss

producer wun retards e2n 2l tienpo de modulaciden (Debelle st.zxl.,
1926, Downie et.al., 13785, Horvath et.al.., 1236, Batut st.xl..

198%). Se  ha demostrado gque la transferencia de genes hign entrs

diferentes cepas de Rhizobium altera su ranoo de hudspedes. Foar

sjenplo,  wunma cepa de R, melilobi gque lleva los genes hzEn de un

Fhizobium tropical de amplic ranao de hudspedes (MPIKZ020) v que

]

carece de =sUE  proplos genez hEh. amella 2w ranao de husspaede

(Backem =t.al., 1986 & sy vez, la cepa MRPIEZONR0 complementada
con la regidn hsn de R. meliloti ez capaz de inducir ls formacide

de  estructuraz tipo nddulo, que carecen de hilos de inmfeccide,

ol

tactercides v =on Fix~., en alfalfa (Futnoky et.al.. 1986). Loz
genes ke de R, meliloti al zer introducides a R. trifolii, les

permiten nodular alfalfa = irhiben la +odulacid;n de brdbaol,

in
Pt
it

aurue la introduccider a & reaidn ke ode R. Eirifalil & K.

meliloti o altera su rango de huéspedes (Innes et.al., 1987).

Ern la regidn S' de varios genes nod v hign 22 han encontracdo
UNas secusnci altamerta conzervadas, de aprom. S0 paresz  de

bazez ("mod box"). Eztaz zecusnclias parscern

o
in

la regulacidn  positiva coordinada durante los evertoszs

Laempratoz de la nodulacidn (Rolfs et.al.. 1926, Downie et.al.,

—
:4_;

286, Kondorozi et.al., 1287).



Ern  klebizella neunoniae 1oz gsnes estructuralez de la

Filtroaenasa: nlfHDE e encusrtran orgdanizados &n un opercn =
(MacNeil et.al., 1972, Merrick st.al., 1972, Elmerich st.al., - -

1973) ., Ezta mizma  forma de ocrganizaciden e encuentran en K.

mzliloti (Corbinm et.al., 1922, Corbin et.al.. 1983, Torok et.sl.,

1921), R. trifolii (Scott et.al.. 1782), R. leguminosarn
(Homrtelez e2t.al.. 1227, R. Maseoli (Ouinto et.sl., 1985,

Segovia, 1928). Eri Bradyrhizobium =1 gerne nifH =zs er;cusntra

1]

t.8l.; 1983, Faluza et.asl..

w

separads de los genes niflhE (Scott

i

1383) . Ern varia

w

espaecies de Rhizobium == han encontrado otros
geres que  prezentan homologla a genez nif de Klebziella., Pi] [ Do

nifE v nifEN (Razzen et.al., 1224, Buikema est.al.. 1927, Hennecks

et.al., 1387).

Ern Elabsigslla. 2l producto de nilfA actlia como activador -

positivo de todos loz demdzs genszs nif., a excepcidn de &1 mizmo v

de nifl (Robertz et.al., 1920, Bucharnarn-Wollaztorn et.zl.. '1981).

El gene nifA se encuentra sujeto al ziztema gensral de regulacide
rmitrogenada ntr, vya Que =& activa por ntrA vy nbrC bajo cone
diciones de limitacidn de nitrdgeno v de  oxigemno  (Dixaon, 13324,
Ausubel, 1984, Merrick, 1%23). En R. meliloti v B. Jjaponicum ==

ha dezscrito la prezencia de zsecusnciasz homdloaasz la

it

1]

genes mbrE

L%

y ntrl de Klebsziella (Szeto st.al.. 19284, 1987z, 1927b).

Loz genes nif de Rhizcobium tambisn estén zujestos a - -

regulacidn positiva. Se  harn propussto modeloz regulataorioz gus
involucran la activacidn de genss nif por nifA en: R. meliloti

(Kalhim et.al., 19883, Auzubezl et.al., 1282, Azorbizobium - -




cadlinodarns (de Bruijrnm et.al., 1988) v E. japornicun  (Hammnecke

at.al.. 1922). Loz modelos prezentan alaunmaz variaciones, prin-
cipalmerte en cuarnto a la participacidn del  oxigens como obro

slemento de reaulacidén (Huala et.al., 1982, Loroch et.al., 1938).
A diferencia de lo que suceds en Elebsiella, en R. meliloti se ha
ercontrado que la  induccidén de los gernes de nitroasnasa por el

producte de nifa. ez  independiente del =sisztema ntrBC  (Ditts

[y}

et.al.., 1987), & =su vez, la induccidn del gene nifA en respuesta

a2 urna baja concentracidn de cxlgeno, dada tanto por condiciones
de microasercbicziz como durante la =zimbiocsis, parecs eztar
mediada por los productos de loz gernses fix=LJ, que e  aencusttran

localizadoz jurnto & los genes fixGHIK (Batut et.al.., 1933). Lo=s

datoz zobre regulacidn de agenss hif =2 han tratado de encajar en

Ul modelo mas  general de

w

izstemas regulatoricoz de dos com-
Fronentesz, donde hay un "senzor" de la=z condicionez ambientales,
gue "transmite" =u  informacidn &l "reagulador" a traves de la
interaccidr del extremo carboxilo del sensor con =1 amins  del
regulador, &1 cual, directa o indirectamente regula la expresidn
de loz= genes involucrados (Romson, et.oal., 1927).

Ern R. meliloti == ha propuestoc la existerncia de  una
regulacidn coordinada entre la utilizacidn de dcidosz carboxilicos
y la sxpresion de genes nif (Rirkenhead =t.al., 1922Za. Birkenhead
et.al. ., 1788b) . poziblementse mediada por el producto del gere

ntrA, el cual =& reguierese para transporte de ac. dicarboxilico,

azimilacidrn de nitrato v fijacidrn zimbidtica de nitrédasno (Romson

et.al., 1927).



Tambidrn =& harn descraito obros genes que afectan la fioacian

de pitrdgeno, perao gque o presentan honoloais con minadn asnse plf

laguminosaram (Hoobeles

et,al., 19227, Shetgenzs et.al.. FE5) vy B. Japonicum (Lamb et.al.,
1932&, Hermecks et.zl.., 1927, Fubiwmearrn et.al. ., 1925, Gubler
et.al. . 1386) . Eztoz genez ze erncuentran altamaente conzervadozs:

e bham  Jdetectado secusnciazs hondlogas en Azotobacter vinelardill

(Gubler =t.azal.., 1326 b)) v Azospirillum (Hermmecke =t.al.. 1987) .

1

Se ha propussto que losz productozs de estoz gernes parbticiearn aen el

il

acoplamientc del transporte de electronsz para la nitrogenazs
(Earl st.al.. 1987),; aungue szto = ha pussto en dudsa, =Tl A

tudios de la reqgids F1xABC de Azorhizobiunm caul inodarnzs (Alexancre

Loz geres  fixGHIX, descritoz en R, meliloti. R, - - -

legumincsarum v R, trifoliil se encuentran localizadoz a 200 KR

{
'&l

taprox.) de la region nod-nif en R, meliloti (Ratut et.al., 1985,

Fabr st.al.. 1987). El anigliziz de la zecuenclia de estos gems

"

zugiere gque codificanm para un comnplejo de umiidn &2 menbrasa, iri-

valucrada en wun proceso redox ezencial  para la fijacidfe de
nitrégens in plants (Hakn et.al. . 1987).

Er la regidn S i & encusetitrar unas =

loz gsnes fixABC

in
ul

ot

secusncCiazs de aproximadamsents 160 ph gqua estirn altamente conssr-—

i
LX)

i+

vadaz (Earl et.zl.. 1987, Better =2t.zl., 1° BE EERCUSNIIAS

<1 =

ze conzervan  tambisen en otros promotorezs activadoz por mifA -

(1]
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(Bettzr et.al.. 1 : La regulacidr de loz gernes fi:GHIMY parecs

zar independiente del producto de mifA (David et.al.. 19E7).
Se  han identificado tambidén loci cromozomales involucrados

iz al azar

n
0]

er 2l proceso simbidtico, principalmente por mutagsne
con 2l tranzpozdn ThnS. En B, phaszecli =e han dezcrito doz tipos
de mutacicnez que afectan =1 dezarrollo del rnddulo. Uno de =llos

e =sugdiere que correlaciona con una deficisncia en polisacirido

U]

=tracelular (EFS) aungue eztasz mutantez == identificaraon

1]

originalmente por zu alteracidn en 2l desarrollo del nddulo, v no

de que la deficiencia en EFS depsnde del

U]

por  zer EPST. ademi
medic de cultivo de laz celulaz (Van den Bosch et.al., 19226) .

Recientemente s=e harn 1dentificado 3 regiones gendticazs gue afec-

-
it

tarn la biczintezics de EFS: wna de ellaz afecta tambign =zintesz
de  lipopolisacarido (LPSY, zsolamente mutacionsz en esta Ultinmas
dar lugar a formacidn de rmiddulos defectivoaz en frijol, 1o gue

zugiers que la cauza del defecto zimbidtico en eztazs cepaz de H.

ot
L]
-
e
Lr ]
bl
X
~
»

phasecli == la falta de LFS zilvestre. (rigbold st.a
Existen otros reportez de gque mutacionez gque resultan sn carencia

de  LFS, afectan <l dezarrcllo del mddulo (Noel et.al.. 1936,

m
18]
-
o+
1]
v
0]
o
2
i
o
&
g
(==
o
0]
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m
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-
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m
m
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R legumnirosarumn
Eicwvar asenli., que en esta bacteria no afectan formacidn de
nddulos,  =on Nod™ en chicharo v trébol, al tranmsferirlos a R,

legumincosarum  biovar viceas v trifolii respectivamante. Al com-

Flementarlazs a Exov, ze recupsra la nodulacidn mormal (iebaold



En R. meliloti la producclion de EFS también participa en el
procesa de nodulacidns mutacionss en loz genes exoA, exoB, exoF vy
gxoH resultan en bacteriaz incapaces de inducir la  formacidn  de
hilos de infeccidn. Algunas de estaz mutaciones estan localizadas
en  cromozoma vy otraz en un meaarplazmido diferente al Sim (Leigh

et.al., 19235, Hynes et.a.l.., 1926, Williamz =t.al., 1323) . Eri

ste aoraanizmo ze ha dezcrito un plaszmido que parece eztar in-

i

volucrado en la produccidn de un EPS modificado. Ezte plasmido
tiene wun efecto positive =zobre la nodulacids en alfalfa (Toro
et.al., 1926). En la cepa de Rhizobium de amplico espectrao ANL
240, los EFS  también parecen  jular un papel importante en 21
proceso de nodulacidn (Rolfe et.al.. 19326).

Ademas hay otros loci, involucrados en la bioczintesziz de

EFS, localizadoz en cromoszoma (Leigh, 1227). En RE. legumincosarumn

tambian =2 ha correlacionado la zintesziz alterada de EPS vy LPS

cornn anormalidadez del procezo zimbidtico (Priefer est.al., 1728)

Mutantez de la cepa de Rhizobium de amplic eszspectro de nodulacidn

EP

i
G

NGR 234 que afectan la zintezi=z d o incapaces de  nodular

i

(Gray et.al.. 1338).

L gene que afecta la produccidn de EFS:psi (inkibicidn de
polisacidrido), estid localizado en =l plasmido Sim de R. phaseoli
Yy parece ser un regulador de geres, como EFS, qQue e expraesan
riatrmalmente an vida libre, perco gue deben estar reprimidos
durante simbiocsizs (Borthakur et.al.. 198%) . psr (reztauracidén de
polizacarido) =e encuentra localizado cerca de pzi, wtilizando

fusicones pziiilacg =& ha demostrado que reprime zu transcripcidn,

10



ATiMmismo, revierte 21 ferctipo EFS- de cepaz com pzi oen multi-
coplia (Borthakur et,.al., 1927).,
Er R. meliloti == kan identificado otros aernses de - -

rodulacide, por homoloaia estructural con genes de Agrobacterium

tumefaciens, cuyos productos 2 requiseren para la adhezidn de la
bacteria a laz célu}az vegetalez. Mutaciores en eshtos genss de A
tumefaciens resultan en wuna carencia de Ri1+2) alucarno v en la
incapacidad de formar tumores  (Dowalaz 2t.al., 1985). En R.

meliloti =se identificaron secusncias homdlogazs a estos genes,

oo

localizadas en cromozoma (Falomares eb.al., 1222, Qe 52 FEn

1

denominacce ndvA vy ndvB:  bacterias con mutaciones en estos gsnes
zor sensibles a baja ocsmolaridad (Dylan et.ql., 1288 v forman
riddulos  gue carecen de hiloz de infeccidn vy de bactercides,
aurrque producen cantidades normales de EFS (Dylan et.al..  1986).

Se ha propuesto que 2]l producto de ndvA e - - requisre para ex-

portar el R(1-+2) glucarno de la c2lula, ya gque =zs parecse a
proteirnazs de tranzporte gque unen ATR (Stanmfisld et.al., 1922). En
E. legumincsarum v R. phasecli =& han encontrado secuencias
hom&logas a ndvA v ndvE (Dylan et.al., 1926) .

Ern R. m=liloti == han descrito 2 regiones  involucradazs  en
zimbicziz, que parecen ser importantes para infectividad v ocon-
petitividad, que estdn localizadas =m un plazmido diferente  al
Sim (Olivarez et.al.. 1733).  Tambidn en R. legumitosarum biovar

vicese hay evidencia de gque un plasmido diferentse a1 Sim lleva

fara (Hyrnez =t.al.. 1922, Eri Azozspirillum bhay un plazmnido de

11



apros. A0 omd. gue lleva un 9sme con homologiz & owun gsne hso de B
meliloki (Vieille et.zl., 1938). En B.  Japordcumn 56 han desoeito

2 rmuevos  gemnes involucrados: o oen =imbicsiz, Qs cuarndo estan

mutadoz dar un ferotips Fis™ vy no bibridizarn corn genes widf, nod o
fix dezcritoz antericormente (Ebeling et.al. . 19838). Eri R

meliloti. R. japonicun v E. japomicum  también e han dezcrito

—
.
.

ruevos loci que afectan la expreszidn de genes ni (Roztaz et.a
1724, So et.al., 1927, Zimmerman et.al., 19332, Renalisr et.al. .,
19870 .

Ez obvico gue el proceso de la fijacidn =simbidtica de
nitrdgeno ez muy complejo, tratando de resumir un poco,  podencos
puntualizar lo siguiente:

1.- 52 requiere la e«preszidn de urna zerie de geres, para que =

llaven a cabo loz everntos 1micialezs del procesco de modul &a-

2. Eztoz gernez ze reaulan coordinadamsnte, v los compartern laz
diferentez bacteriaz gue tiernsn 21 mizmo mecanismo de infec-
cidre.

Fe=  Uno de esztoz ganes establece la comunilcacidn entre loz

"

simbiliorntes, ya gqus recibe una zefal de la planta vy la tran
mite a la bacteria, la cual respondse induciendo la expresidn
de loz genes menciconadoz 20 2l purntc Noo 1.

4.,- La capacidad de una bacteria "H" de rezponder a la zefal de
una planta "Y" determina la ezpecificidad de la relscidn

zimbidtica.

o
1

o La relacidrn zimbidtica pone en contacto diferentez superfi-



ciez celularesz, alaunaz de las moldculsx
e=zta =uperficie determinan. de alauna m

adelante dicha relacidn =imbidtica.

=z que constlituyen
anEra,. qQue £19&

.- Ern 2l rmddulo las bacteriaz e diferenclan a bactercides
capacesz de fijar nitrdgenc atmosferico.

7.- La actividad de la nitroaenaza vy la exprezide de los genss
gque codifican para =1la =stdn altamente regulado=, princi-
palmente por nitrdaenc, oxigenc vy carborno, a traves de loz
productoz de una seris de genes, descritos =2n diferentes or-
ganizsmos fijadores de mnitrdgeno.

Z2.- Los plasmidos simbidticos en la poblaciﬁn de Rhizobium.

Las Fhizobiaceasz == han clasificad% actualmente =m0 4
g&reros: Rhizobium. Agrobacterium, Bradyrhizaohium v Fhyllobac-
terium (Jordan, 19284). Todaz =sstaz bacteriaz aram son capaces de
interacciohnar con plantasz induciendo hipsrtrofiaz corticalez.

Rhizobium vy Bradyrhizobium forman nddulos fijadores de nitrdgeno
2= laz  ralces de muchas leguminoszas vy en alauncos casos aen los
troncos de loz arboles. Phyllobacteria produce ndduloz en las
hojas de algunas plantas. Agrocbacterium produce tumores en ralces
y talloz de variaz plantaz dicotiledoniaz (Jordan. 19324).

Las bacterias del gérera Rhizobdium v Bradyrhizobiumn
ariginalmente se clasificaron en diferentez ezpeciesz en baze a =u
capacidad de rnodular diztintosz hudspedez  (Elkan, 1924, E=t
clasificacidn  tiene alaunas limitacionez, Como z2on la infecocide;

cruzada., la baja reprezsentati

[

vidad de planta

+

=
=



para la clazsificacidn (aprosx. 1% de laz ezpecies descritaz de -
leguminozaz noduladaz) (Allen =t.al., 1921) v la pozibilidad de
que una cepa cambie de ezpecificidad dado gue losz determinantes
zimbidticos =& encuentran codificadoz en plazmidos transferibles.

Er baze rezultadoz de taxonomia numérica (Graham, 1924,

o

Moffet et.al., 1962), hibridizacidn de DNA (Gibbinz et.al., 1972,

Jarviz=s st.al., 1920, Haollis et.al., 19231) y patronez de protelnas

—_

(Robert

&

0]

et.al.. 1920) de bacteriaz del a&nerc Rhizobium, S
modificado la taxornomia antericr (Jordan, 12284). Laz bacterias ze
Fan agrupado en base a zimilitud de RNA ribozomal 2353 =21 arupo |

incluye a Romeliloti, R. fredii v R. leguminosarwum biovar tri-

folils viceas vy phaszeclils: el grurpo 2 corresponde a R. loti v el

grupos 32 e2ztd intearado por rhizobia de Galega =p. (Jarviz,

—

[ix}

n
+

edtlas 17

5. Wedlock et.al., 1925). En &1 género Bradyrhizobium

2 han incluido a todaz laz especisz de crecimiento lento.

in
0]

Eztudics de diverzos laboratoriozs han mostrado que laz  bac-

teriaz capaces de nodular Phaseclus vulgariz= forman un arupo muy

hetercagnec: en base & tawonomia rumdrica (Catteau =t.al., 1984),
Fatrores de proteinas (Robertz et.al., 1920), reziztencia a

antibidticoszs {Beyrhon et.al., 1980 5 electroferotipoas (FifFer

o

et.al., 1983) y patronez de plaz=midos (Martinez et.al., 1924) .
El andliziz de diferentez aizladoz nativos ha mostrado que este

arupc 1ncluye cepas que difiersen en su rango de nodulacidn vy er

2]l mdmero de coplas de los gsreszs estructuralezs de nitrogenasa. De
43 diferentez cepaz capacez de nodular F. vulgaris., sze =n-

contraron 2@ a 3 coplas de los genes nifHDK en 47 de ellas, laz

14



cuales podlan estar  organizadas  en cualguiera de € diferentes

patrornss. Solamentse Z cepazs prezentaban una coplia unica de eztos
SEEE (Martirnez et.ala.. 1285 . Las cempaz 9que  presentss

relteracidn de las genez de nitrogenaza son capaces  de nodular

afectivamnente solamernts a FP. vulgaris, misntras que las cepas con

copia tnica de los gernes eztructurale: de nmitrogenass eraezentan
i ezpectro maz amplio de  modulacidn (Martinsez et.al.. 1928) .
Hemos  denmominads a sstoz grupos comno tipo I vy tipo II rezpec-
tivamanta, Dtraz caracterizticas conunes enbre estas cepas =ons:
laz de tipo 1 llavan los geres necezarico para produccidn de

melanina, en &l plazmido Sim (E. Martinez, no publicado), laz de

tipo I son acido y aluminio resistentez (Martinez et.al.,
y llevar en el plasmido Sim una =ecushcia haomndlogs al gense de -
indol~acetamida hidrolaszs de A, bunsfaciens (MoA. Fardo v E. =

Martirmez, en preparacides) .

E=zte analiziz =swugisre gue cepasz con diferentes 2 ;
caracterizticas =on  capacss de rodular efectivaments a Fooo vl

Qaris. Alaunazs de lazs difarencias s debern & laoz pliésmidos v

otrazs a la informacidn gssdtica cromosomal. Busdaria  por
resporder cwdl == la correlacidn funcional,. =1 2= gue hay slauns,
de estaz Jdiferentezs entidades gendmicaz.

Corn el objetivo de analizar funcionalmente & los el dsmidos
simbidticos, =2 harn llevado z cabo experimentos de tramsferemncia

de plaszmidos Sim a ohbra

in
il
Hil

apas de Rhizobiumn difersntezs de la B

original o aotrazs bacteria

w
i
it}

capaces de interacciornar com plan-

i

taz, como Agrobachterium.




Loz plasmidos Sim de alaunaz cepazs de R, leguminosarum. R

trifolii v K. phasecll =on capaces de auto-transferirse a alta -
frecusncia (Higashi, 1967, Jokhrnstorn et.al., 1372, Beyron et.al. .
1230); aarmgue d=ta mo s una caracteristica comin & todos los -
plasmidos Sim, vz gue loz plasmidos de otraz  cepas de K.
hazecli, R. trifolii, R. meliloti v R. fredii no =on capaces de
auto-trarmsferirze (Kondorozi et.al.. 19285, Appelbaum est.al. .
1335). Fara la movilizacidn de plasmidos no auto-transferiblez se
biarn utilizado difererntez estrateagaias, como 2= la formacidm de -
colntegrados con o un plasmido tranmsferible, =1 R 68045 (Scott
et.al., 1982), o la introduccidn de uma secusncia mob al pliazsmido

Jue ze dezea transferir, Jurto com o wun plasmido gue  provea lasz

furnciornes tra em tranz. (Appelbaunm st.al.. 1725, Simos,. 1954) .,
Loz plazmidos Sim de cepazs de la mizma especificidad, nor-
malmente complementarn laz furcionez zimbidticaz de cepaz de=l -

mizmo tipo (Hooyvkaas et.al.. 1921, Korndorozi e2t.al., 1922, Brawin
et.al., 1920), Cuando ze transfieren plazmidoz Sim & cespas ds -
diferente especificidad, los resultados s=on muy variables. En al-
aunos casos s amplla 2l ramgo de hudspedes de la cepa receptora
{Brewirnn et.al.. 1220, Diocrdievic et.al. 1283, Johmztorn 2t.al. .
1372, Lambk et.al., 1922, Hooykaazs =t.a&l.. 1921, Appelbaum st.sl. .
13985), e obtroz cazoz 2]l rango de ezpecificidad cambia al paer-
derze o mpodificarse el plismido Sim original (Beyhon et.al.,

1920, Diordjevic et.al., 1922, Chriztenzen et.al., 1983, Sadowsky



La trams=fererncia de plazmidoz Sim a diferentes cepas de - -

Aarobacterium gerera transconjudantes que inducen la formacion de

sstructras "tipo pddulo! que carecer de bacteriaz intracelulasres
v Sohlh Fix™. (Hoovkaaz et.al.. 1981, Fordorozl et.al,. ., 1982,

ha mostrado que una tranzconjugdante de Agrobacterium que lleva =l

plazmido Sim de la cepa CFNZSY,  aizlads originalmente de Pyl -
gariz, forma mddulos sfectivos en frijol (Martinez et.al.. L19E7).
SeErEral ., podemnos decir que los  experimnentos de brses-e
ferencia de plasmidos zimbidticos enbre  difersesbss cepss de
Rhizobiur han constribuido & determitar gue estoz plasmidos

1levar,

]
=

o boda, unia ararn parte de la informacidn aendtics

1
-

requet ids para =21 eztablecimiento de uma zimbiocsizs efectiva, a
coms las genss gue confieren la especificidad de rodulacide.,
Tambi&rn han servido para determinar incompatibilidades fizicas v

furnciornalez entre diferentez plasmicdoz Sim.

L
N
1

Objetivos.

Ern rueztro  laboratoric estamnos  interesados 5 an

i)

wmlizar

T

diverzos azpectoz de la relacidn zimbidtica  entre Rhizobium v
frijol. Uno de eztos azpechos ez 2l analiziz de los pliasmicdos Sim
de cepas capacas:s de interaccionar com F. ovulaariz.

El objetivo del prezernte trabajo conzistid en comparar fum-
ciotialmente los plasmido: Sim de diferentez cepas  de  Rhiwobium,
aue compartian la caracteriztica de poder modular a2l frijol, perc

diferian tantoc en  la efectividad de esta modulacids comno e 2l



origen de laz cepaz, yva gue zlaurnaz fusrorm aizladaz de rnddulos de
fridal: mientraz que ctraz ze chhtuvieror & partir de mdduloz  de
chraz leaunminczaz.

1i

iz del comportamiento de loz difaerentez plésmidos

G}

T

El1 an

o U om1sEme forndo gerdmlico vy oen ausEenclia de lo=

]

ze llevd a cab

[n)

otros plaézmidos o

14

laz cepasz de Rhizobium que pudisran interac-
tuar con =1 Sim.
Fara loarar szto, la eztrateqgia utilizada fue la de trans-

ferir los plazEmidos Sim & una cepa de A, btumefaciens gue carecia

de pldzmidoz enddgencos. Se analizaron las propiedades simbicticas
de laz tranzscornjugantezs determinadaz como capacidad de nodulacidem
y de fijacidr de nitrdgens =0 F. vulgarizs. Tambi&n == llevd &

cabo wuna  comparacide sstructural de alaunaz regliones de los

diferentez plaz=midos  Sim, Fpara tratar de correlacionar =l
ferotipo de  laz cepas oon SUE propiedades fumciconales v eszstruc-

turale

u

-
(Y]
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Agrobacterium transconjugants containing symbiotic plasmids from different Rhizobium spp. strains that
nodulate Phaseolus vulgaris were obtained. All transconjugants conserved the parental nodulation host range.
Symbiotic (Sym) plasmids of Rhizobium strains isolated originally from P. vulgaris nodules, which had a broad
nodulation host range, and single-copy nitrogenase genes conferred a Fix* phenotype to the Agrebacterium
transconjugants. A Fix™ phenotype was obtained with Sym plasmids of strains isolated from P. vulgaris nedules
that had a narrow host range and reiterated rif genes, as well as with Sym plasmids of strains isolated from
other legumes that presented single nif genes and a broad nodulation host range. This indicates that different
types of Sym plasmids can confer the ability to establish an effective symbiosis with P. vulgaris.

Bacteria of the genus Rhizobium are capable of interacting
with plant roots to form 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 plant specificity. Results of
studies from several laboratories (2, 4, 16) suggest that
bacteria capable of nodulating P. vulgaris form a very
heterogeneous group. Native isolates from P. vulgaris nod-
ules differ in their nodulation host range and in nitrogenase
(nif) gene cepy number (13). Type [ strains have a narrow
nodulation host range and repeated nif genes, while type I1
strains have a broad host range, which includes Phaseolus
and Leucaena, and have single-copy nif genes (13, 14). In
several instances strains isolated from other tropical legumes
(Dalea leporina and Pachyrhizus erosus) are able to elicit an
effective symbiosis with beans (13). Some isolates from
Clitoria ternantea or Glycine max cv. Jupiter form an
ineffective symbiosis with Phaseolus vulgaris (see below).

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

We present here results of an analysis of the Sym plasmids
from eight Rhizobium strains isolated from P. vulgaris and
other legumes. Each strain was able to nodulate and, in most
cases, fix nitrogen with P. vulgaris. The Sym plasmids were
transferred to an Agrobacterium tumefaciens plasmidless
strain, and the symbiotic properties of the transconjugants
were studied. These experiments allowed us to analyze the
functional capacity of the Sym plasmids from the different
strains with the same chromosomal background, devoid of
the influence of other plasmids present in the Rhizobium
parent strains.

* Corresponding author.
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To isolate A. tumefuaciens transconjugants containing Rhi-
zobium Sym plasmids, the different Rhizobium strains (Table
1) were marked with Tn5-mob by mating them with strain
S17-1(pSUP5011) (18) and selecting for nalidixic acid (20
pg/ml), kanamycin (30 pg/ml), and neomycin (30 pg/ml)
resistances. Transconjugants were obtained by mobilization
to A. tumefaciens GMI9023 (17) of random Tn5-mob mu-
tants of each strain by using plasmid pJB3JI (3) as a helper
for mobilization, except in the case of strain CFN299, whose
Tn5-mob-marked plasmids were mobilized without a helper.
The transconjugants were selected in LB medium containing
rifampin (100 pg/ml), kanamycin (30 wg/ml), and neomycin
(30 pg/ml). Transconjugants were used to inoculate P. vul-
garis plants en masse. P. vulgaris cv. Negro jamapa seeds
were surface sterilized as described previously (13) and
grown in 250-ml Erlenmeyer flasks with the agar medium
described by Fahraeus (7), without added nitrogen, at 28°C.
Plants were grown for 15 days. The number 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 were plated.

The phenotypic markers of approximately 400 colonies
isolated from nodules formed by each of the different strains
were checked. All were rifampin. kanamycin, and neomycin
resistant and produced 3-ketolactose. The 3-ketolactose
production was assayed as described previously (1) by using
liquid cultures in BY LA medium (13). This indicates that the
cells that induced nodule formation were indeed the Agro-
bacterium transconjugants, as parental Rhizobium strains
which failed to produce 3-ketolactose were never recovered
from the nodules.

The plasmid profiles of the original Rhizobium strains (Fig.
1, lanes 1, 3, 5, 7, 10, 12, 14, and 16) and those of the
transconjugants (Fig. 1, lanes 2, 4,6, 8,9, 11, 13, 15, 17, and
18) were determined by the procedure of Eckhardt (6). The
Sym plasmid was identified because it conferred on the
Agrobacterium transconjugants the ability to form nodules
(see below) and also hybridized to nif gene sequences on
Eckhardt (6)-type gels (data not shown). The Sym plasmid of
some of the strains used was identified previously (12, 15).
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids Isolated from: rse‘;:::: c::
Rhizobium
CFN42 Phaseolus vulgaris 16
CFN285 Phasez?;s vulgaris 13
CFN299 Phaseolus vuigaris E. Martinez
CIAT899 Phaseglus vulgaris P. Graham
CFN249 Dalea leporina 13
CFN400 Clitoria rernantea E. Martinez
CFN401 Pachyrhizus erosus  E. Mantinez
USDA191 Glycine max ¢cv. H. H. Keyser
Jupiter
Agrobacterium
GMI9023 17
GMI9023(pCFN424d) This work
GMI9023(pCFN285h) This work
GMI9023(pCFN299a,c) This work
GMI9023(pCIAT899b) This work
GMI9023(pCIAT899a.b) This work
GMI9023(pCFN249a) This work
GMI9023(pCFN400a) This work
GMI9023(pCFN401b) This work
GMI9023(pUSDA1915) This work
Escherichia coli
§$17-1(pSUP5011) 18
1830(pJB3I1) . 3
“ Sources: E. Martinez, Depar de G ica Molecular. Centro de

Investigacién sobre Fijacion de Nitrégeno, UNAM, Cuernavaca. Morelos.
Mexico; Peter Graham, Centro Internacional de Agricultura Tropical, Cali,
Colombia; and Harold H. Keyser, Nitrogen Fixation and Soybean Genetics
Laboratory, Beltsville Agricultural Research Center, Beltsville. Md,

Agrobacterium transconjugants derived from strains CFN
42, CFN285, CFN249, and CFN401 contained only the Sym
plasmid. Some of the strain CIAT899 transconjugants con-
tained another plasmid, in addition to the Sym plasmid.
while others contained the Sym plasmid alone. All 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 the same phenomenon of plasmid coinheritance was
observed in all cases after the selection of Agrobacterium
transconjugants through plant 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 Rhizobium fredii USDA191, some transcon-
jugants with deletions in the Sym plasmid (Fig. 1, lane 18)
were recovered. This deleted Sym plasmid hybridized with
nif gene sequences on Eckhardt (6)-type gels (data not
shown).

The Rhizobium strains and Agrobacterium transconju-
gants were assayed for their capacity to form nodules on P.
vulgaris and Lencaena leucocephala var. K-8. The nodula-
tion assay used for L. leucocephala was similar to that used
for P. vulgaris.

All transconjugants were able to nodulate P. vuigaris
(Table 2), although the number of nodules was always 70 to
80% lower than those in the parental strains. The nodules
produced by strain GMI9023(pCFN42d) were analyzed by
light microscopy. Infected cells, vascular bundles, and
starch grains were observed (results net shewn). The trans-
conjugants conserved the hest range of the Rhizobium
parent. Transconjugants from strains CFN249, CFN299,
CIAT899, and CFN400 nodulated L. leucocephala, while
transconjugants from CFN42, CFN285, and CFN401 were
unabie to form nodules on this plant. The only exception was
strain USDA191, whose transconjugants did not nodulate L.
lencocephala. This may have been due to the poor nodula-
tion shown by the parental Rhizobium strain (approx. 1
nodule per plant).

P. vulgaris whole nodulated roots were assayed for acet-
ylene reduction at day 15 after inoculation, as described
previously (13) (Table 2). Transconjugants carrying the Sym
plasmids of type II strains CFN299 and CIAT899 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 at 28°C. At 21°C, nodulation
was greatly diminished and the acetylene reduction capacity
disappeared (data not shown) (12). We found that Agrobac-
terium sp. strain CIAT899 transconjugants resembled those
of strain CFN299 in some 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 I strains CFN42 and CFN285 had a barely detectable
acetylene reduction activity. The nodules formed by the

6 1718

FIG. 1. Plasmid electrophoretric pattern of Rhizobiwm strains and Agrobacterium transconjugants on 0.7% agarose gels stained with
ethidium bromide. Lanes: 1, CFN42; 2, GMI9023(pCFN42d): 3. CFN285: 4, GMI9023(pCFN285b): 5. CFN299: 6, GMI%023(pCFN299a.¢);
7, CIAT899: 8, GMI9023(pCIAT8996); 9. GMI9023(pCIAT899a,b); 10, CFN249; 11, GMI9023(pCFN2494); 12, CFN400; 13, GMI%023(pCFN
400a); 14, CFN401: 15, GMI9023(pCFN401a): 16, USDA191; 17, GMI9023(pUSDA1915); 18, GMI9023(pUSDA191h). Arrows indicate

localization of the Sym plasmids.
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TABLE 2. Nodulation and nitrogen fixation in P. vulgaris and
L. leucocephala by Rhizobium strains and Agrobacterium
transconjugants isolated from P. vulgaris nodules

Nodulation in: Nitrogen
Strain : fixation in
P. vulgaris* f{;::_;“;: P. vulgaris'

CNF42 + - 100%
GMI9023(pCFN42d) + = 2%
CFN285 + = 100%
GMI9023(pCFN285h) + = 1%
CFN299 + + 100%
GMI9023(pCFN299a.¢) + * 21%
CIATS899 + + 100%
GMI9023(pCIAT899h) + + 9%
GMI9023(pCIAT8a,b) + + 11%
CFN24Y + + 100%
GMI9023(pCFN2494) ¥ + ND

CFN400 + + ND

GMI19023(pCFN400a) + + ND

CFN401 F = 100%
GMI9023(pCFN4014) + = ND

USDA191 #* + ND

GMI9023(pUSDA191b) i+ = ND

“ Nine plants were tested.

® Three plants were tested.

“ Total acetylene reduction activity per plant in the transconjugants is
reported compared with the corresponding values for the parental strain. The
total activity of strain CFN42 was defined as 1: the relative activities of the
other parental strains were as follows: CFN285, 1.2; CFN299, 3.6; CIAT8%9,
1.8; CFN249, 1.5;: CFN401, 7.8. ND, Not detectable.

transconjugants of strains CFN249, CFN400, CFN401, and
USDAI91 (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 acetylene reduction.

The Sym plasmids of strains that nodulate P. vulgaris
differ in nif gene copy number and nodulation host range (13,
14). The data presented here indicate that the plasmids also
differ in the functional capacity conferred on the Agrobac-
terium transconjugants that carry them. Strains that were
isolated originally from P. vulgaris nodules were of two
types. Plasmids of type I 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 II strains have 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. vulgaris. They resembled those of type II strains, because
they carry single nif genes (13), but differed 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 different types of plasmids.
Two of them were found in strains isolated originally from P.
vulgaris nodules, and the others were found in Rhizobium
sp. strains isolated from other legumes. It will be interesting
to know whether these different types of Sym plasmids
require a specific chromosomal background, a plasmid back-
ground, or both to optimally express themselves.

We are grateful to David Romero and Lorenzo Segovia for
critically reviewing the manuscript and to Federico Sanchez for
performing the light microscopy of the nodules. Seeds of L. leuco-
cephala var. K-8 were kindly provided by B. Ben Bohlool (Nif TAL
Project).

AppL. ENVIRON. MICROBIOL.

Partial financial support for this research was provided by the
National Research Council, U.S. National Academy of Sciences,
through a grant from the U.S. Agency for International Develop-
ment; by grant ClI*-0104-MEX(A) from the La Communaute Eco-
nomique Europeenne; and by grants from the Fondo de Estudios ¢
Investigaciones Ricardo J. Zevada and the Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia.

LITERATURE CITED

1. Bernaerts, M. J., and J. De Ley. 1963. A biochemical test for
crown gall bacteria. Nature (London) 197:406—407.

. Beynon, J. L., J. E. Beringer, and A. W. B. Johnston. 1980.
Plasmids and host-range in Rhizobium leguminosarum and
Rhizobium phaseoli. J. Gen. Microbiol. 120:421-429.

3. Brewin, N. J., J. E. Beringer, and A. W. B. Johnston. 1980.
Plasmid mediated transfer of host-range specificity between two
strains of Rhizobium leguminosarum. J. Gen. Microbiol. 120:
413-420.

4. Catteau, M., H. Khanaka, M. D. Legrand, and J. Guillaume.
1984. Contribution to the study of Rhizobium and Agrobacte-
rinm genus: numerical taxonomy, p. 330. In C. Veeger and
W. E. Newton (ed.), Advances in nitrogen fixation research.
Martinus Nijhoff/Dr. W. Junk Publishers, The Hague, The
Netherlands

5. Djordjevic, M. A., W. Zurkowski, J. Shine, and B. G. Rolfe.
1983. Sym plasmid transfer to various symbiotic mutants of
Rhizobium trifolii, R. leguminosarum, and R. meliloti. J. Bac-
teriol. 156:1035-1045.

6. Eckhardt, T. 1978. A rapid method for the identification of
plasmid desoxyribonucleic acid in bacteria. Plasmid 1:584—
588.

7. Fahraeus, G. 1957. The infection of clover root hairs by nodule
bacteria studied by a single glass slide technique. J. Gen.
Microbiol. 16:374-381.

8. Hooykaas, P. J. J., F. G. M. Snijdewint, and R. A. Schilperocort.
1982. Identification of the Sym plasmid of Rhizobium legumino-
sarum strain 1001 and its transfer to and expression in other
rhizobia and Agrobacterium tumefaciens. Plasmid 8:73-82.

9. Hooykaas, P. J. J., A. A. N. van Brussel, H. den Dulk-Ras,
G. M. S. van Slogteren, and R. A. Schilperoort. 1981. Sym
plasmid of Rhizobium trifolii expressed in different rhizobial
species and Agrobacterium tumefaciens. Nature (London)
291:351-353.

10. Johnston, A. W. B., J. L. Beynon, A. U. Buchanan-Wollaston,
S. M. Setchell, P. R. Hirsch, and J. E. Beringer. 1978. High
frequency transfer of nodulating ability between strains and

species of Rhizobium. Nature (London) 276:634-636.

11. Kondorosi, A., E. Kondorosi, C. E. Pankhurst, W. J. Broughton,
and Z. Banfalvi. 1982. Mobilization of a Rhizobium meliloti
megaplasmid carrying nodulation and nitrogen fixation genes
into other rhizobia and Agrobacterium. Mol. Gen. Genet. 188:
433439,

12. Martinez, E., R. Palacios, and F. Sanchez. 1987. Nitrogen fixing
nodules induced by Agrobacterium harboring Rhizobium pha-
seoli plasmids. J. Bacteriol. 169:2828-2834.

13. Martinez, E., M. A. Pardo, R. Palacios, and M. A. Cevallos.
1985. Reiteration of nitrogen fixation gene sequences and spec-
ificity of Rhizobium in nodulation and nitrogen fixation in
Phaseolus vulgaris. J. Gen. Microbiol. 131:1779-1786.

14. Palacios, R., M. Flores, S. Brom, E. Martinez, V. Gonzalez, S.
Frenk, C. Quinto, M. A. Cevallos, L. Segovia, D. Romero, A.
Garciarrubio, D. Pinero, and G. Davila. 1987. Organization of
the Rhizobium phaseoli genome, p 151-156. In D. P. Verma and
N. Brisson (ed.), Molecular genetics of plant-microbe interac-
tions. Martinus Nijhoff Publishers, Montreal.

15. Quinto, C., H. de la Vega, M. Flores, L. Fernandez, T. Ballado,
G. Soberon, and R. Palacios. 1982. Reiteration of nitrogen
fixation gene sequences in Rhizobium phaseoli. Nature (Lon-
don) 229:724-726.

16. Roberts, G., W. T. Leps, L. E. Silver, and W. J. Brill. 1980. Use
of two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis to iden-
tify and classify Rhizobiwm strains. Appl. Environ. Microbiol.

"~




Vou. 54, 1988

17.

18,

19.

39:414-422.

Rosenberg, C., and T. Hughet. 1984. The pATCS58 plasmid of
Agrobacterium tumefaciens is not essential for tumor induction.
Mol. Gen. Genet. 196:533-536.

Simon, R. 1984. High frequency mobilization of gram-negative
bacterial replicons by the in vitro constructed TnS-mob trans-
poson. Mol. Gen. Genet. 196:413-420.

Truchet, G., C. Resenberg, J. Vasse, J. S. Julliot, S. Camut, and

20.

NOTES 1283

J. Denarie. 1984. Transfer of Rhizobium meliloti pSym genes
into Agrobacterium tumefaciens: host specific nodulation by
atypical infection. J. Bacteriol. 157:134-142.

Van Brussel, A. A. N., T. Tak, A. Wetselaar, E. Pees, and C. A.
Wijffelman. 1982. Small leguminosae as test plants for nodula-
tion of Rhizobium leguminosarum and other rhizobia and agro-
bacteria harbouring a leguminosaruin Sym plasmid. Plant Sci.
Lett. 27:317-325.



2.~ Comparacién estructural de pliéeEmidos simbidticos.

El cdésmido pSMI21,  aizlado por 0. Buinto vy Cal=z. {13835) ,
contiense wuna de las regicores nif v los genes nod comnunes del
pladsmido zimbidtico de la cepa CFN4Z., Ezte clEmido complemsnta
para nodulacidn a una derivada de la CFN 42 gque carece  del

plaszmidoe  Sim. La regidn nod-nif de loz pldsmidos Sim de alaunas

de las cepas de Rhizobium se compararon por su patrdn de

hibridi idrm al céeEmido ESM391. En la Fig. 1A ze pusde observar
que laz 2 cepas tipo I (CFN4Z vy CFNZEDS) presentan un patrdn de

hibridizacidn idéntico, =zalvo por 1 banda que no aparece &0 1a
capa CFNZE25, mientrasz gue las 2 cepas tipo II prezentan un patrdn
zimilar entre =llasz, petra el munero de bandaz homdlogaz &l pSH
31 ez mucho menor gue en el DNA de laz cepaz tipo I

Otraz regiones de los 2 tipozs de plasmidos zimbidticos ==
compatraror por =4 patrdrn de hibridizacidrn corn plasmidos recom-
Birmantesz  gque  llevan clonadozs fraamentoz de DNA de la cepa CFN4Z
(Flarez et.al., 13237). Eri 1la Fig. 1B z2 musstra =21 patrdn de
hibridizacidn de laz distintaz cepas con 2l pliasmido pMFL101, la

iterada en &1

i

zecuencia clamada =n ezte pldEmido =& encusntra v

INA de Rhizcobium, =tando  algunaz copiazs en 21 plasmido Sim oy
obraz en Cronosoma. Se pusdse cheervar gque lazs 2 cepaz tipo I

contienar variaz coplias de ezta secuencia, misntras que en unas de
laz cepaz tipc 11, Mo 2& ve miinadna banda de homologia v oen 1a
obra =& ven 2 bandazs  tenwezsz gque esztarian localizadaz en =l

Cromosomas ademas hay una banda que prezenta homologla con =21 [INA

)
=



de la cepa de Agrobacterium. lo que ze pusde chzervar tanto en el

DNA de las tramscorjudantes como en el carril donde =2 encuentra
=1 DNA de la GMIZFOZZ. Eri la Fiag. 1C =z mueztra 21 patrdn de

Mibridizacidrn de todazs laz cepasz con 21 plazmido pMF4, g 1 leva

clonada wna zecushcia dnica Jdel plasmido zimbidtico de 1 ceps

CFN42. Er la cepa CFNZ2D ezta zecusncia tambidérn =ze encusntras
prezemnte ern Copla WURLC&, aurnaue localizada e un fraamento de

otro Lamarfc. No ze ocbzerva tiinguna banda de hibridizacidn con

Erm la Fig. 2 =ze musstra la hibridizacidn del ohsmido oMol
corn DNA de cepaz de Rhizobium aizladaz de nddulos de leguminoczas

lada

ul
il

diferentez al frijol. Se pusds obszsrvar gue laz cepaz al
de Dalea leporina (CFN2Z4%) v Clitoria ternantss (CFN400) nusstran
zolamente una barnda de homologiz, mientras qus laz cepss CFN 401

(aizlada de Pachirhysus erozus) vy USLA1F1 (Rhizobium fredii)

mueztran wun nivel intermedic de homologla com la regice nod-nif
del plés=mido zimbidtico tipo I.

Eztoz datos ze encuentrae rezumidos en la Tabla 1. v rmos
musstrarn gua sesztructuralmente podemncs encontrar,  por 1o menos 4

tipos de plézmidozs Sim:

EY los de tipo I, que =zom muy FRomndlogos entre =1
k) los de tipo II, que zom muy poco Romdlogos 2 loz de tipo I
&) de cepazs aizladaz de mdduloz de otraz legumincsEss, qQue =05

muy poco homdlogoz a laos tipo I

o) de cepas alszladaz de nddulos de otraz legumincsaz., que pre-
zentarn una homologla intermedia al plasmids Sim tipo 1.



DISCUSION

Erv este trabajo == prezenta =1 aiszlamiernto v la -~ -

|

caracterizacidén de trarzconjugantesz de Agrobacterium Que  1llevan

n
(v 8
i

diferentez plazmidoz zimbidticoz de cerpaz de Rhizobium capacse

ot

nodular Phaszeolus vulgaris. Fara obtener estas transconjugantes,

U]
}
i

utilizamoz a la planta como instrumento para zelecciconar & la
celulazs que zon capaces de irnducir nodulacide., de entre todo =1

rezto de la poblacidn de transconjusantes.

Laz tranzconjugantes de Agrobacterium derivadaz de laz cepas
CFN42,  CFN2ES, CFN24%, CFN400 vy CFN401 contenian =olamente un

Fla=zmidao. Alaunas de laz transconjusantes derivadazs de la cepa

mn

CIATE9Y contenlan otro plazmido ademidz del simbidtico. Todaz la

tranzsconjugantez de  la cepa CFNZ2P9  contenlan obtroe plasmido

del zimbidtico. Laz prorpiedadesz zimbidticas de la cepa

-
i

e

o

FNZ2" hian =ido analizadas previamentse (Martirnez et.al. . 1987 s

al seleccionar tranzconjugantez de Agrcbacterium = bransferen-

Cl1aE sucesivas por planta. se obzervd =1 mizmoe ferdmerno de heren-
cla ligada de algurnoz plazmidos. En ezperimentozs llevadoz a cabo
recientenante an el laboratoric, hemoz encontrado gque en 2 cepas

diferentez, 1 de tipo I v Z de tipo IX, Fray wur plazmids

auto-tranzfiers a una alta frecuencia (10~ 10-=) (Al COMpar ar
laz frecuernciaz de trans=ferencia de los diferentes pliésmidoz Sim
marcados con TrnS. en presenclia y en auzencla de zus  respectilvos

plazsmidos auto-tranzferikblez, encontramcos  que estoz pléAzmidos



auto-tramzferibles funcionan como  Yayudadorez" para la  trans-

feraermcia de los pladz=midos zimbidticos rezpectivos, va que aumen-

stoz entre 10 v 1000

)
in

i

tan la frecusncia de tranzferencia de

Tambidn =zabemoz que, por 1o mencs en una de eztas cepaz ex-
1ztern alaunas se:ugncias komdloazz: entre 21 plizmido =imbidtico v
=]l plasmido auto-tranz=ferible. ha pozibilidad para sxplicar =1
efecto “ayudador" del pliaszmido auto-tranz=ferible == que las
zsecuenciaz  homdlogaz entre los 2 plidzmidos permitan gque se forme
un colintegarado el cual ze transfiera a alta frecusrncia v 28 re-

zsuelva en la receptora. Una prediccidn guse sur

1]
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ot
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1

lidad ==z gue 21 efecto "ayudador" debla zer eszspecifico pars el

plazmido zimbidtice v no para ctroz plaécsmidoz prezentez en lazs

cepas de Rhizobium, a mercs gue tambilén comparbisran secusncias
o el plazmido auto-tranzferible., Seria interezante también

averiguar =1 =1 plazmido avto-trannsferible de wuna cepa d

i

Rhizobiun pusde "ayudar" a tramzferir loz plazmidos zimbidticos
de otraz cepaz o =coclamente tiene un efecto sobre 21 plizsmido Sim
de =u cepa original. o ltime, me auztarls zaber gQue tan
genetral ==z la prezencia de urn plas=mido de eszte Ltipo en laz diver -
zaz cepas de Rhizcobium v =1 tienen algdn papel en la selaeccidn o
=l manmtenimients de laz cepazs en la naturaleza.

El analiziz de la capacidad de rnodulaciden de las  transcon-

Jjugantes de Agrobacterium, mosztrd que  en  todoz los casos se

conzaervd 21 ranaco  de  hugspedes, indicarndos gue =1 plédszsmido

zimbidtico comtiense la informacids gerdtica recezaria para la

1
i



espaecificidad

de modulacide.

Fz inmtarezante guese 2] ernzayo de reduccidrn de acetilenco  de=
piadulos formadoz  por laz dilferentes transconijugsntes mosted gues
loz plismidos =imbidticoz d= las cepas CFNZ9% Y CIATEIY
correzspondientez a 1o gue hemos  llamado Rhizobkiwmnm tiepc IX
conferian a la oepa de Agrobacterium una capacidad sianificativa
de reduccidn de  acetileno. Ezto e podria deber s gqus el

plazmido Sim de tipo I
Fporgus 1laeve mayor cantil

requerida para la fijaci

] to an

i
1
in
in

= =

d

ot
(n}
—

i

= “istersia

1

plasmids  Sim,

o o i QErEs mivolucrado

1r

Farticipa en =zte

Otra posibilidad

alauna  informacidn

pladsmidoz Sim tipo I

eztabilidad del ©

Freviamnsnte

de fijacidrn de

1rcubarn &

ricacha l a1 de
reduccidn
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ath . &

(Murpky

qQuer &l cromozoms de Agroba Fium ternas

o

a 4gue  "complemnespta" melor los

tipo I, wurma dltima altermativa

=

2 ktipos de pléazmidos zes la mizma, =TT

ipo I s=ea mucho gque la del tipo I

mayaoar

para la cepa CFNZ99 comcusrdam  ocon los

por Martinez et.zl.. {192 7) . Ezta

[ o Sl =0 ohzarva solamente  cusdo

-
=

280, poragus cusndo

zigrnificativamerts
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Loz mddulos formados por tramzconjugantes de las cepa §=Tu]

I (CFN4Z2 v CFNZES) moztraron una actividad de reduccidn  de T
tileno apenas detectable. Loz mdduloz formados por las tranzcon-
jugantes de laz cepasz CFNZ4%, CFN400, CFN401 v USDALZI (ori~
ginalmente aislado; de ctraz leguminozaz) no mostraron actividad
de reduccidn de acetilerno, a peszar de quse laz cepaz  CFNZ4%Y v
CFN401  forman rmddulos  fijadorez de nitrdagerno en FPhasecolus
vulgari=.

La comparacidn eztructural de alaunazs reqicones de loz - -

plazmidos zimbidticos de cepazs tipo I moztrd gue khay urma aran -

m

Fromologla entre 2llas.
lLas diferenciaz en patronsesz de hibridizeacidn que e vern

entre las cepas de Rhizcbium v laz tramsconjugsantes =e deben a

ul

Aue algunas de las bandaz == encusestran localizadas en 21
cramosoma o 2n plasmnidos diferentes a2l Sim,  Eor 1o guse aparscen
2n las hibridizaciones del DNA de la cepa de Ehizobium v no el
[NA de la transcornjugante que =claments conbtiens el pliazmido Sim.
Se ha determinado la localizacidn planidica y/o cromosomal de al -
quRas sSecusncias reiteradas del asnoma de una cepa de Rhizobium.

2n experimnentos de hibridizacids de DNA de la transconjulantes

mn

que  contisnen cada  wurno de los diferentez plidzmidos de urna capa

1

con detectores de las secusnciaz reiteradsz (Florez et.al., 1937,
M. Girard, datos mno publicados).
Ern experimetroz realizadoz en el laboratoric, =a bz

denostrado gue en =21 DNA de Rhizobium ocurren rearrealoz a alts



frecusrsla, bajc condicionss de  laboratoric (Flores, st.zl..,

plazmidos

i
0]

1923, Ezte fardmeno mo s irncremsnta al transferic 1

Sim & Agrocbacterium. yva que hemoz vizto gque al re-tranzferir un

pliz=mido Sim, a partir de la transconjusante de Agrobachterium. &

la cepa original de Rhizobium (curada de zu plazsmido Sim), =l

1

Rhizobium reszultante ez indistirguible de la cepa =ilvestr 1
cuarto & capacidad de modulacidn y de fijacidnm de nitrdasno
(datos no presentados) .

Do cepas de R. phasecli tipoc II analizadazs muestran pocaszs
zorazs de homoclogola con diversas regiores de uwun plasEmido
zimbidtico tipo I, aurigue =1 patrdin de bandazs 2z similar entre
laz & cepasz tipo II analizadaz. En experimentos de hibridizacidn
e condiciones laxas, ze ha viszto que aumstta muckho =21 midmero de
secusncias  que hibridizan entre los plizmidoez Sim tipo I vy bipao
II (M. Flores v R. Palacios, datosz mo publicadoz). Ezto nos pusds
indicar que loz doz tipos de plasmidozs tiermsn umn origen Comilib.
pera han divergildo & travezs del tiempo.

Ertre la de nddulos de otras legumincozas, =
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encantramcs tipo=s: aquellas que presentan may  poca - -

haomoloala con la reqgidn nod-nif del plasmido simbidtico tipo I
({CFNz4'7, CFN4Q0) vy aquellas gque presentan una homologla  inber-

media (CFN 401, USDALIZ1). En loz doz tipos, clazificadoz en - -~

cuanto a comparacicrn estructural, e asrcushtrarn cepaz  que =S0n

1]

aFpace de nodular efectiva (CFNZ49, CFN401) o inefectivamsnts

1

(CFN400, USPA 191) a Fhaseolus vulaariz. Seria interezarnte hacer

LA

también wuna comparacidin estructural de los plismidoz de estas

k2
i



cepas et condiciones madE lazas, para tratar de determinar =i el
arigen de estos pldzsmidoz Sim también ez el mis=mo que el de los

Sim tipo I y II ailades de ndduloz de F. vulgaris v May &

1]
-

correlacidn entre =21 origen de los plazmidoz v 2w efectividad en

Fhazeolus vdlgaris.

Loz plazmidoz simbidticos de cepas que nodulan F. vulgaris
difieren en namnero de coplaz de genez nif v oen ramac de hutspedes

para nodulacidn (Martinez et.al.. 1785). Loz datoz prezentadocz -

e este trabajo muestran que los plasmidos difieren tambisn en
Fiomoloagia v localizacider de diverzaz secusncias analizadaz v e

la capacidad funciormal gque conmfierern a2 tbransconjuldantes de - -

Agrobacterium que los porten.

Entre laz cepas aisladas origainalmente de mddulosz de P vigl

garisz encontranos 2 tipo=E. Cepaz o plasmidoz tipo I tisnen
geries nlf relteradoz, rarnac estrecho de hodulacidn, confieren una
actividad apenaz detectable de fijacidsn de f;itedags;s & laz

tranzcornjuglantes
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ucturalmente parecidas entre

Cepaz com pla

0}

nidas tipco II tiernen una coplia Ynica de

0
®
il
0
=
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amplio rargo de nmodulacidn vy confisren uma  achtividad

o}
s
A

|

mificativa de fijacidn de nitrdgeno a la transcornjudants

0]
Jﬂ

ademaz de zer estructuralmente poco bhomndlogos a los plasmidos

zimbidticoz tipo I. Loz pliazmidoz =imbidticos de cepas alzladas
de otraz  leguminczaz difisren entre elloz en su capacidad de
modulacideys efectiva de F. vulgaris, =e semejan & los de cepas de

tipo II en cuanto a que tisnen una copla utnica de genes nif, perc

difieren en el hecho de gue zuz transconjugantes de Aarocbacter i




o ol capaces de fijar nitrdgenc. Eztructuralmente &zte no =
pusde considerar un grupo bz & s, ya |ue alaurnas cepaz =
parscer mias & las tipo I que atras.

Er concluzidn, estozs datoz indicarn que 1o 38nes RECcesarlosm
para =1 aztablecimientc de urna zimbicsis efectiva con Fhasecolus

vulgarizs =e pusden encontrar en diferentes tipoz de pliacsmidos, &}

=U VeI, eztozs pliszmidos estian contenidoz en cepaz de una aran
diverzidad gendética cromosomal (. Fiferc et.al.. 1988 en
Frenzal . Serd interssante analizar =i los diferentes tipos de
plaz=midoz =imbidticozs =e complementan funcionalmente o alalir
tipo ezpecial de cromozoma (y/o de octroz plazmidoz) Fara Sl

presarze &ptimamente o 1 zon funciornalmente "promizcucs".

Recientemsnte =z ha llevado a cabo un mapec fizico del

plazmido Sim de la cepa tipo I CFN4Z (M, Girard v Cal., =18
preparacidn) . Fara correlacionar =1 mapecs estructural con oun -
analiziz furncicrnal de este pla=mido sinmbidtico, Femnos iniciado ws
exparimento de mutagenssis del plasmido Sim & traves del ais-
lamiento de miltiples inserciones del transposdn ThS. Hazta -
ahora hemos identificado 25 cepas que preszentan alain ferotipo -
simbidtico de 270 inserciones obtenidaz. Estamoz en 21 procesc -

de localizar lazs insercicones en =1 mapa flzico del plasmido -

n

zimbidtico. Lo

n

rezultados mos permitivdr determinar Sue ZoRas
del plésmido simbidtico eztérm involucradaz en el procesco de sim-

bicziz.
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TABLA 1

Nodulacidn Fijacidén de Homologia(d
- Nitrégeno en
P. vulgaris L. leucocephala P. vulgaris

Cepa Aislada de: gl@) o) R i R T psM91®)  purio1 our (&)
CFN42 P. vulgaris + + - - + ¥ +HHt 4+ +HH+
CFN285 P. vulgaris + + - - + ¥ 4+t +Htt +Ht
CFN299 P. vulgaris * + + + + t + + 2
CIAT899  P. vulgaris + + + + + + + - -
CFN249 Dalea leEorina + S + + + - + ND ND
CFN400 Clitoria ternantea + + + + - - + ND ND
CFN401 Pachyrhizus erosus + + - - + - ++ ND ND
USDA191 Glycine max + + + - - - ++ ND ND

a) Cepa de Rhizobium
b) Transconjugante de Agrobacterium con pSim correspondiente

c) Determinada como reduccidn de acetileno: + (nivel alto), + (10-20%
- (no detectable)

Hibridizaciones realizadas en condiciones de alta severidad: ++++:
+++:
++3

d

j2

+:

ND:
e) Regién nod-nif de pSim de CFN42 (Quinto et.al., 1985)
f) Secuencia reiterada de pSim de CFN42 (Flores et.al.,1987)
g) Secuencia finica de pSim de CFN42 (Flores et.al., 1987)
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del Rhizobium respectivo), + (apenas detectable),

bandas similares en cantidad e intensidad

bandas con igual intensidad, diferente localizacidn
gran intensidad, diferente localizacidn, menor
nfimero de bandas
pocas bandas de baja intensidad

: no hay hibridizacidn

no determinado
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FIGURA 1
Hibridizacidén en condiciones de alta sastringencia (Fleres

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

tivas transconjugantes de Agrobacterium. Carriles:
1:GMI9023/pCFN42d, 2:CFN?2, 3:GMI/pCFN285b, 4:CFNZ85,

SEGM19023/pCFN299§.2. 6:CFN299, 7:GMI9023/pCIAT899b, 8:CIAT899,
9:GMI9023. Detectores; 1A:cos991 (Quinto et.al.,1985), 1B:pMF101

1C: pMF4 (Flores et.al., 1987). Los DNAs se digirieron con la en-

zima de restriccién EcoR1.
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FIGURA 2
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