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I.- RESBUMEN

Rhizobium leguminosayum bv. phaseoli se ha
clasificado en dos tipos de cepas: las tipo I que presentan entre
otras caracteristicas, espectro estrecho de hospedero (sélo
nodula frijol) y las tipo II que tienen la capacidad de nodular
un amplio espectro de hospederos, ya que ademas de nodular frijol
(Paseglus vulgaris), nodula huaje (lLeucaena esculenta y Leucaena
leucocephala) y siratro (Macroptilium atroporpureum). En este
trabajo se identificé y caracterizé un fragmento de DNA de la
cepa CIAT 899 perteneciente al tipo II el cual al ser introducido
en la cepa CE-3 (tipo I), le proporciona la capacidad de nodular
Leucaepa y Macroptilium. Este segmento de 6.5 Kb. pertenece al
plasmido simbiético (pSym) de la cepa CIAT 899 y.porta los
posibles genes pod ABC y nod D. Una mutacién en este fragmento,
por insercioén del transposon mini Mu lac provoca la pérdida del

fenotipo de nodulacién en Leucaena de la cepa CE-3.



II.~- INTRODUCCION

Dentro de la familia Rhizobiaceae, existen cuatro
géneros de bacterias que interaccionan con plantas, estos son:
Rhizobijum, Bradyrhizobjum, Phylobacterium, y Adrobacterium. Las
especies de Rhizobium se han clasificado en tres grupos: Grupo 1
que contiene tres especies, Rhizobium meliloti, Rhizobium fredii,
y Rhizobium lequminosarum con tres biovares: trifoli, viciae,y
phaseoli, éste ultimo con dos tipos de cepas: tipo I con los
genes de la nitrogenasé reiterados y estrecho espectro de
hospedero,y tipo II con los genes de la nitrogenasa no reiterados
y amplio espectro de hospedero. Grupo 2 que contiene a Rhjzobjum
loti. Grupo 3 que contiene a especies de Bradyrhizobium, y
"Rhizobia Galega" (44).

Rhizobium es una bacteria del suelo capaz de
vivir libremente y de establecer una simbiosis mas o menos
especifica con algunas plantas leguminosas, por lo que se les
asigné un nombre de especie de acuerdo a la planta que infec-
taban. Sin embargo, existen algunos casos donde la especificidad
de infeccién, no es estricta, ya que no todas infectan y nodulan
una sola especie de planta (20).

7 La interaccion natural entre.las bacterias .del
género Rhizobium y las plantas leqguminosas, culmina en la mayoria
de los casos, en la formacidn de nédulos, donde ocurre 1la
fijacidn biolégicé del nitrdgeno atmosférico, que es convertido a
amonio, el cual es asimilado por la planta (72). Al ponerse en
contacto Rhizobium con la planta leguminosa, la bacteria

coloniza rapidamente'grah parte de la raiz (26), pero solo al-




gunas raicillas son susceptibles de infeccién por tiempos muy
cortos (9). Al emerger los pelos radiculares, provocan que 1la
raiz secrete compuestos (fiavonas,etc.) capaces de activar genes
bacterianos, y como respuesta, la bacteria excreta compuestos
capaces de causar deformaéiones muy pronunciadas en los pelos
radiculares (8). En otros casos, estos compuestos provocan
fendmenos internos en la planta, como la divisién celular del
cortex de la raiz (6). La unién de las bacterias a las células de
los pelos radiculares, en algunos casos es mediada por lectinas
de origen vegetal (19); despues del reconocimiento, la pared del
pelo es degradado por las bacterias (55), y el nucleo de 1la
célula vegetal, se desplaza hacia el lugar de la infeccidn, (se
desconoce el motivo) (18). Posteriormente, se forma el hilo de
infeccidén por acumulacion de algunos compuestos, dque son. apor-
tados por la planta (34), las bacterias se dividen en éste hilo
de infeccidn, el cual empieza a penetrar las capas celulares, al
pasar por la corteza externa, induce a distancia, una nueva
divisién meristematica de la corteza interna (10), gquedando al-
gunas células poliploides, y es entonces, cuando la planta libera
factores sistémicos, que impiden la formacidn de noédulos en ex-
ceso (52). El avance del hilo, se detiene al encuentx:o con una
célula vegetal poliploide, liberando en ésta su contenido de
bacteroides; éstos carecen de pared, pero estan envuelto‘s por la
membrana peribacteroidal, de origen vegetal (56). En este estado
de bacteréide son capaces de fijar nitrégeno. Durante 1la
diferenciacién del tejido vegetal, para concluir la formacidn del

nédulo, se inducen de manera importante algunas proteinas



especificas de este estadio, que se les ha denominado nodulinas
(37,11,35,17), éstas se han clasificado en: tempranas y tardias.
Las tempranas se inducen antes de la fijacién de nitrbgeno, in-
cluso antes de la infeccidén (en algunos casos). Las tardias
aparecen concomitantemente con 1la fijacién de nitrdgeno. Se han
descrito un numero aproximado de veinte, sin embargo muy pocas
se han caracterizado, entre las mias estudiadas se encuentran, la
leghemoglobina como una de las proteinas mayoritarias(70), el
' péptido gama de la glutamino sintetasa (36), la uricasa II,
(7,59) y de las mads recientemente descritas, la sacarosa sin-
tetasa (68) y la familia N30 (17). La morfologia de los ndédulos
varia de acuerdo a la posicidén que guarda el meristemo con
respecto al tejido, asi tenemos nédulos esféricos con
crecimiento radial cuando el meristemo es central, y ndédulos
cilindricos con crecimiento apical cuando el meristemo es distal
al tejido (47), los ejemplos son: para elprimer caso Rhizobjum
lequminosarum bv. phaseoli - Phaseolus vulgaris, y para el
segundo caso Rhigzobium lggi - Leucaena leucocephala (49).
Rhizobjum leguminosarum bv. phaseolj se ha
clasificado en dos tipos de cepas, una es R,1l.bv.phaseolj tipo I:;
que tiene reiterados los genes de la nitrogenasa (pif) (S3), y
nodula efectivamente solo Phaseolus vulgaris; entre estas cepas
se encuentran:CFN-42, CFN-285 (15). La otra es R,l.bv.phaseolij
tipo II la cual no tiene reiteraciones de los genes pif, pero si
presenta un amplio espectrd de hospedero, nodulando efectivamente
Phaseolus vulgaris, Leucaena leycocephala y Macroptilium atropor-
pureum. En este grupo se encuentran las cepas: CFN-299 y CIAT



899 (43). La ultima presenta dos plasmidos:pA y pB, y se sabe que
que el pB (de mayor peso molecular) es el plasmido symbidtico
(pSym.) (15).

En la mayoria de los Rhizobia se ha demostrado
ampliamente que los genes involucrados en el desarrollo del
nédulo se encuentran localizados en el plasmido simbidtico (Sym)
de las diferentes especies:R.meljloti (41,33), R.l.bv.viciae
(21), R.l.bv.trifolii (60), R.l.bv.phaseelj (50), R.cowpea (16),
¥y Rhizobium spp MPIK 3030 (2). En R.meliloti y R.legquminosarum
bvs. trifolii, viceae y phaseoli el proceso de nodulacién ha sido
ampliamente estudiado; los genes de nodulacién estan cerca de los
genes "pnif" (40). En los bvs. trifolii vy viceae, se encuentran en
una sola regién, sin embargo en el bv. phaseoli tipo I, los genes
de nodulacién estan reunidos en dos grupos, en el primero los
genes nod P C B , ¥ en el segundo, separado por una distancia de
aproximadamente 20 Kbs., se encuentra pnod A (M.Vazgquez y C.Quinto
comunicacién personal), mientras gque los dgenes comunes de
nodulacién de la cepa tipo II, se encuentran en un sdélo grupo,
ahadiendo una diferencia entre los Rhizobium leguminosarunm
bv.phaseoli tipos I y II (ver manuscrito anexo, en prensa en
Mol.Microbiol.). .

’ Algunas especies de Rhjizobjum nodulan més de un
hospedero, regularmente cercanos filogenéticamente a la familia,
p.ej. R.lotj nodula efectivamente Lotus pedunculatus (71), y al-
gunas cepas nodulan Leucaena esculenta (51). En otros casos,
Rhizobjum spp cepa NGR 234, aparentemente similar a la cepa MPIK
5030, nodula efectivamente Vigna ungjiculata, Glycine ussurien-—



sis, Macroptilium atroporpureum y  Leucaena leucocephala entre
otros (4), al igual gue Rhizobium spp MPIK 3030.

Los genes de nodulacién hospedero especificos han
sido definidos por dos criterios:
a.-como aquellos genes gue necesitan ser introducidos en alqgun
Rhizobjum para ampliar el espectro de hospedero, ademds de las
“plantas, noduladas por la bacteria donadora.
b.=por mutantes defectuosas en nodulacién gue han alterado 1los
fenotipos de espectro de hbspedero, pero los cuales no pueden ser
complementados por la introduccidén de genes correspondientes de

otras especies de Rhigzobjum.

Los genes de especificidad se han empezado a describir
en algunos Rhizobia.

En R.me)iloti se ha reportado que los genes esen-
ciales, responsables de los pasos tempranos de nodulacién, son
los genes nod comunes A,B,C ¥y 21'2 y 3° Mutaciones en éstos,
pueden ser complementadbs por plasmidos simbidticos de otras
especies de Rhizobjum . Otros genes se han descrito, Yy
posiblemente esten involucrados en nodulacidén hospedero
- especifica (hsn) (33), actualmente, se conoce que los genes pod
H, pod P y pod Q son de especificidad de hospedero, ya que sus
productos (seflales), estan involucrados en la modificacioén de los
productos de los genes pod comunes. Usando cepas mutantes
sobreproductoras de éstas sefiales, se ha logrado purificar la
seflal especifica para alfalfa, que es un tetrasacarido D-
glucosamina B-1,4-sulfatado con una Mr.=1,102 D (38).

En R.l.bv.trifolii, los genes de especificidag,



nod F,E,L:M,N y una fase abierta de lectura (pod P), esﬁan con-
tenidos en un fragmento Qind IIT de 14 Kb., nod P es el que
determina la naturaleza de la leguminosa que puede ser infectada,
nod L permite el encurvamiento del pelo radicular y en
combinacién con nod FEP 6 nod MN confiere una baja capacidad de
nodular trébol blanco y subterraneum, de donde se deduce, que nod
L, es requerido para la nodulacidén de trébol; nod FEP y nod MN
juntos, aumentan la nodulacién de tales hospederos. Se predice
que los genes hsn, juegan un papel activo en el encendido de la
respuesta de defensa de la‘planta (32). E1 gen nod D 6 los nod
FEL del bv. trifolii incrementan significativamente la nodulacién
de Trifoljum subterraneum cuando son introducidos a
R.1l.bv.viceae, concluyendo que la especificidad por el hospedero,
esta codificada por varios y diferentes genes nod.

En R.l.bv.viciae ademas de los genes esenciales de
nodulacién, se encuentra una region adicional necesaria para
nodular trebol blanco y otra que influye en la eficiencia de
nodulacién; el gen pod D esta reiterado y su funcién es similar a
la de los genes hsn (65). Se han caracterizado los genes de
nodulacién, y los de especificidad del hospedero, que son pod
L.M,N, con sus productos génicos dé aproximadamente, 20 000, 65
000, y 18 000 D. respectivamente, la transcripciodn de éstos genes
se induce por compuestos flavonoides y la induccién depende del
gen nod D, los genes nod M,N se encuentran en el mismo operdn, y
ned L en el operdn de los genes pod F,E. Por homologia, estos, se
han encontrado en R.l.bv.trifolij, pero no en R.meliloti ni en
B.japonicum, una mutacion en pod L reduce fuertemente la



nodulacién, no asi en nod M y nod N donde el efecto es ligero
(66). De los genes descritos, nod E juega un papel clave (pero no
esencial), ya que con genes adicionales como nod F,pnod FL, 6 nod
FLM es capaz de incrementar consecuentemente la nodulacién
hospedero especifica (65). Se ha descrito un nuevo gene, nod T:
una insercién en nod T provoca el retardamiento de la nodulacién
en Trifoljum subterraneum pero no asi en Vigna sativa (28), por
secuencia se sabe que nod T estd conservado en otros biovares de
Rhizobium legquminosarum. El producto de pod T, es una proteina
tipica de membrana externa, ademas la unidad de transcripcién del
gen nod T es inducible por flavonoides (hesperina) y no pertenece
al operdén ABCIJ (67).

Otro gen de nodulacion, recientemente reportado es
el gen pod 0. El producto de este gen es una proteina exportada,
por un mecanismo que no involucra el grupo amino terminal y
ademas, tiene semejanza con otras proteinas, como son:
ciclolisina, leucotoxina, hemolisina y algunas proteasas. Esta
proteina puede unir ca?* por lo que se propone, que puede inter-
accionar con células de raiz de la planta por una via dependiente
de Ca2+, que ocurrirda en el estado temprano del reconocimiento.
Ademds tampoco pertenece al operén nod ABCIJ. (23).

En Rhizobjum spp cepa NGR 234, tambien se han
clonado los genes de especificidad paré siratro, estos se en-
cuentran flanqueando un gen semejante (por hibridacién) a nod D,
que al parecer no ejerce efecto de control sobre los genes de
especificidad que lo rodéan, estos genes, se encuentran en DNA

plasmidico (5), que porta la informacién para nodular no solo



siratro, sino ademas otraslleguminosas como: Vigna u iculata,
Glycine ussuriensis y Leucaena leucocephala. Recientemente, se ha
reportado que una mutacidn sobre el gen funcional pod bl, logra
disminuir el espectro de hospedero, y detener el efecto de
activacién sobre otros genes, ensayos de expresidén con fusiones
Lac, demuestran que ademas‘del gen pod Dy, existen otros loci que
son expresados constitutivamente, no existiendo evidencia de una
autorregulacion del gen pod D;. Sin embargo, ejerde funcidén
regulatoria sobFe el gen ngg 81, (que interviene en el proceso de
nodulacién), en presencia de exudados radiculares de varias plan-
tas, tambien de inductores comerciales, incluyendo compuestos que
antagonizan la induccién de genes nod en otros‘ﬁhizggig (4).

En Rhizobijum spp cepa MPIK 3030, los genes comunes
de nodulacién, se encuentran alejados de los genes "njif".
Mutaciones en la zona de alta homologia con peod C, son incapaces
de nodular plantas de siraéro (2). Los genes de especificidad se
encuentran en un fragmento del plasmido simbiético, que intro-
ducido a R.meliloti (el cual es incapaz de nodular en forma
natural a plantas de siratro), ahéra, con éste fragmento extiende
su espectro de hospedero. Por ensayos de complementacién, se sabe
que los genes nod y hsp mutados de R.meliloti , no pueden ser
complementados, por el fragmento derivado de MPIK 3030 (1). El
ptoducto del gen nod D;, promueve la induccién de otros genes
nod, por su interaccion especifica con compuestos de la planta,
asi R.meliloti (sin sus genes hsp) portando el gen pod D; de MPIK
3030, es capaz de nodular al hospederc ilegitimo siratro. Com-

parando la secuencia de aminodcidos del producto del gen pod Dy,



con el producto del gen nod D de R.meljloti, se encuentra una
diferencia, en la secuencia de la regién -COOH terminal. Ensayos
enzimaticos con bacterias llevando genes quiméricos, de pod D de
R.meliloti / pod D, de MPIK 3030, sugieren que la regidn -COOH
terminal, es responsable de la interaccién con factores de la
planta, y posiblemente en la especificidad de interaccién con

factores de la planta hospedera (30).



III.~OBJETIVO

R.1.bv.phaseoli CIAT 899 es una cepa con amplio
espectro de hospedero, que nodula efectivamente no solo pPhaseolus
vulgaris, sino tambien Leucaena leucocephala (huaje) y Macro-
ptilium atroporpureum (siratro).

El objetivo central de nuestro trabajo fué 'aislat Y
caracterizar la region de DNA de B;l.bv.ghgsegli CIAT 899, capaz
de extender el espectro de hospedero a una cepa de
R.l.bv.phaseoli tipo I, con un espectro restringido de hospedero,
utilizando como receptora la cepa CE-3.

Se establecid una colaboracion con el Dpto. de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Sevilla,
Espafia, que incluye parte de éste trabajo, el cual se encuentra

en prensa, en Molecular Microbiology, y se anexa una copia.



IV.-MATERIAL Y METODOS

Cepas y plasmidos.

En la tabla 1, se encuentran enlistadas‘las cepas

y plasmidos que se utilizaron en este trabajo.
Nedio y condiciones de cultivo,

Las diversas cepas de R.l.bv.phaseoli utilizadas
en éste estudio se crecieron rutinariamente en medio rico PY
(peptona de caseina 5 g., extracto de levadura 3 g., caCl, 0.809
g., agar 15 g. en 1000 ml. de agua). Las cepas de E.coli y
Adrobacterjum fueron crecidas rutinariamente en medio LB. Las
temperaturas de crecimiento fueron de 30°C para Rhizobjum y
Agrobacterjum y de 37°C para E.coli.

Enzimas e isdtopos.

Las endonucleasas de restriccién, ligasa de T4 y
fosfatasa alcalina de intestino de cabra, fueron obtenidas de
Biolabs (U.S.A.) y los isdtopos se obtuvieron de Amersham,Co.
utilizados conforme indicaciones del fabricante.

Transferencia de plismidos por conjugacién.

La libreria gendémica se construydé a partir de DNA
total de la bacteria R.l.bv.phaseoli cepa CIAT 899, parcialmente
digerido con la nucleasa Eco RI. Se cloné en el plasmido pSUP205
el cual lleva los segmentos cos y mob (61), preservandose en
E.coli K 802, El banco gendémico se conjugd individualmente (en
parche) con el plasmido ayudador pNC206, (éste plasmido porta el
segmento méb, por el que,presumiblemente recombina con el

plasmido pSUP205, formando un cointegrado) y posteriormente con



R.1l.bv.phasegli cepa CE-3 (48). Se seleccionaron transcon-
jugantes portadoras del cointegrado (pSUP205::pNC206), por el
criterio de crecimiento en antibiéticos marcadores a 1la
concentracién final seﬁalada en ug/ml.: Tc,10, Km.30, Sm.100 y
Nal.10. Se utilizé el plasmido pNC206 ya que éste es capaz de
replicarse en Rhizobium, a diferencia del plasmido pSUP205, que
no lo hace.
Manipulacidén de DNA.

Se aisld DNA plasmidico y genémico, esencialmente
como lo describe Birnboin y Doly (1979) y Maniatis (1982) (42).

Experimentos de transformacién se realizaron por
el método qgue utiliza el caCl, (42).

Los fragmentos de DNA de ios pldasmidos, asi como
de las digestiones de DNA total, se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1 %, y se transfirieron a
filtros de nylon (Hybbnd N*) por la técnica descrita por Southern
(62) . El1 DNA usado como detector fué marcado radioactivamente
por "Nick translation" (Rigby 1979) 6 por “Multiprime DNA
labelling” (conforme instrucciones del fabricante) . La
hibridacién se realizé envcondiciones relajadas a 42°C, y los
lavados se hicieron: 2X SSC y 0.1 % de SDS a 55°C, y en otros
casos a 4X SSC y 0.1 % de SDS dependiendo de la severidad
requerida en los lavados.

Los fragmentos clonados fueron digeridos con 1la
nucleasa Eco RI, posteriormente se adicioné ligasa de T4. se dejo
la reaccién a temperatura ambiente por 3 Hrs. Con. éste materiél

se transformé a la bacteria E.coli HB101(12).



Ensayos de nodulacién } actividad de nitrogenasa.

Las transconjugantes de R,1l.bv.phaseolj cepa CE-3
pSUP205: :pNC206 fueron inoculadas en grupos de 50 clonas en
raices de [Leucaena leucocephala, para asi seleccionar las que
fueron capaces de inducir la formacién de ndédulos. Las plantas se
crecieron en invernadero 6 en camaras de crecimiento .(26-30°C).
La inoculacién se hizo de la siguiente manera: las bacterias se
crecieron en medio PY por una noche y posteriormente se
centrifugaron y lavaron éon Mgso4' 10 mM. A continuacidén se
resuspendieron en la misma solucién, e inocularon en un volumen
discreto ( 1 ml. de cultivo por planta). Las semillas de
Leucaena leucocephala fueron germinadas como sigue: se lavaron
con agua corriente, se escarificaron con acido sulfuirico con-
centrado por espacio de 5-10 min., se removidé el acido, y se
adiciondé hipoclorito de sodio al 20 % por 20 min., se lavaron con
agua estéril y colocaron en camara humeda a 30°C por tres dias.
Las plantulas se colocaron en tubo con agar Fahraeus (24) 6 en
maceta con vermiculita (sin dejar que las plantas etiolen) e .in-
mediatamente se inocularon. Los tubos son incubados en cadmaras de
cultivo y las maceﬁas en invernadero, aproximadamente 15 dias
despues, aparecieron nédulos maduros. Alternativamente se utilizé
otra manera de escarificar las semillas de Leucaena leucocephala
y Leucaena esculenta : sg lavaron las semillas con agua cor-
riente, se colocaron en agua caliente, aproximadamente a 80°C por
10 min. con agitacién, se colocaron en hipoclorito de sodio al
20 % por 20 min. , se lavaron con agua estéril y se colocaron en

camara humeda a 30°C por tres dias, despues se sembraron en vaso



con vermiculita estéril, inmediatamente se inocularon. A los 12
dias se observé la aparicibn de nédulos maduros.

La actividad de nitrogenasa fué medida por la
reduccién de acetileno a efileno, para lo cual se colocd la raiz
con los nédulos en un frasco pequeiio; se retird 1lml. de aire y se
le adiciond el mismo volumen de acetileno; ésto se incubé 1 hr. a
30°C y se tomaron 0.25 ml.de la mezcla de gases del frasco
midiéndose en un cromatdégrafo de gases. El peso humedo de los '
nédulos fué determinado.

Recuperacién de bacterias de los nddulos.

Los nddulos fueron esterilizados superficialmente
con hipoclorito de sodio al 20 § por espacio de 10 min., a
continuacién se lavaron con agua estéril y trituraron,
adicionandose 100 ul. de caldo de cultivo e inmediatamente se
sembré éste liquido en medio PY (agar) sin antibidticos. Una vez
crecidas las bacterias, se seleccionaron las colonias en el
mismo medio de cultivo con los antibidéticos marcadores,
purificandose las colonias.

Visualizacién del perfil plasmidico.

Para visualizar los plasmidos presentes en la bac-
‘teria R.1l.bv.phaseoli cepa CE-3 Yy transconjugantes; se llevéd
acabo la técnica descrita por Eckhardt (22). '

Mutagénesis del fragmento de 6.5 Kb.

Para mutagenizar al inserto del pJM22, se utilizé
el transposon mini Mu-Lac,’ el cual es facilmente monitoreado por
la produccién de la enzima B-galactosidasa, y se desarrollé el

protocolo descrito por Ratet en 1988 (54).




Pliésmidos
PSUP205
PNC206
pIM2

pJM21
pJIM22
Cepas

o
CIAT 899.
CE-3
M5
AD822
AD4
CFN-2001

GMI9023

GMI9023
(pCIAT899a)

GMI9023
(PCIAT899ab)

E.coli
HB101

TABLA # 1  Cepas bacterianas y plasmidos

atribuciones
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IncPl CbY Knmf.

Inserto de 22Kb del pSym
de CIAT 899 clonado en
pSup 205 TcF cm®.

subclona EcoRI de 16 Kb de
pIM 2 en pSUP205 Tc¥ cmS.

subclona EcoRI de 6. 2 Kb de
pJM 2 en pSUP205 TcF cmS.

silvestre Nod® Fix® en
frijol. RifY NalF.

sm¥ derivada de la cepa
CFN-42 Nod" Fix" en frijol.

defivada de CIAT 899,pSym”
RifF Nalf

derlvada de CIAT 899.pSym™
pA+ RifF Nal

derlvada de CIAT 899. pSym
pA~ Rif? Nalf

CFN-42 psym~ RifY,

RifY curada de los plasmidos
pAt y pTi derivada de la
cepa C58

derivada de GMI9023 mas el
pSym de CIAT 899 Rifl,

derivada de GMI9023 mas pSym
y pA de CIAT 899 RifT.

F~ hsdS hsdM g:g thi gal

lacY rechA™ sm

fuente
Simon et al (1983)

A.Pihler.
este trabajo.

este trabajo.

este trabdjo.

Martinez et al(1985)
Noel et a) (1984)

Bolhool et a)

A.bavalos

(comunic. personal)

A.Davalos

(comunic. personal)

Palacios et al(1983)

Rosenberg et al
(1984)

Brom

et al (1988)

Brom et al (1988)

Boyer et al (1986)
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VI.~ RESULTADOS.

Estandarizacidén de los ensayos de nodulacion.

Se estandarizaron las condiciones de cultivo de
las plantas a utilizar: Leucaena y Macroptjiljum. En la fig.l se
muestra la nodulacioén de las dos cepas silvestres ensayadas:
R.1l.bv.phaseoli CIAT 899, y R_._l.bv.ghgseoli CE-3.

Complementacidn de la cepa CE-3 para nodular lLeucaena y
Macroptilium.

La genoteca de R.l.bv.phaseoli cepa ch'r's99, con~
tenida en aproximadamente 1000 clonas, fué conjuga'da in-
dividualmente (en parche), con el plasmido ayudador pNC 206 con
.un 100% de eficiencia. Esta construcciéon fué conjugada in-
dividualmente (en parche) con M.bv.ghéseoli cepa CE-3. Este
proceso ocurrid con un 35% de eficiencia (por recuperacidén de
clonas crecidas en los antibidéticos marcadores), seleccionando la
formacidn de cointegrados entre los plasmidos pSUP205::pNC206
(DNA pasajero) en la cepa CE-3.

Las 350 tpansconjugantes obtenidas (CE-3
pSUP205: :pNC206) , fueron inoculadas a plantas en 7 grupos de 50
clonas., De estos unicamente cuatro grupos fueron capaces de in-
ducir la formacioén de nédulos en Leucaena. Los grupos fueron
denominados G-1, G-2, G-4 y G-5. En la fig.2, se aprecian los
nédulos formados en Leucaena (a) y Macroptilium (b), por una de
las transconjugantes de cepa CE-3 llevando un cointegrado. De

ésta manera se aislaron clonas, gue confieren la capacidad de

inducir noédulos en Leucaena y Macroptilium a una cepa que era.’in-



capaz de hacerlo (CE-3).

De los ndédulos inducidos por los grupos G-1, G-2,
G-4, G-5, se eligieron 4 nédulos de cada planta. Se aislaron 5
colonias de cada nédulo en PY, las cuales fueron resistentes a
Tc, Km, Sm, y Nal. Para confirmar que las bacterias aisladas de
los ndédulos fueran efectivamente transconjugantes (CE-3
pSUP205: :pNC206), se analizdé su perfil plasmidico por el método
de Eckhardt. El perfil pl?smidico fué semejante al perfil de la
cepa original CE-3, mas un plasmido (cointegrado) de menor peso
molecular. Este plasmido, varid en peso molecular de un grupo a
otro (fig.3). La presencia del cointegrado sugiere que este es
el responsable de la nodulacién de Leucaena por la cepa CE-3.

Las clonas transconjugantes (CE-3 pSUP205::pNC206)
de cada grupo, fueron denominadas: Lp-1, Lp-2, Lp-4 y Lp-5 . Los
césmidos correspondientes de éstas transconjugantes se
designaron: pJM1, pJM2, pJM4 y pJMS5 respectivamente, los cuales
fueron transferidos a E.coli HB101l, para facilitar su
purificacién y posterior anadlisis.

De estas ‘transconjugantes, se eligié 1la
construccidén Lp-2, para analizar y corroborar que la regién
Vclonada en pJM2, corresponde a informacién contenida en el DNA de
la cepa CIAT 899, Para esto se procedié a hacer digestiones
con Eco RI de DNAs totales de las cepas: CIAT 899; M5 y AD822
(derivadas de CIAT 899 pSym™, pAt): AD4 (derivada de CIAT 899
pSym+, pAT) y A.tumefaciens cepas GMI 9023(55), GMI 9023 (pCIAT
899b) y GMI 9023 (pCIAT 899ab), (pSynt y psym’,pA* de CIAT 899

respectivamente) (15), transfiriendolos a nitrocelulosa



(Southern), para después hacer hibridacién DNA-DNA, utilizando
como sonda el césmido pIJM2. Los resultados se muestran en la
fig.4. Se aprecia hibridacién con CIAT 899, AD4,
GMI9023 (pCIAT899b) y GMI9023(pCIAT899ab), obteniéndose dos ban-
das, gque corresponden en‘tamaﬁo, a los fragmentos de Eco RI,
clonados en pJM2. En cambio en las cepas M5 y AD822 que no llevan
el pSym, no se obtuvo niﬁguna sefial de hibridacioén. De estos
resultados podemos concluir que el césmido pIM2 lleva clonada
informacién presente en el pSym de la cepa CIAT 899, la cual es
capaz de complementar a la cepa CE-3 para nodular Leucaena y Mac-
roptilium.

Delimitacién de la regidén que contioro‘ospcctro amplio
de hospedero a la cepa CE-3.

Con el objeto de delimitar la regidn clonada de la

cepa CIAT 899 que confiere un espectro amplio de hospedero a la
cepa CE-3, el cdsmido pJM2:fué digerido con EcoRI y subclonado en
el mismo sitio del plasmido pSUP205, dando origen a las subclonas
pJM21 y pJdM22, conteniendo insertos de 17 y 6.5 Kb. respec-
tivamente, fig.5.
7 Los pldsmidos pJIM21 y pJIM22 fueron transferidos
por conjugacién (con el plasmido ayudador pNC206) a la cepa CE-3,
(material y métodos), obteniéndose las transconjugantes' CE-3/piM
21 y CE-3/pJM22, (fig.6).

Se realizaron ensayos @e nodulacién con el fin de
determinar cual subclona era capaz de complementar a 1a cepa CE-3
para nodular Leucaena y/o Macroptilium. Se inocularon diez plan-
tas de Leucaena por ensayo, con las transconjugantes CE-3/pJM21 y



CE-3/pJM22. Los nédulos formados por Leucaena, fueron ensayados
para actividad de nitrogenasa, (reduccién de acetileno). Los
resultados de la tabla 2 muestran, gque unicamente la cepa CE-
3/pIM22 indujo la formacion de nodulos efectivos en raices de
Leucaena.(fig.7). Resultados similares fueron obtenidos en

varios ensayos.

TABLA No.2

. cepa . L.esculenta .
. . Nod # nod/planta (mg)nod .-
. CIAT 899 . + 20 359 .
. CE-3/pJM2 (Lp-2) . + 14 85 .
. CE=3/pJM21 . - - - .
. CE-3/pJM22 . + 6 44 .
. CE-3/pJM22::Mu(52) . - - - .
. CE-3/pJM22::Mu(50) + Lo21 20 .
. ADB22/pJM2 . - - - .
. CFN=-2001/pJM2 . - - - .

I R R R R O O R I R I I R R R A R I IR B A A A N A A I AU BN R S B I

Para descartar gque una secuencia similar a la
presente en el fragmento de Eco RI de 6.5 Kb. clonado en pJM22,
estuviera presente en la cepa CE-3, se hibridd en condiciohes
poco estrictas, éste inserto con genomaé totales digeridos con

Eco ﬁI, de las cepas: CE-3, CIAT 899 y AD822. No se obtuvo seilal



de hibridacidén con la cepé CE-3, ni con AD822 (pSym™). lLa banda
éue hibrida con CIAT 899, corresponde a la clonada en pJM22 y no
parece estar reiterada. De estos datos pdédemos concluir, que la
regién minima de DNA de la cepa CIAT 899, (llevada por la cepa
CE=3), que puede inducir la formacién de nédulos en plantas de
Leucaena, esta contenida en un fragmento de 6.5 Kb. de Eco RI
{fig.8); aunque los nédulos inducidos, son menor en numero que
los inducidos por CE-3/pJM2 (Lp-2) y por la cepa silvestre CIAT
899.
Hibridacién de pIM22 con detectores especificos.

En Rhizobium meljloti los genes pod D determinan
la activacién de los genes comunes de nodulacién, sin embargo’
recientemente se ha descrito, que uno de éstos es capaz de fun-
cionar como determinante de especificidad (64,65). P&ra deter-
ninar si en pJM22 ocurria de forma similar, se hibridoé pIM22 con
el gen nod D de B;mglilg&i, usando un fragmento interno de pod p
de 0.35 Kb.(Bgl II/Ava I). Se encontré homologia entre ambos
DNA's, fig.9. Ademas el pJM22 se hibridé con el gen nod ¢ de
R.meliloti, usando un fragmento interno de pod ¢ (Hind III),
dando sefial de hibridacién, los genes pod AB tambien se en-
cuentran en éste mismo fragmento (datos no mostrados aqui, pero
sl en C.Vargas et al. en prensa, gque se anexa).

Perdida del fenotipo de nodulacién en Leucaena.

Se realizdé una mutagénesis de pJM22,  usando el
transposon mini Mu-lac.(54), obteniéndose 14 inserciones
diferentes en el segmento. Las inserciones fueron transferidas a

R.1l.bv.phaseoli cepa CE-3 (material y métodos), y ensayadas en



plantas de Leucaena para conocer su fenotipo de nodulacién.  Se
encontré que sdlo una presentd el fenotipo Nod~. Se determind el

mapa fisico del segmento de 6.5 Kb. fig.10.

VIa.=-ADICIONAL.
Algunos plasmidos construidos en éste trabajo, fueron
empleados en el trabajo en prensa que se anexa. Para fines
practicos se cambian de nombre y para evitar confusiones, se hace

saber. (fig.1 de C.Vargas et al)

este trabajo C.vargas,et al.
pIM2 = pcv3isz2o.
pIM21 = pcvisal.

pIM22 = pcvas22.



VII.-DISCUSION.

En la mayoria de los Rhizobja, los genes de
nodulacién han sido ampliamente caracterizados, posteriormente,
lo fueron los genes de especificidad, p.ej. en R.meliloti, en
R.1l.bv.trifolij y viciae, y en Rhizobium spp. cepa NGR234, los
genes de especificidad han sido descritos y estan siendo es-
tudiados. Sin embargo en R.l.bv.phaseoli el estudio de los genes
comunes de nodulacién, es reciente y los genes de especificidad
en éste biovar, no estaban explorados.

La expresién de los genes de especificidad, per-
miten la interaccidén especifica del Rhizobjum con la correspbn-
diente leguminosa huésped. Los genes de especificidad en
R.meljloti se encuentran en el pSym, cerca de los genes nif (69),
estos genes hsn (nodulacidn hospedero especifica), se denominan
hsn A, B, C Yy D (nod F, E. G Yy H). Mutaciones en estos genes,
afectan la nodulacidén a diferentes grados. Mutaciones en el gen
hsn D, produce una alteracidén en el espectro de hospedero. Los
genes hsp A, B Y € controlan el crecimiento del hilo de
infeccién, mientras que el gen hsn D, es requerido para el enros-
camiento del pelo radicular, hospedero especifica (31). Esto se
ha demostrado mediante 1a'expresién de los genes hod comunes y
hsn D, sugiriendo que estos genes estan involucrados en 1la
produccion de factores que intervienen en el fenotipo Hac
(enroscamiento del pelo) (3). Se han identificado otros genes de
especificidad, denominados nod H y ned Q, involucrados en la

produccioén de sefiales nod (38). Estos genes, transferidos a



R.1l.bv.viciae lo incapacitan para infectar y nodular alfalfa
(hospedero normal de R.meliloti), asi como inhiben la capacidad
de infectar y nodular su hospedero natural. Un andlisis de los
sobrenadantes de sus cultivos, demuestra que, estos determinan la
correlacion entre especificidad y comportamiento simbiodtico, ya
que se encuentran factores extracelulares activos sobre alfalfa ¢
chicharo y depende de nod H y nod Q (25). Uno de los genes
comunes de nodulacidén, nod D actua como gen determinante de
especificidad. El producto de este gen, junto con compuestos
flavonoides de la planta,activa la transcripcion de otros genes
de nodulacidn. Bajo la accién de algunas sefiales de la planta, es
capaz de determinar la especificidad por el hospedero (48,63,57).
Ademas, los diferentes genes nod D, responden de manera diferente
a exudados de raiz, de una variedad de plantas, asi como a induc-
tores comerciales. E1 gen nod Dl de R.meliloti es capaz de com-
plementar a su homdlogo en R.l.bv.trifolii, pero né el de la cepa
NGR234. Esta complementacidén es posible con nod DZ 6 nod Dl mas
el gen syr M de R.meliloti (29). En R,l.bv.trifolii, una mutacioén
en nod D promueve la ampliacién del espectro de hospedero
(parasponia y siratro), ademas de causar alteracién en funciones
regulatorias y de reconocimiento de moléculas inddctoras, es
capdz de inducir la expresion de nod A independientemente de la
adicién de inductor,ésto es causado por un solo cambio de bases
(45). En R.l.bv.viciae, una mutacién en pod D puede causar la
pérdida de la autoregulacién y ademds la pérdida de la capacidad
.de activar a otros genes nod (IMN). Los genes nod I, M Yy hod N,

estdan involucrados, en 1la nodulacién eficiente hospedero



especifica. Mutaciones en nod L, reducen la nodulacién en
chicharo, pero né en haba. Se reduce la nodulacién en haba cuando
la mutacién es en nod M 6 nod N (66). El1 gen @ X de
R.leguminosarum (cepa Toﬁ) es el responsable del fenotipo de
nodulacién en P,sativun cv.Afghanistan (46).

En los Rhizobia con amplio espectro de hospedero,
el gen pod D tiene influencia en la determinacién del espectro de
hospedero, por su amplia interaccién con diferentes componenteé
de los exudados de raices‘de diversas plantas (a diferencia del
gen pod D de R.meliloti que interacciona especificamente con
luteolina) (30). Sin embargo los genes de especificidad en-
contrados en un segmento de DNA(11.4 Kb.,) de la cepa MPIK3030
portados por R.meliloti, es capaz de inducir nodulacién en
siratro (1). En Rhizobium spp. NGR234, una regién de DNA capaz de
ampliar el espectro de hospedero de R.1l,bv.trifolii, porta un gen
similar a pod D (por hibridacién), gque al mutar, no puede ser
complementado por el gen nod D de R.l.bv.trifolii. Ademas, cuando
las mutaciones estan en la regién que flanguea al gen parecido a
pod D, se pierde el fenotipo de extension de espectro ‘de
hospedero (4). Esta regién de DNA de la cepa NGR234, mas la
regién de nodulacidén de R.l.bv.trifolii, son capaces de inducir
nodulos en plantas de siratro, cuando son introducidos a
Rhizobjum que no lleva su pSym (5).

En Rhizobjum spp. NGR234, se han encontrado otros
genes, dque estan involucrados en la nodulaciéon hospedero
especifica, Los genes nod S y nod U precedida por su nod box se

encuentran localizados en la regién descrita como HsnII. El gen



pnod S controla la nodulacién de Leucaena leucocephala y pod SU
regulan la nodulacion de Desmodium intortum y Vignia unguiculata.
Estos nod box, son regulados por naringenina. Se han encontrado
(por hibridacién), en B.japonicum y mutaciones en éstos genes, no
alteran el comportamiento de nodulacién de B.japonicum sobre
soya, cowpea y siratro. (27;39).

En R.l,bv.phaseoli, el estudio de los genes
comunes de nodulacién, es reciente y los genes de especificidad
en este bv., estan poco explorados. Los determinantes de
especificidad, parecen ser diferentes en las cepas tipo I y II.
En las cepas tipo I, los polisacaridos tienen influencia.
Mutaciones en los genes lps de la cepa CFN-42, retardan la
induccién de nodulos, asi como se ve disminuida la actividad de
nitrogenasa y el numero de células infectadas, tambien es
reducido., Estos genes (lps), transferidos a mutantes en
polisacaridos de R,1l.bv.trifolii, son capaces de inducir nodulos,
grandes y rojos dque desarrollan una buena actividad de
nitrogenasa (14). Sin embargo, no se han caracterizado genes
especificos.

Para las cepas tipo II (CIAT 899), un fragmento
del plasmido simbiético (pJM2), puede dar la capacidad de inducir
nodulos, a una cepa tipo I (CE-3). Este segmento ha sido reducido
en tamano hasta 6.5 Kb.(pJM22), conservando el fenotipo de
nodulacién en esa cepa. Aunque ées menor el numero de nodulos
(niveles equivalentes al 60% de la cepa silvestre, en el primer
caso y 40% en el seqgundo), la actividad de nitrogenasa de nodulos

inducidos por pJM22, es equivalente a la presentada por la cepa



silvestre, no sucede asi para nédulos inducidos por pJM2. Estas
diferencias, pudieran deberse a la ausencia de algunas regiones
de DNA del pSym, en estos pldasmidos, ya que ademds no son capaces
de inducir nodulos en cepas pSym~ de CIAT 899.

El plasmido pJM22 mostré homologia por hibridacién
con el gen nod D de R.meljlotj, asi como con los genes nod A, B Y
pod €. Dado que éstos Uultimos genes son intercambiables, es
posible suponer que es el gen nod D, el gue juega un papel impor-
tante para ampliar el espectro de hospedero, ¢ pudiera ser el
directamente responsable, ya que el pldasmido pCvV3802 (ver
articulo anexo), que porta el gen pod P y un pequefio fragmento de
DNA (ausente en pJM22=pCV3822) es capaz de inducir nodulacidén en
Leucaena por la cepa CE-3 (tabla 1, C.Vargas et al), lo que
seria, mediante su capacidad de interaccionar con diferentes com-
puestos inductores, presentes en el exudado radicular de
diferentes plantas 6 bien por su capacidad de induccioén sobre al-
gunos genes de nodulacién en presencia de aquellos componentes
(5,4,30,73). |

El plasmido pIM22, pierde su capacidad de inducir
nodulacién en leucaena, en el fondo de la cepa CE-3, por la
insercién del transposon mini Mu-lac. Es necesario definir exac-
tamente el sitio de la insercién, para determinar cual es el gen
directamente responsable. Los resultados apuntan, a que pudiera
ser el gen nod D (éste trabajo y C.Vargas et al). Esto seria un
caso mas, en donde el gen pod D estda involucrado en ampliar el
espectro de hospedero, en presencia o ausencia de inductores

(45,13).



Como ya se menciond, presumiblemente el gen pod D, esta
involucrado en la determinacidn del espectro de hospedero. Sin
embargo, falta detefminar con claridad, si es éste gen. Se
propone caracterizar el fragmento que lo porta, asi como secuen=-

ciar dicho gen, ademas de ver, si funcionalmente es el gen pod D.



VIII.-CONCLUSION.

Los datos obtenidos en el presente trabajo,
sugiereh importantemente que, el gen nod D o los genes aledanos,
de la cepa CIAT 899, juega(n) un papel importante, en la
determinacién del espectro de hospedero.

Los dos tipos de cepas de R,1l,bv.phaseoli, tienen
diferencias significativas, como son: reiteracionesbde los genes
nif, separacion de los genes nod comunes y espectro de hospedero.
A éste respecto, la diferencia funcional del gen nod D es muy
notoria. Nuestros ensayos, indican que un fragmento de 6.5 Kb. de
DNA de la cepa CIAT 899, conteniendo los genes pod ABC y nhod D,
es capaz de ampliar el espectro de hospedero de la cepa CE-3. Sin
embargo, éste fragmento, no es capaz de inducir el mismo fendmeno
en cepas curadas del pSym (AD822 y CFN 2001). Esto parece in-
dicar, que la determinacién del espectro de hospedero, depende de

mas de un gen del plasmido simbidtico.



Fig.1. Nodulaciodn
inducida en raices
de huaje, siratro y
frijol, inoculadas
con R.l.bv.phaseoli.
(A) CIAT899

(B) CE-3.




rig.2. Nodulaciodn
inducida por la cepa
transconjugante CE-
3/pdM2 (Lp-2), en
huaje (A) y siratro
(B). .



‘Pig.3.Perfil

plasmidico de al-
gunas transcon-
jugantes, aisladas
de ndédulos de huaje
(Eckhardt) .
Lp-1;-2;-4;-5 (1-4)
y CIAT 899 (5).
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Fig.5. Subclonacidn
del plasmido pJIM2(3)
en el vehiculo
pSUP205, generando
los plasmidos pJM21

con 17 Kb.(1) vy
pIJM22 con 6.5
Kb, (2).
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‘rtq.a. Hibridacién

de pJM22, contra
genomas totales de

CIAT899 y CE=-3.
Aparece una seiial, .
que corresponde al
fragmento de 6.5 Kb.
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Summary

Rhizobium leguminosarum blovar phaseoli type |l

‘strain CIAT899 nodulates a wide range of hosls:

Phaseolus vulgaris (beans), Leucaena esculenta (leu-
caena) and Macroptilium atropurpureum (siratro), A
nodulation region from the symbiotic plasmid has
been isolated and characterized. This region, which s
contained In the overlapping cosmid clones pCV38
and pCV117, is able to induce nodules in beans,
leucaena and siratro roots when Introeduced in strains
cured for the symbiotic plasmid, pSym. In addition, this
cloned region extends the host range of Rhizoblum
meliloti and R. leguminosarum biovar (bv.) trifolii
wild-type strains to nodulate beans, Analysis of con-
structed subclones indicates that a 6.4kb Hindll
fragment contains the essential genes required for
nodule induction on all three hosts. Rhizobium legumi-
nosarum bv, phaseoli type | strain CE3 nodulates only
beans. However, CE3 transconjugants harbouring
plasmid pCv3802 (which hybridized to a nodD heter-
ologous probe), were capable of eliciting nodules on
leucaena and siratro roots. Our results suggest that
the CIAT899 DNA region hybridizing with the R. meliloti
nodD detector is invoived In the extension of host
specificity to promote nodule formation In P, vulgaris,
L. esculenta and M. atropurpureum,

Introduction
Symbiotic nitragen-fixing bacteria have been classifled
into three genera: Rhizobium, Bradyrhizobium and Azorhi-

Received 4 April, 1990; revised 1 June, 1990, *For correspondence. Tel.
+Fox (73} 175581, -

zobijum., Establishing a nitrogen-fixing symbiosis between
the bacleria and the leguminous plants is a complex

" developmental process thal involves the expression of

symbiotic genes in bath the host and the symbiont.

For Rhizobium species, the genes that control nodu-
lation, host-range specificity and nitrogen fixation have
been localed on large indigenous plasmids called symbio-
tic plasmids (pSym) (Banfalvi et al., 1981; Hombrecher et
al., 1981; Hooykaas et al., 1981). In Bradyrhizobium and
Azorhizobium species, the symbiotic genetic information
lies on the chromosome {Noli et al., 1985; van den Eede et
al., 1967).

The genes required in the earliest stages of the infeclion
process are classilied according to their properties when
transferred into other species of rhizabia orinlo the related
bacteria Agrobaclerium tumelaciens. The nadABC genes
are involved in root hair curling and nodule induction.
These genes are conserved between species both func-
tionally and at the nucleotide level (Banfalvi et al,, 1981;
Rossen et al., 1984; Torok et al., 1984; Egelholl et al.,
1985; Jacobs et al,, 1985). Tng Insertions in the nodABC
genes abolish the nodulation capacity of rhizobia (Rossen
et al., 1984; Térok el al., 1984; Djordjevic et al,, 1945;
Egelholi et al, 1985; Jacobs ef al., 1985; Debellé: ef al.,
1986}, '

Downstream of nodC, in Rhizobium leguminosarum v,
viciae (Evans and Downle, 19686), Rhizobium meliloti
{Long, 1989) and Bradyrhizobium japonicum (Nieuwkoop
el al., 1987; Hennecke et al., 1988), two other genas are
found: nod! and nodJ, which are functionally inter-
changeable with region Il described for R, laguminosarum
bv. trifolii(Djordjevic et al., 1985). Mutations in nodlJ/ genes
(region Il have no effect in B. japonicum (Mieuwkoop el al.,
1987; Hennecke et al., 1988). However, in R, lsguminosa-
rum bv, viciae and bv. trifolii these mutations resull in
inefficient (delayed) nodulation on some hosls {Djordjevic
et al., 1985; Evans and Downie, 1986). The genes nodAB-
CIJ are referred to as ‘common' nod genes because they
can be replaced by the corresponding genes of other
Rhizobium or Bradyrhizoblum species without affecting
the host range.

Other nodulation genes appear to be Invalved in host-
range specificity and nodulation efticlency: the nodfE
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genes, present in A, melilofi {also called hsnAB) (Horvath
et al, 1986, Fisher el al, 1987) and in A. leguminosarum
bv. viciaa {Shearman et al., 1986) and bv. (rifalli {region I}
{Djordjevic et al, 1985); the R. mweliloti nodGH genes

{otherwise called hsnCDj, which do not seem to have

honology to any from other Rhizobium species (Rodri-
guez-Quifiones et al, 1987) and the nodLMN and nodX
genes, which have been found only in the R, leguminosa-
rum group {Surin and Downic, 1988; Davis et al., 1988),
More recently, . leguminosarum bv. viciae nodT and
nod0, and . meliloli nodPQ genes have been described
(Canter-Cremers et al., 1989; Cervantes et al., 1989; de
Maagd et 4/, 1989),

Finally, the only nodulation gene expressed constitu-
tively, nodD, is highly conserved within Rhizobium spp.
nodD is adjacent o nodA, but is transcribed in the
opposite direction. In some rhizobia, only one copy of
nodD is present (i.e. R. legurninosarum bv, viciae and bv.
trifolif, or Rhizobium sp. NGR234) (Innes et al., 1985;
Shearman of al., 1986; Bassam el al., 1988) while other
specles carry two (B. japonicum, R. spp. MPIK3030 or
Rhizobium fredii} (Ramakrishnan et al., 1986; Horvath et
al., 1987, Gotitert et al., 1989) or three copies of this gene
{R. meliloti, Gottfert et al., 1986).

The nodD, gene product is a DNA-binding regulatory
protein that induces other nodulation genes in the pres-
ence of flavonoid cotnpounds found in root exudates
(Mulligan and Long, 1985; Innes et al., 1985). Moreover, it
has been shown recently that the nodD gene also plays a
role in host range, probably by mediating host-specific
activatlon of nod genes {Horvath et af., 1887, Spaink et al.,
1987; Bassam ef al., 1988; Gydrgypal et al., 1588).

As described above, most detalled genelic studies have
been carried out using the fast-grawing, narrow host-
range strains (R, meliloti, R. leguminasarum bv. trifolif and
bv. viciae}, Theretore, relatively little information has been
acquired about R. feguminosarum bv. phaseol. Bacteria
capable of elicling nodules in Fhaseolus vulgaris form a
strongly heterogeneous group, as proposed on the basis
of protein patterns (Robeis ef af., 1980), antibiotic resist-
ance {Beynon and Josey, 1980), numerical taxonomy
{Catteau et al, 1984) and structure of chromosomal
gencs, showing a level of genelic and genotypic
divergence greater than that for any single bacterial
species (Pifiero et al,, 1988).

Nalive isolates fram P. vulgaris nodules differ in their
nodulation host range and in nitrogenase (nif} copy
number (Martinez e al, 1985). Type ) strains have a
narrow nodulation host range and repeated' nif genes,
while type If strains have a broad host range, which
includes Phascolus and Leucaena, and have asingle copy
of the nifH gene (Martinez e! al, 1985; Palaclos et al,
1987).

When pSym from R, leguminosarum bv, phaseoli strain

CE3 (type f) is transferred 1o A, fumefaciens, the transcon-
jugants elicit the formation of non-nitrogen-fixing nodules
on bean rools {Palacios et al., 1985; Brom ef al,, 1986). The
reported promotion of nitrogen-lixing nodules in P. vul-
garis and Leucaena esculenta, by A, tumefaciens frans-
conjuganls, was obtained by the transfer of pSymrom R.
leguminosarum bv. phaseolf lype ), sirains CFN289 and
CIAT899 {Martinez et al., 1987; Brom e! al., 1368}

-So far, the genctic analysis of A Jeguminosarum bv.,
phaseoli nodulation regions has been reporied only for a
limited number of type | strains (Lamb et al, 1985;
Cevallos et af,, 1989). In this paper we repoit the cloning
and characterization of a symbiotic region from CIAT899,
a type Il strain of A. feguminosarum bv, phaseoli. This
pSym region includes the putative common nod genes
and a fragment that exlends the hosl range of a type |
strain (CE3), as well as of different fast-growing rhizobia, fo
nodulate those legumes nodulated by type I strain
CIAT899.

Results

isolation of the nodulation region

A. leguminosarum bv. phaseoli CIAT899 carries two
plasmids of 120 megaDaltons (MO} {plasmid 'a’) and
215MD [plasmid 'b%. Plasmid ‘b’ has been identified
praviously by Brom el al. {1988} as being the symbiotic
plasmid.

In order lo isolate the nodulation region trom A, legumi-
nosarum bv, phaseofi CIAT899, we constructed a cosmid
bank of total DNA by using the broad-hos! range cosimid
vector pVK102, as described in the Experimental pro-
cedures. The entire cloned bank was introduced in the
pSym-cured CIAT899 derivative, RSP800. The transcon-
fugants were selected in minimal medium supplemented
with tetracycline and rifampicin and used as inocutants on
bean seedlings. Plants were analysed for thia presence of
root nodules after 21 days, Single nodules were collected
from each nodulated plant and bacteria were reisolaled on
TY medium with added tetracycline and ritaimpicin, Plas-
mid DNA was extracied {rom several of these clones and
used {o transform Escherichia coll HB101 1o facilitate its
further characterizalion. Cosmids pCVa8 and pCVi{?
were Isolated from these transformants (Fig. 1A). To
confirm thal these clones were tesponsible for the com-
plementation, cosmids pCV38 and pCV117 were reintro-
duced into RSPY00 and the transconjugants were tested
once more on bean roots. Plants were fully nodulaled
within 21 days. Bean nodules induced by these transcon-
jugants were not morphologically different from those
induced by the wild-lype strain CIAT899, although the
plants presented a Fix~ phenotype (Fig. 2A and 2Cj.
Nodules obtained in heans simfiar to those induced by
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Fig. 1. DNA physical map of a symbiotic rogion {rom strain ClATE99,
A, Hindhl! restriction map ot pCV38 and pCY117 cosmid clones.
8. The top of the Figure reg a delailed icti o

1 aap of cosmid ctane pCV38 and ol the pCVa8 subclone derivalives indicatad

below, The fower pan presents an expanded map of the 6.4kb Hindiit iragment contained in pCVIBO4. Operi boxos show tha Jocatization 6l restriction

G which hybridized with I}
89, Bgil; P, Psti; X, Xhol; EY, EcoRV; 8, Saii; C, Cla),

CIAT899 were found when either pCV38 or pCY117 was
introduced into A, tumefaciens strain GMI9023 (a plasmid-
cured derivative of strain €58}, A. melitoti strain 102F34
(wild type), R. feguminosarum bv. frifolii strain RS1051
(wild type), R. leguminosarum bv. Irifolii strain BS1043 (a
pSym-™ derivatives of A51051), and R. leguminosarum bv.
phaseoli strain CFN2001 {a pSym ™ derivative of CFN42), A
restriction map of cosmids pCV38 and pCV117is shawnin
Fig. 1A. According to the map, these are overlapping
cosmid clones which share three Hindil fragments (2.4,

4.0 and 21.0kb). :

Delimiration of the nad region

To locate more precisely the region that was able to
complement the Nod~ phenatype of strain RSP900, six
subclones were constructed {see the Experimental pro-

aod probas. far detaiis on ONA probes see the Experimental procedures. H, Hind; €, EcoRl; 8, Bamtit;

cedures) by using pRK404 (for Hindill and BamHl
subclones) and pSup205 {for subclones in EcoRY as
cloning vectors {Fig. 18).

These subclones were transferred into RSPS00 and
tested for their ability to nodulate beans. Only pCV3804
was able {o elicit nodule formation on bean seedlings (Fig.
2D). These ncdules resembled those inducad by strain
CIATBIS, but the noduts number was drastically reduced
with respect o the wild-type strain, indicating that
allhough the minimum amount of clened DNA needed 1o
complement ASPS00 is sepresented in pCV3BO04,
additional nodulation genes are present on pCV3aB. These
results ara Hlustrated in Fig. 2A, 2C and 20,

For further definition of the organization of the putative
nod genes contained in the cloned reglon, total CIAT899
and RSPI00 DNA, as well as DNA from clones pCvas any
pCV3804, was digesled with several restriction enzymes
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Fig. 2. Roots of A. vulgaris 21 days afier inoculation with: (A} CIAT899
wild-type sirain, (B} RSP300 (pSym-cured strain), {C) RSPI00 carrying
cosmid clone pCV3B and (D) RSPIN0 harbouring subclone pCV3B04,

(see Fig. 18), the fragments separaled by agarose gel
electrophoresis and then blotted onto nylon filters.
Hybridizations with specific probes of A. meliloli and R,
leguminosarum bv. viciae were conducled (see the
Experimental procedurcs). When the A. meliloli nodAB
probe was used, homology was found in a single 1.6kb
Hindlil-Psit ragment, and the A. meliloli nodC probe
exhibited a strong hybridizing signal with a 1.0kb Pstl
band. A single band of 2.4kb was detected when both
tolal CIATB99 and pCV38 Hindlll-restricted DNA was
hybridized with the nodD probe. pCV38 was also doubly
digested and a 0.6kb EcoRI-Hind\li fragment hybridized
to the nodD heterologous probe (Fig. 3},

Hybridizations with R. leguminosarum bv. viclae nodlJ
and nodE probes gave two bands: a4.8kb Hindljl-BamHi
and a 1.9kb EcoRl-Hindlil, The arrangement of these
hybridizing tragments on pCV38 and pCV3804 clones is
shown in Fig. 1B. As expected, in each case hyhridizing
fragments were represented in the CIAT899-digested total
DNA, and absentin the pSym~-cured derivative, RSP300.

When these nodulating cosmids were hybridized using
as aprobe pCQ152, which carries a 300bp sequence from
the coding region of the nifH gene from R, leguminosarum
bv. phaseoli CFN42 (Quinto et al,, 1985), no hybridization
signal was observed {data not shown). A 6,5kb Hindi{

fragment had been idenlified in a Southern blot of total
Hindlli-digesled DNA from strain CIATBI9 when probed
with radioactively labelled pCQ152; no signal was
oblained when this probe was hybridized o total rastric-
ted DNA from strain RSP900 (dala nol shown). These
results indicated that the nifH gene is not included in tha
cloned nodulation region but Is localed elsewhere on the
pSym of sirain CIATB99. )
Subclone pCV3B04 was tested for its capability to
extend the host range of A meliloti 102F34 and A.
leguminosarum by, lrifolii RS1051 to nodulate P. vulgaris,
and to complement the cured derivative strains RS1043,
CFN2001 and GMI9023. All the strains carrying pCv380+4
were able to induce nodules on bean plants. Figure 4A-D
shows the nodules induced in Phascolus by R, legumino-
sarum bv. tifoli RS1051 (A}, RS1043 (B), R. mellotf
102F34 (C) and A, tumefaciens GMI9023 strains (D).

Identification of the region that carries host-range
determinants

R. leguminosarum bv. phaseolitype ll strains have a brond
host range of specificity (Marlinez et al,, 1985), including

Flg. 3, nodD hybridization patiern with total genormic OMA and the nod
Cloned region,

A. Ethidium bromide-stained a! of: Hindlil total
genomic OHA digasts from CIAT893 (1), RSPIDC {2); and of pCV0 UNA
resiricied with Hindili (3}, Hindlli=Eco (4) and Hindiik-Damti {5).

8. Hybridization patterns of the abave DNA samples against a A, meliluti
nodD probae, Moleculor weights are indicated on the right margin in kb,
v, cloning molecular vehicle,
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Fig. 4. Twenty-ono-day-old nodulas in P, vuigaris induced by subclans pCVY3804 corried by ditlerent fihizobium strains.

A, R, leguminosarum Y, trifolif RS10%1 (wild-type sirain),

B, R. feguminosarum bv. trifolii RS1043 (RS1051 pSym-cured sirain).
C. A. melifoli 102F 34 viitd-type strain.

0. A. tumelfaciens GMI9023,

other legumes besides Phaseolus, such as L. esculenta
and Macroplilium atropurpureum. R. leguminosarum bv,
phaseoli \ype | strains have a narrow nodutalion host
range (Madinez et al., 1985; Palacios e! al., 1987) as is the
case for strain CE3, which nodulates only beans,

In the results described above we have shown that a
region from the CIATB99 pSym can extend the host-range
nodulation of R. meliloti and A. leguminosarum bwv. trifolii
to Phaseolus beans, We determined whether this CIAT899
cloned region also confers the capability to nodulate L.
esculenla and M. atropurpureum, Therefore cosmids
pCV38 and pCV117, as well as pCV3B derivatives, were
transferred into A. leguminosarum bv. phaseoli CE3,
ASPI00, CFN2001 and A. tumefaciens GMI9023 strains,
and the transconjugants oblained were used 1o inoculate
leucaena and siratra roots. The resulls obtained are
summarized in Table 1 and in Figs 5 and 6: there. was
virlually no difference in nodulation in both plant species.

When the pSym*™ strains, either RSPS00 or CFN2001,
were used as recipienl, both pCV3B and pCV117 were
able to maintain the broad host range exhibited by the
parent strain CIAT899 (Table 1), although the nodule
number was lower {Fig. 6B). Morcover, R. leguminosarum
bv. phaseoli strain CE3, harbouring either pCv3B or .
pCV117, elicits small and poorly developed nodules on
both host plants (Table 1 and Fig. 5C).

When either strain RSP900 or CFN2001, carrying
pCV3B04, was inoculated on to leucaena and siratro roots,
nodule-like structures were observed. In additlan, as with
strain CIATB99, strain CE3 carrying pCV3804 nodulated L.
esculenta (Fig. 5D) and M. atropurpureum, but the nodule
number was reduced relative to the wild-type strain,

On the other hand, mobilization of pCV38, pCV117 or
pCV3B04 into A, tumefaciens GMIS023 resulted in the
formation of pseudonodules on leucaena and siratro
roots.

Tabte 1, Symblotic phenotype of .
leguminosarum bv, phaseolr. CE3 and RSPI00

Racipiant Strain

(CIATB99 pSy d strain), and A.
GMI9023 transconjugants harbouting

CE3 ASPa00 GrAI19023

- recombinani clones on siratro and leutaena. clone

Leucaena

Leucaena Siravro Sirarro

Siratro Leucaena

pCVID
poevu?
PCV3804
pCvas20
pCVIB1
pCvas22
pCVIBOY
pCVIB02
Nong

L4040+ 4+ 4

1L+ 4+
T N
[T T S

T4+t

a. NT, not tested,
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Fig. 5. Nodulys farmed n L. esculonta by A. fuguaiitesarum by,
phaseoli. (A} CIATYD9, (1) CEJ; CE3 transconjuganits hatbowring pCV3B
{C), pGVIBO (D) and pCV3B02 (E). {See Fig. 18

Strains GMI9023 or RSPI0Q, carrying any of the other
subclones shiown in Fig. 1B, failed fo nodulate Macropti-
lium and Leucaena roots.

Among the pCV3B subiclones examined for the abllity to
induce nodules on a GEJ background, only pCV3s20,
pCV3822 and pCv3802, besides pCV3B04, were able 1o
extend the host range of this strain to nodulate leucaena
and siratro (Table 1). Nodules eliciied by pCV3820 were
similar in external appearance to those induced by the
wild-type strain, Subclones pCV3822 and pCV3802 pre-
served the ability to induce nodule sluctures on L.
esculenta and M, atropurpureum, although there were
smaller and fewoer nodules as compared o those induced
by subclono pCV3820. These results suggest that the
intormation required for hast-range extension of strain
CE3, to nodulale feucaena and siratro, is found within the
0.6kb EcoRl-Hindill ragment in pCV3B02 (Fig. 18). This
fragment is part of pCV3822 and (xCV3802 and Loth of
them were able ta extend the nodulation abilities of strain
CE3J (Table 1).

As demonstraled ahove, subclone pCV3B04'.could
confer bean-nodulation ability to botlt A. mefiloli and A.
legumiinasarum by, tritolii wild-type strains, thus it was of
interest to know whether the 0.6kb EcoRi~Hindill region
that hybridized with the heterologous nodD probe was
also responsibile for this host-range extension to Phaseo~
lus beans. Subclones pCV3aB20, pCVIB2Y, pCVILaZ,
pCV380t and pCV'3802 (see Fig. 18}, were mobilized into
R, leguminosarum b, trilolii RS1051 strain and transcon-
jugants were analysed for their nadulation phenotype on
P. vulgaris (Table 2), ’

R, leguminosarum by. (rifolii strain RS 1051 detivalives,
harbouring subclones pCVag20, pCv3822 or pCV3802,
werg able to induce nodulation on Phaseolus beans.
These subclones have in common anly the 0.Ckb EcoRi-
Hindlll fragment, suggesling that this region is alsa
essential for extension of host range to bean plants. One of
these fransconjugants, RS1051, carrying pCY3802, did
not induce nodulation on M. atropurpurowm and L.
osculenta, in spile of the fact that pCVY3B02, when
intraduced into strain CE3, nodulates both piants {cata not
shawn).

Discussion

The bacterial molecular genetics of nodulation have been
analysed in most detait in A, mefiloti and in the biovars
trifofii and viciae of A. loguminosarum. In all three, the
nadulation genes are linked 1o aif genes {Long, 1984) and-
are clustered in a relatively small DHA regioﬁ.‘ in the two
biovars of R. leguminosarum, nod genes are arranged
configuously, and thus the lransfer of relatively small
regions of cloned nod DA from by. trifaliior viciae o other
species of Ahizobium conferred on the recipient the ability
to nodulate clover or peas, respectively (Downie ef af,
1983; Scholigld et al, 1984). In R. molioli41, however, the
nod genes are in two graups, separated by about Gkb
{(Kondorosi et al, 1984; Horvath et al, 1986} In A.
leguminosarum by, phaseoli type | (strain CEJ), two

e

X

Flig. 8. Twenty-one-day-old nodulas In L. ascufenta induted by 11,

toguminosarum by, phaseoll pSym-cured siroains and A, tunelacians
caerying pCV38 and pCV3D0Y clones.

A, C.CEN200T hatbiouring pCVIB and pCV3B04 clones, respeclively.
B. RSPY00 casrying pCvaa.
D.A it

Gu18023 ining PCVIBQY,




Table 2. Nodulation phenotypes in P, vulgaris of A. loguminesarum ty.
trilolii RS 1051 jt bearing red i clangy of Ihe
* Isclated nod region.

Nodutation phendlype
In £, valgaris

Introduced
- ln sirain RSY1O51

PCV3820
pCV3821
pCV3B22
PCY3801
PCV3802

R B

regions from the Sym plasmid are essential 1o restore the
ability to induce non-nitrogen-fixing modties on P, yu/-
garis {Cevallos et al, 1989}, These data, laken together
wilh those published by Lamb et a/. (1985) and recent dafa
- ol our group (M. Vazquez, personal communication),
suggest that in R leguminosarum bv. phaseoli typo |
strains there are at least two separate regions within the
pSym that are required for nodula induction and develop-
ment, Whereas sirain CE3 (type 1) nadulates only beans,
CIATBSY is able to Infect not only its origina! host, P,
vulgaris, but also other legumes inciuding L. esculentaand
M. atropurpureum. Complementation analysis of pSym-
cured strains indicate that, in contrast to those results
obtained lor CE3, strain CIATB93 has only one region that
contains information required for the nodulation of all three
feguminous plants, This is in accordance with the afready
reporied data supporting the great divergence existing
belween types | and i of R. leguminosarum bv. phassoli
strains {Pifero el al., 1988),

Within this CIATB99 pSym cloned region, comprising
overlapping cosmid clones pCV38 and pCV117, homo-
logy 10 heterologous nod dateclors (nodAB, nodC, nodD,
nodlJ and nodF) has baen found. Our data indicate that
the arrangement of the putative common nod genes in
CIATB99 strain Is simitar to that found In A. mefifoti and in
bv, trifoli and bv. viceae of . lequminosarum (Martinez et
al., 1980), Hybridization to the R. meliloti nodD proba
revealed a single band, which was adjacent to the
presumed nodABC genes, In an equivalent position to that
found in other rhizahia. However, the region that did
hybridize with the nodf€ detector was located about 19kb
from the presumptive nodABC genes, which is an
‘unpisually large distanca compared 10 other fast-growing
Rhizobium strains (Martinez ef al,, 1990). It has ‘been
reparted that the induction of nitrogen-fixing nodtules on
clover requires only 32kb of DNA from the A. leguiminosa-
rum b, trifolii Sym plasmid (innas et al,, 1988). The clone
carrying this region includes all known nodulation geres o!
R. leguminosarum by, frifolit ANUBA3, the nitrogenase
structural genes nifHOK and, in addition, regions homola-
gous to fixABC, nitA, nifB, nlf€ and nifN genes of other
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nitrogen-fixing bacteria. None of the isolated cosinids
oblained by positive complementation of pSym-cured
sirain RSPYOD was able lo induce nitrogen-lixing nodules
on bean roots; therelore, there are additional regions
within the symbiotic plasmid, ouisitie the region cloned on
pCV3B, hat are indispensable for induction of nitrogen-
fixing nodules on beans. By extensive camplemznation
experiments in CE3, RSPIO0 or CFN2OCT strains, with
subcloned regions, we have found thal tha nod genes
present on subclone pCV3BO4 are sullicien! fo elicit
nodulation on all three legumie hosts, None of the other
assayed pCV3B subclones in a pSym-cuted sirain was
able to promote nadulation in any tested plant host (not
even pCV3820 or pCV3822, which parlially overlaps
pCvaso4 subctone). From these data it seems likely that
the 1.8kb Hindill~EcoRl tragment, Jocated to the left of
pCV3BO4 (absent in pCV3B20 and pCV3822), is essential
for nodulation of beans, lgucaena and siratro roots. The
bean-nodulation phenotype of plasmid-cured strains, bar-
bouring subclone pCV3804, showed a significant reduc-
tion in the number of nodules tormed as compared 10
wild-type or RSPI00, carrying pCV38 cosmid clone, This
may be due fo the absence of one or more knawn genes or
additional, as yet unidentified, genes. Accarding 1o DNA
hybridization experiments, it appears that genes anal-
ogous 1o R. leguminosarum by. viceae nodld and nodE
genas are located on pCV38, outside the pCV3IB04 cloned
region. Previous reports have shown that mutations in
nodldiead to a delayed noduation phenotype (Djordjavic
el al, 1985; Evans and Downie, 1086}, while the nodE
gene s involvad in host-range specificity (Shaarman ef al,,
1986), Based on {hese dala, it seems unlikely that the
phenotype exhitiited by RSP300 transconjugants is due to
the absence of sequences homologous to nodfS or nod€
genes,. i may be possibie that pCV3B04 does ot include
other as yet unfocated rod genes, For instance, it has
been reported that a mutation within nodl strongly
reduced nodulation of peas, lens and Lathirus, althougt it
had a refatively small effect on the nodidation of Vicia
species {Surin and Downie, 1989}, We cannot excludy the
participalion of other genes such as rodlL, for instance,
present cisewhere on the cloned pCY38 cosmid, plvan,
pCV117 andd pCV3804 were able to axtend the host range
of A. melifoli, R. leguminosarum by, trifolif and A. tumela-
ciens ta nodutate Phaseolus vulgaris. Simitar resufis have
been reported when cloned nodulation regions of diflerent
species of Rhizobium were transferred to other recipient
stralns which acquired the nadidition phenotype of tha
donor strain, indicating 1hat these genes cairy all essential
host-specificity functions (Schofield et al., 1984; Hirsch et
al., 1985; Ramakrishnan ot al, 1986). Addiionally we
investigatad whether these cloned regions may confer 10
. A, tumefaciens GMIB023 the ability to nodulate the same
hosts as wild-type strain CIATE99. In contrast to the
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Rhizobium species analysed, A. tumefaciens transcon-
jugants. only induced pseudonodules on leucaena and
siralro,

Transfer of pCV38, pCV117 or pCV3B04 clones ta the A,
leguminosarum bv. phaseoli strain CE3 resulted also in the
extension of its host-range abilitics to nodulate both
leucaena and siratra roots. An interesting feature was the
factthat the external appearance of the nodules formed on
inoculaled plants was dependont on the bacterial back-
ground examined. For instance, CE3 transconjugants,
conlaining cosmids pCV38 or pCV117, Induced small
white nodules in both tested plants (Fig. 5C); whereas
nodules induced by pCv3804 CE3 trannsconjugants were
large and well-developed. When the recipient was a
pSym-cured strain (RSPS00 or CFN2001) we found the
opposite phenotype: pCV38 or pCV117 transconjugants
elicited large, weli-developed nodules while only pCV3804
was able to induce the same structures as those induced
by CE3 transconjugants carrying pCV38 ar pCV117
clones, This suggests that genetic information contained
in strain CE3, but absent from cured strains, interferes with
the ability of pCV38 or pCV117 to nodulate unusual hosts,
such as leucaena and siratra. This conclusionis supported
by results of several studies achieved in R. meliloti and R.
leguminosarum byv. trifolii and bv. viceae (Djordjevic et al.,
1985; Debellé et al., 1986; Spaink et al,, 1987; Surin and
Downie, 1989).

Our resulls clearly show that the minimum amount of
cloned DNA needed to extend the host range of type | CE3
strain to nodulate leucacna and pCV3822 were able to
extend the narrow host-range of CEJ strain to both plants,
it is likely that the genefs) required for the exlension of
specificily may be located on the overlapping EcoRI-
Hindlll fragment of both subclones. This band has been
shown to hybridize to an A. melilotinodD probe. The same
region was also found to extend the host range of R,
leguminosarumbv, triloliito nodulate beans. A preliminary
qualitative assay to examine whether the region cloned
into pCV3802 contains a functional nodD (or 'nodD-like')
gene was performed. pCV30802 was mobilized into
CFN2001 bearing a nodA-lacZ R. leguminosarum bv.
viciae {usion (PMPI54) (Zaat et al., 1987). Transconjugants
oblained were able to induce B-galactosidease activity in
the presence of induclor (120nM naringerin), suggesting
the presence of a nodD-like gene.

Finally, our data led us to propose thal a CIAT899
putative nodD gene is involved in host-range specificity.
Recent genetic evidence supports the notion that the
nodD gene can be a determinant of host specificity,
presumably as a result of its interaction with specific sets
of flavonoids in a species-specific way (Horvath, ‘et al,,
1988). Thus It Is likely that, in a similar manner to that of
strain NGR234, the broad host-range strain R, legumino-
sarum bv. phaseoli CIAT899 nodD gene might be able to

recognizeinducer molecules from all lhree hosts (Bassam,
el al., 1908). However, further characlerizalion is needed
in order to determine the precise role of this presumed
nodD gene. On the other hand, the possibility that other
nodulation genes such as nodld ar nodE-iike genes may
Influence he host-range specificity has not yel been
eliminated. In this context, it Is interesting to note thal
pCV3802 (containing the DNA region homologous to the
. meliloli nodD genc) could extend the hosl range of A
leguminosarum b, trifolii RS1051 to nodulale beans but
not to nodulale leucaena or siratro. Our results support the
latter assumption,

Experimental procedures

Baclerial strains and plasmids

Bacterlat strains and plasmids used in this work are listed in Table
3.

Media and bacterial growth conditions

Rhizobium strains were grown at 20°C in TY (Beringer, 1974) or
PY {Noel et al., 1984) media. Escherichia coli and A. lumelaciens
cultures were grown in Luria-broth medium {Miller, 1972) at 37°C
and 28°C, respectively. Minimal medium GGM, used for Rhizo-
bium and Agrobacterium, conlained {per litre) 1g of NH,CI, 0.29
of KH,PO,, 39 of glucase, 2g of sodium glulamale, 0.1g of
MgS0..7H;0, 0.04 g of CaClz, 0.02g of FeCl,, | mg of biclin, tiig
of thyamine, 1mg of calcium pantothenate and 1 m! of micro-
nutrient solution (per fitre: 0.229 of MnS0..4H:0, 24img of
CuS0,.5H;0, 3mg of ZnS0,, 18.6my of H;B0, or 0.36mg of
Na,MoO, and 2.5¢ of ferric citrate).

Antiblotics were added to the following fina! concenlrations {in
pg mi='): kanamycin (Km), 30; chioramptienicol (Cm}, 30; rifam-
picin (Rif}), 50; tetracycline (Tc), 10; streptomycin (Sm), 100;
ampicillin {Ap), 100; nalidixic acid {Nal), 10.

Enzymes and isotopes

DNA restriction endonucleases, T4 ligase and cail-intestinal
alkaline phosphatase were purchased from either Boehringer
Mannheim or Biolabs. All enzymes were used according to the
manufacturers' instructions. Radioactive nucleotides ware from
Amersham Infernational.

Malings and plasmid mobilization

in order to mobilize pvK102 and pRK404 clones from £. coli 1o
Rhizobium and A. tumefacions, triparental matings were carried
out as describied hy Kondorost et al. (1882), using pRK2013 as a
helper plasmid. Mobilization of the pSup205 clones was done as
described earlier (Cevallos ef al,, 1989). Solection was on elther
GGM with Te and Rif {for A, tumelaciens, A, leguminosarum by,
phaseali. RSPY00 and CFN2001 strains, and A. leguminosarum
bv. tritoli} or GGM with Te and Nat for strain CE3 and A. mefilot,



Table 3, List of bacterial stralns and plasmids
used.
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Plasmid or
baclarial strains

Rolevant
characloristics

Saurce or
relerence

Baclerlal siraing

R. leguminosarum by,
phascoll

CIATE99

RSP900

CEd

CFN2001
R leguminosarum by,

trifalii
AS51051

RS1043

A, melitoti
102F34

A. lumalaciens
GMI9023

E. colf
HD109

M0

Plasmids
pvK102

pSupus
PRK2013
pNC206
pAK404
pCVvas

pCviz
pCVIs20

pCvas21

pCvage2
pCV3B01
pCvaB02
pCVI603

pCVIBO4

Wild-type; Nod* Fix® on beans

Rit" derivative of CIATB09
cured of the pSym

SIr” dedivative of wild-type
strain CFN42; Nod” Fix* on
boans

Ril™ derivativo of CFN42 cured
ol p42a and p42d plasmids

Rit" derivative of wild-lype
strain NS200; Mod* Fix* an
claver

Rit" derivativa of RS105%
cured of thy symbiotic
plasmid

Wild-type; Mod* Fix* on allalla

Plasmid-cured derivative
{rA1", Ti") of C58 sirain

F=, hsdS, hsdM, pro, lau, thi,
gul, lacY, rocA, Sm"

SUpE, thi, Sm™ (fac pro),
F(1aD36), proadl, lacZ M5

Km®, Tc", cosmid derivatize
of pLARF1{

Cos, Tc®, Cm®, ColE1

Hm®, halpar plasmid

ncP1, Ch®, Km"

Plasmid derivative o} pAK290

A 29kb insorl of Ihe pSym
plasmid of C1ATE99 cloned
into pvK102

A 27hb insert of the pSym
plasmid of CIATRI9 cloned
inlo pvVK102

A 22kb Insert of the pSym  «
plasmid of CIAT899 cloned
into pSup205

A 16kb Ecofll subclone from
pCV3A20 into pSup205

A B6.2kb EcoRlinsent lrom
PCV3820 subctoned into
PSUP20S

An 8kb Daml lrugmant trem
pCVIR subiclonad into
PRK404

A 2.4kb Hinalll insen from
pCY38 suocloned into
pRKAO4

A 4.0kb Hindllt ragmant from
pCVA8 subcloned also inlo
PRIK4D4

A Hindlll partially digested
pCV48 subcloned inlo
PAK404 {carrios 2.4 and
Akl Insens)

Maninez et al. {1965)
This work

Noel et al. {1884)

Patacios ¢! af, {1953)

Nodrlguez-Ouitcnes of al. (1909)

Roaiiguez-Quidonas et al. {1039)

Dylan et al. {1906}

Rocenberg and Hughet {1984)

Baoyer et . 1986)-

Messing {1963)

Knaul and Nester (1982)

Simon ot al. (1983)
Figurski and IHelinski {1379)
A. Publge

Ditta ef al. (1585)

This woik

This work

This work

This work

This work.

Thiswork

This work

This work

This wark
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Nucleic acid procedures

Total genomic DNA, large and minl-scale plasmid and cosmid
DNA preparations were done as described elsewhere (Maniatis et
al,, 1982; Rodriguez-Quiiones et al, 1687). DNA subcloning and
bacterial transiormation were performed according to Maniatis et
al. {1982). Plasmid and genomic DNA were digested with restric-
tion enzymes, fractionated by agarose gel electrophoresis, and
transferred to nylon filters (Amersham Internationat} ns described
by Southorn (1975). Radio-actively labelled DNA was prepared by
nick translation {Manlalis et al, 1962) or by lhe mulliprime
DNA-labelling system (Amersham International). Specific activl-
ties of 107~10° c.p.m, ug™" were oblained. Hybridization con-
ditions were as described {Maniatis et a/., 1982 or Rodrigucz-
Quinones et al., 1987),

Construction of R. leguminosérum bv. phaseoli CIAT895
genomic library

R. leguminosatum by, phaseoli CIAT899 genomic fibrary was
construcled in pVK102, a low copy-number and broad hosl-
range cosmid which can replicate in both £, coliand Rhizobjum,
CIAT893 DNA waos parially digesied with Hindlll and DNA
fragments in the size range of 25-35kb were separated in sucrose
gradients and cloned into pVK102 veclor, which had beon
linearized with HindIl restriction enzyme. The ligation mix was
packed in vitro into bacteriophage lambda heads and finafty
transduced into £. cofi HE101. Out of 2000 Tc transductants, 30
colonles were analysed and all proved to have inserts of a mean
size of J0kb, which guarantee a 99.8% probability of finding a
given sequence in the bank {Clark and Carbon, 1979).

Heat curing of piasmids

Kanamycin-sensitive CIAT893 slrains were obtained hom
CIATBS9 derivatives carrying Tn5-mob, after varlous subcultures
at 42°C. A pSym-cured strain was isolated (RSPO00).

Piasmid visualization

Plasmids proliles In A. tumefaciens and Rhizoblum stralns were
analysed by the EcHardi procedure (1978).

isolation of specific gene detectors for nodulation genes

Gel-purified DNA fragments were used as probes. nodAB, nodG
and nodD deteclors were from R. melilol] sirain 41; the nodA8
probe was a 1,5kb EcoRl tragment from pJSS204 (Schmid! ot al,
1984); the nodC probe was a 1.8kb EcoRt fragment contained
within pJS209 (John et af., 1985}, and a 0.35kb Avall-8gii
fragment of pKSK5 clone was used as a nodD internal probe
{Schmidt el al,, 1984). R. leguminosarum bv, viciae nodlJ probe
was a 3.2kb fragment oblained by Ecofl digestion of plasmid
pld1271 (Evans and Dowgnc. 1986). The R. leguminosarum bv.
viclae nodE delector was a 1.5kb Ecofl-Clal fragment trom
plasmid ptJ1216 (Shearman et al., 1986).

Plant tests and acetylene reduction assays

Surface-sterilized and germinated seeds of P, vuigaris cv, Negro
Jamapa, M. atropurpureumand L., esculentawere inoculated with

one millitre of a saturaled liquid cuilure of he appropriate
Ahizobium or Agrobacterium straln and grown in pots with
vermicuiite and Fahracus solution, Plants were maintained in a
growih cabinet with 16h daylength a1 25°C., Alter 20d incubation,
nodulation was observed and nilrogenase activity was tested by
measuring the reduction of acetylene by gas chromatographic
analysis (Masterson and Murphy, 1980},

Reisolalion of bacteria [rom nodules was done 1ccordmg to
Cevallos et al. {1989),
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