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I.- RESUMEN 

Rhizobium lequminosarum bv. phaseoli se ha 

clasificado en dos tipos de cepas: las tipo I que presentan entre 

otras caracteristicas, espectro estrecho de hospedero (sólo 

nodula frijol) y las tipo II que tienen la capacidad de nodular 

un amplio espectro de hospederos, ya que además de nodular frijol 

(Paseolus vulgaris), nodula huaje (Leucaena esculenta y Leucaena 

leucocephala) y siratro (Macroptilium atroporpureum). En este 

trabajo se identificó y caracterizó 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 

LeUCaena y Macroptilium. Este segmento de 6.5 Kb. pertenece al 

plásmido simbiótico (psym) de la cepa CIAT 899 y porta los 

posibles genes ru;u1 ~ y nod ~. Una mutación en este fragmento, 

por inserción del transposon mini Mu lac provoca la pérdida del 

fenotipo de nodulación en Leucaena de la cepa CE-3. 
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II.- INTRODUCCION 

Dentro de la familia Rhizobiaceae, existen cuatro 

géneros de bacterias que interaccionan con plantas, estos son: 

Rhizobium, Bradyrhizobium, Phylobacterium, y Agrobacterium. Las 

especies de Rbizobium se han clasificado en tres grupos: Grupo 1 

que contiene tres especies, Rhizobium meliloti, Rhizobium fredii, 

y Rhizobium leguminosarum con tres biovares: tri foli, viciae, y 

phaseoli, éste último con dos tipos de cepas: tipo I con los 

genes de la nitrogenasa reiterados y estrecho espectro de 

hospedero,y tipo II con los genes de la nitrogenasa no reiterados 

y ámplio espectro de hospedero. Grupo 2 que contiene a Rhizobium 

~. Grupo 3 que contiene a especies de Bradyrhizobium, y 

11Rhizobia ~" (44). 

Rhizobium es una bacteria del suelo capaz de 

vivir libremente y de establecer una simbiosis más o menos 

especifica con algunas plantas leguminosas, por lo que se les 

asignó un nombre de especie de acuerdo a la planta que infec­

taban. sin embargo, existen algunos casos donde la especificidad 

de infección, no es estricta, ya qUe no todas infectan y nodulan 

una sola especie de planta (20). 

La interacción natural entre las bacterias del 

género Rhizobium y las plantas leguminosas, culmina en la mayoria 

de los casos, en la fo~mación de nódulos, donde ocurre la 

fijación biológica del nitrógeno 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 9ran parte de la raiz (26), pero solo al-



gunas raicillas son susceptibles de infección por tiempos muy 

cortos (9). Al emerger los pelos radiculares, provocan que la 

raiz secrete compuestos (flavonas,etc.) capaces de activar genes 

bacterianos, y como respuesta, la bacteria excreta compuestos 

capaces de causar deformaciones muy pronunciadas en los pelos 

radiculares (8). En otros casos, estos compuestos provocan 

fenómenos internos en la planta, como la división celular del 

cortex de la raiz (6). La unión 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 núcleo de la 

célula vegetal, se desplaza hacia el lugar de la infección, (se 

desconoce el motivo) (18). Posteriormente, se forma el hilo de 

infección por acumulación de algunos compuestos, que son apor­

tados por la planta (34), las bacterias se dividen en éste hilo 

de infección, el cual empieza a penetrar las capas celulares, al 

pasar por la corteza externa, induce a distancia, una nueva 

división meristemática de la corteza interna (10), quedando al­

gunas células poliploides, y es entonces, cuando la planta libera 

factores sistémicos, que impiden la formación de nódulos en ex­

ceso (52). El avance del hilo, se detiene al encuentro con una 

célula vegetal poliploid~, liberando en ésta su contenido de 

bacteroides¡ éstos carecen de pared, pero estan envueltos por la 

membrana peribacteroidal, de origen vegetal (56). En este estado 

de bacteróide son capaces de fijar nitrógeno. Durante la 

diferenciación del tejido vegetal, para concluir la formación del 

nódulo, se inducen de manera importante algunas proteínas 



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 fijación de nitrógeno, in­

cluso antes de la infección (en algunos casos). La~ tardias 

aparecen concomitantemente con la fijación de nitrógeno. Se han 

descrito un número aproximado de veinte, sin embargo muy pocas 

se han caracterizado, entre las más 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 más recientemente descritas, la sacarosa sin­

tetasa (68) y la familia N30 (17). La morfologia de los nódulos 

varia de acuerdo a la posición que guarda el meristemo con 

respecto al tejido, asi tenemos nódulos esféricos con 

crecimiento radial cuando el meristemo es central, y nódulos 

cilindricos con crecimiento apical cuando el meristemo es distal 

al tejido (47), los ejemplos son: para elprimer caso Rhizobium 

leguminosarum bv. phaseoli - Phaseolus yulgaris, y para el 

segundo caso Rhizobium .lQti - Leucaena leucocephala (49), 

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli se ha 

clasificado en dos tipos de cepas, una es !hl.bv.phaseoli tipo I; 

que tiene reiterados los genes de la nitrogenasa (ni!) (53), y 

nodula efectivamente solo Phaseolus vulgaris; entre estas cepas 

se encuentran:CFN-42, CFN-285 (15). La otra es Jhl.bv.phaseoli 

tipo II la cual no tiene reiteraciones de los genes nif, pero si 

presenta un amplio espectro de hospedero, nodulando efectivamente 

Pbaseolus vulgaris, LeUcaena leucocephala y Macroptilium atropor­

J.:!llliWll· En este grupo se encuentran las cepas: CFN-299 y CIAT 
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899 (43). La última presenta dos plásmidos:pA y pB, y se sabe que 

que el pB (de mayor peso molecular) es el plásmido symbiótico 

(pSym.) (15). 

En la mayoria de los Rhiz'obia se ha demostrado 

ampliamente que los genes involucrados en el desarrollo del 

nódulo se encuentran localizados en el plásmido simbiótico (Sym) 

de las diferentes especies:R.meliloti (41,33), IL..l.bv.yiciae 

(21), JL.l..bv.trifolii (60), B...l.bv.phaseoli (50), R.cowpea (16), 

y Rhizobium spp MPIK 3030 (2). En R,meliloti y R. leguminosarum 

bvs. trifolii, ~ y phaseoli el proceso de nodulación ha sido 

ampliamente estudiado; los genes de nodulación estan cerca de los 

genes "ni.!" (40). En los bvs. trifolii y~. se encuentran en 

una sola región, sin embargo en el bv. phaseoli tipo I, los genes 

de nodulación estan reunidos en dos grupos, en el primero los 

genes .nQQ D ~ n , y en el segundo, separado por una distancia de 

aproximadamente 20 Kbs., se encuentra nQ.!l A (M.Vazquez y e.Quinto 

comunicación personal), mientras que los genes comunes de 

nodulación de la cepa tipo II, se encuentran en un sólo grupo, 

afiadiendo una diferencia entre los Rhizobium leguminosarum 

bv.phaseoli tipos I y II (ver manuscrito anexo, en prensa en 

Mol.Microbiol.). 

Algunas especies de Rhizobium nodulan más de un 

hospedero, regularmente cercanos filogenéticamente a la familia, 

p.ej. ~ nodula efectivamente Lotus pedunculatus (71), y al­

gunas cepas nodulan Leucaena esculenta (51). En otros casos, 

Rhiz9bium spp cepa NGR 234, aparentemente similar a la cepa MPIK 

3030, nodula efectivamente ~ unqiculata, Glycine ussurien-



~. MacrQptilium atroporpureum y Leucaena leucocephala entre 

otros (4), al igual que Rhizobium spp MPIK 3030. 

Los genes de nodulación hospedero específicos han 

sido definidos por dos criterios: 

a. •como aquellos genes que necesitan ser introducidos en algún 

Rhizobium para ampliar el espectro de hospedero, además de las 

plantas, noduladas por la bacteria donadora. 

b. •por mutantes defectuosas en nodulación que han alterado los 

fenotipos de espectro de hospedero, pero los cuales no pueden ser 

complementados por la introducción de genes correspondientes de 

otras especies de Rhizobium. 

Los genes de especificidad se han empezado a describir 

en algunos Rhizobia. 

En R.meliloti se ha reportado que los genes esen-

ciales, responsables de los pasos tempranos de nodulación, son 

los genes nod comunes ~ ~ n1 , 2 y 3 • Mutaciones en éstos, 

pueden ser complementados por plásmidos simbióticos' de otras 

especies de Rhizobium • Otros genes se han descrito, y 

posiblemente esten involucrados en nodulación hospedero 

especifica (h§n) (33), actualmente, se conoce que los genes .nQQ 

H, n2d E y nQQ 2 son de especificidad de hospedero, ya que sus 

productos (señales), estan involucrados en la modificación de los 

productos de los genes Dfil! comunes. Usando cepas mutantes 

sobreproductoras de éstas señales, se ha logrado purificar la 

señal especifica para alfalfa, que es un tetrasacárido D­

glucosamina B-1,4-sulfatado con una Mr.=1,102 O (38). 

En JL.l.. bv. tri fol ii, los genes de especificidad, 



nQll F.E.L.M.N y una fase abierta de lectura (DQ!1 f), estan con­

tenidos en un fragmento Hind III de 14 Kb., nQ9 E es el que 

determina la naturaleza de la leguminosa que puede ser infectada, 

n.Q.!! .L permite el encurvamiento del pelo radicular y en 

combinación con nQll .f:EE ó n.rul MH confiere una baja capacidad de 

nodular trébol blanco y subterraneum, de donde se deduce, que n.rul 

,L, es requerido para la nodulación de trébol; DQ.!l ~ y n.rul MH 

juntos, aumentan la nodulación de tales hospederos. Se predice 

que los genes llfill, juegan un papel activo en el encendido de la 

respuesta de defensa de la planta (32). El gen n.rul Q ó los n.rul 

~ del bv. trifolii incrementan significativamente la nodulación 

de Trifolium subterraneum cuando son introducidos a 

B..J.,bv.~, concluyendo que la especificidad por el hospedero, 

está codificada por varios y diferentes genes nod. 

En R..i.bv.viciae ademas de los genes esenciales de 

nodulación, se encuentra una región adicional necesaria para 

nodular trebol blanco y otra que influye en la eficiencia de 

nodulación; el gen nQfl Q esta reiterado y su función es similar a 

la de los genes hsn (65). Se han caracterizado los genes de 

nodulación, y los de especificidad del hospedero, que son n.rul 

.L.JLli, con sus productos génicos de aproximadamente, 20 ooo, 65 

ooo, y 18 ooo D. respectivamente, la transcripción de éstos genes 

se induce por compuestos flavonoides y la inducción depende del 

gen nQ.!i Q, los genes nru;l ~ se encuentran en el mismo operón, y 

llQ!l ~en el operón.de los genes nQll .E..,.i. Por homologia, estos, se 

han encontrado en B...l.bv.trifolii, pero no en R.meliloti ni en 

B. iaponicum, una mutación en D.QQ .L reduce fuertemente la 



' .... 

nodulación, no así en nod M y nru! li donde el efecto es ligero 

(66). De los genes descritos, nru;l E juega un papel clave (pero no 

esencial), ya que con genes adicionales como nQl1 r,nrul FL ó nru;l 

f.MI es capaz de incrementar consecuentemente la nodulación 

hospedero especifica (65). se ha descrito un nuevo gene, nod TI 

una inserción en nm! T provoca el retardamiento de la nodulación 

en Trifolium subterraneum pero no así en~~ (28), por 

secuencia se sabe que llQll T está conservado en otros biovares de 

Rhizobium legwninosarum. El producto de rum '.l'., es una proteina 

tipica de membrana externa, ademas la unidad de transcripción del 

gen nQ!! T es inducible por flavonoides (hesperina) y no pertenece 

al operón ABCIJ (67). 

otro gen de nodulación, recientemente reportado es 

el gen nQ!! Q. 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 proteé'.'sas. Esta 

proteina puede unir ca2+ por lo que se propone, que puede inter­

accionar con células de raiz de la planta por una vía dependiente 

de ca2+, que ocurrirá en el estado temprano del reconocimiento. 

Además tampoco pertenece al operón nQ!! ~. (23). 

En Rhizobium spp cepa NGR 234, tambien se han 

clonado los genes de especificidad para siratro, estos se en­

cuentran flanqueando un gen semejante (por hibridación) a nQ!1 Q, 

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 información para nodular no solo 
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siratro, sino además otras leguminosas como: YignQ unguiculata, 

Glycine ussuriensis y Leucaena leucocephala. Recientemente, se ha 

reportado que una mutación sobre el gen funcional nQ!i Q1, logra 

disminuir el espectro de hospedero, y detener el efecto de 

activación sobre otros genes, ensayos de expresión con fusiones 

Lac, demuestran que ademas del gen nru;l Q1, existen otros loci que 

son expresados constitutivamente, no existiendo evidencia de una 

autorregulación del gen D..QQ. Ri· Sin embargo, ejerce función 

regulatoria sobfe el gen .D.QQ .!U., (que interviene en el proceso de 

nodulación), en presencia de exudados radiculares de varias plan­

tas, tambien de inductores comerciales, incluyendo compuestos que 

antagonizan la inducción de genes nod en otros Rhizobia (4). 

En Rbizobium spp cepa MPIK 3030, los genes comunes 

de nodulación, se encuentran alejados de los genes "n.i..t.". 

Mutaciones en la zona de alta homologia con .D.QQ g, son incapaces 

de nodular plantas de siratro (2). Los genes de especificidad se 

encuentran en un fragmento del plásmido simbiótico, que intro­

ducido a R.meliloti (el cual es incapaz de nodular en forma 

natural a plantas de siratro), ahóra, con éste fragmento extiende 

su espectro de hospedero. Por ensayos de complementación, se sabe 

que los genes nru;l y rum mutados de B.meliloti , no pueden ser 

complementados, por el fragmento derivado de MPIK 3030 (1). El 

producto del gen nº9 1}1 , promueve la inducción de otros genes 

D,Qg, por su interacción especifica con compuestos de la planta, 

asi R.meliloti (sin sus genes hrul) portando el gen nml Q1 de MPIK 

3030, es capaz de nodular al hospedero ilegitimo siratro. Com­

parando la secuencia de aminoácidos del producto del gen ~ n1, 



con el producto del gen Jlrul Il de R.meliloti, se encuentra una 

diferencia, en la secuencia de la región -COOH terminal. Ensayos 

enzimáticos con bacterias llevando genes quiméricos, de JlQs1 12 de 

R.meliloti / ~ 121 de MPIK 3030, sugieren que la región -cooH 

terminal, es responsable de la interacción con factores de la 

planta, y posiblemente en la especificidad de interacción con 

factores de la planta hospedera (30). 



IU:.-OBJE'l'IVO 

B......!..bv.phaseoli CIAT 899 es una cepa con amplio 

espectro de hospedero, que nodula efectivamente no solo Phaseolus 

yulgaris, sino tambien Leucaena leucocepbala (huaje) y MAQl'.Q:: 

ptilium atroporpureum (siratro). 

El objetivo central de nuestro trabajo fué aislar y 

caracterizar la región de DNA de .B...l.bv.phaseoli CIAT 899, capaz 

de extender el espectro de hospedero a una cepa de 

B.....l.bv.phaseoli tipo I, con un espectro restringido de hospedero, 

utilizando como receptora la cepa CE-3. 

Se estableció una colaboración con el Opto. de 

Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Sevilla, 

España, que incluye parte de éste trabajo, el cual se encuentra 

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



IV.-KATBRIAL Y MBTODOS 

cepas y plásmidoa. 

En la tabla l, se encuentran enlistadas las cepas 

y plásmidos que se utilizaron en este trabajo. 

Medio 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., cac12 0,809 

g., agar 15 g. en 1000 ml. de agua). Las cepas de E.coli y 

Agrobacterium fueron crecidas rutinariamente en medio LB. Las 

temperaturas de crecimiento fueron de J0°c para Rhizobium y 

Agrobacterium y de 37°c para E.....QQ.li, 

Enzimas e isótopos. 

Las endonucleasas de restricción, ligasa de T4 y 

fosfatasa alcalina de intestino de cabra, fueron obtenidas de 

Biolabs (U.S.A.) y los isótopos se obtuvieron de Amersham,co. 

utilizados conforme indicaciones del fabricante. 

Transferencia de pláemido• por conjugación. 

La libreria genómica se construyó a partir de DNA 

total de la bacteria B..J..bv.phaseoli cepa CIAT 899, parcialmente 

digerido con la nucleasa Eco RI. Se clonó en el plásmido pSUP205 

el cual lleva los segmentos cos y mob (61), preservandose en 

E.....S<2l.i K 802, El banco genómico se conjugó individualmente (en 

parche) con el plásmido ayudador pNC206, (éste plásmido porta el 

segmento mob, por el que,presumiblemente recombina con el 

plásmido pSUP205, formando un cointegrado) y posteriormente con 



~.bv.phaseoli cepa CE-3 (48). Se seleccionaron transcon­

jugantes portadoras del cointegrado (pSUP205: :pNC206), por el 

criterio de crecimiento en antibióticos marcadores a la 

concentración final señalada en ug/ml.: Tc.10, Km. 30, Sm.100 y 

Nal.10. se utilizó el plásmido pNC206 ya que éste es capaz de 

replicarse en Rbizobium, a diferencia del plásmido pSUP205, que 

no lo hace. 

Manipulación 4• DNA. 

Se aisló DNA plasmidico y genómico, esencialmente 

como lo describe Birnboin y Doly (1979) y Maniatis (1982) (42). 

Experimentos de transformación se realizaron por 

el método que utiliza el cac12 (42). 

Los fragmentos de DNA de los plásmidos, 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 (Hybond N+) por la técnica descrita por Southern 

(62) • El DNA usado como detector fué marcado radioactivamente 

por "Nick translation" (Rigby 1979) ó por "Multiprime DNA 

labelling" (conforme instrucciones del fabricantca) La 

hibridación se realizó en condiciones relajadas a 42°c, y los 

lavados se hicieron: 2X ssc y 0.1 \; de sos a 55°c, y en otros 

casos a 4X ssc y 0.1 % de sos dependiendo de la severidad 

requerida en los lavados. 

Los fragmentos clonados fueron digeridos con la 

nucleasa Eco RI, posteriormente se adicionó ligasa de T4. se dejó 

la reacción a temperatura ambiente por 3 Hrs. Con éste material 

se transformó a la bacteria~ lW.121(12). 
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Ensayos de nodulación y actividad de nitroqenaaa. 

Las transconjugantes de B....l.bv.phaseoli cepa CE-3 

pSUP205::pNC206 fueron inoculadas en grupos de 50 clonas en 

raíces de teucaena leucocephala, para asi seleccionar las que 

fueron capaces de inducir la formación de nódulos. Las plantas se 

crecieron en invernadero ó en cámaras de crecimiento 
0

{26-Joºc¡. 

La inoculación se hizo de la siguiente manera: las bact'erias se 

crecieron en medio PY por una noche y posteriormente se 

centrifugaron y lavaron con Mgso4 · 10 mM. A continuación se 

resuspendieron en la misma solución, e inocularon en un volumen 

discreto ( 1 ml. de cultivo por planta). Las semillas de 

Leucaena leucocephala fueron germinadas como sigue: se lavaron 

con aqua corriente, se escarificaron con ácido sulfúrico con-

centrado por espacio de 5-10 min., se removió el ácido, y se 

adicionó hipoclorito de sodio al 20 % por 20 min., se lavaron con 

agua estéril y colocaron en cámara húmeda a Jo0 c por tres dias. 

Las plantulas se colocaron en tubo con agar Fahraeus (24) ó en 

maceta con vermiculita (sin dejar que las plantas etiolen) e .in-

mediatamente se inocularon. Los tubos son incubados en cámaras de 

cultivo y las macetas en invernadero, aproximadamente 15 dias 

despues, aparecieron nódulos maduros. Alternativamente se utilizó 

otra manera de escarificar las semillas de Leucaena leucocephala 

y Leucaena esculenta : se lavaron las semillas con agua cor­

riente, se colocaron en agua caliente, aproximadamente a so0 c por 

10 min. con agitación, se colocaron en hipoclorito de sodio al 

20 % por 20 min. , se lavaron con agua estéril y se colocaron en 

cámara húmeda a Jo0 c por tres dias, despues se sembraron en vaso 



con vermiculita estéril, inmediatamente se inocularon. A los 12 

dias se observó la aparición de nódulos maduros. 

La actividad de nitrogenasa fué medida por la 

reducción de acetileno a etileno, para lo cual se colocó la raiz 

con los nódulos en un frasco pequeño: se retiró lml. de aire y se 

le adicionó el mismo volumen de acetileno: ésto se incubó 1 hr. a 

3o0 c y se tomaron 0.25 ml.de la mezcla de gases del frasco 

midiéndose en un cromatógrafo de gases. El peso húmedo de los 

nódulos fué determinado. 

Recuperación 4e bacterias 4e los nódulos. 

Los nódulos fueron esterilizados superficialmente 

con hipoclorito de sodio al 20 % por espacio de 10 min., a 

continuación se lavaron con agua estéril y trituraron, 

adicionándose 100 ul. de caldo de cultivo e inmediatamente se 

sembró éste liquido en medio PY (agar) sin antibióticos. Una vez 

crecidas las bacterias, se seleccionaron las colonias en el 

mismo medio de cultivo con los antibióticos marcadores, 

purificándose las colonias. 

Visualisación 4el perfil plasai4ico. 

Para visualizar los plásmidos presentes en la bac­

teria lL..l.bv.phaseoli cepa CE-3 y transconjugantes, se llevó 

acabo la técnica descrita por Eckhardt (22). 

Huta9,nesis del fragmento 4e 6.5 lb. 

Para mutagenizar al inserto del pJM22, se utilizó 

el transposon mini Mu-Lac,' el cual es fácilmente monitoreado por 

la producción de la enzima B-galactosidasa, y se desarrolló el 

protocolo descrito por Ratet en 1988 (54). 



TABLA f 1 cepas bacterianas y pláamidoa 

Pláamicloa 

pSUP205 

pNC206 

pJM2 

atribuciones 

Mob Coa Ter cmr colEl 

IncPl cbr Kmr. 

Inserto de 22Kb del psym 
de CIAT 899 clonado en 

fuente 

Simon et ª1 (1983) 

A.Pübler. 

pSup 205 Ter cms. este trabajo. 

subclona EcoRI de 16 Kb de pJM21 
pJM 2 en pSUP205 Ter cm8 • este trabajo. 

subclona EcoRI de 6.2 Kb de pJM22 
pJM 2 en pS~P205 Ter cmª. este trabajo. 

Cepas 

R.pbaseoli 
CIAT 899. Silvestre Nod+ Fix+ en 

frijol. Rifr Nalr. 

CE-3 smr derivada de la cepa 
CFN-42 Nod+ Fix+ en frijol. 

M5 defivada de CIAT 899.pSym­
pA Rifr Nal r. 

AD822 derivada de CIAT 899.pSym­
pA+ Rifr Nal r. 

AD4 derivada de CIAT 899.pSym+ 
pA- Rifr Nalr. 

CFN-2001 CFN-42 psym- Rifr. 

A.tumefaciens 
GMI9023 Rifr curada de los plásmidos 

pAt y pTi derivada de la 
cepa C58 

GMI9023 derivada de GMI9023 mas el 
(pCIAT899a) pSym de CIAT 899 Rifr. 

GMI9023 derivada de GMI9023 más pSym 
(pCIAT899ab) y pA de CIAT 899 Rifr. 

~ 

HB101 F-~ MJllf F2 .thi. W 
ml~- Sm. 

Martinez il ª1(1985) 

Noel il .ill (1984) 

Bolbool il .iÜ 

A.Davalos 
(comunic. personal) 

A.Davalos 
(comunic. personal) 

Palacios il .A.1(1983) 

Rosenberg il Al 
(1984) 

Brom filo .iÜ (1988) 

Brom il ª1 ( 1988) 

Boyer et al (1986) 



V.- BSTRATIGIA. 

R.phaseoli 
CIAT 899.,,,,,~banco qenómico 

• en pSUP205 ••••••• x ••• pNC206 

Y• 

transconjuqantes •••• x .... R.phaseoli CE-3 

"' . Nod+ 
L.leucocephala 
L.esculenta 
M.atroporpureum • 
P.yulgaris 

• transconjuqantes 

., 
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de Leucaena 

., 
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., 
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"' Nod+ 
P.yulgaris 

"' análisis de 
, perfiles plasmidic~s 

., 
aislamiento de 

clonas 

y 

caracterización 
de la reqión 

clonada 
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VI.- RESULTADOS. 

Estan4arización de los ensayos 4e no4ulación. 

Se estandarizaron las condiciones de cultivo de 

las plantas a utilizar: Leucaena y Macroptilium. En la fig.l se 

muestra la nodulación de las dos cepas silvestres ensayadas: 

R...l.bv.phaseoli CIAT 899, y R:J...bv.phaseoli CE-3. 

complementación de la cepa cz-3 para no4ular Leycaena y 

Macroptiliwp. 

La genoteca de R.:.l.bv.phaseoli cepa CIAT 899, con­

tenida en aproximadamente 1000 clonas, fué conjugada in­

dividualmente (en parche), con el plásmido ayudador pNC 206 con 

un 100% de eficiencia. Esta construcción fué conjugada in­

dividualmente (en parche) con R:J...bv.phaseoli cepa CE-3. Este 

proceso ocurrió con un 35% de eficiencia (por recuperación de 

clonas crecidas en los antibióticos marcadores), seleccionando la 

formación de cointegrados entre los plásmidos pSUP205: :pNC206 

(DNA pasajero) en la cepa CE-3. 

Las 350 t~ansconjugantes obtenidas (CE-3 

pSUP205: :pNC206), fueron inoculadas a plantas en 7 grupos de 50 

clonas. De estos únicamente cuatro grupos fueron capaces de in­

ducir la formación de nódulos en Leucaena. Los grupos fueron 

denominados G-1, G-2, G-4 y G-5. En la fig.2, se aprecian los 

nódulos 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, que confieren la capacidad de 

inducir nódulos en teucaena y Macroptiliurn a una cepa que era in-



capaz de hacerlo (CE-3). 

De los nódulos inducidos por los grupos G-1, G-2, 

G-4, G-5, se eligieron 4 nódulos de cada planta. Se aislaron 5 

colonias de cada nódulo en PY, · las cuales fueron resistentes a 

Te, Km, Sm, y Nal. Para confirmar que las bacterias aisladas de 

los nódulos fueran efectivamente transconjugantes (CE-3 

pSUP205::pNC206), se analizó su perfil plasmidico por el método 

de Eckhardt. El perfil plasmidico fué semejante al perfil de la 

cepa original CE-3, más un plásmido (cointegrado) de menor peso 

molecular. Este plásmido, varió en peso molecular de un grupo a 

otro (fig.3). La presencia del cointegrado sugiere que este es 

el responsable de la nodulación 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 

cósmidos correspondientes de éstas transconjugantes se 

designaron: pJMl, pJM2, pJM4 y pJM5 respectivamente, los cuales 

fueron transferidos a E.coli HBlOl, para facilitar su 

purificación y posterior análisis. 

De estas ·transconjugantes, se eligió la 

construcción Lp-2, para analizar y corroborar que la región 

clonada en pJM2, corresponde a información contenida en el DNA de 

la cepa CIAT 899. Para esto se procedió a hacer digestiones 

con Eco RI de DNAs totales de las cepas: CIAT 899; M5 y AD822 

(derivadas de CIAT 899 pSym-, pA+); AD4 (derivada de CIAT 899 

psym+, pA-) y A.tumefaciens cepas GMI 9023(55), GMI ·9023(pCIAT 

899b) y GMI 9023(pCIAT 899ab),(pSym+ y pSym+,pA+ de ·cIAT S99 

respectivamente) (15), transfiriendolos a nitrocelulosa 



(Southern), para después hacer hibridación DNA-DNA, utilizando 

como sonda el cósmido pJM2. Los resultados se muestran en la 

fig. 4. Se aprecia hibridación con CIAT 899, AD4, 

GMI9023 (pCIAT899b) y GMI9023 (pCIAT899ab) , obteniéndose dos ban­

das, que corresponden en tamaño, 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 ninguna señal de hibridación. De estos 

resultados podemos concluir que el cósmido pJM2 lleva clonada 

información presente en el psym de la cepa CIAT 899, la cual es 

capaz de complementar a la cepa CE-3 para nodular Leucaena y Mi!Q:: 

roptilium. 

Delimitación de la reqión que confiere espectro a111plio 

de hospedero a la cepa CE-3. 

Con el objeto de delimitar la región clonada de la 

cepa CIAT 899 que confiere un espectro amplio de hospedero a la 

cepa CE-3, el cósmido pJM2 fué digerido con EcoRI y subclonado en 

el mismo sitio del plásmido pSUP205, dando origen a las subclonas 

pJM21 y pJM22, conteniendo insertos de 17 y 6.5 Kb. ·respec­

tivamente, fig.5. 

Los plásmidos pJM2l y pJM22 fueron transferidos 

por conjugación (con el plásmido ayudador pNC206) a la.cepa CE-3, 

(material y métodos), obteniéndose las transconjugantes'CE-3/pJM 

21 y CE-3/pJM22,(fig.6), 

Se realizaron ensayos de nodulación con el fin de 

determinar cual subclona era capaz de complementar a la cepa CE-3 

para nodular Leuca~na y/o Macroptilium. Se inocularon diez plan­

tas de I,eucaena por ensayo, con las transconjugantes CE-3/pJM21 y 



CE-3/pJM22. Los nódulos formados por Leucaena, fueron ensayados 

para actividad de nitrogenasa. (reducción de acetileno) • Los 

resultados de la tabla 2 muestran, que unicamente la cepa CE-

3/pJM22 indujo la formación de nódulos efectivos en ralees de 

Leucaena.(fig.7). Resultados similares fueron obtenidos en 

varios ensayos. 

TABLA Ho.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) + 21 20 

AD822/pJM2 

CFN-2001/pJM2 

Para descartar que 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 hibridó en condiciones 

poco estrictas, éste inserto con genomas totales digeridos con 

Eco RI, de las cepas: CE-3, CIAT 899 y AD822. No se obtuvo señal 
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de hibridación con la cepa CE-3, ni con AD822 (psym-). La banda 

que hibrida con CIAT 899, corresponde a la clonada en pJM22 y no 

parece estar reiterada. De estos datos pódernos concluir, que la 

región minima de DNA de la cepa CIAT 899, (llevada por la cepa 

CE-3), que puede inducir la formación de nódulos en plantas de 

Leucaena, está contenida en un fragmento de 6. 5 Kb. de Eco RI 

( fiq. 8) 1 aunque los nódulos inducidos, son menor en número que 

los inducidos por CE-3/pJM2 (Lp-2) y por la cepa silvestre CIAT 

899. 

Hibridación de pJK22 con detectores especificos. 

En Rhizobium meliloti los genes ngg y determinan 

la activación de los genes comunes de nodulación, sin embargo 

recientemente se ha descrito, que uno de éstos es capaz de fun­

cionar como determinante de especificidad ( 64, 65) • Para deter­

minar si en pJM22 ocurria de forma similar, se hibridó pJM22 con 

el gen IlQs1 ~ de R.meliloti, usando un fragmento interno de IlQs1 ~ 

de 0.35 Kb.(Bql II/Ava I). Se encontró hornologia entre ambos 

DNA's, fig.9. Ademas el pJM22 se hibridó con el gen IlS2it & de 

R.meliloti, usando un fragmento interno de nQ.!i ~ (Hind III), 

dando señal de hibridación, los genes D.Q.9 AD tambien se en­

cuentran en éste mismo fragmento (datos no mostrados aquí, pero 

si en e.vargas~ Al· en prensa, que se anexa). 

Perdida del fenotipo de nodulación en L•ucaena. 

Se realizó una mutagénesis de pJM22,· usando el 

transposon mini Mu-lac.(54), obteniéndose 14 inserciones 

diferentes en el segmento. Las inserciones fueron transferidas a 

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



plantas de 1eUcaena para conocer su fenotipo de nodulación. Se 

encontró que sólo una presentó el fenotipo Nod-. Se determinó el 

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

VIa.-ADICIONAL. 

Algunos plásmidos construidos en éste trabajo, fueron 

empleados en el trabajo en prensa que se anexa. Para fines 

prácticos se cambian de nombre y para evitar confusiones, se hace 

saber.(fig.l de e.vargas~ ª1) 

este trabajo 

pJM2 

pJM21 

pJM22 

c.vargas,gt ª1· 

pCV3820, 

pCV3821. 

pCV3822. 



VII.-DISCUSION. 

En la mayoria de los Rhizobia, los genes de 

nodulación han sido ampliamente caracterizados, posteriormente, 

lo fueron los genes de especificidad, p.ej. en R.meliloti, en 

R...L.bv. trifolii y viciae, y en Rbizobium film• cepa NGR234, los 

genes de especificidad han sido descritos y estan siendo es­

tudiados. Sin embargo en R..J...bv.phaseoli el estudio de los genes 

comunes de nodulación, es reciente y los genes de especificidad 

en éste biovar, no estaban explorados. 

La expresión de los genes de especific°idad, per­

miten la interacción especifica del Rhizobium con la correspon­

diente leguminosa huésped. Los genes de especificidad en 

R.meliloti se encuentran en el pSym, cerca de los genes nif (69), 

estos genes bfill (nodulación hospedero especifica), se denominan 

bfill ~ JL.. g y Il (ll.Q.!l .E....~~ y H). Mutaciones en estos genes, 

afectan la nodulación a diferentes grados. Mutaciones en el gen 

bfill J2, produce una alteración en el espectro de hospedero. Los 

genes h.:m ~ Jl y ~ controlan el crecimiento del hilo de 

infección, mientras que el gen .l!fill n, es requerido para el enros­

camiento del pelo radicular, hospedero especifica (31). Esto se 

ha demostrado mediante la expresión de los genes nQ.!! comunes y 

lllln n, sugiriendo que estos genes estan involucrados en la 

producción de factores que intervienen en el fenotipo Hac 

(enroscamiento del pelo) (3). se han identificado otros genes de 

especificidad, denominados nod H y ~ Q, involucrados en la 

producción de señales nod (38). Estos genes, transferidos a 



B.,J,_,_bv.viciae lo incapacitan para infectar y nodular alfalfa 

(hospedero normal de R.meliloti), así como inhiben la capacidad 

de infectar y nodular su hospedero natural. Un análisis de los 

sobrenadantes de sus cultivos, demuestra que, estos determinan la 

correlación entre especificidad y comportamiento simbiótico, ya 

que se encuentran factores extracelulares activos sobre alfalfa ó 

chicharo y depende de nrul H y nQ.d g (25). Uno de los genes 

comunes de nodulación, nQJ! Q actúa como gen determinante de 

especificidad. El producto de este gen, junto con compuestos 

flavonoides de la planta,activa la transcripción de otros genes 

de nodulación. Bajo la acción de algunas señales de la planta, es 

capáz de determinar la especificidad por el hospedero (48,63,57). 

Ademas, los diferentes genes !lQQ. Q, responden de manera diferente 

a exudados de raiz, de una variedad de plantas, así como a induc­

tores comerciales. El gen nQQ. Q¡ de R.meliloti es capáz de com­

plementar a su homólogo en Ihl.....bv.trifolii, pero nó el de la cepa 

NGR234. Esta complementación es posible con nod ºi ó nm;l ºl más 

el gen JiU!1: H de R.meliloti (29). En R..J....bv.trifolii, una mutación 

en n.QJ;l n promueve la ampliación del espectro de hospedero 

(parasponia y siratro), ademas de causar alteración en funciones 

regulatorias y de reconocimiento de moléculas inductoras, es 

capáz de inducir la expresión de nru;l A independ~entemente de la 

adición de inductor,ésto es causado por un solo cambio de bases 

(45). En R...L_bv.ll2i.ll, una mutación en nQQ. J2 puede causar la 

pérdida de la autoregulación y además la pérdida de la capacidad 

de activar a otros genes nod (LMN). Los genes .o.!lit lu. H y nQQ. H, 

están involucrados, en la nodulación eficiente hospedero 



especifica. Mutaciones en nod 1, reducen la nodulación en 

chicharo, pero nó en haba. Se reduce la nodulación en haba cuando 

la mutación es en nru! M ó nod H ( 66) • El gen n.rut X de 

R.leguminosarum (cepa TOM) es el responsable del fenotipo de 

nodulación en P.sativun cv.Afghanistan (46). 

En los Rbizobia con amplio espectro de hospedero, 

el gen DQ.Q º tiene influencia en la determinación del espectro de 

hospedero, por su ámplia interacción con diferentes componentes 

de los exudados de raices de diversas plantas (a diferencia del 

gen ngg º de R.meliloti que interacciona especificamente con 

luteolina) (30). sin embargo los genes de especificidad en­

contrados en un segmento de DNA(ll.4 Kb.) de la cepa MPIKJOJO 

portados por B.meliloti, es capaz de inducir nod~lación en 

siratro (1). En Rbizobium spp. NGR234, una región de DNA,capaz de 

ampliar el espectro de hospedero de R..,,!.._bv.trifolii, porta un gen 

similar a DQ.Q º (por hibridación) , que al mutar, no puede ser 

complementado por el gen nod º de R...!...bv.trifolii. Además, cuando 

las mutaciones estan en la región que flanquea al gen parecido a 

nQ.Q ,D., se pierde el fenotipo de extensión de espectro de 

hospedero (4). Esta región de DNA de la cepa NGR234, más la 

región de nodulación de Bil.....bv.trifolii, son capaces de inducir 

nodulos en plantas de siratro, cuando son introducidos a 

Rhizobium que no lleva su psym (5). 

En Rhizobium spp. NGR234, se han encontrado otros 

genes, que estan involucrados en la nodulación hospedero 

especifica •. Los genes n2!l ~ y nQ!l Y precedida por su nod box se 

encuentran localizados en la región descrita como HsnII. El gen 



nQl! -ª controla la nodulación de Leucaena leucocephala y nQl! su 

regulan la nodulación de Desmodium intortum y Vignia unguiculata. 

Estos nod box, son regulados por naringenina. se han encontrado 

(por hibridación), en B.iaponicum y mutaciones en éstos genes, no 

alteran el comportamiento de nodulación de B.japonicum sobre 

soya, cowpea y siratro. (27¡39). 

En R....hbv.phaseoli, el estudio de los genes 

comunes de nodulación, es ·reciente y los genes de especificidad 

en este bv. , están poco explorados. Los determinantes de 

especificidad, parecen ser· diferentes en las cepas tipo I y II. 

En las cepas tipo I, los polisacáridos tienen influencia. 

Mutaciones en los genes lP..!! de la cepa CFN-42, retardan la 

inducción de nodulos, asi como se ve disminuida la actividad de 

nitrogenasa y el número de células infectadas, tambien es 

reducido. Estos genes (l.M), transferidos a mutantes en 

polisacáridos de R..1.....bv.trifolii, son capaces de inducir nodulos, 

grandes y rojos que desarrollan una buena actividad de 

nitrogenasa (14). Sin embargo, no se han caracterizado genes 

especif icos. 

Para las cepas tipo II (CIAT 899), un fragmento 

del plásmido simbiótico (pJM2), puede dar la capacidad de inducir 

nodulos, a una cepa tipo I (CE-3). Este segmento ha sido reducido 

en tamafio hasta 6.5 Kb.(pJM22), conservando el fenotipo de 

nodulación en esa cepa. Aunque es menor el número de nodulos 

(niveles equivalentes al 60% de la cepa silvestre, en el primer 

caso y 40% en el segundo), la actividad de nitrogenasa de nodulos 

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



silvestre, no sucede asi para nódulos inducidos por pJM2. Estas 

diferencias, pudieran deberse a la ausencia de algunas regiones 

de DNA del psym, en estos plásmidos, ya que además no son capaces 

de inducir nodulos en cepas psym- de erAT 899. 

El plásmido pJM22 mostró homologia por hibridación 

con el gen nQll ~ de R.meliloti, asi como con los genes Il.QQ A... ~ y 

.nQJ;l ~. Dado que éstos últimos genes son intercambiables, es 

posible suponer que es el gen ngg ~, el que juega un papel impor­

tante para ampliar el espectro de hospedero, ó pudiera ser el 

directamente responsable, ya que el plásmido peV3802 (ver 

articulo anexo), q~e porta el gen llQ9. ~y un pequeño fragmento de 

DNA (ausente en pJM22=peV3822) es capaz de inducir nodulación en 

Leucaena por la cepa eE-3 (tabla 1, e.vargas g..t .itl_), lo que 

seria, mediante su capacidad de interaccionar con diferentes com­

puestos inductores, presentes en el exudado radicular de 

diferentes plantas ó bien por su capacidad de inducción sobre al­

gunos genes de nodulación en presencia de aquellos componentes 

(S,4,30,73). 

El plásmido pJM22, pierde su capacidad de inducir 

nodulación en leucaena, en el fondo de la cepa eE-3, por la 

inserción del transposon mini Mu-lac. Es necesario definir exac­

tamente el sitio de la inserción, para determinar cual es el gen 

directamente responsable. Los resultados apuntan, a que pudiera 

ser el gen nQll ~ (éste trabajo y e.Vargas et ª1.). Esto seria un 

caso más, en donde el gen D.QQ. ~ está involucrado en ampliar el 

espectro de hospedero, en presencia o ausencia de inductores 

(45,13). 



Como ya se mencionó, presumiblemente el gen IlQJl n, esta 

involucrado en la determinación del espectro de hospedero. Sin 

embargo, falta determinar 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 IlQJl n. 



VIII.•CONCLUSION. 

Los datos obtenidos en el presente trabajo, 

sugieren importantemente que, el gen nod º o los genes aledaños, 

de la cepa CIAT 899, juega(n) un papel importante, en la 

determinación del espectro de hospedero. 

Los dos tipos de cepas de lhl...bv.phaseoli, tienen 

diferencias significativas, como son: reiteraciones de los genes 

ni.f, separación de los genes Il.Qll comunes y espectro de hospedero. 

A éste respecto, la diferencia funcional del gen nQ5i J2 es muy 

notoria. Nuestros ensayos, indican que un fragmento de 6.5 Kb. de 

DNA de la cepa CIAT 899, conteniendo los genes Il.Qll A,fil;; y llQQ º' 
es capaz de ampliar el espectro de hospedero de la cepa CE-3. Sin 

embargo, éste fragmento, no es capaz de inducir el mismo fenómeno 

en cepas curadas del pSym (AD822 y CFN 2001). Esto parece in­

dicar, que la determinación del espectro de hospedero, depende de 

más de un gen del plásmido simbiótico. 
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F i q • 3 • P e r f i 1 
plasmidico de al­
gunas transcon­
jugantes, aisladas 
de nódulos de huaje 
(Eckhardt).. 
Lp-l;-2;-4 ;-5 (1-4) 
y CIAT 899 C. 5). 
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~i9.4. Hibridación 
de qenomas totales 
de R..l....bv.phaseoli y 
A.tumefaciens contra 
pJM2 (Lp-2), ver 
texto. 



Piq.s. Subclonación 
del plásmido pJM2(3) 
en el vehiculo 
pSUP205, generando 
los plásmidos pJM21 
con 1 7 Kb. ( 1) y 
pJM22 con 6.5 
Kb. (2). 



Fiq.6. Perfil 
plasrnidico de 
transconjugantes ob­
tenidas por la 
introducción de los 
plásrnidos pJM21 y 
pJM22, a la cepa CE-
3, generando las 
cepas que se in­
ocularon a huaje y 
siratro. 
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Fig.7, Perfil 
plasmidico de dis­
tintas colonias ob­
ten id as de la la 
cepa CE-3/pJM22, 
aislada de nódulo de 
huaje (A). Reducción 
de acetileno presen­
tada, por algunas 
cepas inoculadas(B), 
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rl9.1. Hibridariión 
de pJM22, contra 
genomas totales de 
CIAT899 y CE-3. 
Aparece una señal, 
que corresponde al 
fragmento de 6.5 Kb. 
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<A> 

c•·l ••i,·i 

(~) 

Pig.t. Homoloqia del 
fraqmento de 6,5 Kb. 
con otros detectores 
como ll2si Q (A) y ~ 
~ (B). se observa 
señal con ambos 
detectores. 
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Piq.10. Mapa fisico 
del segmento de. 6. 5 
Kb. del plásmido 
pJM22, el cual porta 
la región minima, 
capaz de hacer 
nodular a huaje por 
la cepa CE-3. 
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ldentification and clo.ning. of nodulation genes and host 
specificity determinants of the broad host-range 
Rhizobium /eguminosarum biovar phaseoli strain 
CIAT899 

C. Vargas,' L. J. Martlnez2, M. Meglas' and 
C. Quinto2• 
1 Departamento do Micrabio/agla y Parasitología, 
Universidad de Sevilla, Apartado Postal 874, 41003 
Se1ille, Spain. 
2Unidad de Biología Molecular}' Biotecnología Vegetal, 

UNAM Apartado PostRI 2-246, Cuarnavaca, More/os, 
Mexico. 

Summary 

Rhlzablum /eguminasarum blavar phaseoll type 11 
·straln CIAT899 nodulates a wlde range of hosls: 
Phasealus vulgaris (beans), Leucaena esculenla (leu­
caena) and Macroptil/um atropurpureum (slratro). A 
nodulallon reglan from thc symblatlc plasmld has 
been lsolated and chnraclerlzed. Thls reglan, whlch Is 
contalned In the ovcrlapplng cosmld clones pCV38 
and pCV117, Is able to Induce nodules In beans, 
leucaena and slratro roots when lntroduccd In stralns 
cured far the symblollc plasmld, pSym. In addillon, thls 
clonad reglan extends the host range of Rhlzoblum 
me/llotl and R. /eguminosarum blovar (bv.) trifolil 
wlld·type stralns to nodulato beans. Analysls al con­
structed subclones indicates that a 6.4 kb Hindlll 
fragment contalns thc essenllal genes requlrcd tor 
nodule lnducllan on all thrce hosts. Rhlzoblum /eguml­
nosarum bv, phaseoll typc 1 slrnln CE3 nodulalcs only 
beans. However, CE3 transconjugants harbourlng 
plasmld pCV3802 (whlch hybrldlzed to a nodD hetcr­
ologous probe), wero capablc of ollclllng nodules on 
l1ucaona and slratro roots. Our resulls suggest that 
the CIATB99 DNA reglan hybrldlzlng wlth the R. melilol/ 
nodD detector Is lnvolvcd In lhc extcnslon of hosl 
apeclflclty to promete nodulc formotlon In P. vulgarls, 

L. escu/enta and M. alrap11rp11re11m. 

lnlroducllon 

Symblotlc nllrogen·flxlng bacteria heve been classlfled 
lnto three genera: Rhizobium, Bradyrhlzobium and Azorhl· 
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zobium, Eslablishing a nllrogen-flxing symbiosis belween 
the bacleria and i11e leguminous plants is a complex 

.. developmenlal process that involves lhe expression of 
symbiollc genes In both the host and the symbionl. 

Far Rhizobium species, lhe genes lhnl control nodu­
lation, host-range specificity and nllrogen fixnlion have 
been localed on largo indigenous plasmids callad S)'mblo­
tic plasmids (pSym) (Banfalvl et al., 1961; Hombrecher et 
al., 1981; Hooykaas et al .. 1981). In Bradyrhizobium and 
Azorhizobium specles, the symbiotic genolic informallon 
lies on the chromosome (Noli et al., 1985; van den Eede el 

al., 1987). 
The genes requlred In the earliest stages of tho infeclion 

process are classifiod according to lheir properties whun 
transferred into other species of rhizobla or inlo the relaled 
bacteria Agrobacterium t11mofacions. Thc naclAOC genes 
are involved in rool hair curling and nodulo induclion. 
These genes are conservad between spocles bolh func­
llonally and al the nucleotide leve! (Banfalvi et al., 1081; 
Rossen et al., 1984; Tórok et al., 1964; Egelhoff et al., 
1965; Jacobs et al., 1985). Tn51nsertions in lhe nodAOC 
genes abolish the nodulation capacily of rhizobia (llosscn 
et al., 1984; Tórok et al., 1984; Djorcljcvic ot al., 19íl5; 
Egelhoff el al, 1985; Jacobs et al., 19135; Pobelló et ;11., 
1g86). 

Downslream of nadC, in Rhizobium leguminosarum bv. 
vicine (Evans and Downlc, 1986), Rhizobium meliloti 
(long, 1989) and Dradyrhizobium japonicum (Nicuwkoop 
et al., 1987; Hennccko et al., 1988), two othcr genes mo 
found: nodl and nodJ, whlch are funclionally inler­
changeable wilh regían 11 descrlbed for R. lag11minosawm 
bv. trifolii(Djordjevlc et al., 1985). Mutalions In nodlJgcncs 
(rcgion 11) ha ve no effecl In 8. japonicum (Mieuwlmop el ni., 
1987; Hennccke et ni., 1988). Howcver, in R. legwninos.1-
rum bv. viciae and bv. trifolii lhese mutalion5 resull in 
inefficienl (delayed) nodulation on sorne hosls (Djordjevic 
et al., 1985; Evans and Downle, 1886), The genes nodAO­
CIJ are referred to as 'common' nod genes bccause they 
can be replaced by lhe corresponding genes of olher 
Rhlzoblum or Bradyrhizoblum speclcs wllhout atlccllng 
the host range. 

Other nodulatlon genes appear to be lnvolved in hosl­
renoo spoclflclly and nodulallon cfflclcncy: lho nodFE 
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genes, present in R. meliloti (also called hsnAB) (Horvath 
et al., 1986; Ffsher et al., 1987) and in R. legumi11osarum 
bv. viciae (Shearman et al., 1986) ílnd bv. trifo/li (rcgion 111) 
(Djordjcvic al al., 1965); tho R. maliloli nociGH genes 
(otherwise callcd hsnCD), which do not secrn to have 
homology to any from other Rt1izobium species (Rodrl­
guez-Ouiliones et al., 1987) and the nodLMN and nodX 
genes, which have becn lound only In the R. laguminosa­
tum group (Surin and Oownic, 1908; Davis el al., 1988). 
More rccenlly, !'/. leguminosarum bv. viclae nodT and 
nodO, and R. maliloli nodPQ genes have been describcd 
(Canter-Crerners el al., 1989; Cervantes et al., 19B9; do 
Mnagd et al., 1089). 

Flnally, tho only nodulalion gone expressed conslitu­
tivcly, nodD, is highly conservad within Rhizobium spp. 
nodD is adjacent to nodA, but Is transcribed In the 
opposlte direclion. In sorne rhizoilla, only ano copy of 
nodD is present (i.e. R. leguminosarum bv. viciae and bv. 
trilolii, ar R/Jizobium sp. NGR234) (lnnes el al., 1985; 
Shearman et al., 1966; Bassam el al., 1986) whlle other 
specles carry two (/3. japonlcum, R. spp. MPIK3030 ar 
Rhizoblum fredi1) (Ramakrishnan et al., 1986; Horvath ol 
al., 1987; Gottfert el ni., 1989) or lhree copies of this gene 
(R. meliloti, Gottfert el al., 1986). 

The nodD. gene product is a DNA-binding regulatory 
protcin that induces othor nodulalion genes in the pres­
ence of flavonoid coinpounds found in root exudates 
(Mulligan and Long, 1985; lnnes et al., 1985). Morcover, it 
has been shown recently that the nodD gene also plays a 
role in host range, probably by modialing host-specific 
aclivallon of nodgencs (Horvalh et al., 1907; Spaink ol al., 
1967; Bassam el al., 1086; Gyéirgypal et al., 1908). 

As describod above, mosl dotallcd genellc studies have 
becn carrled out using the fast-growing, narrow host­
range stralns (R. meliloti, R. lcguminosarum bv. lrlfolii and 
bv. viciae). Thorcfore, rclativcly lillle informalion has becn 
acquired about R. leguminosarum bv. pl1aseoll. Bacteria 
capable ol elicling nodulcs in Phaseolus vulgaris form a 
strongly hoterogeneous group, as proposcd on the basls 
of protein palterns (Robe1 ts er JI., 1980), antiblolic reslst­
anco (Beynon and Josoy, 1980), numerical taxonomy 
(Catleau el al., 196•1) and structure of chromosomal 
genes, showing a leve! of genelic and genotypic 
divergence grealer than thal far any singla bacteria! 
specles (Piñcro el at., 1988). 

Nalive isolates from P. vulgarls nodules differ In thelr 
nodulation hosl range and In nilrogenase (ni/) copy 
number (Martlnez el al., 1905). Type 1 stralns have a 
nmrow nodulalion hosl range and repcated· nlf genes, 
while lypc 11 strains have a bread host rarigc, which 
lncludos Pl1asaolus and Leucaena, and have a single copy 
al the ni/H gene (Mnrtinoz el al., 1985; Palacios el al., 
1987). 

When pSym from R. legumlnosarum bv. pha.~eoll straln 

CE3(lype1) is transferrcd to A. tumefacians, lhe transcon­
jugants elicit tho forrnation of non'.nilrogen-fixing nodules 
en beanroots (Palacios eta/., 1905; Drom et al., 1966). Tl1e 
reportad promolion of nilrogcn·lixlrig nodules in P. 1•ul· 
gnris and Leucaona escuJanla, by A. tumcfaciens lrans· 
conjuganls, was obtaincd by the lransfer al pSym lro111 R. 
legum/nosarum bv. phaseoll type 11, slralns CFN299 and 
CIAT899 (Marlincz eral., 1907; Brom et al., 1906). 

·So lar, the genclic anatysis al R. leguminosnrum bv. 
phasaoli nodulalion regions has been reportod only for a 
limilcd number al typc 1 slruins (Lamb el ni., 1985; 
Cevallos et al., 1969). In lhis papcr we repo1t thc cloning 
and charnctcrlzalion of a symbiotic rcgion frorn CIAT899, 
a type 11 strain of R. legurninosarwn bv. phaseoli. This 
pSym region includcs !he putativo common nod genes 
and a fragrncnt thnt exlends thc host range al a type 1 
strain (CE3), as well as oldilleronl last·growing rhizobia, to 
nodulatc lhose lcgumes nodulated by type 11 strain 
CIAT699. 

Results 

/solalion ol lhe nodulation reglan 

R. leguminosarum bv. pliascoll CIAT899 carries two 
plnsmids of 120 rnegaDaltons (MD) (plasmld 'a') anrJ 
215MD (plasmid 'b'). Plasmid 'b' has bocn ide11tiliod 
previously by Brom cf al. (1988) as bcing lhc symbiotic 
plasrnid. 

In arder lo isolate the nodulation regio11 lrom R. legwni­
nosarum bv. phaseoliCIAT899, wo constructed a cosmid 
bank ar letal DNA by uslng thc brond-llosl ra119e cosmid 
vector pVK102, as doscribcd In the E:xperinwntal pro· 
ccdures. The entire clonod bt111k was inhocJucccl in the 
pSym-cured CIAT899 derivativo, RSP900. Tho tmnscon­
/ugants wcre selected in minimal mcdium Sllpplcmcnlod 
wilh tetracycline and rilampicln and llSCd as i11oculants on 
bcan seedlings. Planls wcre analyscd lar tilo prescnco ol 
real nodulos alter 21 days. Singlo nodulc~ worn collcctod 
trom each nodulated plant and bactetia wcrc ruisoklfcd on 
TY mcdium with added tetracycline and rilampicin. Plas­
mld ONA was extracted trom sevcrnl ar theso clones and 
used lo transform Eschericlila col! HO 101 to facilitatc its 
further characterlzallon. Cosrnids pCV30 and pCV117 
wcre lsolatcd frorn these lmnsformants (Fig. 1A). To 
conlirrn lhal lhese clones were 1osponsiblo far the com­
plementatlon, cosmlds pCV38 and pCVl 17 wcre reintro· 
duced lnto ílSP900 and tho transconjugants wcre tcsted 
once more en bean roots. Plants werc lt11fy nodulatcd 
within 21 days. Boan nodules induced by these trm1scon­
/uga11ts wcre nol morpllCJlogically diffcrent from thosc 
lnduced by thc wlld·type strain CIAT099, ol!houal1 th.> 
plants prcsented a Fix- phcnotype (Fig. 2A and 2C). 
Nodules obtaincd in bcans similar to those lnduced by 
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B. The top ot lhe fígure represenls a delailed rcstriclion endonucleaso map ol cosmid etano pCV36 and ol lhe pCV3a subclone derivalives lndica1od 
below. The lawer pan presenls ¿in e.apandad mDP of lhe 6.4 kb Hindlll frag:menl conlainect in pC\IJ604. Opari bOJCDS shOw lhü locillizotion ol 1es11ic1ion 
fragmenls which hybrldizcd wllh ha1ero1ooous nod probas. Far delt>ils on ONA ptobes seo tf1e EAperimanral proccdurus. tl, Hindlll; E, EcoRI; O, D.lmtil; 
Sg, Bglll; P, P$ll; X, X11ol; EV, EcoRV; S, Sall; C, Clol. 

CIATB99 were found when elther pCV3B or pCV117 was 
introduced intoA. tumefaciens strain GMl9023 (a plasmld· 
cured derivativa of strain esa¡, R. maliloti si rain 102FJ4 
(wild type), R. /eguminosarum bv. trifolii slrain RS1051 
(wild type), R. legumfnosarum bv. trifo/ii strain RS1043 {a 
pSym- derivatives of AS 1051), and R. legumlnosarum bv. 
phaseoli slrain CFN2001 (a pSym- derivative of CFN42). A 
rcstriclion map of cosmids pCV38 and pCVl 17 is shown In 
Fig. 1A. According to !he map, thcse are overlapping 
cosmid clones whicti shnre three Hindlll fragmenls (2.4, 
4.0 and 21.0kb). 

Delimitatfon of the nod reg/on 

To Jocate more proclsely the region that was ablo lo 
complemenl the Nod- phenotype of straln RSP900, slx 

subclones were constructed (see the Experimental pro-

cedures) by using pRK404 (for Hindlll and IJamHI 
subclones) and pSupZOS (lor subclones in EcoRIJ as 
clonlng vectors (Flg. 18). 

These subclones wcre transferred inlo RSP900 and 
tested for thelr ability to nodulale beans. Only pCV3804 
was able to elicil nodule formation on bean sccdlings (Fig. 
20). These nodl1ies resemblcd thosc induced by strain 
CIATB99, but t11e nodule number was draslically reduced 
with respecl to the wild·lype strain, indlcaling thal 
allhough !he mínimum amounl of cloned DNA needed to 
complemenl RSP900 is represcntcd in pCV380·1, 
addilional nodulallon genes are prescnt on pCV38. Thcsc 
results are illuslraled In Fig. 2A, 2C and 20. 

For furlher deflnl!lon of !he orgnnlzation ol !he putativo 
nod genes contalned in the cloned reglen, total CIAT899 
and ASP900 DNA, as well as DNA lrom clones pCV38 and 
pCV3804, was digeslcd with severa! reslrlclion enzymüs 
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Fig. 2. Aoots ol P. vulgnris 21 days alter lnoculalion with: (A) CIATO'J9 
wild·typo straln, IB) RSP900 (pSym·cured stroin), IC) RSP900 cerrying 
cosmid clono pCV3!l and (O) RSP900 harbouring subclone pCV3804. 

(see Fig. 1 B), the fragments separalcd by agarose gel 
electrophoresls and then blottcd onto nylon filtcrs. 
Hybridizatlons with specific probcs of R. meliloli and R. 
/eguminosarum bv. viciae wero conducted (see the 
Experimental proceduros}. Whcn thc R. meliloti nodAB 
probo was uscd, homology was found in a single 1.6kb 
Hindlll-Psll frngment, and thc R. meliloti nodC probo 
exhiliited a strong hybridizing signa! with a 1.Qkb Psll 
band. A single band of 2.4 kb was detected when both 
total CIAT89!J and pCV38 Hindtll·rostricted DNA was 
hybridized with the nodD proba. pCV38 was also doubly 
digesled anda 0.6kb EcoRl-Hindtll fragment hybrldized 
to the nodD heterologous probo (Flg. 3). 

Hybrldizatlons with R. lcguminosnrum bv. viclao nodlJ 
andnodfprobesgavetwobands: a4.Bkb Hindlll-!JmnHI 
and a 1.9kb EcoRl-Hindlll. The arrangcment of theso 
hybridizing fragmcnts on pCV30 and pCV3804 clones is 
shown in Fig. 1 B. As expected, in ench case hybridizlng 
fragmcnts wcre representad in the GIAT899-digestect total 
DNA, and absent in lile pSym--cured derivativa, RSP900. 

When these nodulating cosmlds wcre hybridizod using 
as a probe pGQ152, which carries a 300 bp sequcnce from 
the coding region of the nilH geno from R. ltJgumlnos11rum 
bv. phascoliCFN42 (Quinto ol al., 1985), no hybridizatlon 
algnat was observad (dala not shown). A 6.Skb Hlndlll 

fmgrnent had becn iuenlifiod in a Soulllcrn blot of lotnf 
flindlll-digeslod DNA from strain CIATB99 wllen probed 
wilh radioactivcly labclled pCQ152; no signal wns 
oblained when this proba was hybridized \o \olal rastric· 
ted DNA from slmin RSP900 (clatn 1101 shown). Thcze 
resulls lndicaled thal \he nilH gene is not included in tho 
clonad nodulation region but Is locoted elsewherc on lhe 
pSym ol strain GIAT899. 

Subclone pCV3804 wns tosted for ils cnpabllily to 
extend t11e hosl rango of n. meliloll 102F34 and íl. 
leguminos,1rwn bv. trilolii RS1051 to nodulnte P. l'Ulg!1ris, 
and lo cornplemont thc curcd dcrivalive stmins RS1043, 
CFN2001 and GM19023. All lhc slrains cari)•ing pCV380·1 
woro nble to induce nodulos on bcan planls. Figure '1A··D 
shows thc noch1les imluceu in P/1,1suulus by R. legumino· 
sarum bv. trifolii RS1051 (A), RS10•\3 (13), R. 111el1hlli 
102F34 (C) and A. tumelaciens GMl9023 strains (D). 

ldenli/icalion o/ the region tlwt c,1rrias /1osl·m11ge 
determinan Is 

R. leguminosarum bv. phaseolilypo 11 slrains have a brand 
host mnge of specificily (Morlincz el al., 1985), lncluding 

A B 
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.. •• -V 

1 .. ·-2.4 

.. -0.6 

Flg. l. nodD h~·bridlzotion pal\crn wilh total gcnomlc DMA and lhc nod 
cloncd reglan. 
A. Ethldiurn bromlde·stalned electrophoretlc pnncrns ol: tfind111 \ola\ 
gcnomic OflA dlgo~ts from CIAT899 (ti. RSP900 {2); and al pCV30 OH.\ 
roslrictod wllh Hind\11 (J), Wnd111-Ecoll\ (4) ond nindl11-D.1mltl (~). 
D. Hybridizolion paucrns ol lhe above ONA s01mplos ilgnlnsl o R. mo/ilu/I 
nodo probo. Mo1tlculor wolghts are lndicalocJ on tho light morgln in .,b, 
v, clonlng mol1cul11 v1hlcl1, 
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Fig. 4. lwenty·ono-day·old nodutos in P. vt1fg.1ris lnduccd by subclone pCV3804 corricd by dilleron1 ílhizobium strnins. 
A. R. lcguminosarum bv. ttilolii AS 1051 (wild·lype stra!n). 
B. R. tcgumínosarum bv. trifoliiRSlQ.;3 (íl51051 pSym·cured straln). 
C. R. moliloli 102F34 wlld·type s1rnln. 
D. A lume/Jciens GMl9023. 

other legurnes besides Phnseolus, such as L. escu/enta 
ancl Macroptilium atropurpllreum. A. tagL1minos,1rum bv. 
phasaoli type 1 slrains have a narrow nodulalion host 
range (Martinez et al., 1985; Palacios et at., 1987) as is the 
case lar slrain CE3, which nodulates only beans. 

In lhe resulls rJescribed above we have shown that a 
region frorn the CIA TB99 pSyrn can extend the host-rnnge 
nodulation of R. meli/oti and R. /eguminosarum bv. tr/fo/ii 
to P/1aseolus bcans. We delcrmlned whether this CIAT899 
cloned reglen also confers lho capabilily to nodulate L. 
escutenta and M. atropllrpureum. Therefore cosmids 
pCV3B and pCV117, as well as pCV38 derivalives, .were 
transferred into R. /eguminosarum bv. phaseo/i CE3, 
RSP900, CFN2001 and A. tL1mef,1clens GMl9023 strains, 
and the transconjugílnts oblained were uscd to lnoculato 
leucaena and siralro roots. Tho resulls oblained aro 
sumrnarized in Table 1 and in Figs 5 and 6: lhcre was 
virtually no dilfcrenco in noctulation in bolh pian! specics. 

T1bl11. Symblo1lc phenolypc ol íl. 
leguminoSíJ!Um bv. phascolr. CE3 and ASP900 

When the pSym- slrains, eithcr RSP900 or CFN2001, 
were used as reciricnl, bol11 pCV3B and pCVt 17 wcro 
able lo mainlain lhe broad host range oxhibited by lho 
paren! slrain CIAT899 (rabie 1), nllhough tho nodulu 
nurnber was iower (Fig. 68). Moreovcr, A. /egwninosnrum 
bv. phaseoli slrain CE3, harbouring eilhcr pCV3B or . 
pCVt t 7, elicils srnall and poorly devclopcd nodulcs en 
both host plants (rabie 1 and Fig. 5C). 

When eilhor slrain RSP900 or CFN2001, carrying 
pCV3804, was inoculated en to lcucaenn and sir airo rools, 
nodule·like struclures wcrc observad. In addition, as wllh 
slrnin CIATB99, si rain CE3 carrying pCV3804 nodulaled L. 
esculenta (Fig. SD) and M. arropurpureum, bul t11e nodulc 
number was reduccd rclallvc to lho wilcl-lypo slrnin. 

On the olhcr hand, rnobilizotion al rCV30, pCVl 17 or 
pCV3804 inlo A. tumelaciens GMl9023 rcsullod in lho 
forrnalion al pseudonodules en leucaena and siralro 
roots. 

ílccipient Stroin 
(CIAT899 pSym·curcd stroln), and A. tumc/aciens 

CEJ RSPOOO GMI0023 
GMI0023 transconjug:mls hatbouring lntroduced -------recombinan! clones on slrn!ro and lcur.aena. clone Lcucaena Siratto Ltiucaena Sirnuo Leueatina Sir<uro 

pCVJO + + 
pCVll7 + + 
pCVJ804 + + + +· 
pCV3920 + 
pC\'3821 
pCV3B22 + + 
pCV3B01 NT tlT NT NT 
pCV3B02 + tlT NT IH t/T 
Nono 

a. NT, n:it tested. 
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Fig, s. Nodu!us l<umod lo L. csculant.J b)' n. logumr11csarum bv. 
ptiastJoli. (AJ Cl,\Tl:Hm. {iJ) CE3; CEJ lranscoojugant~ hmbowinl) pCV36 
{C), pCVJC04 (0) •nci pCV3502 iEJ. (Sec Fia. 10.) 

Slrains GMl9023 or ASP900, éarrying any ol tho olher 
subclones shown in Fig. 10, lailed lo nodulale Macropti­
/íum nnd Leucmma roots. 

Among lhe pCV30 sul1clones exarnined lor thc abllity lo 
Induce nodules on a CE3 background, only pCV3B20, 
pCV3822 and pCV3802, basicles pCV3804, were able to 
extend lhe hosl range ol this simio to nodulale leucnena 
and sira!ro (foble 1). Nodulas clicilcd by pCV3820 were 
similar in cxlcmnl appcarnnco lo tiloso inducrid by lho 
wild-type strain. Subcloncs pCV3622 and pC\13802 pre­
servad lhe ¡¡lJifify lo induce nodula slrnctures on L. 
esculenw and 1 ... 1. Mropurpureum, oll11ough t11erc wcre 
srnaller aod lcwcr nodules ns cornparod lo !hose induced 
by subcfono pCV3D20. Those rcsul!s r.uggcsl !hal thc 
inlorma!ion requirc:J f<Jf hosHnnoo extcnsion of simio 
CE3, to nodulnlo loucacn3 and siratro. is rounc.J within 1110 

0.6kb E'coRf-Hliidll! rragrnen! in pCV3602 (Fig. 1 B). This 
fragrnenl is pnrt al pC\13022 and r·CV3B02 nnd bolh of 
lhern wcro alllo 10 .::xlcnú !he nodul.11io11 abililios or stmin 
CE3 (Table 1). 

As demonslrnlcd ailovc, subclono pCV3604 '.cou!d 
confcr bean-nodulnlion nbilily lo both R. me/iloli and R. 
leguminosarum bv. trilvlii wilcJ-lype slrnins, thus il was of 
intercsl lo know whcthor !he O.Gkb EcoRl-Hindlll rogion 
that hybriuized wilh lho hclcrologous nodD probo was 
also responsiblo lor this hosl·range oxlonsion lo Pllaseo­
lus bcans. Subclo11es pCV3820, pCV3821, pCV3!l22, 
pCV3801 and pC\'3602 (sea Fig. 18), worc rnobilized into 
R. /eguminosnrum bv. trifoli/RS1051 slrnin and traoscon· 
juganls wore ana!)·sod lor their nodula!ion phenotype on 
P. vulgoris (Table 2). 

A. leguminos,1wm bv. trilolii strnin AS to51 cfolivalivcs, 

lmrbouring sube Iones pCV3820, pCV3822 or pCV3802, 
wcre able to induce nodulalion on P/mseolt1s be.:rns. 
These subcloncs have i11 comrnon only tho O.Ckb Ecoíll­
Nind!ll fragrnont, suggcsling ll1nl lhis rngion is nlso 
essonlinl for cxlension of hosl rnnge lo bcinn plants. Onc ol 
lhese frnnsconjuganls, RS1051, carrying pC'/3802, did 
nol induce nodufation on !'1. ntropwµurown and L 
osculent,1, in spito ol lho fnc! llinl pCV3602, whon 
introduced inlo s!rain CE3, nodufatos bolh plnn!s (<1ala nol 
shown). 

Dlscussion 

Tilo bncfcria( molecular gcn<:llcs of nodulation llnvo bNn 
anai)'Scd in mosl detall In R. melilofi anci In the Liiovars 
frifolii and vic1;1e or R. lcgumi11osarum. In ali lhree. 1110 
nodulalion genos are linked !o ni/genes (Long. 19D·l) und 
are clus1crcd in a rclalivo!y srnnll D:·IA re0'1~1i.' in lhe lwo 
biovnrs of R. lcguminasawm, nod genes ¡¡re nrrnnged 
contiguously, and !hus l11e lransfer ol relnlivcly smnll 
rcgions of cloncd nodDNA lrom bv. trilolííor vicíaelo olher 
specics ol R!iizobiumconlorrccJ on lhe rncipicnl tl1e abili!y 
to nodulale clovcr or peas, respeclively (Oownio al ni., 
1983; Schofidd el ,1/., 19!J.1). In A. moli!•>li41, howcvcr, lhc 
nod genes aro in lwo groups, sopnra!ed by about 6 kb 
(l<ondorosi el al., 180~; Horvath el 11/., 1D3G). In A. 
lcguminosarum bv. ptmseoli typa 1 (slrnín CE3), lwo 

FJg. D. Twonty·ona·day-old nodulos In L. osc11tonra lílducea by ff. 
lcguminosatum t.w. phJscoJI pSym-corcd :;1roins ond A. tumc!m::1Jns 
cnrryino pCVJ8 a11d pC\13004 CIOlll.!S. 

A, C. CFN2001 h011bouring pCVJB and pCVJD04 clDnctí, wspcclh1oly. 
B. ílSP~OO couying pCV38. 
O. A. tumef:Jcien5 ª!·fl!l023 conlu!nJn9 s:ubclona pCVJB04. 
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Table 2. Nodu!a1lon phenotypos In P. vulgaris of R. laguminos.wm bv. 
trilolil RSlOS1 1ransconjuoari1s boaring recombinan! ckme:J ol lhe 
lsolated nod 1cgion. 

lnlfoduced 
. In s11ain f\51051 

pCV3620 
pCV3821 
pCV3822 
pCV3601 
pCV3B02 

Nodufíllion pht:noiype 
In P. w1lgaris 

+ 

+ 

regions rrom the Sym plasmid are essenlial to restore the 
ability to lnduco non-nltrogen-lixíng modules on P. vul­
garis (Cevallos el al., 1DB9). These dala, tnken togelher 
wllh !hose publlshed by Lamb et al. (1965) and recen! data 
ol our group (M. Vázquez, personal comm1mlcntíon), 
suggest tila! In R. lcg11mino.rnrum bv. phasoo/i typo 1 
strains there are at leas! lwo separata regíons wíthín the 
pSym thnt are requíred far noduln ínductlon and dovelop­
ment. Whereas straln CE3 (11•pe 1) nodulates only bonns, 
CIAT899 is able to lníect not only lls original host, P. 
vulgads, but also othcr logumes includlng L. esculenta and 
M. ,1tropurpureum. Complemcnlatíon annlysls of pSym­
cured strains indicnte thut, in contras! lo lhoso resulls 
obtalned lor CE3, stmln CIA TD99 has only one rogion that 
conlains fnlorrnallon requirnd lor U:ie nod1Jlatlon al ali three 
lcgumlnous plants. This Is In accordancc wlth tilo nlready 
repor1cd dala supportlng the great divergence exlsling 
betwcen types 1 and JI of n. /eguminosarum bv. p/1aseoli 
strains (Piñero et RI., 198D). 

Within ttlis CIAT899 pSym cloned reglan, comprfsing 
overlapplng cosmld clones pCV38 nnd pCV117, llomo­
logy lo heterologous nod delcclors (nodAB, nodC, nodO, 
nodlJ and nodE) has buen found. Our data incJlcate that 
lhe arrangcmenl or the putativa common nod genes in 
CIAT899 strain Is similar to lhat found In R. meli/oti and in 
bv. trifoli/and bv. viceaeot n. legumínosnrum(Martínez el 
al., 1990). Hybridization to lhc R. melilotí nodD probo 
rcvealcd a single bnnd, which was adjaccnt to tho 
presumed 11odA1JCgcnes, In nn cc¡uivnlcnt posltlon 10 that 
found In other rhlzobla. Howovcr, lha rc¡¡lon that did 
hybrldíze wlth lhc noc!E detector was located about · 19kb 
lrom lho presumptivc noc!ADC genes, which iS an 

'un}rsually largo distanco comparcd lo othcr rnsl-grciwing 
Rhizobíum stralns (Martlnoz el ni., Hl90). 1t has bocn 
reported that lhe lnduclíon of nllrogcn-flxing nodules on 
clover requlres only 32kb of DNA from thc R. leguminosa­
rum bv. tri/olí/ Sym plasmld (lnnes et al., 1906). Thc clone 
cat1ying thls reglan lncludes ali known nodulallon genes ol 
R. leguminosarum bv. trifo/i/ ANU843, tilo nllro¡¡cnase 
structural genes nifHDK and, In addllion, reglons homolo­
gous to fixABC, nilA, nlfB, n//F: nnd nlfN genes ol olher 

Hosl-range deierminants of A. phnseoli CIA T809 slr.iín 7 

ni!rogcn-íixlng bacteria. Nono ol !he isolnted cos111ids 
obtnlned l1y positivo cornplemcntntion oi pSym-curorJ 
straln RSP900 wns able to induce nitroocn-lixino noctules 
on bcan roots; therclore, thcro ara ¿;drJitioníll rcgíoris 
wi!hln tho symbiolic plasmkl, outsirle Ulú '''[)ion clonutl 011 

pCV38, 111nl are lndispcnsabl<l lar induélion of 11itrog.::11-
fixing nodules on beans. B1• extcnsive complemcnla!itlll 
experlmenls In CE3, RSP900 or CFN'.0001 slrains, wilh 
subcloned rcglons, we hnve ro1111d lhal Urn nod gimes 
prcsent on subclone pCV3804 nrc sullicienl lo clicil 
nodulalion on ali three legume hosls. Nane ol !110 ot11w 
assayed pCV38 subclones in a pS)•rt1·cwed slrnin wns 
able to promote nodulalion in nny lesteá plnn! hosl (nol 
oven pCV3820 or pCV3822, whlch pnrtiall1• ov11rlaps 
pCV3804 subclone). From these data il soems liknly thal 
the 1.6kb Níndlll-EcoRI lrngment, locnlcd to lhc letl ot 
pCV3804 (nbsen! In pCV3820 and pCV3622), i& csscnllnl 
tor nodulalion or boans, leucuena and slratro rools. Thu 
boan-nodula!lonphenotype o! plnsmid-curncl slrains, har, 
bouring subclone pCV3804, showed a signllicnnt reduc­
tlon In lhe number or nocllllos lormed ns cornp:ired 10 
wild-typc or RSP900, carrying rCV36 cosmld done. Thl3 
may be duelo the absence al ono or moro knawn ¡¡enes ar 
nddltional, as ye! uniden!llled, genes. Accordlng lo DNI\ 
hybrldlzalion cxperimcnls, 11 apponrs thal genes anal­
ogous lo R. legumínosawm bv. viceae nod/J ancl nodE 
genes are localnd on pCV38, oulsldo tho pCV3DD4 cloned 
reglan. Previous reports have shown ll1;it mutallons in 
nod/J leacJ lo a delayed nochrlatíon plrnnotypc (DjordjoJvic 
et al., 1985; Evans and Downie, 1!186), while lhc 11odE 
gone is involved in host·range speclllcily (Slrnarman et ,1/., 
1966). Bnsccl en !hose dnla, il secms unlikely llmt tilo 
phcnolype cxhiliitcd by RSP900 transconjugants Is duelo 
thc absence of sequcnccs homolo901Js to norl/J or noc!E 
genes. 11 may be possiblc !ha! pCV3004 daos no! incluclo 
other as yet unlocoted nod genes, For inslnncc, 11 hao 
been rcported that a mutallon wílhin nodL strongly 
reduced nodulaHon of peas, lens and Lat/1irus, nllhough 11 
had a rela!ivcly small ctrect on tho noclulatlon of Vicia 
spcclos (Surln and Downic, 1969). Wo cannot e1.clutfo the 
partlcipalíon of olhcr ganes such as riodL, for inslance, 
present clscwherc on lho cloncd pCV38 cosmld. pCV30, 
pCV117 ami pCV3004 wcre able to ox!end lile lmr.1 rango 
ol A. meliloll, R. leguminosarum bv. trifolí/ and A t11mefn­
ciens 10 nodutnle Ptiaseo/us vulgnris. Simil~r rns11lts havo 
bcen reparlcd whcn clonod noóulation roglons ol dilleranl 
spccles of Rhiwbium wore tmnsrcrrecl to olher rnclpi\lnl 
stralns whlch acc¡ulred lile nnct111nt1011 r>hcnolyrc ol lh<l 
donor straln, lndicnting 1ha! thosc genes carry a11 csscntlal 
hos!-speciliclty tunctíons (Schofiold et ,1/., 1901; Hlrnch et 
ni., 1905; Ramnkrlshnan ot ni., 1960). Adtlillonnlly wa 
lnvesllgnled whet11er !hose cloned regions may canfor 10 
A. rumelac/ens GMI0023 the abillty ta nodulato the same 
hosts as wild·typc slrnln CIATB!l9. In conlrast to tho 



B C. Vargas, L. J. Martinez, M. Megias and C. Quinto 

Rl1izobium specics annlysetJ, A. tumefaciens transcon· 
jugants only induced pseutJonotJules 011 leucaena and 
siratro. 

Transreror pCV38, pCV117 or pCV3804 clones to the R. 
teguminosnrum bv. p/Jasooli strnin CE3 resulted also In lhe 
extension ar lts host·range abllitics to nodulato both 
leucaena and slratro roots. An lnlerestlng reature was the 
ract that lhe externa/ appenrnnce or thc nodules rormed on 
inoculaled planls was dependonl 011 the bacterial back­
ground exnmincd. For instancc, CE3 transconjugünts, 
containing cosmids pCV30 or pCV117, lnduced small 
white nodules in both tested plants (Fig. 5C); whcrcas 
nodules induced by pCV3004 CE3 trannsconjugants wero 
large and well-developcd. When the reclpient was a 
pSym-cured strain (RSP900 or CFN2001) we lound the 
opposite phenolype: pCV30 ar pCV117 lransconjuganls 
eliciled large, well-developed nodules whilo only pCV3B04 
was able to induce lho sama structurcs as !hose induced 
by CE3 transconjuganls carrying pCV30 or pCV117 
clones. Thls suggests that genctlc lnformation contalned 
In strain CE3, but absent from cured stralns, lnterferes wilh 
the ability of pCV30 ar pCV117 to nodulate unusual hosts, 
such as leucaena and slratro. This concluslonls supported 
by results of several studies achieved in R. me/iloli and R. 
leguminosarum bv. trifolii and bv. 1•iccae (Djordjevic el al., 
1985; Debcllé et al .. 1906; Spaink et al .. 19íl7; Surin and 
Downic, 1909). 

Our results clearly show that the minimum amount of 
cloned DN/\ necded lo exlend the host rnnge of typo 1 CE3 
slrain to nodulate lcucaona and pCV3022 wcre oblo to 
extend the narrow host-rango of CE3 strnin lo bolh planls, 
il is likely thal the gene(s) rcquirntJ lor lhe exlension of 
specificily may be located on the overlapplng EcoRl­
Hindlll fragment of bolh subclones. This band has becn 
shown to hybridize toan R. melifoti nodo probo. Tho same 
reglen was also found to extend tho host range ar R. 
/eguminosarum bv. trifo/iito nodulatc beans. A preliminary 
qualitative assay to examino whelher the rogion cloned 
lnto pCV3002 contains a functional nodD (or '11odO·liko') 
geno was performed. pCV3002 was rnoblllzed lnto 
CFN2001 bearing a nodA-lacZ R. leguminasarum bv. 
viciaefuslon (pMPl54) (Zaat etaf .. 1987). Transconjuganls 
oblained were able to Induce p-galactosidease actlvlty In 
the presence ot inductor (120nM naringcrin), suggesting 
the presence of a nodO-like gene. 

Finally, our data led us to propase that a CIAT899 
putative nodD gene is involved in host-range specllicity. 
Recent genetlc evidcnce supports the notlon that the 
nodD gene can be a determinan! al host specificity, 
prcsumably as a rcsull of its interaction with specific sets 
of llavonoids in a species·specific woy (Horvatl1, el al .. 
1900). Thus lt is likely lhat, in a similar rnonner to that of 
strain NGR234, the broad host·range slrain R. legumino· 
sarum bv. p/laseoti CIAT099 nodD gene mlght be ablo lo 

rccognize inducer moleculcs rrom all lhree hosts (O¡¡ssam, 
el ,11 .. 1900). However. further characlerization Is needod 
in orcler to dclormine the procise rolo ar this presurncd 
nodD gene. On tho other hand, the possibility thnt other 
nodulalion genes such as nod/J or noclE·liko genes may 
lnlluence 1110 hosl-range spcciriclt¡• has not yel becn 
elimlnated. In thls conlext, it Is lntcresting lo nolo thJI 
pCV3íl02 (containing lhe DNA rcginn homolouous lo lhe 
11. moliloti ,;odn gene) coulcl extend tho hosl rango or R. 
loguminosarum bv. trilalii RS1051 to nodulJle bcnns but 
not to nodulato leucaena or siralro. Our results supporl Uie 
latter assumption. 

Experimental procedures 

Bacteria/ strains and pfasmids 

Bacterlal stralns ancl plasmlds used In thls work me llsled In Table 
3. 

Media and bacteria/ growt11 conditions 

ílhizobium stralns were grown al 20'C in TY (Oeringor, 197·1) ar 
PY (Nael et al., 1984) media. Eschcrictiia coli and A. tumclacicns 
cultures wcre grown in Luria·brolh rnedium (Millar, 1972) nt 37~c 
and 28 111C, rcspnclivcly. Mininrnl rncdium GGM, uscd lar Al1izo· 
bium and Agrabar.tcrium, contalned (pcr lilrc) 1 g c1I NH,CI, 0.2 g 
of KH,PO,, 3g al glucose, 2g ar sodiurn glutamalo, 0.1 g o/ 
MgSO,. 711,0, 0.0 .. 1 g or CaCI,, 0.02 g ar FcCIJ, l mg af biolin, 1 rng 
of thyamino, 1 mg ol calcium pílnlothcnato and 1 mi of micro· 
nutrienl solulion (per litre: 0.22 g ol MnS0,.41i,O, 24 mg ol 
CuSO,.SH,O, 3rng of ZnSO., 18.Grng ar H3003 or 0.3Gmg ol 
Nn2Mo0.i and 2.5g of fcrrlc citralc). 

Anliblollcs were ndded to tho rollowlng fin;;I conccntra1ions (in 
119m1·1¡: knnamycln (Km), 30; chlorampl:enlcol (Cm), 30: riram· 
plcin (RiQ, 50; lctracyclino (Te), 10; srrcptomycin (Sml, 100; 
amplcillin (Ap), 100; nalidlxlc acid (Nnl), 1 O. 

Enzymes and isotopos 

ONA rcstrlctlon ondonucloa¿os, T4 ligase and calf.inlesllnal 
alkalino phm;phataso wore purchased from cither 81)ehrlnger 
Mnnnhoim or Oiolabs. Ali cnzymcs wcrc usod nccordlng lo !he 
manufacturcrs' lrt5trucllons. Rodionclivc nuclcolitJos wnrc from 
Amcrsham lnlcrnalional. 

Mafings and plasmid mobiliwtion 

In arder to moblllze pVK102 and pílK401 clones from E. coli to 
R/Jizobium and A. tumefncions, trlpnrcnlal motings wero corriod 
out as d11scri11cd h)• Kondorosl al al. (!002). uoing pílK2013 as" 
hclpcr plm;m/d. Mobl!ization ot t/10 pSup::?OS clones wos done as 
dascrlbed cnrllcr (Ccvallos et lll., 1900). Soler:.llon vrns on elthcr 
GGM wilh Te and Ail (far A. tumc/,1cicns, n. Jcguminos.1rum bv. 
pl1osoolf. ílSPUOO and CFN2001 strains, nnd n. leguminosarum 
bv. triloli1) or GGM wlllt Te nnd Nal for slrain CE3 and n. me"1oll. 



Table 3. Llst ol bactorial sualns and plasmids 
u sed. Plnsmidor 

bnc1orial s1ralns 

8ac1crlal slrains 

R. leguminos.1r11m bv. 
p/1c1St.1Dh' 

CIATOOO 
RSPOOO 

CE3 

CFN2001 

n /r!guminosurum bv, 
trif.;Jfii 

RS1os1 

RS10·13 

R.mclilali 
102f34 

A lumafaciens 
GMI0023 

E.coti 
li0101 

JMIOI 

~ 
pVK102 

pSup\;,uS 
pRK2013 
pNC206 
pílK40.J 
pCV3B 

pCVl17 

pCV3B20 

pCV3621 

pCV3822 

pCV3801 

pCV3B02 

pCV3803 

pCV3B04 

Host-range determinants ofR. phaseoll CtAT899 strain 9 

Relovant 
charac1~rislics 

Source or 
relaronce 

Wild·lypc; Nod" FiK' on bei\nS M,;arti:1Cl C/ ;J/. (1985) 
Ailn durivalive el CIAT8DD Thi~ wcri.; 

curad ol tho pSym 
SlrA detivulive of wlld·lype Noel or ni. (1S84) 

strain CFN42; No\j • FIK • on 
boans 

Riln Uorlvatlvo of CFN42 curud Pnlnclos tll si. (1!JéJ) 
ol p4~a ond p·l2d plasmlcls 

R11n derivJlive ol wil,Hypo íloddguez-óuiñones ol al. (1909) 
str.:iln nseoo: Nod • F1-. • on 
ct.:>vor 

Ailn dcriYalivo ol AS1051 ílod1iguei·Quifiones 01 íll. (14Ja91 
curcd of thu s¡mhiotic 
plasmld 

Wi1d·typc; ti.:id· Fii;" on alfalfa 

Plasmld·cur~d dt:rlvnliva 
Ir.Al", TI") ol C56 slroin 

F-, hsdS, llsd.\I, pro, lou, tl1l, 
gnl, lücY, rocA, Sm" 

s11pE, lhi, Sm" llac pro), 
f'(llJ036), prCl4fl, lacZ MIS 

Km". Te", co~mid doriv.:ifr;o 
o/ pLARFl 

Cos, Te". Cm". ColEt 
tlmn, holpor plasmid 
lncr1, Cb". t:m" 
Plasmld dcrivnlive ol pílK290 
A 2!lkb lnsort ol tho pSym 

plasmid of Cto\T899 clonad 
lnto pVK102 

A 2H.b ins~f1 ol 1ho pS~·rn 
plasmld ol CIAT(l99 clonad 
lr1to pVK 102 

A 22 kh lnsort ol the pSym • 
pl:ismid ot CIATS99 clonod 
lnto p5up205 

A 16kb Ecoíll ~ohr.lono from 
pCV3A20 inlo pSup.:os 

A 6.2kb fa:on1 ins~rt lrorn 
pC\13820 ~ul>c:loncd in10 
pSupWS 

An 01\h Onmtll lrugmenl lrcm 
pCV3íl subclonod ln10 
pRK404 

A 2.4 hb Hindlll insert lrom 
pCV36 succloncd lnto 
pílK40·1 

A ·t.Okb Hinrllll lr.:igmtJnl tro01 
pCVJS ~ubcloi1(!d nl~o lnto 
píll<404 

A lfindlll rn11lally digcstcd 
pC\'JO !>ubclcmod inlo 
pRK404 (c.mitJs 2.4 and 
4kb lnsorts) 

Oylan et ,11. (llJDG) 

Rotenberg nnd HugMI (l!JS·\) 

Ooyor 01 ,11.1198&¡. 

Mcsslno (10831 

Knnuf nncJ Nc!.tcr (HJUO:) 

Simon ur ni. (H>83) 
Figwskf and l tclin:;kl (1979) 
A. Pühlur 
Oil!a el ,11. (1965) 
This wo1k 

Tllis work 

This wo1k 

Tllis work 

Thiswnfk. 

This work 

This wo1k 

Thlswork 

Tliiswo1k 
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Nucleic acid pracedures 

Total genomic DNA, largo and mlnl·scale plasmld and cosmld 
DNA preparatlons werc done as described clsewhcre (Manlatls el 
al., 1982; Rodríguez-Quiñones et ni., 1067), DNA subclonlng and 
bnctcrial 1ranstorma1lon werc pcr1ormed according to Manlatis et 
al. (1982). Plasmid and gonomic DNA wero digeslcd wilh restrlc· 
tion enzymes, fractlonated by agarose gel electrophoresls, and 
lranslcrred lo nylon flilers (Amersham lnlernalionnl) ns dcscribed 
by Soulhern (1975). Radlo·aclively labelied DNA wns propnred by 
nlck lranslallon (Manlalls et al., 1982) ar by lhe mulliprime 
DNA·labelling syslem (Amersham lnlernalional). Spocific aclivl· 
tics of 107-10' c.p.m, 1,g- 1 wero obialned. Hybridlzallon con· 
dillons were as describod (Manlatls cf al., 1982 or Aodriguoz· 
Quiñones ef al., 1987). 

Canslructian al A. leguminosarum bv. phaseoli CIA T899 
genomlc library 

R. legumlnosarum bv. phnseoli CIATB99 genomlc library was 
construcled in pVK102, a low copy-number and bread hosl­
rango cosmld whlch can roplicalo In bolh fi. coli and Rl!lzob/urn. 
CIAT699 ONA was partlally dlgestod wllh Hindlll and DNA 
lragmonts In \he slzo rango ol 25-35kbwore soparatod in suerosa 
gradionls and clonad lnto pVK102 vector, whlch had boen 
linearlzed wllh Hindlil restrlc\ion enzymo. TI1e ligallon mlx was 
packed in vitro inlo bacteriophage lambda heads and finally 
lransduced into E. ccliHB101. Out of 2000 Te lransductants, 30 
colonlos were analysed and ali preved to have lnsorts al a mean 
size of 30kb, whlch guarantea a 99.8'/o probabillly al flnding a 
glven sequence In the bank (Clark and Carbon, 1979). 

Hes/ curlng ar plasmlds 

Kanamycin·sensltive C/ATB99 slralns wero obtalned lrom 
CIAT899 derivallves carrying Tn5·mob, alter varlous subculturas 
al 42'C. A pSym·cured strain wns lsolalod (RSP900). 

Plasmld visualiza/ion 

Plasmlds proliles In A. tumefaclcns and Rhlzcblum slralns wore 
nnalysed by lhe Ecija11Jl procedure (t976). 

lsolalion al specilic gene delectars far nadulalian genes 

Gel·purilled DNA lragmenls were usad as probes. ncdAB, nodC 
and nodD deloclors were from R. meli/oll slrain 41: the nodAB 
proba was a 1.5kb EcoAI lragment trom pJS204 (Schmldl el al., 
1964); \he nodC probe was a 1.Bkb ficoRI lragment contalnad 
wlthin pJ5209 (John et al., 1985), and a 0.35kb Avail-Bg/11 
fragrnenl ol pKSK5 clone was used as a nodD infernal proba 
(Schmidt et al., 1984). R. /eguminosarum bv, vicia e nod/J p1 abo 
was a 3.2kb fragmcnl oblalnod by E'coRl dlgosllon ol plasmld 
plJ1271 (Evans and ,q'l't'!Ji~, 198GJ. Tha R. tegurnlnosarum bv. 
vicias nodE detector was a 1.5kb EccAl-C/al lragmcnl lrom 
plasmid plJ1216 (Shearman el ni., 1986). 

Plan/ tests and acetytene reduction assays 

Surface·sterlllzod and gormlnnled seods ol P. vulgoris cv. Negro 
Jamapa, M. atropurpurevmand L. esculenta wore lnoculotod wllh 

one millilre al a snluralod liquid cunure al 1110 approprinlc 
Rl1izobium or Agrobactcrlum straln and grown in pots with 
verrniculltc and Fahracus solution. Plants woro rnaintoincd in a 
grow1h cnbinol wilh 1611 daylcnglh al 25'C. Altor 20d incullntion, 
nodulalion was observad and nilrogcnnsa aclivity wns tcstcd by 
mcasuring tha rcduction of acctylcnc by gns chromatogrnphic 
analysis (Mnslerson nnd Murphy, 1960). 

Relsolallon of bacteria rrorn nodulcs was done nccarding to 
Ccvallos el al. (1909). 
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