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Aus·1·1tAc·1· 

Rhlz.obium elli CFN42 is a Oram-ncgutive soil bacteria ablc to induce lhc fonnution of 

nitrogen-fixation nodulcs on rCKJts of common bcan and other seven tro11ical legundnous 

planta. 
The gcnctic infonnation of this bacleria is distributed amo11g the chrot11osonJC and six. plasmids. 
We have pireviously demonstrated by analysing plasmid-cured derivatives? tha( in addition lo 
nodulation and nitrogen-fix.ation genes (11od. 11if nnd fix) locatcd on the sytnbiotlc t>lasmid 
pCFN42d (pSym). the gcnetic/1>s/Jregiun carricd on the p<:FN42b pln.•mid is also esse111ial for 
bean noduation. 
Thia lps/J region is required for lipo¡tolysaccbaride (LPS) biosynthesis. the nutjor struclutal 

eo111ponent of Oram-negative bacteria otller mentbrune. 
TOO pSym is the best characterized t'latt of the gcnonlC. Although il haH been sl1own lhat 
plasmids other than the pSym may also inOucncc thc simbiotic and free-living stute. only few 
aequencea from thesc plasmids have been sludied. 
In the present work. we report the genctic urray und funclional fcaturcs of thc 11,slf region. The 
DNA sequence analysis of a 3 S9S bp fragment •~vcalcd llic p1·esence of lwo URFs (lpsp 1 aud 
lps/J 2) essenlial for LPS synthesis. 
On the basis of amino acid sequences similaritics und thc LPS chemical composition dala 

previously reponed. we propose tlu.t LpsPI 1nay be respoltsiblc for lite trnnsfor oí galuctose or 

galacturonic acid to the core cornponent of LPS. l~psp2 cuuld be a dehydrntase involved in lhe 

synthesis of the 6-deoxy or didcoxy sugm·s which links the 0-antigcn to thc core 

oli,t.tosaccharide. 
DNA sequences homologous to lps¡JI and l11s¡J2 of R. etll CFN42 were cousislenlly found in 
functionally cquivalent plasmids of R. elli, R. lcgmnirws,,,.,.,,. bv. viciac and bv. lrifolii 
sltains. but not in other Rl1izobim11 and AgnJbacte1·i11111 spccics. 

In uddition to lpsJJ 1 and lps/J 29 a large nn1ount of sequenccs from pCFN42b are conserved in 
the genorne of R. legu111;11osa1·um bv. tdfolU ANU843 and R. #l!g11111imJ.'i<ll'm11 bv. viciae VF39. 
such hotn0logous sequenccs a1·c dist1·ibu1cd mnong diffcrcnt ¡tlmunids. 



•lol=olll- .iU CFN42 ea una bKteria ar.. ...-iva - del ..io. - - la 
cllpACidad ele formar nódulo• en la rafees de frijol y ele -.. siete eapeciea de 1e.,.­
tropic81ea. Dentro ele loa nócluloa, lu bacterias di,.,._iadao - _,..,,_ transforman el 
niuóaeno aamost•rico en unonio y lo 1ransr..,... • .. .,._.. la cual lo utiliza .,.... su 
cra:ilnienlo. 
El _de_bKleria•encuenttaconati'111do_ua_y •ia.,._. 
En ---•ioenelcual aewl_ ._...,., ... , liK•-...,..•--v­
cu- ele cada ueo de sua plúmidM, ele-- en •· .,,u Cl'N42 ade-. de loa 
ae-a -sarioa para -laci6n )' fijación da IÜtftlllellO (...,.,, ,.q y ftJr) -i.. en el 
pCFN42d o plúmido almbidtico (pSim), eai- -. IWSl6n .... rica denominada lpa/!I 
1-.-en el plúmidopCFN42b, lacual .-ea i~ _. nodulacldn ele rai<:ea 
ele frijol. La reai6n lpafl ea -saria para la -rnwaia ele li-liuc- (LPS), un 
~esbUclunll delame-ealenlade.__o..m nepiv•. 
Como en muchaa otru ea~iea de lllUzobiWfl. el pSi111 constituye el componente mejor 
caracteriAdo del ••noma de /f. ,1/i. Aunque se Ita ele........, que el ireao de loa plúmidos 
afecran las condiciones de vida simbidcica y uproftica.. • han estudilldo muy ..-:• secuenciu 
ele-plúmldos. 
En esre trabajo. pt"esentamos la carecterizai;:idn aenllica de la reaidn lp1/J. El anQiais de 

oec:-ncla ele 3 595 pb mostró la presencia de - mmcos de lectura abiertos denominadM 
/ps/JI y lps#l indispenaablea para síntesis de LPS. El -'lisia de similitud de la .ecuencia de 

ami""*'idM ele las protelnas Lp•IU y Lpoj12 • ..i - - bibliop61°11COS de la ftlnletura 

qulmica del U'S. aualeren que la .,..,,..1na 1.f>alll ,.- - -enzi--- pi­
º '-ciclo aaJecturdnico a la pane del LPS conocida cm11D ""con". La procelna LpsCU padrfa mer 
una deshidratua panicipando en la •fntesis de alpao de los dnoxi o dideaoxi-~an:s que 
-el-canel--.O. 

,._ e-lnldaa .cuenclas --a /ps/11 y llu/ll- pUanaidos de •· k•-,_ 
bv. trifolii y ele •· ''•-hlosa""" bv. vlci.. • .,..... - en el ..,_,. de oc- eai-les ele 
lr-)'A6robacW-. 
Ademú de los aenes lps/JI y lps/J'2. un aran nllmero de secuencia del pCFN42b de lt. edi se 

CBClM'ntran eonservMu en el •enoma de•· ht•w.llw .. a,,.,.,,, bv. trifolii ANUIM3 y R. 

"~""" bv. vicie VF39 aunque no ........ krlllizedv en el......, rc:pücdn. 



INTllODIJCCl6N 

GSNSllALIDADIUI _.,. .. PLMMIDOll 8ACTEalAN08. 

El ~al pMtic:o de laa --- oe encuenwa c-atilufdo por -..1u .ic ADN 

.......- en e-,. .. - (C ......... 11 1993, Levin 1993). El e­
- es una moNcula de ADN circular o lineal CU)IO - .,.- variar ellll'C 0.6 a 10 

Mb. En la mayada de 1• bacleriaa .e ha clasrito la pre111ncia de un molo cromoeoma. ain 

-.., en llltod-ter .,,._,,..,., •• (Suw-lo >' Kaplan 1989) >' allWCeflo Mellte•,.I• 

(M-• etof 1993) ae - identificado doa .,..,....,..._. cin:ularea. En el e-oe 

encuentran localizados sene• eMfteiales para el funcionamiento celul•. como por ejemplo. 

-.uenoa que codif"acan .,... 1- protefnaa y rAltNa que c:oaatituyen la eatructura del ribmoma. 

Asimismo. en el crotnOSOma se encuentran coclificedu la mayorfa de laa enzimas necesaria 

psa el fUncionamlenlO de laa princ;p.lea vfM ....-1icas de la IMcteria. 

Como ae mencionó anterionnente. las bacterias contienen eletnentos eJ1.tra-erornosomalcs 

denom.inedos plúmidoa. los cuales son aeneralmente de menc:w ........., que el clOlll090lllA. 

Pl'9midos y cromosoma ae replican ele manera independiente dentro de la dlula ti.c&eriana. 

pero sincronizados con el crecimiento y diviai6n celular. lo cual permite que copiu ele ambos 

replicones puedan •r herecS.du en laa sipieMea pneraciones. 

Caai todos los plúmidoa cleacrltoa - molkulaa cin:ulates de ADN de tamaflo variable. Se 

han aisl..SO --plúmidoa de 2.6 kb, hasla mesaplasmidoa de 1600 kb (AJHoine >' Loc:ht 

1992. Charlea y Finan 1991 ). Sin e....,._o plúmidos lineales con un ranao de ramano enue 9 

kb y 600 kb se han identificado en diferentes especies de StreplO#JfYCes (Hinnel:xuch y Tilly 

1993). T-M!n ae han enconuado en 71oiobocilbu versrmu y en Nocanllo opaca a:tualmenoe 

llamado IUoodococc:- sp. (Hin-h )1 Till)I 1993). 
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La prncncia de pLúmidoa linealea y f;irculmea denb'o ele una misma t.ctcria. • 1'8 clacrilo • 

alau-•-ie• -- lt-.X:occ_,faa<:,_,., .,..._de --.,...... * .,._ 
---uydicoti--.y--del......,..,_11& ___ .. __ 

En IUtodaco<:ciuf~-. el plúnúdo li-al tiene un ....-de :ZOOkb -el cln:ulwea 

de 138 kb (Cn:api .,.., 1992). Entre loa diferentc• ~ •1.....,..aorr.11& el -de 
1-plúmidoallnealea.,.-v-cntre16kby :ZOOkb, ___ .,..._cin:.._ 
---y-a30kb~y ·-1992). 

El-depU.mido9dif-•-dlulaa-una---•w---•v-. 

Alpnu-iea llevan unoodoaplhmidoa, m---al--.--el cMD 

de ...,ar,.. --•i.tui• cepa 1715 - ha obaerv- la -ncia de -illiete .......,_ 

(S-.•tol 1-). 

Aodi<:lonal--.el-decopiudeun núamo.,...-.clenlrode _____ _.v_ 

descleunaódoahutacincue_copi ... E•i- unaconelm:ión-el-deloa.,._ 

y au n.i-o: a mayor - menor -de copiaa (51-r "''"' 1-). 

TaANS•SaENCIA OS INPOaMACIÓN GSN&TICA MEDIADA l'Oa 

PLÁSMIDOS. 

A lo larao de la evolución. los plúmidos probablementc han sido de ar- ;.......,_1a por au 

c-klM _.di._ e intcrcambi.,. infomwción pnfti<:a dentro• laa ....,..._ 
-.0.loa--de--nciade_al.......,., ___ _ 

(t:r:zr + olen.-yconju&sión),elmejor __ en.........,__.,.la 

conjua-:ión • 
._.,.__ __ toda la infonnaci6n .-UCancccwia_. .. ...,... __ la 

- -jusación. nciben el - de pljlo...- conjuptivos o-..-. En 

3 



...... __ ,... ... ..._....,, ... _ .. ________ _ 
_ ......_.-..-et~·..,.....,. • .,, ... ADN •lleve acmo. Al.....,. 

-•-..--·---•ar-1<1n•plliC-.. l991). 

Eai- ....., dpo ele ...-i- clenOlllin- moviliublca loa c:ualca, a difeNnc:ia de loa .......,.... _________ .. ...,...__clepllly __ _ 

• c~11a-=i611. A peaar • eata cl9ficicncia. ta tn111aferencia de ••loe pl6amidos •• 

eft l Meca ..... & -dapm........,.canjusllliv.-(l'alterl991). 

T-..exi_.,.__ __ cle lufuftc-.c1e....,ar-iay-ilizackln to. 

c:uales IOft&:OllOCidoac:omo.,._ no movllizmk•. Die:_.,.__.,,, .. _ • ..,, 
traaaferidos - c:o-late-iéln .,_ un pi-Ido movillzablc o .,_ un pl6amldo auto· 

-(Polter 1991). 

El material seMtico uanafericlo ele una bm:&eria a otra. no 90)0 proviene ele los propioa 

pl6amldoa. tambien el ADN e:-.,.- traaaferine mediante pi-. Eate proc:eao 

• cle11Cribi6 inicialmente pM'& el fector F de E. coll y poaterionncnte • encontró en alpnu 

eapec:iea de Srnpla.~• y,. .. .._ <Poner 1991) . 

.._.que lalnlnaferen<:iae In-de -mediadaporpNamidoa oeaeaiioaa, • '""IUiere 

- dk:hoa p16amldoa - -nldoa •-lc-nte denlrO ele lu -riu ...._..... .. y 

coexistan con loa plúmidos praentea d9lllro de eatu bKtcri-. Si doa o mM plMnúdos. son 

mantenido& de manera eatmle dentro de la miama baictcria dur.nte mtllliplea .....-=ionca. se 

dk:e que aon c:ornpMiblea. _. _,, •-· ai no pue*n c:oeaiatlr ae dlc:e - IOft pi__. 

iBCOmpaliblea. La lnc:ompatlbllldad ea una pn>piedad que se ha udl;.- pua c:lulflcs a loa 

pl6amldoa. Loa pl6amido• c:ompatlblea perte-=en a difeR!Rle• ..,..,.,. ele Incompatibilidad, y 

loa pltamidoa inc:ompalible• pertenec:c:n al mismo - de inc:ompadbilldad. Se han deac:rito 

25 .-de inc:ompadbilldml -11!. coU. 7 en S"""'ylococctu1 ""n'" y 13 en Pu­

(c:-turier •• Gl. 19811, Bolonla 1 !192). 

4 



Los elementos genlticos que controlan el IMlmero de copl• o la pMtici611 (eepe1aci6n). 

mueaann caractedaticaa comlinca en pl .. ll'licloa filUC pclteaecea al lftiamo .,..po de 

-s+mllbll- (~"""· 1-). 

Uao ele loo--U•_,. de incompatibillüdentre .,..._...,....-.-el -ele 

..,plicackln <pn>eefnao AJlN anliaenddo) de un pi-. •Je-----..- la 

..,piic:ad6n cle <*OpUanido. Ladllllllinuc:i6n en el -de c:apiM •-.tití __ 

al - ele mdltiple• -ione• la formación de u-ce.,._ ---uao u OlrO 

plibmldo (Novick 1987). Por ocro 1-., el ---de lnc r ''Ni- pcw pMlición, ae 

lleva ac*> c...ndo e1da1e una compelenc:ia entre dos pYsmicloe purel núamo aitio de unidn a 

...-iwe1eme--.tacuUa_..,.._en law..,.aackln. --•ir-acia-­

dlaaibuc:l6n deal ..... de......,. plúmldoa en la población (Auatin y Nonbaom I_,). 

At.,.noa pl6amidos aon capacea de tlW&aferinc y ..,p11c---deniroele un -
limil-ele e-ie• bac&eri-..,lac-. En con_, _ _.,. mo- y ..,piic­

en un amplio r•ao de tt.cteriu Oram-neaalivas. corno ea el cuo de los pl .. midoa c¡ue 

penenecen a loa arupoa de lncompa&ibilidad lncP. lncQ e lncW. Ea&oa plhmldos cuen&an con 

alpanas funciona que incremencan la probabilidad de un eatablecimienlO c•itoMt dentro del 

nuevo hoapeclero. Como e~lo podemos mencionar laa prote(w S.,. (DNA pri-). '­

cuales se sintetizan en la ba':teria donadora y se transfieren junto con el plúmido. a la bacteria 

receptora. E!!i.tas protefnu asepran el inicio de la afntesia de la cadena c~mplemenlUia. 

il.depc -n- ele la prl- ele la -.ia recepton. (Willúna •• ol. 1991). Oiro &ipo de 

..-aia utlli- pcw to. pl""'11dos ele amplio ranao ele 1-pedero, ea la alnilni• de protelnaa 

de antircatricción (Arel) las cualea evitan que el plbmido transferido .ea diprido por las 

enzimas de restricción presentes en la c;::dlula hospedera. Debido al aran mlmcro de residuos 

kidcM prnentea en lu protelnaa Ard. • ha propuesao que pueden funcionar como polim1ionea 

inactiv-el siilo ele uni6n al ADN ele tu enzimaa de reacric:ci6n (Del'llCI" el al 1991). 

----------·---·---··--·-·· ·--· . 



La-ia----·--CCJIÚllS8Ci6nnoa ___ _ 

úic- •11- --• 1• .._..,...,llCia • pi- c-j• ... ivoa * E. c:oll • 

s.cc--,....._,.,,,._ -.u.-.., (-le-Cuev•-Chicluwl 1992), -•I cuo 

- ...... - .... --1a• 1a1--.--····---·--­srupo• taxon6m.ico. ••IN ........ nte diatantea: bmcterias Ora111·nesa1ivu del --ro 

~-- ,. ....... ---.La-iaclelT-ADN-elpl'-idoTide 

~- -·• i-deladlulaveaetal. se llevaac_,_.-., ........ -• 

evCDIOlo moleculan• aimilM'ea a loa .- acunen durante la COlljlla.Ki6B •MIW ._ bKleriu 

(z.mi.yolti .. , al. 19119). 

FUNCIONES CODIFICADAS EN PLÁllMIDOll Y SU PAPEL EN LA 

EVOLUCIÓN aACTEUANA. 

El eahldio de las func:ionc• codific.S.S en pl'8m.idos. se inició atsunoa dos cleapui6s de la 

scaunda auerra mundial. Debido al uso muivo de antibiótico• durante ese periodo. 

comenzaron a aparecer cepas resistentes a m41tiples antibióticos. El anilisis de las t;epas 

multiresiatentes pennitió identirtcar a los pl .. midos como Jos .. entes causales de la "Pida 
dispersión de la resistencia a antibióticos. De esta manera. el inten!s en loa plúmido• se 

CJ<pandió nipidameniC - llcS• a fonnar pule fUnclamcnlal de la SCMcica moderna. 

En aftoa recientes. una buena parte del an61isis de funciones codificadas en pl .. miclom • ha 

concentrado en aquellos senes con aplicación bic>1ecnol68ica potencial como loa de 

S1rwp1om~$ para produc,.:ión de antibi61ico1. los de B. 1lt.,,.in•ien8U para producción de 

toxinas para el control de in.a:toa. los de Pse""°"'°'6tu para la dcaradKi6n de coataminanaea 

qufmicoo, loa de A. ,,,,,,..ftu:lnu y A. rlúr.06"'""'• _.1a tranofonnaci6n pMtic• de plantu ,. 

los de lllúzob'- para I• fijación biol6aica de nitr6aeno (Chaler ,. Hopwood 1989). Sin 
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........ o. en la mayoría de las ~1eriu los plMrnidos son c:Gllaidendcn aiptic:oa. n decir • 

-sufvn<:i6n. 

MM all6 del valor biOleenolóako que loa plAamidoa 1iene11 para el hombre. es1os han 

~---ladiveraiclmdae-icadelaa_,.w.ks-.i-.pmtlc:ipmldo 

-enla.........,i6nde'losmicn>ors•i.....,.•M1--c6moenlacoloalzm:i6nde 

--n-ecoldslcoa. Elm6aclaroejemploal .especeont6--p«doa-

-delafamilialthi&obi-:~-.. -y~. 

- de la información .-tlca contenida en el pl'8mldo Ti (pTI) ele A. _,_,_ (el T-

ADN> le ha pennitido a e-i..cteria.,.... c1e1 welo al e-lo lnten:el-de un...,. nllmero 

de plantu (643 e•pecie• diferente•) y nutrirse a eapen- de ellu. Como • mencionó 

anterionnente. una vez que A•'°"'"'''",,_ infecta una planta. el T-ADN • uansflere al 

cromosotna vesc1al. A panir ele esta infOl'lll8Ci6n acnlll!lica • inkia una dcacontrolada 

pn>lifencldn de ~lul- veptales alrededoo- del sitio de infección. Lea ~lulu trandonnmdaa 

comienzan a producir opinu. compuestos ricoa en cU'bono y niuópno los cuales son 

util~ por A•robacl'rl""' mediante enzimas codif'ac.tu en el mismo pTi. Ademú. laa 

opinu ecnaan como inductores pua la transferencia del pTi. lo cual u.e como resultado un 

mayor nllmero de ~lul• veptalea uansr...- (Y-ita 1990). 

El mec ... iamo por el cual ltltizo6ilUfl pasa del suelo al interior de tu c~halu veplalca de 

numeroau plantas lepminoaaa pareciera mer a1ln m6a elaborado. Compuestos navonoldes 

- e•-p« I• ralees de pi- inducen la eJlllNÚdft de - de -.1aci6n, 

lacallz-en la--de laa-les de ltlUzolN-. - el .....-.-(pSim). U.. 

- -. _, y -pmlici- - l••f-•i•de un lipo-<>l~elltrKel11I•. conocido 

QDlllO fstorde nodulair:i6n (Dl!nari~ y Cullimorc 1993). Esta molkula induce la deformación de 

...... -. y a nivel dol .,.._., - unam:tlvidad _ica, _ culmlnac:on 

.. , __ ..., ___ ~·---Enell-1ordel-.... --
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ANTECEDENTES 

PLUMIDOS DE a61z••I••· 

El -de IUolZJJblwn. eotacon•litufdo por un cromoooma y v-plá-. El -y 

mi....., de plúmidos es muy v-le -dentro de miembros de lami...,.-le. Su_ 
puede vui• en un ...,so que va de 150 kb .,_ 1500 kb y el...._ de.,._ ...-dlula 

1e haesü...-. enb'e 1 y 10. El -de al_ de _.,._de~ n _,, ... .i 

l&mllllo promedio de-.... plúmidoa de blocteriu de suelo. loa caales nonna1.- no rebasan 

laa350kb. 

La información aeMtica que permite a Rltizobi,,,,. inducir Ja fonnaci6n de nóduloa y fijar 

nilr6pno se encuentra caai totalmente localiz.llda. en la mayoña de IM especia. en un plúmklo 

denominado plúmido simbiótico (pSim). El pSim constituye la parte del pnoma mejor 

cancterizmla en ltltizob;.,,,.; de hecho los mapas fisicos y aen6tic:os de aJaunos plúmidos 

simbióticos han sido publicados (ChMles y Finan 1990; Oinrd ~t al. 1991; Phlkuh et al. 1911 t) 

y recientemente se reportó la secuencia de ADN del plúmido completo pNOR234a de 

ltllizobi""' sp NOR234. en el cual se localizan la mayoria de lm sene• aimbi61icoa de cata 

cepa (Freiberg et al. 1997). 

Por ocro lado. mutaciones localizadas fuera del pSim. ur como el an'8isis de cepu curadas de 

diferentes plúmidos han pennilido conocer que pnes localizadoa en ouos replicones......,.... 

úectan el pnx:eao almbiótico (Brom et al. 1992: H_. y Mc:<lleacJr I~). 

Adicionalmente. los plúmidos simbióticos y no simbi6c~ son mantenidos calablemente 

durante generaciones sucesivas en cultivos de laboratorio. lo cual sugiere un fuerte compromiso 

de catos replicones con las funciones celulares de estas bacterias (Men:IKlo-Blanco y Oliv.-ea 

1993; Weaver et al.1990). De hecho. alpnos caperimcncos relizadoa en nueaaro 19bora&orio 

9 



lndic•..,.. una cepa de /l. di Cl'N42 curada de cal todDa oua pi-<•......., par ua ,..._ ... 270 .... ..-... .. _ .. ...,_, _______ _ 

de cn>c:imiento y -viv_la.., --de 1--c•.-.. - -pulllic:-). 

Aaimismo, - - dcriv-de /l. "'1olll Wl•-2. C...- ele......,. sus plAamlclas, no 1-• 

-..vivir_la..._de.,._..ck,,_(M_-Locc:ozyW-1995). 

---·el -ho ele - "" laa _ ,,_ ~rll CFN42 (llrom ~• Gl. 1992) y lt. lfWUlori 

SU•7 (Charle• y Finan 1991). uno de sus pl6smidoa no ha podido aer completamente 

elimi-. -- - la pMte del plúmido - •.....,,;,,ne, pudiera .-.icncr infonnaci6n 

..-.1----lavidaele ··-
o.ro. que reaala.n la puticipsidn ele otros plúmidoa i.nto en simbioais como en vida libre 

ea1an comenzando a aparec:er clMla vez con mayor frecuencia. Incluso es bastante comdn 

observar en la litera1ura donde ae describe un nuevo sen de lrllizobillM, hibridaciones tipo 

Southem .,.... determinar si eaa.6 en plMmido o en cromosoma. 

Con la finalidad de tener una visión aeneral del papel que jueaan loa plúmidos diferentes del 

pSim en la interacción Rhizobi1U11~leauminosa. a continuación presentamos una revisión en la 

cual hemos recopilado la información mAs relevante respecto a las funciones codificadas en 

pl4smidos no-simbióticos: Eata revisión. junto con los datos publicados i;:aai simult6neamentc 

por Mercado-Blanco y Toro. permiten tener una clara visión del estado actual de e•ta &rea de 

investisación. ª"''como de sus perspectivas. 
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---~r,..1gr U>elol>•O' .... e •1-"_....,. 'la.,, .. ,. 

Rhlzobium plasmids in bacterla-legume 
interactions 

no __ ..,.,_.. .. ___ , ______ ..,..,.,. 

~ . ..-Me ................. _ ..... _ ... ~ ............ ~ ......... - ....... 
'aJrflllc' .......... *° ............................................ __ ................. ~ ... ............... .._ ... ~ .... ~ .. ~_.ad ... , ...... ~,.._.. ................ .. ,._ ______________ .....,_ ... _ . 

............ a11ec1 .................................. ~- .................................. .. 
~ .................. .....-e ...... _..... .... ~_. - ...................... ..... 
________________ .. 
.............. ~ ... ~ .......... 
AaOv~illwaf ... C &¡ Wftl9lnllw . ., ·--~ 
RJM.-iwm 9PP·.,. ..U knnwn amona Grmm-twaative Ncte­
n. ti.e.- of the t._ arnount of ...... k i.nfonnMkJI\ 
~ In ..- extr.tv~ pool. i... dl'Culw p¡.... 
mid9 ,.._. iln alu from 150 to 1500 kb. ale a:wnmon 
c~ts of the Rh1.:obr...,. a.-nonw. In fact, ttw ~ 
fNdll crf 1(. rfWltlot1 {1200 to 1500 kb) •~ ammlll the largd 
known bederial ........ l<:ampbd 19931. The ~ of 
......._. ,._,.... ~· In lt:Jsio:oliiNltl iS Ver)/' v.n.bie 
bolh .....,._ atld .._...,.an. ......... from two to tM\. 
~~on~ ...... iorthe~. 
~ .... ttw.. ........ tnaY nlplftftllt bftw-.n ll md 
s°"" crf ttw total .-non- tM.tinn d al. 1990). In ...,., 
JUuaobillM ....,aes nwny ..... tnvolved in nodulMiOn and 
"""'-' fiution are ~ on a sinP Wp- pl-ud. thr 
-~le p&..n;d ~ pSym. 

......_.. hav• ~ "-" conskkn!d tby *8nil-ian) as 
.......... ~olb.ct..apnomn. not......,... 
f« the _..,¡v .. --' ~k>n of indl.v~ ~ Thnr 
~~is to COÑn' addMtonllL ............. 

n. ................. -D9pllo.-~ ........... c...i.ro_ 
~ ....... ~- ............ ~ .... ._ ...... 
~-------;...,(7911.,.et.~-· 

«=,_..._...,_.~ 

ble tr ... s thait ~ ttw ~ ol bM:tlftWll populat1on• to 
ca&on.ae .-ad compete m Mhsal ~- Tlw pS>'ftU 
c:anfontl to etlis ..._.... t.,-~ the .-&ity to 
"*""- • ~ ftichr ............ red nodulir. n. 
Milk:-"' ................. ionaal~anclN,a..t10n ..,,. ""°"" .... .,...... ~ iltlD ... ---"'= ...... ol .._ .......... _._...._..._,,c~almo.t 
invMiably on lh9 ~ (_. Fbdwr 19M m\dl Schult" 
irt .i. 1994 frcw remnt ttvíeWll). 

pS,.,.. hioweVft, .......- • ~••Wly .....r1 part of 
dw eab&d WACA wl pool Tite ........... ~ have 
....,, ~ ...eil NC:llMtfy, - 'ayptk" ,,._..._ Are 
~ tnlfy aJ'lltid h lt ....... lor a .......... ceU to 
"-'--"..cita ....... ~olbNAwilhout .-y~­
tal ..&.c:tl ke thrw.,...... ............ ~h or 
do tt.y CMTy _...... Ñnitticlml WhM "* do thne 
plaunMh pL.y in bed.ria-&qp.a. inter.ct:ionsl ln thts a.-hcle. 
we review tt. ......,_.. ~ ~ to thne 
aMtrS. wh1ch ~ ~ dumw ti. P.-. Ñw Y .. .n . =-----.....,..--
In whM way do t'- ....... .tNdwft llffec:t tJw c:cUW. --,__.. -------_,.... oo_lhlo_A __ ._,_ __ 



A.~-~ s. ........ o . ......, 
_... ........ -. .-....... -
~ 1919). A ~ ..... o( t'•-•• , t fwlc­
.._.~ .._ ......_ of dlrftwttwe ........ CllMlll 

~ - .,.__,. .. .a ........... .,......,.. hy 
--~«nhomwhkhfonnis6:t .............. ) ....... ,.._....._ ____ ...._ 

._.~ .......... ( ... M..tínd .. .J.1990fowa 

....... ) or by~ MW ~ that alow thR 

..... ,,. ~ for Ion ol ~-- <HYNS .. al. 1N9: 

...-.. ..... 1 .. .Jl. n... nwthodrt hh• ~ ttw 
-~--y- of ~~ .... in ll.. dli, ..t in 
a.. 'e ...,.. bv.. t>Kw and tnfo1ii CHyw • McCre-
SC- l'MO: ............ 1991: 1lf'orn .. .t 1992: se.pkowtilr.i 
11 .i. 1'")). JfJthoursh Hw ~~ o( lt. -'rloti have 
"-9\ NAk:itrlri: to c:un. thrir ....tyMs ha. b.en ~ °"' 
by ...... pMtic tlltduUquon thott Nve •ac.t to tM ~ed 
~ol&.r..,~t.0-W.••11un 1991). 

Anallwr appnMCh wt.Mly u.el ícw the compNlwnsivc 
..-,..... of p&.nid NnctioN i.• the construction of dtttva­
tt-. whkh-... wholrl-~~a«wtktr.,,ftt­
enor <..- M.rtinn irt .r. l~ f°" • ~w). n. 8.,...ation 

"'_. ... ,.... ....,. "'mizoblol _..... ''°'_,," 
al. 1Ml; Ginrd d •l 1991: Petttt rl .al. 1991: Honrycutt •f 
.r. 199.Jl ... v..-y uwful ...... to \he study ol plnfTlids. 
&ndudi"lJ t~ detenniMtion of transcripti~ path~m,. of 
plaunid ~ (David rl •l. 1967; felt.y rl 11!. 1995; \.. 
Cirsd. ~ wor\.). The 1tudy of pl.umid 1t•bility 
<Mercad.:>-Btt.nco • Oltv.-- 1993; Mftc-'o-81anco • 
Olivara 1994), dyn.-n1cs (Brom ri "1. 1991; ltonwto •f •'· 
1.991: Flores et •J. 1993; R~ro ti .al. 1995bl. ~ tTansm.issi­
billty (~ bidowcl. are othl:r UM(ul &id• for their functionlll 
-.1 evolutionery .autiny. 

.......-. the ..-.ch diUoetM to the .-.ly1i1 of whole 
p..mw.,. othM-~ Nive bfton ...-ned M ~6c 8ftWS. 
.mplo)'in9 the ~ amr.y of &enriic nwthodoklslff dirvel­
aw-d far lthi.colri...., (revtewed in Martine:& d al. 1990). Nrw 
MT•tegi" for tM i~l.tt.on ol 1peofk DNA Mque"neflo 
lBiour.oo d ,:al. 19911 and for the integnri.tion of gnwtk: 
tnlorm.ation (Uchbni d 11/ 1993; Uchimi .t o:d. 1995) are 
continuelly dirvi-4 

TillP cha~on el pt..nuds them..tvft. by ttwir 
~· ._ .nd: ~Jan n-.ment lehath pcil)'mOl'­
phl.ns ha.• bMti ~ for t-Of'lornk purpoMS lSi:hoñdd ft 
al. 1997; Young • We•1er 193&; o.rr.aas tt .J. 1991; 
~·t.J. 1992). 

for ~ _,.. il'lv..-. .... ..,....._... o...irp • 
W..._ 19Ml. Stt..._ oif ltJUolij .... -liloti C4ftY e H kit 
ct......olEPS~.,._ona.....,_...~ 
&otn tlw pSym lUWh • W.._ 19Ml .......... ..,., al EPS 
b6oaynlhnb is ........ ly ~by p&--... ift olhn­
Alli-*""' .,.a... far imt.anm. the ,,,,.; .... tn tt. pSY'ft oE 
ll.~ bv. ph.aroli inhibth EPS synthnía 
\9ort~ • JohnstlXli 1987); • ~ ~ .......... 
~ ln S. ftwhi .,.,.an to be \oc-.d in a pl...ud othH 
tNn the p~ {s.rbour. Elkan \'NI()). 

UpopolyMtth.ride tl.PS\ mo~ .re-~ compo­
tWnts of the baderilil outer memtn--. In Jt. ~Mi._,..,,..., 
bv. oi.S. <Hvr- • McGre&°" 1990). IC.. ""s-i~ bv. 
tnfolii (llaldmi n al. 1.9921. u\I! Jt. irtli <lkc:xn ri al. 1992} • 
8~ invol~ in LPS biosynthni.s have ~ loocaUnd on 
non-•Yfl\blotk: plumids. Mut.atlons In pla.mid-bonw LPS 
AWfWS uu. str°"S ahtenUon1o on the ceU suriact". afft<\ang 
not only frft-livtna feoat\U"fl suda as morphology. tnotility 
u.el agg~ion. but .alto rfftctwe nodulehon in ho1ts 
whk:h fonn determinate nodulea. Funci10M compleftlftlta­
tion <.Hynn • Mc:Gregor 1990; Norl 199Z.. A. Garcia de 
los Santos. S. Brorn • O. RomeTo ""publiwhrd workl ~ 
stTvctur•I homology 1otud1n (unpub\ished work) strongly 
suggest that p\asmid-home U'S g~ may ~ hiahly con­
srrved brtweftl R. f~'"1"'1'5A'non .and R. dli stTains. Nota­
b\y, R. rntl1foti Rm41 al.o canie'S a sene '""'·oh:ed in LPS 
b10.ynthnis. lpsZ on tM eps rnegaplasrn&d; thls genot' is 
abscnt In other R. mtliloh str•1n1. s.udi u R"'5U .. 7 {Willian\• 
,, ,:a/. 1990). 

These f'tndingl CHt 50nW doubt ahout thc Cotnn"On.\y­
fteld ..,.._,.. that pla•mids encodr determi..nw\t• ol ~isodic. 
di~Nble nahne. The profO\Uld effects of EP5 or \..P5 loss 
on ~n phys1ology dearly iUustf•te their n«as.ity for 
b..:.teria\ lol.lf"ViV•l. 

S...~ Rrúdt.I to Mttaholu: Pro,:_. 

Although .--.arm \n llhiwbn•rn p\...mch hu been fo­
aased rn.lnly on the- •ytnbiptk: plasmkh, the p•rtlcip•tion 
ol ~ twplicons 1in symbiotic .uld oltwr <*ÜiU.u funcilOCU .... -. ............ 

Rhiwlnum plasmid1o ~y can-y ge.-nic ._q~ requi~ 
for centr.al ~.boltc pathw•ys.. R. tropiri hubow-s duplicate 
gene1 for otra.te •ynthure. one on the chrcwnosome .td the 
~he-r on the pSyrn. Mutatiorui in the- pla.n¡d.bQme copy 
provoke a ~e•Md enzyme ltdivity. •' w .. t '" .o.ne: 
growth cond1tion• .and alto le.di to dunini•twd nodulation 
<Pudo et .al. 1994). The R. rrwfiloh .,,. me~ abo 
contaln• c.-dicarboxylate tT~ ~· whk:h have • 
pleiotroptc cffec:t on ttw uhllutton of many TCA cycle 
mternwdt.t- - gt"Owth subs.trat- <Watk>n rt al. 1998). 
Two lod invo\v• in~ b~ynthes1s Nve -.., bMt\ 
Ma'ibtd to the Mine ~lamud (flNa irt al. 1980}. 
Supe-rox1die d1smutase C!'tU:)ºrtV ad1v1ty is plas.rnid~ondi­
tioned in R. IQ""'inOM;rum bv. trifolu • ...'Id in ttus org.Usrn 
~ an: two el.dromos:phs of both heiwlunaw -"" car­
bamate lrJ.naae; one- el«~ t:Jf •ach ~ b loat 

Btoqwtlvais #f Cdl ~ Polw-cclurrt .. 
The functlON ol exopo\)'Mecharidn (EPS) 1n the fr.ft... 
Uvtna ..... hlYlr bHft .-U.ted With Nlltriml pthmng. 



_.....,... _____ ...... _"' 
...,... - ~ .............. Gil ... ,.___ al 
~, ......... .,_ ... ,,.c......-o1_...-.. ---..-----... ~ of othn ............ ~ hih in"· lc-i-
__,_ lw. ~ ,H1'ftlft • ~ 1...,) _,.a. dl1 
C-.- fll .J.. l .. .Z). Dmnvattva CW'9lll ol-~ of 
a. l.v. lri/o6i (....._. _, l!IL IW.Z) ... a. .tli 
(9rmft., .1 . ... 2\ couW not .............. In .. ...Uloli. 
.....,........,)'zoo kltoflhe .. _...... .... ~-
.... to ......... <a..tn•FiNn 1 .. U. n.-... ..._... 
thllt ...._ ....... _.y C#l'Y ...... who. •'lcHons Me 

.....tWb~v~. 

UHhurtt-o/,._,-~ 
PI.na nJOt e~ ptvvlide • rich sowce of nutriftlh for 
m1aocwa..u...... c..,.. nrquired íOC' tlw cat.bolímn of 
-. of thne ~ Nve beert locakz.d on ltleUD­
¡,,¡NM pt..mkh. Tlw - and _. ..... "'volwd ift ttw •yntM.i• .-td cataholdm ol rtuzopaw, .-. opirw-lib com­
pound in .UalfL haive bftn lhoWf' to be do..ty linbd 
on tt. pSytn oE • R. ...aJoti *ain. Mano"91', the expns-
8an of ttw ,.... __. is ~ed thnawh the NifN 
NtrA s)'Mem. which contu>ls ltw e•preuion ol N. ft..aton 
_. (Saint ri al. 199.J). In anotlwr ll. ffWliklli .trein. ..._.. 
involvN in tt. C91.boU..... ol ~- ...aiydrirw and 
~. • (llfoup of ~tainn p~ by ~"40 ...,itw. 
ere loc.twd on t~ pSym CColdmmu\ rt •'· 1991). Trtsorwll­
irw uHllution ._ bntt .hown to t. aeeodlhd wüh • 
.-ii-5ym pla9Nd in lt. dli (~ wodi.l. CalytiNain 
cat.bolic ...- -~ found U'I one «. ,..¡¡lof¡ ttrain out 
ol 42 tnl9CI ~ bectm.. n. ..,... - &oaiNd 
on • non-Sym -W-tran..niMibW ~ rr..-.. ., "'· ·-· lt Is poulble that Rhi::obi1.,n strains contmruna this ldnd 
of sene may heve a •lrctivr ¡powth ..tv--~ in tt. 
rhaaolphcre mk:Toenvirorunrnt. Thus. itw- genn cotte­
~ to ttw dm9 ~ commanly found on paa.nJds: 
_.... for ~ .... in UU. ~. fu.- b.dftia..p&.nt 
....... .-ctk>ns. 

UHliMtiott o/~ C°"'f'O"I .... Mttl Di-.. S.-. 
The ao6l ..,VUONnent cont-'ne fNl'IY sOllWHc compourtch 
orisinatlng hom root exud.tft .-MI pl.m\t .. radation. 
,,_~play multiple .... in Rlaizo6i-----­
iNenc:Hun9 - ....... oJ noduA. *-lopnwnt <Schult.9 -
.,_ 1"4>. .. ~---(P ... .,-'· 190). and -
tpoWth _...,.._ for JUIUobi- CP-'- • Onwtan 1'"4.: 
........ « .,_ 1WI). In "· -'üoli . ......._ al tlw a:o 
....................... ~ - - the.....tin proto­
~ ........... - -- ~...ces (Oa.rin. 
...... 1 .. 1). ,,_ *lity to utik. u. SOINtic compound 
~- ....... •tt.pS,...of•~,.._....,.. 
--bv.fft/olltl ...... ca.w.niilf& 1WJ). 

............................ .._~ 
Utruz.n""" ol cliv.....,........,. to ......... on ..... 

.. Glllwr "'-' the ~ n. .. ....._. _ _._.. 
hm a..n ....... to ttw utikMlton al .......... ,....__ 
~-- ..di --hydrox~ (Owrin • FiNft 
1991). T"''º /l·a.&.ctosiciaw oldiv6tin Nve .,,_,..~in 
"· rwlil~~r:: one of t'-t Is IKtomo...._... mMI has m.. 
~to tlw eso~<°'*'- d al. 19'IO). Tlw 
.tudy al tfw plwnkl-and dntvativn ll "9wuiw bv. 
trifolii hes shown thM ~ ~ &w the uHliutian 
of "'-"'-· sorbjtol. ...&onitol • ..-.-. ··~ ....... 
............ - cl'9trthuted MM:llft8 cliVft9 ..._.. e-...... 
"ª'· 199.! • 

11w av..W.Wty of t'-- ..wiitton.1 func.tion.. ~ 
to tt. .._.abolk divemty of ttw.. ~ -.1 
prohebly conkn on ttwm ........ ,_ ec1v.-... owr 
otlwr soil b..-tftia. ThN auignrnent to plmrnid. f.wtatft 
the1r distributlon in tt. populMion and i. in ~t 
with the c:J..sical vlew of plamids. 

NOllwlilh~._ C"""""'iti~ ffflll s,,...lliotic Nitros- Fization 
In ~tur.I Belda. natlvr Rlaiwhiwm strains uauMly 
domin.te nodulation oVft' introduccd ......... This ~ • 
problnn ior tlw incfeaM' In ~ productivity by lnoc:ula­
tlon with -a.cted hishly effediv. N.a·ftxl• b«tftia. Analy­
ses of p1-mid-currd drr:ivaUves of "· .W.-""-- bv. 
vi6- CH) ...... 1990). R. nli (9rom ,, al. 1992). and ll /rsttlii 
(~ • E1bn 1990). have shown that ~ 
nrqWtrd to .d\Wvr wikl ~ cmnpetitlve laov.h _. dililtrib­
ut.d amona vairiou• non·Sym p&a.nich. lt. dli tnnscantu­
.-W• lmproved thdr c:ompetitlverwss for nodule ~ 
upon thr introd..ction ol - R. fpOf'id plamnid ~i:· 
ll.-.ro • lla.nblu.th 19'0). A DNA r-eton ..w.I to 
~ .tlk1ancy __. cmllpefftivity, t9lllWd _,. ma.tul9 
fonnation efRciancy), hu ti..'I ~ to • ,,,_... al a. 
""'lilali <Soto rl .d. 1994). 

Tlw ~ oi detrnnanants involvad in N, e..tfon.. has 
abo b..n shown in R. t,._;- bv. ~ <H,,,_. • 
~ 19'0). R. rili {~ worlr.} ....t lt.. -"""" 
lll89tfl9i., .J. 1992J non.Sym p&..ftich. 
~ the .a.ov. nwntkiiMd 9twlin inllic.e9 • pollittw 

invol~t ol ~ ...--. 1n .,........_ '*-' 
repcxt• show that santr pl.umids may have a ....,.ve llHKt 
on s)'llllMotic ftl9ctivuy. Loes ol • 'c:ryptic' p'-"d 6n 
atraens ol a. loh ent..nce.. tt.ir N,. fiution andl noclulation 
compsitihvrrwu CP-*hurst d .J. JW6). c:a.letion9 in a 
'cryptk' L 4a W#I bv. Pict.. plasn"4 NWlt üti ...... 
tlve~ on • pwvíoullly irwfÑdlve ha.t (~ 
• Lata lMl). AJ.o in • stran of lt. ,_,,loH . .... ~ in 
.&.dtww Na flultan --~ to the &o. of • "ayptic' 
~ (V ...... - .z. 1995}. Tlw """9cu&.r ~ of 
ln#tY of ...... .&.et. is still uÑ!nown. 
Ti.·~ c.ap9dty ol llluz.oti-.......,. ~ an 

tlw tlWr.-:tioft al• ..... nurnber ol f«ton eome of thnn 
....... cllNctly tnvol...t in .... ~ while otNn at 
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indindly. c...tic ~ rftMed to this ~TT•Y of f.11ctor­
_.. dlmtribt.aftd amortis thr differrnt plumids. 

Otlwr fww:ti-
Chapnonin-ftKOdina se~. Mkh ... .,.oEL. h•v. b.rn 
located bolh on tlw chromoMJllW and on nwaap&.wnich of 
#1... w.liloti CR.....-nwa a: Cupta 199.J). Studiiirs in both 
BneJ,,rhi:obi- ~icsuw <Fr.dwr. 1994) ..t 11:. -liloti 
<Lona d ¡11/. 1991) sugnt th.ir involvenwnt in s)'1"nbiolk. 

l'delanin prodr.ICl:ion is • widnpread characteri.tk: .-nong 
lt~ tpecies <Cubo rl al. l'Jaa). Althou&h its hlnctkm 
l• unlmown. lt h.u Nen propowd as • dehncie ~ail\M tokic 
pt.it phenols. t<del.anln l:m111ynthn1s i• also pl-md~ 
either by the pSym (Cubo tt i.t. 1988) or by •aypttc" 
P'-lkh (Hyr.s • McCresor J990: Men:.do-~o tt id. 
199.JJ. 

J\n ..ad-tola-ant phirnotypeo in • strain "'1i R. lqunt1HM111-
""" bv. fn/alii has also been Msociaited with .a plnmkl 
(Chen et .. 1. J99.l). 

As dincribed in this section man)• dissimil.ar functions. 
~ithe-r houwkeepms or dispensable. may be pl•smid·bonw. 
Tlw iocatfon o( many of ttw.. h'mh w- discovered during 
studirs on the genelic basis of .11 particvl.n ch•racteriltk. 
rMlwT th.n &om mure comprdwmive studies of the role of 
pi..mtd ~ •· Rese•n:h along th.i1 luw will probably ~vea) 
rww plumid-linked phenotypes in y..-. to come-. 

Ccwtj...,,tiWo T~rr 
Conj .. ative tranafer of indlg.-.. plavNds has ~ 
obeerved .nona Rhiwbiu'" lqwmi_,..'" .tniirw. u:nd.r labo­
ratory condltions Uohnston el•'· 1992- Crniaux • Am.rga-
199.J) or wwler condltions ITSC'mbling the soil environmrnl 
(Kinkle • Sclvnidt 1991: Rao rt illl. 1994}. The h'M15missibk 
plumids vary in tlwir tranafnence ~qaency. tlwir 5iU .KI 
in thr sirnetic lnforrnatlon tlwy carry: 9CJllWtinws t!wy 
C01Te9pOnd to the pSym. In .-Mition to b.ing -U-tr.anaml11i­
ble. MJnW plasmids may induc. Uw rnoblli~ti<m of other 
nrplicons Oohntiton tt al. 199~ Mnado-lllanco • Ollvarn 
199.J: unpubUshed work). 

Vcry few data are avaU..a. r.a..difts thr da9sification 
of rhizobial plasmld lncompattbilit}· woups. Tiw incompat· 
ibility between - RI plnm.icl of ~tfrn- and u R. 
Z..,.,..;_.,. bv. tri/olii pSym Ns brorn report..:I (O'Corwll 
rf id. 1987). We have ob.rved the incompatibility behn.n 
- R. nli plasmid and •TI pl..mkl from ~,,,._ ,_,,.,.. 
a,,. (unpublJ.a.d work). Othn- data show incolnpatiblility 
b.t~ - vic-W and ,,,._,,; pSym• Oahnston rf •l. 
198.2}. or betw.en som. R.rt/r and R. t,._;~,...... bv. 
tri/ulii plasmich (unpublished wodr.J. Not all pSynw ~ 
spotw:t to the unw lncompatlbility group. - strans wlth 
two pSyms. havin9; the - (G.nialJt • """-.... 199.J}. 

ora~ ('lfopybn rf 111. IWU ..................... ......-n.....,.. al.___. .. ..._.. 1 1 ...... 
..................... ol •. :lq. ....,_.._...,._ 
frifol# <SchaWil _, .t 1W7). flll-oli tc...a. rt #ti •• l .. .JJ 

... -- <Y~. w-- 1 ... ) ... aho lft a. ....... 
~·l.iftilltrOlll•..., ........ tlw~ol 
,...._. ,._.... ~· A tt.or.Hmi aN!ly9is of - ol 
..._. dmt. .,....t• that lO'!lo ca..,.,,._> or u to .10% <R. 
:Ir,¡ bv. ~) ol all ~ typmw in ttw.. 
~ha- ..... ....._.. .... ~ ortlw~ ol 
a ........ 11m11iw n.nt (V ..... • Piili9wo 1W2). In fa:t. 
prrmnt «.. ,..._._ bv. ,,,_.,li 9tAiN ..,.,....,Uy - by.....__. h'..-, ol tlw pSywn of ll. rtli u.toa #1... 
.............._ ....... ~~rf.,.l .. .J). 
Alfhoush moa of the .. valu.atioiM ol ~ ~ NÑT 
to lhe pSym. tlwy may apply to othn plamnids • well. 
'fhe_. .&.ta cl..ty reve-al the tmportant ro&.. of plmnUd 
t1'antlf.r"' .... ~ of"""' gnwtic typrs"' ~ ..... -· For a pla.nid lt~ rvrnt to be suc:crssful. 9n'ft'al 
ban'-9 INlllt be surmountrd. Uaving --- tlw bmriers 
tmpc-.1 by thr tT....m-~ itwlf. an incomina p&.mid 
,.,..... ....., benifts 9UCh • rfttridkJn~fk.ation •y•tftn• 
and incolnpatibilüy with resklrnt p~ids. A hwquently 
o~ fKtDI' is tlw burmn that ,..,UC..ion ol a nnw 
plaM'6lt ~ on the l'edpient cell. &:pnimenta in 
~ ntli show that tlw introducHon of • rww p&...\kl 
nrduc.s thr fitrwss ol thr host c:wll. Howev.r, powth of the 
~ C.U """'- wkdive condibons fcw - few - 500 
~ ...tiorat- tlw cWlricmous dfect- ol ttw new 
.,........... .....,, under non·K'lective conditton• f&...vin 199.J). 
O...- invol"9111 in this restonllon of &ttwn .&.et eitlwr 
the reicipWnt c:wll °" both the e.u .,,et the lncomir'S f'l-lld. 
thus bring truly coevofuttonary. U is no~ to n¡ppose 
that corvolutionary processes .untlar to thew have bft-n 
Mnf-t-" 6n thr st1'\lduring o( p~ com­.,.,... .... ~. 

In -'itition to t.íng a hftpful tool for the -PlanMion of 
evoluti- chmta-- p..n¡d h'ansmisaibility for tW constn.H:· "°" ol -.-.Ved .......,. .... Nen a 10ft8 coV9ted but 
W1lulfill.dl .,.a in N,. ftxation ~. What ~ tlw ............... • ....._ohizobial .......... -Thla,,..,..­
~ "- not ,,_ ti.e.i .wr-..d but - ~ ...-=ulate thait 
the nwdieni!Uft9 may be ....U. to tho.. -.1irW fcw pTi 
~in "'h:o~- (Pipft"fll•I. 199.J)- t..,_•,,..a..s 
t:.lone: to thr - farnlly ...d share rntailn 9buctural mnd 
fwKtional fr.11hm. 



.......,.¡ Kltiurlii- sprc1es CCJlordjevic d al. 198Z: ~ 
i•:.; .-om d 1d. 1991; Romero d .1. 1991. 199~ 
~Khlr.. • Lota 1991; Ratasi • ..i. 199Z. r-.. d 
•/. 1993). Many diffwent types of _.... N.n' .......... 
indud.ns cointqp.9tion. trmuloation.~ ..t.,.W.C.­
Uon of .-=* •quencc• partki~ in the-....... prwr• 
tion ol stnactural di~ty (Me Ronwro d ,.J. 19Ma}. 
lt.Kornbln.tion _..,.... Niter.t.d .......-- ........ 'º ... 
re.ponsible for sud. v.ariaitlon. Akhouc_h many ol the .twllin 
Mve focuaed on thc pl-bdty exhlbited by pSynm.. t"-­
rw~nts abo occur 1n - pSym ,a-..n (lkoln • 
1111. 1991: Sdbitschb • Lota 1991: Rotts d •l. 199.J). 

While thr biological rolir of m.ny of the-M- re~ 
ment• rcmains to \,. established. - of thnn may have 
bmw6ciel df-ects for thr ho91 cftl. FUI" in91:.-.cr. tt. del.ttons 
in a R. ~~'" bv. "~ 'c::ryptk" p'-'6d dbaanild 
.bove. 1.-.d to ri&ctive nodulation on a pn-viously inl!fÑc­
ti~ host <Srlbdsc:hb • Lotz 1991). In a. dli, a t...lan 
ampliliicetion in tlw pSym endows an ~ ln N, fix.tkWI. 
at l•.ut ln some gntondc bac:llcrounds Cunpublished woñ.l. 
Recombination evaits h<Ptwecn d~nt pSyms Nive twen 
implWd in the sener•tlon of a hybrid sytnbiotic plamnili 
(Christ.nNn • Schubert 198.J). AddiUonal worlr. i• ~ 
ln ordrr to &ain more lnslght lnto thr forces th.t Nve 
contributed to the ttructuring of ttw plnmid comporwnt -
we Slle it today. 

The data pnMft'tad ln this review incUcate that ttw ~ 
biamr &..-ne is orpniud In differently ~ Np1kons 
(dvomo90me plus p&.snlids) whic:h toaether constltute a 
functlonal W'tlt. 

llacterial plasmids tuivr geninally bNrt ~ • mol­
eculn confft"rins .-lditional fe..eur- to an aar..dv compl.l:e 
S-· Thn rTM)' not apply to R'9twtlt- pla.nkh whktt 
have bee!i shown to c:any gnws lnvolv.d In b-6c m..tllbolk 
fundtona. the synthrsis of ~ componnib ..t tlw 
uHIJ&etion of arowth n&drients. Many of thew ames ift.. 
diNctly .ffec:t •ymbiotk tnilh but ....... ion ren.-.. " 
-. of ttwm Cor othen sHll not -.....n have • dlnd 
involvenwnt ln symbiosis. The pnwnce of ~ 
.-tic Wormal:ion °" plasmids has not been condvsively 
dnnonst...eed but is sh"onalY S&lsplKted duto to the inability 
to cure dlffentnt RIUzobn•'" stratns of .._. pa-uda. lt ls abo 
not.W. ttuit ,._ functions are- not conc...tr.ted °" a 
....... p&.mid. In the c:aws whne • comprelwnslve ...ayUs 
of pl.-nid ñanc:Hons ~ ti.en madr <H~ • McCc-.or 
1990: a.w.'6 d .i. 1992: llrom ., ..Z. 1 .. .Z). ~ ol 

.._._,,,i-n¡d ~·---. uprophytic. symb6otk or both. Furthennon, ~ 
functionaJ intienc:tlons are suas-ted by tlw dr89tic -"--­
mmt of ~ypk efÑd:• in multtple ~ dniv• 

........_ ...................... ......... _,....,......_.._ ___ _ ..... _____ ._ ____ ......._ __ _ 
~to ........... ~orpniMHoft? G.-* ............ ... ........_....-.-.a-.._,... to play 
,...... ..... lin ... .....-.. ... to ttwtr p.vtkiplltion in 
the ........... al .... • • .. Thr ~ of 
.,..etc........_,___...,.~ mu llhould have 
an ....,_. on lh ~ ~ Othw ..... -- which 
shauld .. .....__. iill ........ cminm .............. ... 

Han al ............ to .......... ~cal impeCt of 
-t._.......¡c~-~af ... ,.._.a: 
of vil: .. pnftk: inlon.-iaft,. ... ~ al gftWtic tnns· 
fn- .._.__... and tlw ~ with other becteria ln 
onlB- to ..._._ 11 llllilll .,,_ m ....-UC ore.niutton is 
...... to .... ........__. 

A' +wl Te 
We "'-* ~ w.rtt.n.--..O ~ Raf8el Pa&.dos 
fOI" mtical ,_...., ol .... --"PI· Wcd from ttw ..ahor"s 
~ -- ,.....,. ......... by pmnt IN20009.J 
<OGAPA·UNAM>. 
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lf. rtli CFN42 (Mleli«n,.w /t. '••--""· ,.,_i) ea w - 81.._ •_.ir• 
-.-de ftljol.pao-de f-n&luloaef-ivosen al -------de 

lepuni-tn>pk:ales~z-Lucu eral. 1995). Suaenoma•---­
ua c._,.)' seis plúmidos (pCFN42a, b, c, d, e)' f). El - de - .,.__ • 

enc-.en U111W1Sode 150•_,lllt, -el pCFN42del plMmido- llevala _,.mfacle los- ~psalanodulacklny lijac-de~C- lf#Y.Jb). 
El-ioi•de IMflanci-c:odirac-- _.,..._ __ oc illiclóhm:eal-

.- cu- a.._. •t Gl. reponaon el &iolamlento de ccpu cundu. En e- -jo, • 

-vie.-- cepu carente• de todos loo pl'"rnidos cacepco de pCFN42c. del cual oolo • 

'-mol•treodelcc-. l•-Ycwde clladlooriaen •un pl.lunlclode opo~ 

270 kb. El estudio de lu ccp&&curadu. .,...clif-.~-de cultivo en-· 

uf coDKt en simbiosis con plantas de frijol. ha permitido uoc:iar ciertas canM:terfatk:aa 

f_,picaa con.,_ uno de .... replic<-.& (T- 1 ). 

El pCFN42atieneun-.oproairnadode 150kb. yesel \laicopl--• 
alta frecuencia (10-2, 10-l). Acle- de au propia tnnoferencia, incre_,,ta 100 veces la 

t ..... sferencia del pSim. el cual nonnalmente • tnnsf"tete a muy ~·frecuencia ( I~) (Brom. 

dalos sin publicaar). El pCFN42- ea incompatible con el pl .. mido Ti de A. t""".facWll~ NTI 

(Brorn. - sin public•>· H--. no se le ha podido ui-nin--. funci<!n, ya 

---~~-enlaT-.1,au-iaftO-clf-ipoenridalil•wo 

•ianbiooia de .. _ CFN42. 

El pCFN42b tiene un tamallo li8erarnente rnenor al pCFN42a; -nquc en un perfil 

electrofodtico _...,. pl'"ml*- .........._te comiP""" en una ..... -. Enel pCFN42b oc 

cncucn-loc:al-.unade ... ..., • ..,.-quc~~-la-iade l~iaadrido 
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creaión lps/J). Como se eaplicara mas -1-. el 11-'iuc..iclo (l.PS) es el --

,,__de la me........, ea-de l•--a.-..eaa1., •• elCOlal _.., .. _ .. 

in1eracc:i6n de - c- su - -..ie. La -la de la Naidn aenfdc:a/pl/le• .. _ 

cU.- ... pCFN42b, -la la sin-is de LPS lo cual.,.-_. - ele-· 
-rpic:a-van desde-en la_,......,-.;a1, hM«ala •----i-ir 
.. , __ ... _lcNef--(T-1). 

Ade...aa de la reai6n /p/I. en - pNsmidoe.U--• - pmdcipm.., la-iclad 
-.etitivadela ___ i6nde--.Lo-•-alc ••1 iWr 

la cepa pCFN42b-, .,_ un cosmido (pDEL27) -n-la reai6n /plfl. Au- la -

comple-..-Nc:upera 1a.,.....,ldadde ;.-1ralldulos efecti.,.,., c_,.... co-inocul­

-••c:epe silvesue, 1 ... olhlmacx:up6el llJO'll, de.__..__ 

La ~ipaci6n de la infonnaci6ft pnltk:a del pCFN42b en el cNCi- élplimo de esta 
bacleriaen cul•ivos de lllbonlorio. - 'lle rene.i- en __ ., __ léln de .. ......,_de 

~imienlo de la cepa cunda. En mecUo rico su e-ele c:l9Cimienlo ea 1111...,.. menor ,..,.eso 

a la cepa •11-. ...-..... - en medio mlnilllO, la - de Cl9Cimienlo es un - inferior 

(T-1). 

------elpCFN421o--in~- .. --........... ,,. 
que la é:epa pCFN42b· es¡...,_ de c,_,. en - mlnimo c-el alic:enll es la dnica 

fuenle de c:att>ono ceer..- 1997). 

El pCFN42c: - un - oproaimado de 210 kb. Ea ua plMmido poc:oe-. 7•- en 

cultivos de 1-orio oe pielde de,,,_ •• ..,....._ - ,,__la eleY-(ltn>m .rel. 

1!191). Su plrdida no .......,. .,_ la ..-t11c:i6n ni la fij.,léln de 11.isrdFno. - ai la 

c:apcidad.,..._.;livadelac:epa.7aque-pCl'N42c:·--COllll*iliv•-la-
sil-. EareplMlnidoea nec:e...iopmael-<!ptirnode .. ..,_ ___ de 
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--.,,._ .......... _wcl'1 , --1a-•c1_...__ _ 
__ la_ .. _....__25.., _NlpAdl>alacopa•il-.---·• 

CNCb I 1 ...... ._.. 

A-ia·lo--coalac:epalil-• .,..aapCFN4:ZC- BD .......... llli-•lcilOI 
__ ,__ ___ T-_....,~cn modlomlaimocontri_ll_un _ _............,.__ ... _ ...... ......,,_(._.- ........... -). 
Como ee ----.. ..... el pCl'N42cl lleva loa-· wewloa pan inducir la 
, ___ ,,_laelMHial'~•t•ni...,.......Olw-•u-ia 
~ ...... ___ ,,fijarnibdpfto. 

ElpCFN42da_a_,,.,...,_,_1a(ll>8).peroconla.,,...S.delpCl'N42a. 

MI tiwcuent:i• de tnnaferencia .. incrementa huta 100 vece•. Adem6.a de estas c:ar-.:terfsticas 

pMticu. la prwaencia • ~iu involucndaa en la slnteais de melanina, (un pipnento 

P*blemc- relac- con la eliminaciCln de fenolea tóaicoa producidos..,..., .. la r- de 

-~~ia de los nódulos. "er Hawkins y lollMlon 1918) ha sido suaerida. ya que en cepas 

pCFN42d- crecidaa en un medio de cultivo con li,_ina l' Cu$04 no .. ha poclldo inducir la 

únleaia de dicho ~(T- 1). 

Las cepas que CMeeen del pCFN42d, lienen una'- de crecimiento "., .....ar que la cepa 

ail-c--culli-en -mfnimo. 

El pCFN42e llene un tamallo de aproaimadamente 510 kb. Cepu ain ••te plllamldo no han 

podido •r aialaclu. LM pool- funciones codificada en el pCFN42e ,_e--. en 

una cepa derivada la cual ..rri6 una..., deleck!n de -•i- 240 kb. S--llOlo 

conserva cen:a de 270 kb del pCFN42e. lu cuales se ha penaado flUC pudieran ser 

lndl--para la viabilidad celular • .....in ....-t•cual no han podido aereliminadao.aoln __ di _____ ... ___ _ 
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.. , 1 c: , 'O a-o . 
Al..._. ___ ,. ... 1 ... -· pCl'N42e--------

·----·'-· La-decnoci-ea 25'W> ___ ricoy-
_______ .._..,ala-allve-,Lac_lclad_.lllili,.._li_ 

- daica - de c.- - - mr111-• .-n .,.._., - codl~ - el 

pCFN42e.ya-la--pCFN4284es1-de cniceren- -(C.V- 1997), 

-..1pCFN42f•lla-1111-•630kb, .. ...,..,. ___ al_, 

al- de 1• --- clal pi- aon neceMriu para un <lpli- nivel de fijm:i6n de 

niud&cno. Como•.,.-_,,_ en la T..,la l. ce- pCFN42f· aolo - un 35.., de 

actividad ..,..,inca de'"- lft(leClo a la- ailvnlre. Adlc-.inwnie. la capm:idad 
~livacle._ ____ aladolacepaailve-. 

Pcw OlrO lado. manque au crecimienlO en medio rico es similar al de la cepa silvestre. en medio 

núnimo mn IOlalmenw ~ ds awcer. 

DEalVADAS DE a. -Cl'N42 CURADAS DE MÍILTIPLES PLÁSMIDOS. 

Adicionalmente a las cepaa c:undaa mrit.. descritas. lu cuales carecen de un sólo plMmido. se 

han obcenido ouaa cepa derived.u con distintas combinaciones de plúmidos y una cul"IMla 

mdlliple. en la cual 11610 e.U_,. el cromoaoma y un r.._10 del pCFN42e <Pis 1). El 

efeclo q- - la po!nllda de van- pUlamidos en •u• caracoetfalicM -plcaa. -IO en 

•i-oai• .,_,.,en vida 11.._........,.. ful evaluado (llrom,-.,. aln publicar). E--io 

de- que - má pl-doa pierde la bacteria, mú drúlicu son sua def'acienci• en 

•i-1• y vida libre. Como ejemplo...,..._ -ncionar a la cepa CFNX216. la cual 
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~..,.,,.el pCFN42b y el pCFN42d. por medio de loa cumlea -•iene .. .,_...... -

-..1u y fij• ni...-no, uf - el pCFN4ZeA (Fia.I). Su f-po lli--
drills•ic:-nle .i1er..io es I• con ........ 11Ci• - OCUP*ión de .-1oa. Allft -1• - -
inocul..,.en u-conce-i6n de ~lu ... 1000 ,,_. -y--1•-oil-. el 100. • 

losnódulos-~porl•-•il-lle. 

Lll cur- _.ripie. 1• cu.i solo c-....• pCFN42eA. es u,.. C9pm muy mfec- en sua 

funciones.....,,_, lo cu.i se rene,;.- su - viabilidmd - cultivos•-· 

Los - _, menci....-.. demueaUWl 1• releY11n<:i• - tienen kM plá- de •· dli 

CFN42. no solo en ai~is. sino tmnbien .,.... el ~irno fuJK:ioemnienro c:elul•. 

CA-CftalZACIÓN DE -CVENCIAS All!ILADAll DE PLÁllMIPOll DE 

a. - CFN42. 

El ..... i•is fenolfpic:o de lu - cu- esUI empezmndo • oer complementmdo por.,_ 
~.,. mucho milis de,.llmdoa. en loa cu.tea reaionea aeM1ic:u de los plMmicloe me -

.........-; ..... cton.do y .nalizado • niw:I de eecuencia de ADN. 

En el pCFN42b • idenliflc61•-• de un p:n inducible por ea...._ de f'rijol (~ 

1996). La illlíCrción del transposon Tn$B30 en dicho aen. provoca un• diaminucidn en el 

-de-.... -.:-.i 25'1L. El ...alilli• de -i. de ADN de I• reaidn pnl•imm • 1• 

i-n:ión llevó a 1• idenliflcmción de dos .. -, _,A y _,a. Se suaieic que - -

confieren reaisteacia a lt. t1tli CFN42 conrr. aldn(os) compueatoe ldaicos preaentes en el 

e•""""° de - de frijol. 

Olra inaen:klot de Tn$ en pCFN42b ha oido ............. (Miranda 199!1). Eáa mulaciéin ead 

locml~ .. la naidn ~de un - homóloSO. 1/¡/C de E. coli. involuc.- ... la 
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____ La ____ • ••a-la-oerlp<:kln•1...-Jr.NOQl'.el 
__ ..,. .. ____ .. _,_uaae._¡da--iva 

•1..., tlúC. _ .. __ _,...,_ .,_., c--ia-1-en la 

---111-~"ª_.,.__CClltla---~-
---•n1........,_ .. .,.__.,....1a-·il-.~-...-I-
dtlC,_ic; ___ _.,..,_..__tNOGE ...----IR-en 
..... - •• -(1 . .,......_idnpe.-.1). 

Ea el~ pCl'N42e l"ull! localizllda unare-ióftdel sen cc...C -llillriola&:idn de 

APN. ~-e.a. evidenciaexperimenlal. el.,.......,º de e.--· podrfa r-pmte 
del ..,_«Mo de umalocación enc:ara8do de lr••ferir el pupo hemo a los cilCJCl'OlftOS tipo e 

<Asui .. ,,-. 1996) 

Se han alsl- del pCFN42r oecuenci .. -iblemen1e relacionada& e- una fijación de 

nitrópno óptima (Girard. dMoll ain publicar). Entre ellas se encuentran: reiter.cione• de Jos 

,,ertes./ülC (reSU- tranacripciotW),.fbNOQP (bloFnesis de oxidasa simbi6tlca) y ,fhGHIS 

(p«tleínaa transmenbranalea cuya función es deac()llOCida). Copia de ealos pnes han sido 

--. en el pCFN42d. Tamblo!n en el pCFN42r se ha localizado una rei1eqcidft del~ 

eycJl.X (bioa~ne•i• de cirocromo e y fijeción de nicrdseno). la otra copia 11e encuentra 

locali~ en el crorno.oma. Una secuencia hom6Joaa al sen fUL (parle del sistema de dos 

componentes que activan Ja ir.nscripción de los operonesf&.r NOQP y fi~GHIS y del aen 

11ifA) de 11. ''•ltllfllilto.sa,..,,,. bv. vicilu (Patschkowslti ''al. 1996) tambKtn ha sido localiuda 

en el pCFN42r. 

En el pCFN•2b y como se mencionó anterionnente. se localiza la región l¡n/J. necesaria para 

aflllais del LPS y la simbiosJs. La pftSCncia de eaca re&idn se demostró mediMre e..,..-trnemoa 

de hi- de DNAy comple-kln .-._de la deriv-C...- del pCFN42b con la 

c-pDEl.27(-•taL 1992). 
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El pDEL27,.., aialó de un banco pn6mlc:o de lt. ~•11 CFN42, --c_,.... __ kln * 
mutantes con inserciones de Tn.J. alter .... en la afnte•i• de LPS y simbiosis (Cawa •• A 

19119). 

DelWOdel pDEL27 •cae-.. e--. un t._,,.., Eeolllde 7.5 kb,.., elcual •localiza 

la ... .-1p~- Aunque-..,si6n- lnf°""""i6n pnftica indi_...-_. .. .._. 
de LPS. hMla ..... de cata tcais. no • IYbía llevedo a cabo MI -'lisia pMtico y lllDlecul.-. 
C:C-----iaia,,.__.una ___ kln._,_._¡,_ 
el ell&Udio de funciona-~- pllllunidos - ·-· --•l •v-de la ..-. ........ 
A condnu.-:ión revisaremos brevemente alsunu ~en cu.nto a eallUctlll'a y flmci6n 

del LPS y otros polluc- producidos por llltizobl- Un _.iais mú ---• 

la .. Mtk:a de LPS en ltlthobi- ~tli CFN42 - .,..¡.-,en la introducción del -.1o __ _,_ 

-TlllJCTVaA DE LA llUPEaFICIE CELVLAa aACTEalANA. 

La dlvla bacteri- se encuentra.--...,.. dir-ti- de _,tlcia (Fis.2>. La.­

interna ele ellas e• la membrana citopl6amica. la cual como en cualquier otra ~lula. eaa6 

constituida por una bk:- de roarollpidos y pn>telnu. La •lsulente estructun. es --de 

~.-.1acua1.,.--nwy-en-~tiv-<-•I~ 

cri .... v-). o muy delpdaen-0.--neptiv• ( ...,..locual latiaclda_ el_ 
colorante es imperceptible). Mientras en bacteriaa Oram-po.itivu la 41tima aupnficie ead 

constituida por un polisadrio c-ul• un.ido al peptidoslicano, en bacteriaa a..tn-neptiv• 

despui6s del peptidoalicano .e erK:ucntra una reaión ecuosa rica en procefnaa c:ollOCida como 

capec:io periplúmico. La cnvoltw'a final de Ju becteriu Onm-ne.-vu .. una eatructura 



....,...;au.n.la_e_A-dala...._dala-<11 f" ', -

la--·•-oolola ___ COlllÜIU--foofolf ...... La---
-c:on--el UpidoA_ "->!_(LPS). Uftidocov ... _11_ al llpldoA • 

--~~-"y_pol ____ -"· 

La mayorfa ele la información acerca de la c~ición qufmka del LPS. proviene ele los 

ealUdloo tallZ-.. - lt. k•- y lt. wtll CFN42, aunque tambifn eaisien .isunos 

- _,.,..da la compoolckln dal LPS da lt. -tiloti, a. }tlpottk,,,.. y s. frwlJi (N-1. 1992). 

Ealnlelunlmenoe. el LPS ad COlllCihlfdo por el Hpido A y un poli .. drido, ambos unidos 

covalc_me_. El Hpido A, fooma la resJdn hidrof6blca de la.,_ superior de la --­

eatema. Una caracterfati~ peculiar del lfpido A de ltltizob;,,,,.. ea la pre.encia del 6cido 27-

hydmay-. el cual no ha alelo e-..-en el llpido A de·--.. ,;.. (llrozelt 

"'al. 1996) ( Fis.3). 

El poliaac*ido se proyecta hacia la-ea_ de la 1-:terla. EaM poll-eatll formado 

por dos ~ntes el "'core .. y el antfpno-0. El ··~-- ead constituido por doa Rsiduos de 

Kido 3-deoxi-D-mano-2.o0etul090nico (kdo). una manosa. una sal8ctoaa y tres reaiduoa de 

6cldo sal*""'6ftico <Kmnnu .ial. 1996) (Fls.3). La eatnac11m1 qufmica del .. .,...." .... muy 

conauvadaentre cepas de /t. ~tll y ll. k6"""1tosanun bv. trifolii y viciae: (c...lllOll. 1984). 

Aunque la composición qufmica precisa del antfaen~ no se ha dclenninado. M sabe que 

alpnoa ele sus pritK:ipalea componentes llOO dcso•i y dideaox.i heJ1.osu tales como 2-0-

meti--. 3-0-metll-. 2-...W.0:.2,6-dideaoaihcxo.a y ,...,.,.. (llrlnk "'al. 1990. 



~., e1. 19117> <Fia.l> 

Ea - las-.;.. Grun-ne ... IYM, el lfpido A' el Kdo--•- - - la 
cstnlchlra celular. mutac:iones que alteran la afltlnis de estos cloe cmnponeatca 80ll ....... 

(~ortal. 1996). 

En #f. ~di CFN42. w t..n ai•lado diferenlea muta111mcione• que allelWI el .. cm. .. o el ...,.._,... 

o.----re-...Nc1v·C--.._.inc:omp1e1ely).ene1-.i. 

bsteriM_n_io._nolllc_su_lo......,....-•-deMroclelllilo 

ele -16n.-cl pnx:eaode inv-. Porlo,_._ ____ ,bl_, oln 

-livid..i ele ni.._..ua (Noel. 1992). 

Corno ae mencionmil mu miel- (ver artK:ulo). poi' medio de la complemena.cidn ele eataa 

-·· .. - iclemlfic-- 1eaM>ne• ae-k:•(- loclllizadaen.,,.,.,_y ..,.en 

pi-) invohlo:ndaen la•l-isdeLPS. 

La producc:ión de LPS e• indi_.,._ _.1. fomYCi6n ele ndduloa efectivos en e--de 

IUMzolH- que -.1an las..- de frijol, -ja. cltlchmo • ......,1, Y•-· pero no_.. la 

llDllula<i6n ele nke• de alfalfa (Noel 1992). 

La función del LPS en la aimbiosi• ae de11eonc:x:e. Se ha especulado al reapeclO pero sin 

nin- - e_.imenlal (Noel 1992) que el LPS o pute de 4!-. al ... de..- .,_ 

enzima de la plllftta. pude funcion• como moNcula 1eftal pennitiendo la continu.:idn del 

pooceso de infección. TambWn •ha menci~. que el LPS podr(a ser imponan .. - el 

transpxte ele las -=u:rias al ln-.ior de la c:<!lula veplal .,_ endoc:iCOSi•. A•imiuno, • ha 

-templado la -ibillclad de - pudiera funcionar C01110 ...-.:Ción contra c.......­

t6Aicoo produ<:- por la planta en..,_... a la infecccidn. Sin embarao. el Mello ele - /t. 

,,u CFN42 y su mutante CE320 afec:tlKla en sfntesis de LPS. muesll'en iaual nivel de 

inllibickln ele cree-to - a ea....,_ e-ele ralees de frijol Cl!i•nac- •rol. 1-). --..---hip61nio. 
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P X Gr-..._ .. 11 .. lar {SN). 

.... ___ ._.,.... ... ~ ,.-n•---c:-poli...:*ldoo, 

-~--._-la........,iedela-•rlao•li--al--.La 

-·lmicadal EPS, Mlc:-loa ..,_. .... pmtic:i.,__ au al_... y -1..:ión, se 
____ .., •-••ll•la-dall.- 1021 (Lei ... -W-.1994).Eala 

cepa produce dos tipos ele EPS. el primero de ello• ha l'efO:ibido varios nombre•: 

--hlc:ano, •-11-do 6cido o EPSI. La uaidmd bMica de - paliaadriclo -

c:onatinaldapor alete •luc:--•-... ..,..,... El EPSl aec-terlzaporau-iclad 

.-a te8ine con cak::olhtor. Su ............ Kida proviene de sus sustituyente• piruvato y 

llUC:CinMo. Adem6acle los-6cidoo • .-H!npnooentaun pupo acetilo. 

De loa 22 -·-p.rtlc:i- en la •l-i• del EPSI <•ne• uo), 19 e- loc:aliudoa en el 

-~by e1 tettocn el ctomOMJma. 

El ....-do lipo de EPS .e conoce como EPSU. •U e•tnlCtUra qu(mica e• muy diferente del 

succinoalucano. MI unidad búic:a es un reaiduo de aaJm:tosa unido a un residuo de alucosa. El 

residuo de ... lllCtOU lleva sustitucionea de piruvalO y la stucosa ea modifialda por un pupo 

-=etilo. El EPSD no ae tiftc c:on calc:otlucw y requiete para su a(nteais de al lllCftOa .eis •ne• 

e.,,. locali&Mlos t.ambicn en el me...,túmido b. MI como del producto del sen eMJa necesario 

tambitn en 1a s(nteais de auccinosluc:ano (CJoftzMez 11 al. 1992). 

M9untes afec:tadu en la sfntesis de succinos,lucano muestran un fenotipo Ndv- • producen ---·tu-solo llep a nivel de hilo de infea:ión, y no m- -vid9d 

den~-(-11992). 

El fenotipo Ndv-. llC puede suprimir por mutacionea en el aen c:romoaomal •zplt. el cual 

--repnmidala-deEPSD. 

La-de ll. -UloliAK631 ~c:omollil-en lllau- labonlorioa, nopmduc:c 
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auccino•lucano ni EPSD por tener aana mUC.Cidft en el pn ~.a•. La cleficiewci9 - __,. 

pol-.;dos es toUolmcn1e compieme--.., pali..arido c....,.i. rico•"*'· Ea MI 

srntesis intervienen los sipaientes loci: lpsX. /plY. ~y Jb·Z.J (PelroYic• n el. 1993). 

En diíerenlea espec:ies de ltleizobiftllll la afntesi1 ele EPS es indi•penaable ,.... la aadulKidn 

efectiva de alfalfa. úuc--· chlchan> y .._ja._., no pma la-· frijol. La 

fuac:l6n de los l!PS tampOCO ha sido deiermi.- experimental-. Laa e_..a--. le 

atribuyen filneiones similaNa a las propue-....,.. LPS. 

P-al•ca• ... 

IUUzobi-y ANroboct,,i-producen vlll'i.,. t.ipoode ,,_.1-. El mMC-...de e-es 

el 11-1,2 al11eano. un olis-- cfcllco. conatilUfdo por apro•i- 20 --de 

slucosa con enlace P-1.2. Los 11-alucanos se localizan principalmente en el espacio 

periplMmico, o oe -al modio ambiente (Noel, 1992). 

Mutaciones en los pnes cle"A y cllva de A. """'W.(ack1U • dejan de sinletizm' ICM ,._.luc...aa y 

se vuelven avirulenraa. Genes funcionalmenle hom61oaos ae hM local~ ea la cepa de •· 

-U/olt 1021'34 y bmll sido de-nados lldt!A y ltdvll. lAK n6duloa i-por -

en estos senes. tienen un desarrollo anormal. carecen de becteroides y por lo '-lo. no fijan 

nil.rópno (l>ylan ~'al. 1986). A.faunos eaperimentos indican que e11e poli~ ,...aici,_ en 

la """"'8ci6n de la ~lula bacleriana a cambios oomóticos del medio .-( l>ylan "al. 
19!IO)-nooe-aidicllalllnci6n oerelacionaconel-poslmbi6t.ico. 

Olro tipo de pollsac*idos poco c....,terizados. - los slucanos ck:licos con...._ ,,_ 1,3 y 11-

1.6 deK:ritos en llr'11111J¡rleizo61,,_ app. y los lar1011 gJucanoa lineales c.- ealacc• lt-1.4 

(fibrillaa de celulosa) enco11t1-.S en la ...,...ncie de /t. k•..,,,;_,.,,,_ ~l. 1992). 
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~VOll 

kNI plúmlclcM de lrl/Jlzo6- ha alelo ple-nte _..._ __ ..,el eaudio de .:epu 

curadu.. Sin ~ .... ..ali•i• repre.enla una viaión muy pneral de laa funciones ---...-. 
c.......,. fi'IC el •iauientc nivel de inveati•ecidn en el campo. forzoeamcn1e requicn de un 

mMlai• p~ y _..._de._--• de ADN lnvol-e- .ipin -pode 

-· De_.... .i...- --"-" clenlro del .,cl'N'2b ya lwl •ido c--.rizadu (Wt' 

i-idn). 

Con la finalidall de conbibuir al -6U•i• eatructural y funcional del pCFN42b de #t. •tll 

CFN4:Z,llev--•1--tnlM¡jodetnia. 

La.objetivos del.,..._.......,_, 

•. Llev• a - la -laiuci6n pnfli<:a y molecular de la nosidn /p•/f. loc.iizada en 

el pCFN42b de R. etli CFN42 .. la cual e• indispensable para sfntesis de LPS y 

simbiosis. 

2. Analizar si la resida "'6/J eat.6 cal:l'UCtllnlmente y funcionalmerm comav-. en el 

pnoma de ocros miembro9 de la familia Rhizobi-. 

.J. Determinar mediante estudios de incompatibilidad e hibridación de ADN Ja 

posible relación enn ao. pl6lmidos que conservan el locu• lps/J. 
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---~,-----. ....,,, .. -:...;_ ... , ............. ,....,.. __ , 
........ 'º· ........ ,. .... ODO-GDO. ~ ........ ..,.._.._. 

Chlll'llCIWlzatlon of ni.o Plllamld-bome /,.P Locl 
of Rh/zoblum .,,, Requlred for Upopolymlccharlde 
Syntheala and for Oplt"'81 lntenletlon wtth Planta .. _______ ... __ _ 
Departamenlo de GerHtlk:a Mofecul•r. Centro de lnYeetig•ción eobre FiJ•ción de Nitrógeno, Unfvereie2ad 

Necional Autónoma d9 M•xlco, Apar19do Poatal 585-A. Cu•m•v•c•. Moreloa. M•xtco 
Aec.ived 13 March 1997. Acc:apled 11Jun•11197. ··--c.-...u.----( .. ) .... ___..._..>_........,...,.a111tcu .. .._ ...... _ 
.... Tll6e '* .................. - -...w. ol • ,._._ 
( ... jl)_ .. _!LPS>-
W• n...-C .. ,.. ..... Mtie .,....,. ... ~ llt8blnill 
9/1 ..... 1 a •• ....... ,...... Te.. ....-e- .... ,... ... 
~••r....,_.. .... ...., .... ,,.....11ttel••~ 
.._, u•• lnitqral9d •T two ..-• ....... rr.... C1'WP1 
... .,_ll.2) ..... ..-. ror LPS ....,... ......... ,. • ......._ 
Ta.. ~'31 e11eode9 • pua.ü ... 19J ...._ 8Cit1 .,olypepew. 
tbM •howa •lro.8..........,. wllh afua.)'f·IP .... aalado­
•yi·IP 1r .... r • ..-. Tlw *«luced 8lllÜlo 8CW ~ ol ................... ,. ,,.,u ..... ,.,. ......... "'-' ol 
prae.t. tnYOIW9tl .. H..,._. poi~ ...... ~ ........ 
~ - ,_. • ..,,,,,._ ... ..,....._. WpllM,..,.,.,.,., ,,.,.. 
IMDú •pl'L, ... ün,_.. e~ TnlG. DNA -.... 
~ ~ 1e 1,niu ... ,,.,,2 or •· .111 CFN42 
wen ~lenlly round In runc~y .......... ....._ 
_... el L •tUo a. ,.._,..,,,tn.,.,,. ••· .,.....,, ... •· "P-
......,_ bv. Uf/olil •tral1111, bul nol I• a. ••UIMI. 11 • ..._ 

:.::n!'~ .. ~==~¡~.......: 
""- do noc ...... ip61J uquencu, dlUr prneM'e la ...... 
... red lcw e~ lumor lnd..._ •y•· •tU lralUIC99-
...... U e9...,.... ... TI plMalld. 

lk/d,.,iunal "-•Y.,onh: rU1roaen fi•atton. 

Soil bac:1eria oí 1he aenus Rhl::.ohium ~ &ble lo induce die 
ronnalion or nitro•cn-follina nodulcs on roots or lct:umi,_.. 
plants. This symbtotic in1craction requires thc c•presslon of 
many b<1ctcrial and plant aencs. 

The pneric inronnaLion in Rhi:obium Js dislribu1ed amona: 
lhe chlolnosome and numerous l11rae plumi<b. Thc moleculat 
chllnclerizuion of the lthiwbium senome hu been rocu..t 
mainly on lhe s)'ftlbiDlic plumid (pSym>. when: rnost or U. 
aefle9 nquin:d lor symblOlic nitrosen nution ~ ~ 
Many of 1lhetle _. llave been i•l...s and aipincanl ..,_ 
vanees h•ve been made in 1hc sludy oí their .uucture, repla-

~ -dkar: Alej.-idroO.wd.-de lo• S-0.. ~ .......... ; (52) 
(73) 17 H 67~ Pa.: (!12) (73) 17 !J!J •• ; E·-•: ..... drn.llMl8ftUIUI 

N~l* llftdl8"d...,.., acid ....... ._ ... - to b9 found .. 0..-
11 ... u accesuon numhrt U!l672l. 

tion • ...m cuncdonal role CSchullu cr •l. 1994 ) • 
PJasmJds otllcr •han lhc pSyrn m•y •lso influcnce 1he ayrn­

biotic proccss, by encodina functions such as biosynthcsis of 
surf.c:e polysacchalidcs. nodulation compe1itiveMss. and ni-
1roaen fi•ation (see Oarcl•-de hu Sanros et al. {1996} for a 
rcview). Howevcr. very few sequenccs frnm these plasmid.s 
have bcen isolatcd and ch:i.rac1criz:.:d •t the molecul.u level . 
The best-sludied M!qUCnccs írnm • nonsymbioLic plasmid ace 
those localcd on the ~"º meaaplasmid of R. m~/1/oli, which 
are involvcd in cxopolysaccharide (EPS) biosynlhesis CLeiah 
•nd Walkcr 199~) and c .. -dicarboxylate transpon (W.atson 
1990), and the rife senes, which are loc•ted on a seJf­
transmisslble plasmid or R. nv/iloli OR4 and are involved in 
nodulc effiriency and compclilhrencss (Solo et al. 1994). R. 
•tli CFN-'2 {formerly Rh1;;obi1m' phas~oli [Seao\•ia el al. 
J993J) contains si• plasnúds {palo pO, ran&in• in sizc írom 
180 to 600 kb CQuinlo et al. 1982). AnaJysis of deriv•lives 
rurcd of each individuaJ plum.id has shown thal in addition 10 
1he symblocic plasmid pd. a second pl•smid, pb, is also indis­
pensable for nodulc forma1ion, due to the presencc on !his 
plaslhid or scquenrn required ror fipopolyseccharidc CLPS> 
biosynthesls (Brom ce al. 1992). 

LPS is the majar strucrural component of sram-ncgative 
bacteria ou1cr mcmhranc. and pl•ys an imponanc role in bacte­
ria-ttost inlcractions. Althou¡h its precise function in the sym­
biotic proccu is still unclear. it has been su....-cd thai: it par-
1icipares in evasion of planl dcfense mecti.rusms. or In 
baclernid n:leasc into lhe nodulcs CNocl J 5192). 

Mutant.s or R. dli CFN42 defcctive in LPS biosyntheais 
hn·e been isolaled throuah TnS inscnion. Such mu1ants are 
lcss alossy than the wild typc. clump in liqu.id cuhure, •re 
nonmo1ile eon swann pla1es. lack o.anligcn in the LPS. and 
induce the formation of incomplelely dc"eloped (Nd1i•- Fix-) 
nodules (Cava et al. 1989). Three di~lincl aenetic lps reaions 
have bcen iOOntified. T\.\·o scparatc rcgions. nah'led a and y. 
havc becn associated wuh the chromosome. and a third one. 
namcd p, ha..s been kx:atcd on pb (Brom et al. 1992: Noel 
1992). The lpsa. Is the bcJit c~terizcd of lhcse thrcc L.PS 
re¡ions. Jt comprises nine complemenr•tlon pnups spannins 
over 18 ltb of chromosomal DNA (Cava et al. 1990). Pani•l 
chemical characterizadon of the LPSs syn1hesized by straln 
CFN42 and derivai:ive. •ith rnuwions in lbe a resion 
(Carlson er •l. 1987. 1989) Sed lo dte usi...,..,. or probable 
biosynlhetic func1ions ror panicular 1enetic loci in dtis rcaion 
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(C.bon a al. 1995). Ho•cvel', ddinitive confirmation of the 
biochnnh:.a fuMtion of individu•I sene pl'Oducts is s1ill lack· 
ina. A camlnDft lp~ Jo.::us kJcated on 1hc chromcnome of a. 
,.~,..,.. b1o s. via.t..,.. plto#olJ hu been NCelllly ... 

==-in11:~~~~ .::ro:s.,;~~·:g;~:: 
con: cetrasaccharide. ~ name 6-Jps hu bccn suges1cd fm 
ttds locus since theae se-• do not con.spond 10 any of &ha 
previous1y idcndn.d ftSiom; (Atla••Y et al. 1996). 

In conlrut 10 tM well.chancterizcd t,sa. littlc informat.lon 
is avail•blc on lhe plumid·bome lpsp rcsion. Within this re· 
sion, con1aincd in the 7 .5·kb EcoRJ r~amcnt of pDEL27 
(Brinlt et al. 1990: Cava et a1. 1989). only onc Tn.S ini.enion 
affectin& LPS S)nlhcsls has been locaacd (Cava et al. 1919). 
pDEL27 complcmcnts an LPS- Ndv- Fh.· pl:ismid-less de· 
rivati,,.c of R. l•6uminosarum bv. '-"icia.e VF39 (Hynes and 
MacOrc¡or 1990) and a R. l•&fUftinosanun b,,.. trifolii 
Al'lo-U843 Tn5 mutanl CBrink iet al. 1990) for the Oocculation 
phenotype charac1eristic of LPS mutants and for crfecti ,,.e 
nodut:uion. Thcse dala sua,gcst that homotoaous sequences 
could be locatcd on plasmids of thcse st('A.ins. Support for thb 
proposal would be saincd by visualizin¡ thc snuctural homol· 
o¡y among thcm and by showina that R. leguniino.sarum b,,.s. 
vlciae .:md trifolii LPS sequenccs also complcment the R. ietli. 

as l~e~~~~~i~:~~ ~¡S~~~;;t:~c~hich, in addition to thc 
'! pSym. the prcsence of lhe.JQ¡b.rcgion of plasmid bis esscnlial 

for nodulation. thie A. tumefacl.en.s CiM190iYStr.iín harboring 
onty thc pSym from R . .:tli CFN42 induces nodulc ronna1ion 
on bean plan1s (Brom et al. 1988). Such dala su&&cH a func· 
tional equivalcnce amona suñace po1ysaccharidcs from both 
A. twn•faciens and lt. e1/i. 

,.. • To initiate lhc analysis of lt, wtli plasmids other than thc 
pSym, wc chosc the lpsJ) region of~duc to its n:lc,,.ance In 
symbiosb. In this papc:r. we rcport hs ¡enctic analysls. as well 
u thc DNA sequence of two oren rcadin¡ fr-amcs (ORFs) 
dcsipa1ed /psi.) 1 and lpsl-)2 that ate indispensable for LPS 
biosyn1hcsls and symbiosis. Also, wc dctennincd the diHribu­
tion of thcsc lps¡!. ORFs amon¡ Rhi::.obiaceae by structutal 
hybridizalion and functional complcmcntalion, and cJ1.am.ined 
their ln,,.ol,,.cment in crown-aall tumor induction. 

-8ULTS 

G...sic .... ,.... ... nucldllWe ......... .. _4"-,_ 
A 7.5-kb Ecolll frasment carricd by plasmid pDEL27 wu 

previously idcntificd as thc /psi.) re¡ion of R. etli CFN42,. 
lhrou¡h complcmentation of in.scrtional LPS mutants (Brink et 
al. 1990; ca,,.• et: al. 1989). The rcstriction map of this rna­
mena ia ahown in Fiprc 1 A- Four subc:klnrs wen: coruuucted 
and anaty;icd for complementation of the Tn5 mutant CEl6B 
and the pt>-cured deri'Vadve CFNX230. Amona the clones 
teaeal, pAOSIO was ablc to complement bol:h mutants for 
floccutallon. nodulatlon, and nltropn fixat.l.on, while pAOS 11 
and pAOS 13 wcre unablc 10 complement cithcr. Clolle 
pAOS15 complemenied only the inscnional mutanl CE16S. 
~ fact that the plumid-c:::ured .,...... CFNX230 was noC 
compk.m91Ued by pA.0515 sugeMS thar.. in addition lo the 
acnc intcnupted by Tn.S in slrain CEl68, at Jeast anothcrpne 
is rcquircd for LPS synthcsis. To confinn th.is possibility, lM' 

Ecolll-...... 1 r.,.._... (3..595 .. ) flOlft pAOSIO wu •· 
..... u~ in ~ab _. ........... widll llle ........... , .. R.-••· 

'1llS DNA ....... ,,. .Ws fnis- ......... wi&h tM de· 
~...., ecid ...-:es .. dDwll .. Ra-e 2. Analysb 
al .. DNA ....-CC allow-. .,_ ~ o6 eme iftll:DMpi91e 
oaF. OllFI ...... 1•0 ~ 0RFs. lp.rtll aftll lp.rjl~ (Fa¡. 
2). Thc deducecl amino actd ....-ce ,,. eacb codins repon 
wu ~ _. the prolein dmla .,._. coMained in the 
NCBI (sm! MMerial aftd AfecMclll). ~ similar 10 
'°l!o"Jle(lll.ida cncolkd in OllFI. /~1. and lpsl'2 are 5hown in 
Table l. Thc lncomplete OllF1 (520 bp) con.titutes thc 3# rc­
sion of a hypothctic:al pnc. "l1le product imcoded by tlüs plU'· 
lial ORF ( 173 amino acids) is ~ icleatical to lhe cadioxy 
tennini of #f. l•guaaútosa"'* aepe (Turner ..et Youna 1995) 
and A. rltl~op-s RepC (Nish.iauchi et al. 1987) prolcins in­
vol"ed in plumid replic.aion. 

Downstl"Carfl of ORFI. we locatcd lpsj)I. •hic:h is 582 bp 
Ion¡ and potcntially encades a 193 amino .:id protein. ORFI 
and lpslJ 1 are scparatcd by a noncodina 258-bp track. which 
c:onrains a potential oN promorer. and a putative ribosome 
binding site (Flg. 2). -

Tiw: polyperlidc cncodcd by lps¡J.1 .t.ows hisfl-level .sc­
qucncc similariry wilh a numbcr of psvteins (Table n. Amona 
lhcm uc Cap5M and Cap&M. whose precise function is un­
kno•n. atthou¡h 1hcy are in,,.olved in the synthcsis or caps~l.ar 
p>lysaccharidc (CPS) In Staphy/ococ:cms OM,..US (Sau Md Lee 
1996). A sipificant homolo¡y o,,.cr 1he cntirc lcn¡th of lhc 
pro1ein was also found with CompylobtJct1r llyoil.ei RlbP. R. 
t..-iinosaTMlft Pss2. R.. meli/od ElloY, Sal~lla 1ru~rica 
IUbP, '1brio chot."" Orf7. and A_,...,"" RlbP. All of 1hcm 
are pauntial aa1ac:tosy11ransrenses invoht'ed in the synthcsis 
of surfacc polysaccharidcs. 'tbe Lpsllt pn*in also showed a 
sipiificant slmilartry with 1he C-tenninal part or S. ~phi· 
"''"'"'" RfbP and Xc1111llP1n011CU t:~.stris GumD. thc best· 
Sl*9ied auaar uanafc..ascs. RfbP is a salactosyltranafcrase. 
•hich c:atalyzes 1he 1nnsfe:r of UDP·salac:toae to the CSS lipid 
carrier. OumD c:a1alyzes die lfanSfer of UDP-alucose to an 
isopneny1 phosphate c:anier. ~h enzymes participate in the 
fina step ofpolys.::charldc syn1hcsis. 

Thc alisntnl!nt of thc amino acid sequcnces or Lpsl-)1 with 
Pu2 (Borthalwr el al. 1988), &oY (Ml.lller et. al. 1993), 
a-D (Coplin 91111 Cook 1990). and S. ryplti#tMrluat lllbP 
(J&9C et al. 1991) is •hown in Fisurc 3. 111addidon10 thc con· 
Nn9d residucS amona ali thesc pruteins, their pa1nuial 
tlWISlnembrane rcatons are also hiahly Conser-wed. The lpsp:!. 
8'CfS c:ontains 2.052 bp and presumably CftCOdes a protein of 
611 amino acids CFiS· 2). The lpsP,I and /p.sP,2 senes are sepa­
rMCd by a noncodins resfon or 123 bp in which no o,... pro· 
llftOIACr scqucnce was dctec:tc:d by s.cqucnce analysis. This lpsp2 
is Jll'CCcded by a pwative Shinc-Dal..,_, ribosome-bindina 
siae. 

Analysis or the cleduccd unino acid .equence of lpsl-)2 ind1-
a1ies llhat lhls polypcplidc shows sipllifican& ~imilarily with 
pRJleins rcquired for polpsc:Mridre a)'mllais ("nble 1 ). The 
- alriklna shnllarity •• found witb tM ~ts of Pseu­
...__, '""'•'tlOSO ~- llonkteU. l"rttu6ls J!11L and 
Mrni11ia wn11roc:olltica JDO over their .. alirc lcnaths. More 
lilllliled homotosY •as round •mona tM t.psp2 and Olher 
....uer proccins (Tmble 1 ): ""'°'° ~,... OllFI 1, N.U.wria 
-.ttUe&indú OalE. N. ,,._,.¡,..ldtli.s kftllll. #f. -liloti EiloB. 



--------...-.· .. 
-N.~-.n.-or-­wt• die 411112 e-.leftda rro111 die -.... ot dls proaein '° -
C ............. <F'19. •). OalE mld Eaa9 efta)'- CMai)'U -
1' l..-0. o6 UDP·ahlitw ID UIJP...--. wti.ile W 
-. ..,,._ imvol.,.. in aplhni&fats ......_,. mld clidlloay -· n. .u_... of ... .aúno .cid ....-ace flom WpltM 
(llmwowa a al. 19N>. 8'tlJ. (Aben ... ....Ull 1996), n.o 
~ • .a. 1"5). E&Oa (8......_ • 91. 1991), o.E (,......_.•al. 1993), elMI N. --~Alba (lenninp et 
al. 1993) wilh i.,.sil2 is allown in Fiaure 4. As can be secn, lhe ...,_ of.......,, amona all dlea9 pnuim incn!ues tOWMd 
- C.....Unal .... : P. .. ,,..,.,,... (61.2• Mlmtily), 11. P'"""' 
Ñ (58 .... W..Uty), Y. w,,,,,.rocolitka (56'ilo klUltiay). 

AH die• proeeias have pocential IQmmernbnnc domaina 
~ 1o dlose obsen·ed in Lpsj)2 CFia. 4). 

Aa in odWr epimerues (Wyk and Rceves 1989) and dl:hy­
clralues (M8cphtrson e1 al. 1994>. • pulative NAD-bihllina 
donulin wu a .. o localed in all seven pro1elns becwcen amino 
ackb 305 and 33S. "lbesc 5rquences alian very •ell wilh lhe 
can.ensus fi,.......-int pruposcd by Wicrenp et al. (1986), cs­
pecially in lhe ,..,._ •lycine residues end the acid residue al 
me cnd of 1he finainPri ... which ue s&ricdy requjrcd for thc 
llaP •hree-dimensional .aruct~ or NAl>-dependcnt protciru. 
CFiS-4). 

Tbe ~ise sile of lhe Tn.f ih5Cnion of strain CE168 was 
nqpped by aequencina: lwo polymerue ctwn rcaction {PCR) 
products (ace Matcrials aud Mcthods) and found 10 intcnupt 
the /psJl2 ne• lo ita C-tcnninal cnd {Fi8· 2). 

L-=-llaad-. o6 .... e11ees bOlllCJlosocP lo a. ""' CFN•2 ... ., .. _ 
Tbc 7.5-kb EcoRJ fraament from pDEL27 wu sub.:loned in 

pSUP202 and ...ed u ptUbe In hi¡h slrinaenc:y hybridizadons 
with blou of EcoRJ+diacsted tocal 1cnomh: DNA oí different 
.....ans (Table 2). HomoJ09y was dececlCd in ali R. ~lli (9 
....... ). ll. I~•,.,.,,;~,.,.. bv. "ic:ia1 (3 atnins). and R. Ñ6M· 
MilfOsa"'"' bv. rrifolil (6 str•ins) tcstcd. HomololJY was not 
dc&ec::ted in R. wvliloti (.5 .s1rains). R. tropid (8 slrains). Rlt.ko• 
biMM sp. NGR 23.a. R.f,.,dii L'SDA 191. R. loti NZP2037 • .4. 
~111Ddaru ORS 571. B.japonicu"' (3 titrains). and A. tlf#W· 
~IU(4Slr'aJns). 

Plasmid Jll'O(lles from the R. •tll and R. ,, • ..,,,,¡llOSanun 
strains were alao hybridized with an interna! probe or ¡p.p t 
(~ MMerials and Methods> and with pAOS4 containina an 
~ r,...ment oí /p.stl2. Jn •11 cases. homolo&OU9 •· 
Q1119Dees &o both ORFa wece prescnt in the &ame plaunid. 
Howcver, the &iz.e O( 1he h)'bridizin1 plumid Varied amona 
Slrains. Sorne eaamples are stiown in Fisure 5. 

•~ ........... ce._• . .,,,.,.. a.aa _ ........, ...... LPS...-11ea. 
'l'hll lp.rp.....plaaenid Cuted dcrivllliws of IWO R .• ,u SlnJns 

(CFN42 .... TAL182) ~ one ll. k.,,,,..i11Dsarwn bv. t'1folii 
(ANU M~) --. WeN uMd u rec:epeon lo conslruct trms­
~ CONalni.. a. ,,11 (pCFN42b, pTALllZ.. 
pVak.I .... ). Jt. l•...,,U'IOS4UWM bv. vic,._ (pyP39c). or ll. k­
~- bv. •rUolil (pANU84Jb) l~anyina plasmids. 
'l1ls: r..e-uvuw .,.. syMIMOCic phenocypc of tbcM ~u­
_. --~ <Tele l). lt can be ... n di•& all the 
......... ctOU-complement 1he plaamid-leu clerivuJvea ror 

noc:culation .,.. modliry u well u for •ft'ecdve ,.....191ian. 
Despi1e ....-ed Mtelftph, no ~ could be Gb­
lained widl a p~ detiv•ive of lf. 14~,,.,,,,. 
bv. t1ic"- VF39 M ,......,,.. .. ,, .. ~ ........................ .,. __ Tl-

lllliaobia canyin1 A6""1Gc6'1'Út#t TI plumid are capable of 
inducint: tumor fonnadon (HOID)'ba et al. 1977). We took -­
vanrqc of dlis fact 10 detennine if the surface potyucc:haride 
alrcration oí • R. etll CFN•2 lpaf) mulUll anecu lhe nnnor 
formation pruceH. TIJe n plumid of A. ~,._. sthin 
NTI w• iftlnlduced Jnco the wikl-rype a. '"" strain CFN42, 
its pb- derh·ative CCFNXlll), and finally lhe pb- tnnscorUu· 
aan1 complcmen1ed wilh the /p.iJl-carryin1 cosmid pDEL27 
(CFNXlll). lnreresainaly, plumid a of CFN42 was always 
lost upon introduclion of the n plumid. suuestin1 that these 
plasmids are incompatible. 

The tumor·inductn1 capacity of thc difTeren1 derivatives 
""·as e•ammcd on Ka/arichoe plants (rabie -4). In plants in­
oc:ulaled •ith A. 1-..faclens NI'I, CFNX227 (CFN42/pTI), 
or CFNX2~9 <CFN:XIB&/pTI), lhc presence or rumors was 
evidcnr J weelts aftcr inoculation, whcreas, in plants infcc1ed 
with 1hc lpsJI· derivativc (CFNX228). only •fter 6 weeks did 
rumors statt to cmcrae. Tite pTI canied by slraln CFNX228 
was in1roduced by conju1a1ion into .A. runwfaciens 0Mt9023. 
Thc rcsultin¡: strain (OMl9023-I) fonncd visible tumors 3 
wccU a.r1cr inoculation. indicating dtat thc •ltcrcd phcnotypc 
o( CFNX-228 was solcly duc 10 che abscnce of the lpsJ3-cany­
ina- plasmid (Table 4). 

Dl•CU8SION 

In 1his paper. wc h•VC dcscribcd lhc ldcnlific•tlon or tWO 
ORFs (lpsJ) 1 and /psj32) located In ttle tp.rp reaion oí pb or R 
rr/i CFN'4:?.Thc aenetic analysis or lhis rc1ion indicates lh•• 
bolh ORFs are indispensable ror LPS biosynthcais and nodulc 

~1:.'~c!~°';j.:"13~~ S P~-=c~~I~~':. c:'n~~':::,:C:91!fp~'°t:a::.~,! . 
1hc abilily o( pAGS 15 10 complcment the CFNX230 pb-cured 
dcrivative. which Jacks both lpsP,1 and /p.sPl. but did noc af­
fcct its cap.-chy IO complcment thc /p.rB2::Trú mutant 
(CE168). CFNX230 could only beco~ by pAOSIO 
con1ainin1 lhe entire lpsPl and /p.sjl2 senes. The pn::sencc of • 
putativc a"' promocer upstrea.m of lpspt (Fi¡. 2) and che ab­
sencc of a 1nnscriplJon lennination suucftU'C in lhe 1paclng 
scqucnce bctween /psPI and /p.rfl2 auppon our hypothcsis th•t 
lp.sfll and /psJ)::! fonn • transcriptional unit. 1f this is lnx:. the 
lpsj)2 of pAOS1S. which lacks ttic promotcr re~ion. is pn>ba-

~ ~!::..'':t!:c.::;:::7'W:º~cl!':dmi:C;¡_:'" 
~ds1:SPzY!:r:.~o ':!!.::.~~== :!·,:ai9:~¡/::'!,~u 
pb involved in LPS biosynthcsis, as thc scqucncc upsucam or 
1p.rp 1 w• tounc1 to be homo1oaoua to a aene involved in re~ 
licalion (JSllC), and the sequence downstrcam of lp.sfl2 coulcle-" 
be delcted wilhout alterina LPS biosyntheais. 

The CCll'C olisoaaccharides or /f. ,,¡¡ and /f. legwninosanu11 
LPS havc boen ahown to havc a similar compositlon, consti-
1uled by 1wo Kdo. one 1alac:1ose. onc mannose. and 11vce a•­
lac1uronic acld rcaiduca (Carlsora er al. 1995). pDEL27 com-

var. 10, No.•.1•71a 



--Pt-----...-..· 
plelel)' NaCONS a•· W~ t.v. rrfJ'olJI ,,.,... ....._.. 
.,..._. cflnlicail compo.i~ ~Y*I. *-*' ~ -
~ _. ..,_IWOllic ecid • weU • ~ o1-. 0---...canm ..... 1wo). 'Dllri9sct..kall ~..._ 
......... .nld• ..... ......,. o(~· ..... ~,...,__ 
................... i...,. • ....,, ................... ........ 
oC plactoee or plaicturonk .cid to .._ core ~...,..... 
Tiiie .Wri1y ot aai.caa.,.11uansr .... 11a ~ a.en .... 
attmd ID .... IPl'DdYct of 4-'A-. ~ - ..... -o. 6-Jm ,_.¡°" or •· ,. .... ._.,._ bv. ~ auxn 
CAlla••Y ec al. 1996). 'l'1w role of LpcA u • salac:W.yh,..... 
,_ i• aupporeed b)' .... ~ ......... ol • •. '-•-'· 
~bv. vic:UM YF39 ~......_In •Ndl ... 
aaJ.ctoM reaiclue fl'Ofll die core leVaucc"-'* is lfti ...... 
Lpspl il no& eble lo aubstihlte for LpcA. - a M. I••-'· 
_,_., bv. plftu•oll lpcA mutaM is not 1;0~ a.,. a 
cosnúd connpondiq 10 11. •tU CFN42 IP6P ft'aion (Allaway 
et al. 1996). Allo. the amino sid ~ of l.pcA ..a 
l.pslll show • low level or ailhit.11y c21 .. idendty. 47' 
1imilarity). 1'b explain these data. we propoee thal. l.psPI and 
LpcA are diffcrem sus- uanarerues, one or dlSm beina re­
sponsibJe for lhe tnnsfer o( 1U.C&oae and the oUwr for die 
uansfer of plac:ewonic .cid 

Thc bioaynthetic pMltways of blc1erial polyACCharidn 
bvc bcen ahown to be linked cBlft!dveld et al. 1993; Dick>ld 
and Noel 109). Similar to LPS, dm EPS of lit. •lli and /l. l•-

· ~::'::~ 1:=,~ddi~ .=::.! • .':!! 
blien found in 11. "'•-;MOSaruni CPS (Zevenlluizcn and V• 
Neenwn 1913): ..._ data hinl that dlie puaaahrc 1alacto9yl­
~ encoded by.._.,... is a cOllllhOn link In u.e •Ylldle· 
lis al LPS, EPS, Md CPS. 

..02 codH ror • puta&.iwe polypeplide or 683 amino ~. 
whic:b ahowed SUUfta homoloo •ith WpbM ''°"' r. .,,.,.,. 
lllMa, aplL In- a ,,,.,.,iu6U. and TnO procein from Y. •11• 
N'DC'Olilica Mnlll)' .. 0:3. Aldlou&h lhc N-aenninal .... or 
~ WpbM. aplL. -a n.o ~ the lo•eat level of 
~amo.a U.Cm (31., idanti&y and 56• Umihwity. av­
eraae>. dm:e p:icential uansmembrane domaina •ere fOUlld to 
tie hiafaly conserved in this frasmen& in ali four prot.e-ins (Fi •• 
4). indicatina the possibilit)' lhail lhe N-tenninal ponion. of 
&bue Pft*ina have a aimilat flllklion: anchori• lha? PfOleÚI to . ._ ........ 

Silllllia. IO lhat reponed far WbpM and BplL proleia se­
..-=-. lM: l'qioll ea....aina from MnilllD acid 3 JO ao lhe C­
....,.. eRd ol' ...,.2 ....,.__. liMiled flomoloo (21., ilkn­
tily, 4611> atnlariry> 1o .......,.Olic cpimtl'Mea 8ftd delay..._ 
-· iaeludina llW Eaom Pft*i• flmR •· ... 1~. wNcb cara­
lyzea die epimerization of UDP-slucotie lO UDP-salac:loM. 
....,._. reporb llave Mown ...,. •· ,_lilotl ...s lflt/zoblwn 
ap.~ia)..-a--. ... vcrlllllliple~4elKU. 

-~~w.~~=-=-~;~e:-9: 
-- .... plaunkl ~3 a.a COlllains .. -..a• .- al 
11. ~....,._ (C--Cnm.n ea .a. 1990); ho..,.ww. -__ ... _ .. __ C04 ..... _...,,. ... ~(--

_...._., • .,..,....__...,...blacll~-i ..... 
~•,........,.,.. .... nea~ to ..... 
IDc..a Oft .... ~ o( lf. .,,, Cl'N42 (dMa -

81tDwa). '1'111edl'l)p.~ ··~-~ .. ....._.u. ... a)'lllllw9ia of6-deoay -.1 ...,.,. ...._.. <--. 

and Oabriel 1969). ,,._ ldnda of susan have '-en lacallzed 
in die O·polysaccltarida of lf.. •tll CFN42. SiRce lf.. •tli ,..._ 
CEJ61t laicb die 0-....aett. '-"9112 c::ould be involvad in dile 
•~• of tite 6-dlloay 04' didlo•Y .ua• 111111 links die O­.,....,. '° 11ie COft o11aouccltaridm • 

In the present work, lite taave ~ that all /f. •tli 
..S lf.. l••-iJWsa,..,,. bva. ,,¡cllu and trifolii strains leSted 
shwe • conunon lps tt&ion. comliltlled by ..,.ea lps13 t and 
/p.sll2, whicll are s1n1cturally homokJsou,s lO dlose of R. •'" 
CFN42. Fllfthennole., chis repon wu al•ays Jocalized on • 
plumid. aHowina w: 10 conclude thal lhe presenc:e of an IJUll 
plumid is a •idespread fcalW'e aln0ft8, llnd confined to (Me 
'91ow). /f. •tli and •• 1.,_;,.o.,.... suaina. 

He.e. we have fwlher ahown th.c: lhe natlwe lpsjt plumicls 
from strains of eitber /f. ¡,gumil'IOUI.'- bv. trl.folii, R. le.,,,,.¡. 
llil:UGl"IUN b,·. vit:i-. or R. •tli fully restcxe the phenorype of R. 
•lli and R. ¡,..,,,.u.o.so,_ bv. trifo/ii plunUd-cured deriv•­
liwes. 

In an e1uensive S1Pfftftin1. in which a variecy or Rhi::.obit1111. 
Bradyrlai:.obiu'"- and A:.orllJ:.obiUM sttains wcie probed with 
che lf. •tli l,.sfl re•ion, no homokJaoua ~ were found 
under- our hybrtdiZMion conditions. These dala could be cll• 
plained by • complete absence of, OC' • hi•h diversencc for. 
lhesc loci in 1hcac senera 

Scqucnces homolosous 10 R. etli CFN42 lpsf) were noc 
found in the differen1 A6robac1erl- auains uuilyzed. even 
lhouah. u has been previou.sly rqKlft.lld. A. tiu.wfat:i•JU 
OM19023 harborins only the p5ym from ll. •rll CFN42 is ca• 
pable of elicilina: nodule formarion on Plvu:eolus ..-ulgarls 
roou. Despicc the facc 1hat thesc species do not •hare tpsp sc­
qucnccs. we have demonatratcd lhat die surface polysacclaa­
ridn of ltlri:obi,,,,.. and A6ro6oc:NriMlfl are funclionally 
equhralent for symbiosis and crvwn·saJJ tumor induc:tion. 

The conservation of te)' aequcncea for bactertal sudace 
polys.ccharide biosynlhesis in plumids of lf. •tll and lf. l•­
•-U.OsartlM is an uneapectcrd tearurc. as threse otaanlsms 
bl:lon,s 10 lallonomically di..-en. lineases CMartfnez-Rornem 
199') •illl differenl aeosraphical ort~n and host ranse. We 
have rcccnlly pcrfonned hybridizalion e•perirnent.s wilh ran­
dom clones conta.ininJt: scquences from pCFN•2b :u prubes. 
Our result.s show lhal lf. legumirunal"Nrrt plasmids pA.NU8'3b 
and pVF..19rc sharc other 2quencea buides lhe lpsj) senes (A. 
Oan;fa-cle Jos Sancos. wtpUlllUlwtl). Funhennore, wc llave 
faund lhae pC'FN42b and pANUl!Mlb bclofts ta lhe ume in­
COftll'8libility pnup (A. Garcfa-de los Santos, 1U1publi.sMd) . 
These resulls sua:ses• • bn>9dec rela&ionship amona t.hesc 
plasmids. nol conflned lo che lpsfS resiOft. 

MAftNAL8 AND llmTHOD8 .................................... ~-.. 
'l1le diffettnl strain.s and plumlds used in this work are 

Usted in TM>le 2. ltlri:.ob1-. llraQyrllk.obium. and Azorlako­
bi,.. ....._ wcre srown on PY (Noel et al. 19N) al lO-C. E. 
coll ... A•~"""" strains .. re srown on LB CMil._ 
1972) • 37 and 30-C. rftlll!Cdvely. AMibiotics ..-ere added • 
the foUowina: conccnlrations: nalidtaic acid, 20 µa: mr-1 ~ ri­
f~in. 100 and .50 Jl8 m1-1 far A•.ulrac••,,..., and lfltiz;o­
iii-. ,....ctively: neomycin, 60 .,. mi-•: kanamycin. :JO te 
mt"1; ~ycin. 75 J1S lftl""1; lelrllcyclilw. JO and 7.5 ... 
11'11""1 for E. coU and •111:o6i111N. rapectiwely; c:arbenkillin, 100 
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N 1ft1·1; 1:bloramphenicol 20 ti& m1- 1• Sucrgse wu edded .. • 
n• ~onor 12.5 .. (Wllwol). 

G-* ....................... ........ """°"¡,.,,,. derh-atives canyl ... -r..5-.sac·_. ~ iill 
plunüds were obtaincd u prevtoualy dncrilted (11,_s et al. 
1989). The Tn.5-.sac-mo6-labeled dcftv.ives ._.. u-9 to 
..,enae plasmid-cwed derivalives ttuuuall ~ ~ llU• 
emise-resbiant deriv .. ives as ckacribed (Btom et al. 1992), 
__. abo u donan to consm.:t ~-- llartlarina 
lbnn. TnnKonjuaanta were oblained b)' COf\iusmlioft. in lrife­
rental croases with pkK20t3 (Fipanld and Httlu.ld 1979) u 
a helper and •19ctift9 roe suitable mmken a11 PY .,a.n. 
TnnafonnMioft ol E. call HB 101 suaim {lloJcr ...t lloul...S­
Duuoh1. 1969) wu done as ckscribed (Sambrook et al. 1999). 
~ sua.ins conatnM:Ced in 1bis work are Usted in "lmble 2. --·----Ocnomic DNA was isolated, dip:sled wilh Ecolll, electro-
phocesed in 1'31: •1arosc ae••· bl~_Oftto niuoeellulme 
membnncs.. and hybridizcd undtt•_ strin1cñCJ!t conditions as 
describcd cbewhnc (Flores et al. i'M7). · Plumid panenu. 
wcte risualized by the Eckbardt (Ec~ 1978) lee ...... , 
bloHed onlO nylon mcmbnanes. and hybridized almilarly. Tite 
plumida used as probcs wcre purtfied by the .... ine 1)1is 
mcthod (Sambruok el al. 1989) ..S lebekd with a l"P)dC'n' 
by nlck trarulation (Riaby r1 al. 1976). 11ae lp.1111 inwmal 
frqment used as prote wu preparcd by PCa ...,a1ncatim1 of 
pAOSIO widl primers 5'0TATCOOGCOTrl'CAATC 3' 9lld 
5'CCOTCAOA.AACAOOATOC 3'. ReKtioftl. ..en: clllried 
out wilh the Oene.Amp PCR reaaent kit (Pnkln Eltner, 
Bnnchburs. NI). .................................... ~_,... 

For plant leau, aurface·alerilized P. ~-.lprU cv. Nepo ja· 
nutpa Meda were penninated on aoft •• pilllea <• aflh•). 
Two-4aiy~ld ...Uiqa were: annsfeme4 IO 25().ml Ertenmeyer 
fluks with F...,_ua acar medium (Fahraeua 1957). widlllJUI 
ldiled nitropn. and inoc:ulated with ovemiahl·arowtt culhllU. 
PtMtta werc inc:ubued fOC" 15 daya at 2a•c. Nodulation wu 
scored al day 15, and acc1ylene reduclion wu auayed u pre· 
viously dl!'Sc:ribed (Maníncz et al. 1987). FDI' lf. trVOlii plam 
leal&. audace·Merilized Trlfoli,.,.. attble,,__ .edl .... 
inoaala&ed on alanta or Fahneua ..... medlum in atau tulla 
(2.J • 200 llWh). Plants werc pown fcw ., W9dc..a • n•c in 
ncb wnppedl in aluminum foU to sh9da .._ raala and ..... 
dry -.i&ht wu dlen uaed to eatimate nitroscn naMion acdv· 

~~~=-~~·py7-!~1e=..:".: 
....... for anUbiodc reaistance and pl•mid paatem.. For 1\1• 
~ity or A•robact•ri,.,,. cw ltleirolH,,.. stnina canyina 
.,_ -n p&urnW. lhey wet'e amwn on PY ..._. ~ 
0.1...,. ec:elOSyrinaone and 10 mMI at.cmc. 1.-:ul•lon ... 
carrMd OU1 by puncawtna 1he a1ema of K~ planU willll 
...... ,..... llftd applyin& die ...,....t-.e .............. 
IDOlllpkk. Pbn.la WCN mailltairwd • 2&-C, ~ ecmed ....-.,. 
ror die prnence OI' llbaencc of uan.ws M e9Ch wound site. AH 
pt..- .... )'S W!!!.,~ dves times . ..... _ 

Pive ONA ...nctkwl f...-a r.... pAOSlO (Fla- l), 

•e~ c.._. ...., - •-.Crtpt O SK<-> ,........d .eaor 
( .......... La..._CA) ........... ~ illlo&. coli DH5a 
(~ .. al. 1999). A11 ia&emal ........... of ~ISl was --------o6pAOSIO .. ._...,.._._...(~~..........-.UK>. 
....,.._ ....... DNA-- bolMed wtdl die Wizanl Minipcep 
DNA ~ aySlelll (Promep. Madiaoa. WI), _... 9e• 
~ ...... e~ of ~made (llk>-syNN:ah, 
a..wiavUle,, "n0 9llid Uftivenal Olil'CJllllCleaddit prilllen with 
... T-r u,.Deoay 'IWmiMIOI' Cycle ~ .. Kit and 
~ :J73A DNA Sciqllencins Syann (Applied Bioaya. 
iems. Fo9lill' Ctry. CA). DNA was seqmnced .. leut '"''ice on --· ~ ...................... ......... 

DNA _.... pnx:euitta. icleftlificaüon of OllFs, deduced 
.-Ano ac:W ....-.ce idMm&.lion. .,.. localion of llydropllo­
lllic ~ (&,,. .... DaollUle 1992: with • .....,., º' 11 
.-lno .:id&) wae ~ wtdl die OcMWorb packqc 
(reka9e 2.4: S-lliClnmics. MOUlllain View. CA). "I1ae 
PSOR'I' ~ was .a.o med ta deteCt ~ resions. 
l..aAli&alimt of......,.... ..pou wu abtained fmm a NmOlc 
SC8ICh widll ~ Plediclion f« Newal Nctwortu pro· 
..-n <aec- et al. 1996~Slmilarities -.ween ...-nces were 
~·rn- a .....e -.e• at Ncat dala ba9n wilh lhc 
BLAST ~ (Abchul et al. 1990). Fl..,.e 2 wu oblained 
wiCh * .........., ,_,.....: percentace of idnllil)' and similar­
ily -- ...,_.... was cala&IMed by IM BeSIFk propam: 
mulliple ~ ali__... were oblained by thc PllleUp 
~ ...t disp1ayed with the Plelly ~ Tlleae pro. 
...- .-= frum die Wi~ln Paclr.aae venion B.I (Ocnedca 
~a.a... Madlson. WI) • 

.........._ ..... T.S._.....&. ...... CEI.._ 
'l1w 1550 .,..:ifk prilMI' 5'-0CACOATOAAOACJCAOA 

AO'IT·J' (lowcf) deM .... from bMn 111 IO 91. die 5'-
0COGATOITCAOl IOICIC00·3' cowariftS tt..ea 2104 to 
20M of ""412 ( ....... ) pri_,. (Fia. 2). -9 ........ DNA fnxn 
die LPS --CEIM .ere_. to aa.aln .... PClll pniduct, 
from wllich we delennined thc DNA sequcnce of lhe c:one· 
spomdi .. rt.pl Ta.f·fp.stl DNA junctioft. The ..... 1550 spe· 
cllk pri_. (..,.U) wu u.ad IGptlWI' witll the 5• -
COACOAATOTDAT000'·3' (iowtt) pn.... ealeftdina 
from ...... 162& ID 1615, to atKain die PCa2 praduct. fmm 
wlrlicll _ ....... die DNA ~ oftM '*"9Spondin& 
l9ft ~ DNA ~ 9°"' rea:lioM _.. c.mccl out 
_. 1119 0.-Alllp pea ,...m kil (PW:ltin Ehm'r. Branch· 
__ ..... 
__..,. 

VIII. 10. .... •.1-71• 



--.P1-----•rom, .. 11eye 

All•'"'ªY· D .• .ley~ B~ c.rlwin. R. W .• ~ Poolc, P. S. 1996 Gt­
-tic ..t chsrnic:al ~Ion ora m•'-1 diiac d11tUpts SYf'lhnia 
or .._ 11.,af!DI~ - lrUMacch.ntk in lflúlDM.,• I•~· 
~-J. a.cerio!. 179:6«1]-6406. 

Allen. A .• and M..-.11. D. 1996. The idnHifi~. clonina mnd 
mu~ne•i• of • .. nelic: lo.=u1 ~quircd for lipopo!ygcc:h~de blo­
•)'ndlea11 in ao'Jhtwlla p.n!U4t1. Mol. J\.lictalliol. l 9:J7·.S2. 

AltachW. S. F., CJi .... v.·. Miller, W., Mycn, E. W .• aad u.....-. D. J. 
1990. a.ic Soc.;i alip-~ 1001 . .J. Mol. •lol. 2lS:ol03 .... tO. 

8cctt von "°""-'·S .• McC'indlan. J. E., mnd Parnnd. S. K. 19•9. c=a.r­
-.i&lltiOfli °' conJuSal -.-1rer func1ions of A1robac,_,._ n~-fad· 
,,.,, TI pi--.. pTiC,a. J. a..:senol. 171 :S21 l-.Slll9. 

llonJu.IF:ur. D .• •~. a. P .• l...each(ord, J. w .. R-n. L .• and JohaNDn. 
A. w ...... An.11,,... o( pu arna º' ltlut#i- '•••-ftO:IOl'Wfll Al­
qu•~ fOT c1opolyu.cc~dlll synlhnl• and nodlllanot1 of peas: Tlllslr 
primuy 1m.c1wc and lMir in1crac1ion wnh p1i .nd Dther noduladon 
aenn. Mol. Oen. o.ne1. 213:1.5.S-16~. 

Bo)'cr. H. W .. atid aoull*'4t·Dunohl. D. 1969. A complcmentation 
~Y*i• or thc raitn.:uon alld mod;licalion or DNA in Eschrncltia 
coli. J. Mol. 8iol. 41,4S~72. 

8reedvc:ld. llot. w .• Cuiic:l'""cn:me-rti. H. C. 1 .• ea11ey. llot .• PoHhumus. llot. 
A .• b•cntiuizen. C:P. T. M .• V.í1ffelman. C. A.. and Zchndcl'". A. J. B. 
1993. Poly-.cc:hu"lde •Yruhc:•i• 1n n:l.11t10ft IO nodulatlon bch;av1or of 
Rhi~.,,.. lr:r,._nosa"''"· J. Baclcnol. l7S:7S0.7S7. 

Bnnk. B. A .• M•llel'". J. Carl1on, R. W .• and Nocl. K. O. 1990. EJr.pns­
slon of Rhl:.ob• .... lrz11,,,,;.,,.Ja,.,.,., CFN42 ac:nc:s f"or hpopoly~h•· 
ride in Hna.ln1 denvc:d rrom ditrc:rent R. lr1t"'"'""'ª"''" 1011 1sola1c:•. J 
e-riol. 171~'4•-sss. 

Brom. S., Oarcla-dc: los S&nlo.. A •• Slei>'to .. k)'. T. AoteS. llot •• O.dvila. 
O .• Romero. O .• and Palx-lo1. R. 1992. OdTc:ren1 plunuds of Rhl::.t>· 
b;.,,.. lr1t""""º"',.,.. bv. phasrt>I• are requin:d for optimal symb1otic: 
petformoan~. J. 8ai;:1c:nol. 174;Sl8l·Sl89 

Brom. s ... MutJncz. E... D.dvila. O .• and PaJac101, R. 1911 N~w and 
broad·host·ransc •ymbrollc: pl:umid1 or Rlu=obu.-. spp. au:uns dial 
nodwla&c Pll.turoltu ,.,1~ari.r. Appl. Environ. Mic:robiol . .s.a.12ao. 
12113. 

Buendia. A. M., Etw:-n .. c:I, 8 .• Kophn. R., N1ch.:1us, K., Arrtold. "\\.· .• ..-.d 
PUhler. A. 1991. TJw Rh•~biu."' ,.../l/ull r.st>Z/r.u.B fncmcnt or 
rncaapl .. mid 2; EaoB funclions u a UDP·¡lucosc 4-cpirner.uc and 
Et.oZ ahows homolOf"y 10 NodX of Rhi=ob•""' ''•""'"'º'ª,.,.'" h1ovar 
1'•CT- svain TOM. Mol. Microbool. S. IS 19· ISJO. 

Bunowa. L L. cia.r-r. o. F .• and 1.am. J. S. 1996. flololc:cul• chane· 
........ °" or lhc P~...--a.r ª .. "'.'"°'ª len>f)'pc º' <PAOI) B· 
~l~l)'...,clMride..,_ cluster. Mol. Mlcrotilol. 22:481-495. 

~-~neme:~ H. C. J .. 8Mley, M .. Rc:dmond, J. W .• E)'dc:nu. L. 
!ln:rdveld. M w .• Z.vcnh1m:c:n. L. P. T. M .• Pees, E .• Wijrfelman. C. 
A. and Lu•lenbc:ts. B. J. J. 1990. Rh1:oh;.,,.. lr • .,,,,¡.,osa~'" ra:oll 
,_gnu - dcli .. 'iem m the •:vn1hc:1il of UDP·•luc~ 4-cpomc:r.ue. 1. 
Blol. ~m.. :!65;21122·21127. 

Cmt•Dll. •• W .• o.d. F •• NoRI, K. O .. and Holllnp~. R. 1989. The 
~· or &he lipopolyaaci:haride catt componc:nrs (rom R1t1::.~"11-1.•-"-,.,. IMoor• ~u CE3 and two or 1t5 1ymb101ic: ~· 
laMl.CEI09~CE309.~J'clr-Rcs.19S;IOl·llO. 

C...-. ll. W .• Kalc:mbua. s .. Tunnrw•ki. D .• Pachon. P .• and Noel. Je. 
D. 199"7. ~Attono(Llls lipopolyuccharide frum allh•::°"'­
,,.,,__, mu1-11 lhM U defectlve In infc:clion ~ developmear. l. 
Bac1eriol 169:4923-4928. 

e.re-_ a. W .• a..tu;. B .. Chc:n. T .• B•lh. U. R .• end Noel, K. D. 199.S 
Upapol~ - 11n1c:1une In llhl~1., .. •111 and mutants deli· 
Qoml-~-..... J. Biol. O.m. 270.11783-11781. 

C.... P •• ._..,., C .• Jullaot. l. s .. Mu:hel. M .• 9'td Den:uu!. J. 1979. 
~o. _.. ce.r.c:.tudon of 1.,.. p'--'ds In 11••~­
...ulofl ~ ...... •I alecaaphorui•. l. a-riol. 113:229·U2. 

C-., J. R •• Ella. f';. M .• ,._lki. D. A .• utd Nosl. K. D. 1989. IUWm>­
.._ .. ..,...._.,__ CJIN42 ..-UC testan--. .. bptipoly_,.. "* .....,_ __... fot complete nochtle •nloplftfttl on ...... 
..... '· BlletefW. 171 ·a.is. 

C.... J. •-Tao. H .• 8'ld Na91. K. D. 1990. MllllPi• or coraple-. 
lio9 po11p9 wi.._ • lfltil!Jtlfli- 1-11•,.,,,,,.._,,. CllN42 ctirarno~ _._ ..._.nNd ._ ........,,._._..,,....._Mal. a-. O..... 
321:12'--IUI. 
~ o. L. -.te_._ o. 1990. Mokcut. a-Dc:e DI" •• ...,....._ 

pol~-.:.:hmtcl. blos)'....._ls in vueulu phy~ic: bac:1eria. Mol. 
Pl-·M.c,... blleqct. 3;271 ·279. 

Cf'D•. v. L .• J-U., 9. f:?'. W .• utd O...nwood. R.M. 1981. Oeo.yribo­
aucle1c ao:ld homol1191e. -• -Od·prodqdns suains or •1t•::.t>61-. 
..... l. s,..1. •ai:11no&. Jl:IS:!·l7l. 

o..o&d. R .• _, ...... K. D. 1989. ••1::.o61~ 1#..,_o_,..,,, e•Ofl'DI>"• 
Ul:Cl!aande mu1-11: biodwlftlcal and lftWllC: ana.ly-. and •YmlMDUc: 
befUl••ioron~hosn. J. •ac:ienol. 171;4821~9JO. 

Ec:tth&rdl. T. 197a. A npld method rfW 1he 1den1inc:::mon of plainud de:· 
o•)'nbonu.cleic aeld in bs•na. Pl-d 1 :'M·.S88. 

F.a.-us. O. 19S7. n. inreclion of clo~r f'DOt halr by nodule bacu.na 
studled by• s1.,.le slau 1lldc: teclMMque. J. Qen. Microbio!. 16:374-
381. 

F11unlu. D. H .. mKI Helinsld. D. R. 1979. Rc:phcat:1on of an ori,;n­
con1.&1n1na denvauvc: o( plumid RC <kpendenl on a pfumld runc:• 
Uon pRIVided in uan.. Proc. Nat:I. Ac:ad. Sc1. US-' 76; 1648·165::. 

Flonts. !\.f .• Oondlez. v .• Brom. S .. Manlncz. E .• PIAc:ro. D .• Ronmno. 
D .• ~•ila.. o. Mld Palacios. R. 1917. lleliera1ed DNA seqiwnccs in 
lflHZ.<'"'"'" and A•""'°''""""'" 1pp. J. Bactcl"iol. 169;.S78Z·S7S8. 

Cian:::(a~c 101 San1os. A .• Brom, S. and Romero. O. 1996. lfhl=t>bi.,,.. 
pl:unuds in bae1c:na·le•umc: mterar,:llons World J. Mictob1ol. 810-­
R:c:hnol. 12;119·1::S. 

Gnlham. P. H. V!1cn, S. E .. Mackie. F .• V,vs:u. A. A. T .. and Pafado1. 
A 19S:: V;in.:anon in acid 1011 1ole~c: 4111Dh8 slnlin• o( Rlu:ob1i.1P1 
phasr,,/1. F1eld Crops Res S-121 • I ::s. 

Hood. E. E., Hc:lmer. O. L. Fralc:y. R. T .• and Chil•on. M. o. 19116. The 
hypen.1nilence of Al(tuba'"""'" li.,,,,fnnr .. s A::!I 1 IS encoded In a 
re.ion oí pT1805.t:: oullide of T-ONA. J. Bac1eriol 168; 1291 • I JOI. 

Hoo~k;i.;u. P. J J. KJ.:ar..,.ijk. P.M. Nuu. M. P .• Schilperoon. R. A .• :and 
ROn.::h. A. 1977. Tnm1fcr o( 1he Azrabnnrnu,.. ru-fac1eru Ti plas· 
mod 10 avu11lcnt Aln>hac1cn11 and 10 Rlu=obl"'" e.11. plan~ J. Oen. Mi· 
crob1ol 98··'77-48"'. 

Hy-t.. M. F, mnd t.!ac:G~¡:or. N. F. 1990. Two plasmida other lhan the 
noJulsuon pl:isnud <UC nc:cns.;ary for fonnauon or n1uosc:n fi.ll.1ng 
nochdcs by Rlt1:.ob•u,.. lrg""''"º'ª"""'· Mol Mu:rot11ol. 4:S67.,7.t. 

Hync•. M.F .• Quandr, J .• O'Cormcll. M. P. and Púhlc.-. A. 1919. O.re-et 
sekC'l1on for 1hc: cunn• and delc:lion or Rlii:ohtullft plasm1d1 u1in• 
uan1poson1 Catr)'in1 1hc Boc1llu.r s .. b11l11 sacB •ene. Ocnc 78; l 1· 120 

Jenmns1. M. P. Van der Ley. P .• Willo:a, K. E. fl.fukell. O. l .. Poolman. J. 
T .• and Mo.11.on. E. R. 199J. Ciomns and molecullU" an:ilysi1of!.he1al 
E ..,_ o( N•IH•rla ..w11ln/ftndl.r MM1 Ita rol• In lipopolysac:ehande 
b1os,.·nlhesi1 Mol. M1c:rob1ol. IO·J61·J69 

J1ana. X, M .• Nc:al, B .. Sanu~sc. F .• Lc:c:. S. J .• Romana. L. K .• and 
Rec"""· P. R. 1991. St111cf\u1! and sequence of the ~ (0 anupn) 
sene clu11er of Sofl'fWHO#llo HTDvu 1yphimuri11m Cst:rain LT:U. Mol • 
Jl.f11:roblol. S·69S-713 

Jone1. J D. O., and Ouncnon. N. 1987. An c:mc1en1 mobilizable co1mid 
•c:cror, pRK7111J. and i1s use In.a npid me1hod ror martr;er c:•chansc 
IR P1~.,dol'flDtUUfli.0~3c..-fll Straln HV37a. Gene 61 :299·306. 

Ko,...alczuk. E .• Skorupt:k&. A .• and Lorti;1e,,.·1cz. Z. 1981. Tranafc:r or 
nodula1ion ah1li1y in Rl11=oh1"'" u.;q a ll69.45 derivc:d plaamid. Mol. 
a... o.n.1. llJ;Jll-391. 

Ky1c:. J .• and. OoollnJe, R. F. 198::!.. A simple mc:lhocl ror displ•)'in1 the 
h)dropalh1cchanctc:roraprotein. l. Mol. Biol. IS7:10S·132. 

Le1eh. J. A .• and ~-C. c. l9S8. ~rizat1on ofpolysac:chanlka or 
lllwzolllu,.. ,,,,111ot1 ria murants dual ronn ineffH:live nodulea. J. Bae-
1c:nol. 170;J327-JJ32. 

Le1sh. '· A .• and WaJl<er. e;. C. 1994. Et.opoly...,chandes or Rlu=°"'"'"' 
S)nthesls. re¡:ulauan and 1ymbio11c: funclion. T~ndt Cicnet. 10:63-67. 

López-~a. l. M. Or¡:•mbidc-. O. O.un. F. B .. Olóvues, I. and Toro, 
N. 199S. Surface polysac:chandc: -.utanu of •1tl::.oln•"" 1p. lAract4) 
..u.in ORH:!: Major requiremc:nc or lipopolysaec"'-'ldo:! ror s-...ful 
1nv•ion or Aca.o:-1a nodoiles ami ltolt ran•e de1enn1-lion. Mkroblol· 
oSY 141;$7J-Sll. 
M~n. O. F .• Mannins. P. A .• and Morona. R 1994. etl.uacteriz:a­

U0191 or the dTt>f>.rflam..ase blO~)'n.lhctic cc:na ~ In &he ,,. ID+ 
eus or S"'••llafl..--.rl. Mol. Microblol. 11 :211 ·292 • 

Manfiw&. E.. Palacios. R •• -.d 5'ndlez. P. 1987. Ni~·fbh• llDll· 
.. ... induc:ed by A•""'6acr.nlllfl r-fac,.,... 111.aibon"tl ltlll.:oll/•111 
,.,._,ali plumich. J. B..ceorriol. l69;2828·21:M. 

M.W.R. E.. Pudo. M. A .• Palac10'I, a .. and Cevallos. M A. 1911S. •e· 
...-00 o( nilropn ft...aion. .CM ...... -. uod apec:iftcil)' a( ""'z..o.. 
..._ in nodulati'* mnd .U~ ftut1011 In Pltauol1U -1.-v. l. 
O... Mkt'Dblol.lll:lT79·1786. 



MPMI UM.P'I Garct•d• lo• Santo•_......_,-. 7 

M•tr-a-ao,.rv. E. 1 !194. Rc,.cnt dcvclopmcnts in •llti~I- ..._.. 
_,, ...... so.a 161:11.20. 
M~. H. ~I. Lons. S. R .• Ruwkun, O. B .• Bmwa. S. E.. -.11 A..-.a. 

F. M. l9a:?. Physi,.aJ a.-J •ncu,. char.K1cn~ of sy~ -a 
... otlapMI: --.nu of lflt1~11• -"'"'" ~ ..,, .....,_ 
-.tqetWsls. J. -.C:wriol.149:114·122. 

Mmcr. J. H. 1Y72. EA.-rin..U in Moleculai' ~ Coad Sprilla 
Harbor l..;at.Qr:uory. Cold Spina H.wbor. NY. 
M~. v. ~J.. Back,._, A... and a .. duarian. M. 1991. A serie. º' 

91dit~·f:UllSC' IO•--copy-aumber -loq ... aJIGw .._,. .__ 
C•-.:onabm..U.. O..WS 97:39-47. 

Mllillcr, P., Kellcr. M .• 'Wefta, W. M .• ~J •• ~kL w _ _. .. llkr. 
A. 1993. Onwtic: -alys.s ~ thc lrli1:ob111• ..,,,loti ._rFQ op:-: 
EaoY is homol09ous io ....... aanar- and EAaQ ~ a 
~ ....... 111.MDLPl•U·M1c:rot......,_._6:S~. 

Nialllq..:t11 •••• T.-.-U. M •• and Oka.. A. 19a7. ~ ... ..,, 
....... _.. dc~nninadon of the repbca1or ...- 611 - ....,,. __ 
1-lucina ptaanud pRiA'*b. Mol. Cien. Ocnet. ~:1-a. 

Noel, K.O. 199:?. IUUzobial polysa.cctl.-tdcs requiftd ia sy .... 0111 _..,_ 
lcauma. hf'cs 3:?.a.J~7 in: Molcc1il• Sila.als • ..a-t·Micrallc 
Communi.::iuons. O. P. S. Verma.. ed. CRC Presa. a---. FL 

Nocl. K. p_ S~hcz. A.. ~z.. L.. i-~. J.,_. C...UO.. M. 
19 ..... Rli1:.obi .. ,,,. phtu•oll s)'mb1oc1c mutanrs Wiah ~TAS in­
-.tloru.1 e:i.:ienol. U8;1'8-IS5. 

Cknns. G .• H.;>o;>'.'kaAs. P. J. J_ 'Van "ffnn, R. J. M .. V.- lkden.. P- Ita· 
~11.1n1 ... T .. and S.:htlpcnion, R. A. 19B:?. onap¡.e Ti plasmid 
dclct1on mutanu or A,trobAcl•"u"' ,.,,_f4C"•••u ••dll emplllm.is oq dW 
rish1111.dcoídlc T-resion. Plaanud 7.15-llf 

PiAcnJ. O, ~lanlnc:z., E .• and Scl:i.ndcr. R. K. l9B8. c;...nctic divasuy-..d 
.aauo.i.h1pw amona 1solates or Rhl:olm,,..,. üs- b'°"1ll" 
,-U.ol1. Appl. Env1ron. M1<:rob1ol. 54:~8::?.5·:?832. 

Qutn10, C., <k la Ve•a. H .• Floru, M .• FcmMdcz. L .... lado. T .• .SO.. 
bec'dn. O .. and Palacios. R. 19B2. Reucr;aiu1a of~ flJl.atioft ~ 
Mq~S in llltl;;ob1unt pluu•ol1. Nature (l.ondoll) :?99·72..,72B. 

a1py. P. w. J. 06cclunan. M .• Rhodn. e_ and Beq. P. 1976. Labclina 
disoayribonuclck .cid lo hish apcc1r.c aetivily ta wusv b7 lllck ~­
lalion with ONA pulymc,_ l. J. Mol. Biol. l 13;237-251. 

·-· M. O .. ~ •• N. L.. and ~kman. F. H. ~ Laqe scWc se­
qi-=nctns apc1:1fic neunil ncrworks for pn;unoccr and Jplic>c silc recios· 
niU011. f>asn X.XXX in: f>rvc, Pac1f1c Symp. •ÍOICOlllplt. 1-T)' H_. 
.-di 'hni l(k1n.. edtl. PUBLISHEll INFORMATION. 

Roseabt ... e . :md Hushet. T. 198-4. Thc pATC5a pa..niid o4" A•-'-'· 
,.,._ ,__.fAcl•'U •• nol esscnual for ~ indlll:-. Mol. O... 
0.-S. ••:533-536 . .....,_.._J .. Fritsch. E. F- and Manialit, T. A. 1989 . ......,.._ Clea­
lfle: A ~ Manual. :?nd cd. Cold spn,. .......,,. ......,_,.., 
ColdSJ'l'Íll9 H....._.NY. 

s.u.s .. and Lre. c. Y. 1996. Cloftirta: of1y.,. aqpMlc.- aad....,.. 
ah of .,._ clu.atcrs Cor 1hc: prgd1.1e11on of diffeNm ~ pot,...::. 
~íaStaPlt_>:lo.:occouaur-.iu.J. llec:wnol. 178.211a-2126. 

Sdud1m. M .. IC.OftlllorvU. E.. R.Mtr. P.. •.U... M- _.. ~A. 
IM-&. C.H ..t moliectal• biolof:)' ol 11~ ,.._. ~ .._ 
ah'.Cirtol 156:1-75. 

s.e-1a. L. VO-S. 6. P W .. and Mani-.:-11-. E. 1993. llec ...... 
--- af .-.-ne:-. lllt1.roih'11lll u ............... ~,,.,.__, 'Yfll I 
---- - llflizohi•M •lll sp. now. lnt. J. Syu. ~. 43:374-377. 

A_..k. M .. '-'itnho. ll .• To1w-.a. P.. a.1 Al......,.. A. IWS. A -..a 
-.. ol r-nslltla .,.,•l'DnÑiQca Ml'Ot)' .. 0:3 "'"°'_. in .....,,.,.__ 
........... COf9 b1osynlMaU. Mol MI~- 17:57S·5M. 

Soco. M. J .. Zon:ino. A., O:irl:f:i·Rodrfa1.1cz. F. M .• Merc"4o·•l:anco. J .. 
l..Ope.a • ....._ l. M •• Ollv-., J., and Tmv. N. 199& . .....,..,..._ ... 
...... aAii:u61- -Woli fladwlMionefftcilimcJI ... _ ..._.... .. As,.._.•"- onUIMne .:)'CI~-. MDI. "'-·Mk:fa9111 .._.. 
..... 7:703-707. 

S ........ T .. lkvlla. s .• O.Cfa-ds lot .....,._A..~ L. a..i1a. 
o.. .............. 1991. ra.m.cs •'-d.....,.,.. .. ~ 
.. ....._.... tiv. rrvol'I ANUM3 ..... 653 •: ..... "-'- m 
............. on. a. r.a.:ioa. J.~_. W. B.---...._ ..... 
-AcMI ..... o...tilechl. The Nedll!rtaftda. 

~.S. L. • .et YOWl!S. J. P 199S. 1lla 1Sp(~---ol-~ 
..._,,..__ nyptoc pl .. mid paLUL R!MS ~- ..... 
U>:53-9L 

...... ._ .. a.riel. o. 1969. ·~-----......-­,___.,.._..,.. HS-S. J. Btol. O..... 264:J4JO...J4J7. 

"''' 

._.._ ,0. ...... 19P/? 



1 

1 

1 
l 

-~-"'-----· ..... , 
~~~~~~a-.c 
...... (19.J) ~-.,., .. C..SM 

~T~~·..-• .,-...,...,;-·lt ~!~i.¡ IUbP .. ,............,_Pu2 
........ EaoY 
~U.-"ca Rfbf' 

~P· 

1..-112<68.J) 

:=.:~:Orf7 
~,_....."-..,.,.. 

.._.__~lltrM 0..0 
, .. ~-,...,~ Wbpfof 
._,.,.Ua~rnu11t1 BplL 
r ......... -1#~oluica Tl'SO 
S.-PW••CaftD 
V. dtokra. OllFI l 
'*'-'-,,_ _...,..'º"" o.m. 
N. -""8.ttUl/11 RfbD 
lf. -'lloll E1110B 
N. •-rriuMn# RfbB 

• Valucs .. in percenup(sce Maienall and Methods). 
•Aminoecld.s. 

... ... ... 
"' 200 
2llO 
226 
12' ... 
"' 476 ... .., .,. 
636 , .. 
378 
»• 
360 
328 

""6 

_ .. --. ..,, ... 60.snJ.• 
•J.4166.a 
•::.91615.a 
J9.0f63.I 
39.6161.3 
37.W60.9 
37.9'60.!5 
36.91SS.9 
.JJ.1156.a 
38.9162..1 
31 ........ 7 
.51.0/69.0 

.,~-· 4.5.1/66..2 
3S.Dr63.6 
~.1169.8 
:?:Z.1149.0 
ll.0/46.0 
21.614.5.0 
:.1.01"6.S 

--........... UcMian 
........ .,..UC.Ol'I 
,,_ __ 
Unds.-nNlwd 
o.&.c-tosyla.wferue 
u-­o.aac-,.1-re-
~·-~ a.a..'",,.._,_ °"'""""_ ...... o.am:toa)'D91Wfcn.ui 
Ol..:os)'l._f_ 
Epi~deh)'~ 
dTDP-alucose 4,6-dehydncase 
dTDP-&IUC09Ct4.~y.....,, 
u ............... 
U~ncd 
UDP-alucc;u.e 4-eplmcASG 
dTDP·alucosc 4.6-dehydnt~ 
UDP·slu.c:osc 4-epime~ 
dTDP-alucase 4.6.do:hydn1:1.U1 

----X"447 

"""" U8197J 
U73J74 
X91011 
PI0491 
Q02731 
X ..... 
U•7057 
1.175690 
Sl.5314 
~-2!511 
050396 
X90711 
Z47767 
Ul0927 
U47057 
L.091SS 
l-091811 
P26!'10J 
P37761 



MPMI Da44T.P1 G•rc1•a• loe tiento. 8ftQ t:H'Olft • 
... le)r2 

~-·''" Cl'M62 
Cl!I .. 
Cl'N1IC1U 
CFNXl&a 
CFNX190 

"""""'º CFN~7 
CF'NX~S 
CFNX:!.29 
CFN"231 
CFNX2.l:! 
CFNX2.l3 

CFNX:?.34 

CFNX23S 
.... il!I 
CFN2U 
Nt-..:i"B:?.SI 
TALIS2 
TALIS:?·I 
TALl8:?·:? 
TAL 15:?·3 
TALIS:?-i 

VWnst 
Vik.insl·l 

AztT>bacurl.,,,. ~fa.ci•IV 
r-.1.1 
0Ml90:?3·1 
C·$8 
OMl90:?3 
LBA"'°"' 
EHAIOI 
l•ziurUnosa""'" bv. trjf<>fil 
ANUa,.,3 
ANU843·l 
ANUs.iJ.:? 
ANUS-13·3 
ANUS.U-4 
ANU8"'J-$ 

TAi 
24 
USOAl,96 
USDA21:J.I 
USDA2U2 

lf.11•..U-- bY. ~ 
VF.19 
VF.J9-1 
La.$39301 ..... 
aBLIJO:? 

lt.-llloH 
2011 
10:?1 
M119 

~· .. 311 
lt. 1roplci llA .,_ ... ..... 

ea IOOJ7 
Jt.1rtapldll8 

CIAT899 
BRMa ---... 

.... 
(•) ,_, ,., ... 
(-) 

(+) 
(•) 
(•) 

(+) 

(•) 
(•) ,., 
<•> 
(+) 

(-) 
(+) 
(•) 

,., 
(-) 

<-> 
<-> 
<-> 
(-) 

(•) 

(-) 
(•) 
(•) ,., 
,., 
(+) ,., ,., ,., 
<•> 
<-> ,., ,., 
(-) 
(-) 
(-) 
{-) 
(-) 

(-) 
(-) 
(-) 

(-) 

<-> 
(-) 
(-) 

A~NT·l~"11pl.umidpTiC!f8Tr;sc::Tn..5'/7.52.Km' 
A.~·~ OMl~:?l hart>onns plasmid pTiC:SBTrac::Tn5/7·S2 

~~=':r:'bn::u~=~ds 
Vir-
Vir+w11d'>'Jla ...... _ 
pAJllUM•::T..s-.olt·.-oc 
Oattd o#~ pASUB4lb Rir 
ANU ... 3--2 llir ~mrnled widl R. •tll pblnud pCFN42b::TnS-6 
ANU&.43--2 •if" comp~ widt R • .ilJ plmaUd pTAL 182A::TnSlllOrb-.rac 
ANUMJ-2 •ir complanrnted w!dl R. k~a- p1-rnid 
~:T.S~p 

W ... 1Yf9 ...... ~ .... .,.. ...... _ ------~~Sp'(llN-4) 
Vl'39~o#~VF39c 

__ 
...... _ __ 
...... _ --------------------

---
T!uratudy 

Thi••n.dy 
~ecal.1989 
~etal.1985 
Plftno et al. J9U 
Pltlen;Jetal. 1988 
Thi• srudy 
Thiartudy 
Thi• ltudy 
Thi• ltudy 

Pl'-u et al. 1988 
llli11cudy 

&e.:k von Bodmiu1 et al. 1989 
Thi11rudy 
Rmentoera: .:in.el Husher 1984 
R~s .m Huahcr 198-1. 
Oomaeral.1982 
Hood et •l. 1986 

B.O.Rou·e 
S1c11kowski et al. 1993 
SCCS*owskl et al. 1993 
Thia •tudy 
Thb1rudy 
-n.i•arudy 

B.O. Rolíc 
KowalC"1!uk eral. 1981 
uso ... 
USDA 
USDA 

Hynn mt<1 M-=Oresorl990 
M.P.Hyraa 
H7-....tM~l990 
w ...... 
C.A.Wljrtel-

c:..t .. 111. 1979 
,.,...•tal. 19a2 
CIFN 
CIPN 
CIPN 

M.ni-.z et ... IH7 
CNNS 
CNNS 

an.- ...... ,.2 
CN ... 
CNNS 

""""' 



--T.P1--lo•---· ~-...... -· .. ,._. 
USDA tet -­NOll2M 

·~'°"""'~ lJSDAllO 
L'SDA3'10 
USDAJ:MI 
~••etaNI~ 

DaSS'11 ......... 
pD.1!7 
pAOStO ,...., .. 
pAOSll 
pA.0513 
pACiS15 
pMMB206 
pltK'7BlJ 

H 

(-) 

(-) 

(-) 
(-) 
(-) 

(-) 

Wildf)' .. ----wu•~ 
Wlld'Jpe 
Wild'7PC 

Wlldone 

7.5·kb E.rDAI r....-n1cOC"11minina- t,4,,.__ci-4 lnpl.AFat.Tc• 
3.ft.lb ~IU.--.HI ~tOfff'l*L27d-4ill .. K'7alJ. Te• 
0.71&-u.Jtltol---H•r,.......o#pAOSIOc._.. .. ~ ..... -.Q' 
3.2-l*EeuRl-H;•dlllf.....-o#llAQS10~ ..... lt7llJ 
pAOSIO delcmd of XJtal·X•I O 71S.. ,,.._ 
•..3-kb Soll·Sall ~ ofp0El.%7doaed kl,.r.IM9106. Cm' 
ero.d-hD•I·~ .,...mid V9CUW. e-Q. r..d« '-'Za. Cm' 
.__.boal·'*'llC ~rnid wc-=-. ,.,,.__~.Te' 

~ .3. Free-Uvins and 1ymbiolic phcnoC)'pc.I of lf•I~ ,,,,, and R. 
:,,•.,""'"ª"ª"""' t:n11.S-c:o,_...nwntcd stnllrui -in.e. Me- .... N¡ _... ........ ....... ........ ......_.-.enie ..... ..,. ....... ... 
···"' .. CFN'2 WUd~ 

Cl'NX230 pbºIUt" -· CFNX2JI f*º a1P/pTALIS2a : .. 
CFNX232 _.. a1r1pvikiae1t1 .. 
CFNXllJ ... air'JpANUMlb .. 
CPNX"' pbº•if'/pV1"39c : : .. 
TALte2 WUdl)' .. ~= TALle2-2 .. -... 
TAl.182-3 .... Sp'lpCl'N42b : .. 
TALll!-' ... - Sp"lpV1'3k .. .... __ .. .....,... WllO._ 
AN\JM3·2 ........ _. 
Al'llUM:J-3 .-·atrl'fCl'N<l-a : . . 
ANUM>-4 -· 111r1pTALtl2a 

.. 
ANU ... >-5 ..,. 111r!EvPnc .. 
·~-1 .... idPY-*••( ..... ~ L 1/!"t.Ai o!T .il .::"!~,: 
·~liftl'Ywilll0.3•..-. --- · · 
c ......... ~,.~ .... ~ • • ..._...,. ...... .,,...._t. 

t--....... 

UODA .. ..__ 
UODA 
UllDA 
UllDA ... ._ 
cava'"•-•_. 

,,__ 
...... _ ---...... _ ...... _ 
.................... 
.__.~·-7 



--------. ...... 

• ..._. _ ......... -. ~ ................ : -· &-.. _ ... _..... .. _____ ·--· 



A 

....,¡¡ •,•,· .. ,¡ .. ,· i ¡· ¡¡·; _ ... ._ ___ _, 
_.,,.__ __ ~ 
-·· l__ .. __J -·· LJ 

e 

E .. S•JC •H 
11 '1 1 ., --C..t ...,., ....-a 

1 
f 



1 
1 

1 
1 

1 

1 

r 

- -------~~---~~.. .~l:IC 
•••PI01'T'=°Sl.SP•P&T•QCIATVDDQSa::••••• l&TC::S aO 
~--.-~ ..... 

~~t.:·:·:: :+;.~~-=: .:~~~:: ~~·:: :~: 
L. V ;=;:=:--~---. G • T Q :-w-~~=rlo.~~ gr ,. -~ ·~l 
E$54U19"1"W--~-- .~T:lr; 

•-10 • -n .... .,.,_ 

w; • • .e~:~~=~~~-G~~~~T.;: 
••v1t.LVPIL.VVarsv•i.TSPOPll..T"•••1o•••c;:P:..• ~ 

~~ff~~CC't'UUC ~~~""CAa.:'1'101:1 

·····••v::TPTV•TMLl.s••••rLTPlllSPl.••••=-=•1. l!n 
•• :o:c&JY41LT....... - ~':'A'ftlATC'IQA C~ -~ ll~ 

•01..•c:1.aoa•••vo•••1..T•G1'0t.1•L.•TV1'GVDSl.l.PO Ult 
·~----'ftUl:CY~~T&~lJlO 
LTO•AC::l•Q&D&L.Pl •••v•rDVSTl.l:•••r.o•ic>•att.Pl. lff 

:w ... :a;_ w-;-......-.a ~ -~ =---r 1110 

~3~;:d±~~~:·:~;;~~~. 
& A I & r;lft'IQ~~~-IL. S V P 11 V ".!u-!:: I l. 1t p. l. L '-=1.::, l D l. :ro::· 

H.LU~~~· ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~f~i~~~ 
O • & f' A 1. 1' S 1 JSI --- ~ -~¡ - lM:I : : : : : : : =~: : : : : : ~: : ~: : : : : -: : : : : : : = : : : : : ;. ::fs 

.: : :~.d!T@:::::::: :,;_:;:::::::;::: :~::§: 
.. • J T • ,. ... T l •••• o " V 1 o ~ o a .. a • o o D " • " " I> • a •• V • 1 MI 

U W IHD 
a D " a a • • v • " 1 a " T w a I> w D • r a a 1> 1 a " a w T a " • r • • • " r • MI 

FF mm rrrr~U•o 
•i.E.1a1>•••TTS01r•1•••••D•E.••••L•••'-••Laaa¡,. .. ~ 
D••a•"••••Tl.AaLw•oTaaTacva:oi.arTo,.cT••••• .. , 

a: t••-- 11n 
•••a¡,.aaaaa•O'-•TTGA• -•MI 





JJl¡tl 

1, 1ii~ JtU
 

j•r1:1 
:!bf1 
·i. 'ljf! 
1 1 .. 

• 
t·• t 

l .... , ii.ii.1 iiii! iiiii.ii1 i.iiiiiit iiiiiiit iiiiHi1 
!1lj.·ll 

. l !ll!I 11111 lllllll! '~11111! 11111111 11111111 
!i1 '1tll 

, 
~ 

1 la! 1111. l •• 11ilf i••;11ll 1111•••1 11111111 
1 1f11 

11 ! 
11111111111:: 1,!!ll!!ll llllllli 1111:::1 ii1 ~~! ;l)!fl 

1 
i UIU llHlf il. !iilit H

 llllUU llllJ!il I~ ¡ 
! : ! 

1111! 
~ 1111! 111111~;11111111 111:111, 11111!11111 

: ,, 
f :~~I 

t 11111 1111~,11.llfllll! ~~~~lffi llll1ili 111 
¡~¡ 

1l1!1 
? 111111111:: li 11111111 ¡ ! : 111 :f 11111111111 HI 

11111 111.I 111.I 11111111 11111itl 111.1111 11111111 111.1111 





llSSULTAPOll ADICIONALES. 

INnJllMACION ADICIONAL 90911& ... CJllWI INCOMl'L&TO.. 

Como se mencionó en loa reaul.-.. del -lculo, el _.iala cl9 -l• cl9 ADN del 

"-<>EcolU--(3595pb)c-enelpMamldopMJSIO.,.wl61a-ia•om 

OllF ÍllCOlllpletO (OllFI). c:onientB - •l - /p•lll • 

La c...._..,kln de la -ncia de-"°*'- del OllFI, coa la - de - de.,....._ 

consenida en el NCBI. indicó que loa 173 uninoAc:idos del OllFI tienen un alto nivel de 

oimlli- con el ex-mo cadloxilo de proteína ltepC de di--- Como oc...­
obmerv• en la Tabla 2. el mayor pon:entaje de identicllld y aimiHtucl fue con el eatremo 

cubollilo de lu pn>lelnu RepC de los plúmidos pCFN42d (pSim) de lt.•tll. plll.811 de /t. 

k•-'-- y plliA4b de A. rltizo•-s. 
En lu -le• de ltlú.,,._ y,..,..,,,..,.,- - oc ha_--..., e ... pro<eflla. RepC 

aeaeraltt1ente • encuentra codificada en una re•ión •nltica conoc:icla como replicador. 

formando el opcron r~pAllC. El producto de loa tre• pnea inlerviene en el pt'CllCCM> de 

~klndelos.....-<T-•tttl. 1999) 

En lafi•· 4.•-elui-de laoecuenc:ia-ialde--del OllFl,c:onel 

e......,mo _llilo de 1• di'-nte• poooelnu RepC .......... en la T ..... 2. 

La may ... di-ncia-... los exuemo.carl>oJtiloscle I• ·--lnu -.pe., __ ..._ ae 

- con-en..., loa --23 y 48 (_. fia. 4).1111 aa-el OllFI de /t. etli 
y la-fnall..,c • 1t. -Ulotl conlieMn 25--dc ._ __ •ia-
conaervado• entre ambaa secuencias. Laa protefnaa aepC de 11.wtll (pSim). /t. 

k•-.A· rlliU>-!t y A. ,_...,_,,,.,._.,ndceata-iadc-......,klos. 



OTllAa tlsaJSNCIM .... ~ COMSllVADAS SN SL GSJlllOllA DS 

....................... AlftJM» y .......................... v.39. 

e_,., oc _...,¡-ca lo9 ....- del Mtfallo. la N816n lp•/J. esd con•rv- en los 

.,._de 11. •lli y 11. ,.. _ _._ bv. vk:- y Uifolii (Fia 4, .Uculo). Aaillliamo, la 

~---·-------loopl--pCl'N42b,pANUM3by 

pVF3!11c (l'-2. -). 

Con la finalidod de.,_ ai elllll'e - treo plMnúdos, --de 1• reai6n lp•fl. eaiatcn 

ouu occ-iu de DNA.,.,.,...,,-. llcv- •-hibridacionca tipo Southcm utilizando 

--el pCl'N42b complMo. 

Al isual que en hibrid.Kionea .nteriorea (ver anfculo). esta tambifn fuemn realizada& en 

COl'ldicionea de alta mcvcrided. con lo cual soto secuencias altamente hom61oaas pueden ser -· En este e .. perimento patronea de aenoma total de lu cepas silvestre• y su• re•pce:tivu 

derivad.u c....._.• hibriclsan con ea1e delec:tor. En la fia. 5 .e puede epreci• cluwnente 

mollliplcaacllúeadehlbrida:i6ncn loo~•il.,...IJU y nocn loa de laa-v-c:uradu. 

Considcnndo I• .,_de hl-i6n e-frqmcntoa únicos. se elllim6 que.._ de 

65 kh de DNA del pANUll43b mosinron homoloala con pCFN42b. es decir el 43'll> del 

pCFN42b. P- el cuo de pVF39c, el <:6k:ulo indi<:a que _., .. i......__, 112 kb de DNA, 

-homoloafacon-iaadel pCFN42b. locwil ....,...._.1 74., de-úlllmo. 

Con la finalidad de hacer má eapec:Hico el anQiais de lu secuenciu compwtidm entre los uea 

plásmidos, utilizamos como aondu de hibridación, dos occucn<:ias de pCFN42b clonada y 

caaacta""ndv. 

Una de - - f1a6 el plúmiclo pA.31, el cual con- un,._... de 5.6 kb de DNA 
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proven-depCFN4:?b.Denlll"Ode_..,__ ___ .__ .-y 

,.,,.,. los cuales confieren resis&ellcia a lt. wtll CFN42 CGllU'a aladn(u.) e 4 1 llN l6a.ac:o. 

---en el e1<..-cle .-de frijol COondlm&. 1-). 

Perfile• de plú- de lu - ail- de a. - CFN-12. a. "•-""'-"- bv. lrifolii 

ANUN3 ylll.11•___,_ bv. vk:i• VF39,--de sus-liv• __ .,....._ 

(pCFN42b-, pANU843b- y pVF39c-). ae hibri-llllil-.,.._&Olldael pA31. C-.011e 

puede observar en la fia. 6 • .eflalea ele lhibridacidll ae delectson tlfticamentc en los p.b'OMS 

silYCSlfa. locu.I indica 'l'le ex.iwn acuenciM ,.....,._a~ ir.........-ccmw"VadM en loa 

pl-pANUN3by p~. 

La sipientc-uli._ ,_el plMmido pJMllOI. -pi-puna..,,....- &:olU 

de 2.7 ltb del pCFN42b denlll"O clel cual eaUi -ido - clel •n 11UC, - .,_.1a 

srnteaia de liamina en lll. nll CFN42 (Miranda. 1995). 

Como era de esperarse. en el caso de lt. ~tli CFN42. la aeftal de hibridm:idn ~ .:lnic:amel*: 

en el pMr6n silvesue (fia. 7). Sin embarao. en lt.. ,_.,,,,...,,.,,,,,,. bv. trifolii ANU1143. • 

obNrvmon .ecuenc:iu homólo ... tanto en la cepa ailvesare (dos b9ndaa de hibridación) como 

en la derivada curada (una sola banda). lo que indica que lu mecuenclaa ~- eatmn 

disbibuklaa en doa p1......-: pANUN3a y pANU1143b. 

Como se puede obecrv• en la miuna fisura. en lf. 11•.-lltoslUWlt bv. vicim: VF39. la seftlll de 

hibrid.ción aparece lalllbifn en ambos patrones (silvestre y pVF39c·). Las aecuencias 

homóloau no • localizaron en el pVF39c. en este CMO, la homolr:Wf• proviene de Meuenciu 

local- en el pVF3!1d. 

Loa dato• an&eriores indican que en /f. ''•••i11o•er•• bv. lrifolii ANUU3 y /t. 

,, • .,,..;,.o•ar•"' bv. vici8e VF39 • .ecucnciaa homólogas a pCFN42b. no solo eatan 

conaenr..._ en pANU843b y pVF3!1c. •ino tambien en Giros repliconea. 

Lo -leri...- ae confirmó --te Olro Hperi- ele llilllriclaci6n, en el cual • lllliliz6 como 

... 



-e1-nt1121.e-____ ,..... ....... .._.. • ..,__ .... _,,,; 

CFN4Z-I. ,,.--.,, u.--~- ..... --23 kb(fla ... ). -·· ___ .__alCOGE. 

Ea le fia. 8 oe _ ,_ -· hi-Mln - perfiles de pi-- y .pnom. ,_, 
~con&oRr. uc11-e1c<!AnidoJM1121 como.-.. como • .,.--.r •. en 

•. .,U C1'N42--------pCl'N42b, ya q.- fe cleriY .... CU ...... 
____ Joi ... W.:ida(fl• .. >· 

Ea Ir. 111_,,__ lw. trifolii ANUN3. _ ... -.._.se loeel- -IOloenel 

pANUM:Jb. U- - - pANUM:Ja. pANUM3e. e incluoo pudJenn eJliUir --ias 

_.....,._ene•--• lo f"-de lu•lleles dehibri.S.Cidnet1 laen..-c1e 

..__lea (118 ... ). En lubi----tocal . .., ~ lo-terior. Como 

se...--.... .,. en la fla. Bb, - .,._,..,..,.,de b"ea bandas que pmecen ser e-meas ele 

pA.NUM3b. lcJdu laa detM. bmtda8 de llomoloaf• estan presentes en el senoma ranto de la 

-oiJ-cornoa lacleri---. 

Plll'a el cuo de 11. kg~ bv. viciae VF39. • obmef'Ya atao similar. las aec:uencias con 

mayor'-""loafa el c6amidoJMI 121, oe lcx:elizamn principal- en pVF.ll!llo y--. 

a.in e-., a1...,,.. ..,_iao pudienn tener-..oloal• con pVF.19b, y pVP39d (fia Ba). En 

Ju hibridaiciona: sobre pnoma toral. N obaerva que. tmto la cepa ailvesue como la derivllda 

cunda pret1C1nran cui el mismo pMnSn de homolo&f'a (fia. BbJ. Las secuencias de este cdsmido 

con e•cepc:idn. de una aola bMcla ,,..:en alar conaerv.SU en replicones cti&renrea a pVF39c. 

Elll'E .. MENTOIJ DE INCOMPATlalLIDAD DE PL4sMIDOS. 

Otra C41tt1Cterisllca de los pl .. lllldos pCFN42b. pANU84lb y pYFl!lc se enalizó -•te 
estudios de incompatibilidad . ...,.. ello. ,.,. pl68nticloa pANUMlb::TnS"'""' (Xlw) y 
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pVF39o:::T115- (Sp•) fueron i..-UC- - COOV-.-:i611 a la - oil- da•· ..U 
~(fla.9) .... _j _______ ., ____ _ 

plúmido. a- hibridacimws • - -'llea •.,....- ... la&...._..... --· 
util~como-laNSidll ~/l(pAOSIO>. oe - ea la fla.9. e-.,..... 
-.,_. ... el t:mril 7 ... ....,..,"'Ú.,.__ llevael pltalnidDpANUM»(el- ....... 

mi•- -ra '11- pCFN42c) penli6 .., propio pCl'M42b. La hi-klol con el -

pAOSIO.c_IM_la~aolo-elpANUS43b.Porlo.__ 

El pafll de plúmidoa de la 11"MK011ju...,1econ el pVF.Wlo:. - la-ia•I pCFN42b. 

ur- el pi-pVF39c. el cual mi.,.. junto COll el pCFN42d (c....il 9). 1.a-ai-ia 

de~ pWsmidos oe de_,..,.... ladoble aellal de hl-i6ft (c-1 10).locual 1ipilka 

- pCFN42b y pVF39c - ...--COI 1 -·· 



El mAli•i• ~y molecabrds to. .......... IMlcteri.nos ... ....., :a11:1.a.m:_ .._. 
.,...._, ____ ...,._·•-ión.-lidmdy-la.Sin-..,en 

la -Y- d9 loe...-.·- - --d9 inf-1611 pMtlca Miel--' a la 

i11vo1-----· lacuml haaidopcx:o •-Conme~ .,...._ 
menciOftM' el eacuo conocimicato que se tiene KCrCa ele tu funciones codif".cedaa en ........._q,__.,..__ • ._ __ elli-oumedio--. LM---........... -yenun-loi-_.e1.-c1e 

la illf-idll ..-. invol- en la-ización de""--· El -o del pSlm de 

~y el pTi de A•~-. -pennitidoentenderanivel molecularalp.-de loa 

--pmtíciponenla_...__,la. 

AdomAadel pSim.el .-Odel ......,de loe.,..._ de #Uúz--. hamnpl-el concepto 

--... - -.:ade la illlpoltanciade la infomw:i6n aer*ica-ida-­
replicoees. Por definición tos p1'9midos se han considerados como elementos pMticos 

a::c::inono. al a'OllllWJll1a. c:uya infonn-=idn pllllllica do • Ulili&a ocMinnal cw&. 

Sin .-So. loe pl .. mldoo de~ conltituyen alSo_ q_ un-rvoriode-.a 

~ i---la-ióny.........,idnal -loy ··--de.......--. La 

prnencia de informeción pM&ka ..ceuria.,.... la util~i6n eficiente ele nuaiellln. PM'A la 

•f-aio de timnllla y de LPS, uf como lu cuacaed- fenolfpica ollaervadu.,. lao cepao 

curadas de m'11tiples plúmidoa. nos hacen pen..,. en un t.rte compromiso dll dichos 

replicones con el óptimo funcionunienlo celulU' ._.&o en simbioaia como en vida libre. 

Los~ mcncionedoa en el praentc tr.abajo 5Uaicfen que el metabolismo ele lf~ no 

oo1o......-delae-i6nde-•C-. aillo-delalnfonn-=i6n.-a 

~- ..... -· 
!11 



Ya-lacur11Ci6nde plúmldos, yel an61isia _,pico de--__ ._....,_. 
~de-.a.U.-.ien ___ ..__. __ ,. __ el_.,..._ ... 
OllMllecleriue.-.,.ftanciws-.aiv....._a._._ .......... ,I '' • 
A_...._..,,dnic ___ en,...._cls~U.-ricw • ....,.._. 

y Sltl••lla dy$,_,_ ,_,bM!n se.._ loc .. i_ occ-1• de PNA - ,...ic:;p.. - la 

arnre•i• ele 1.,.. (Keenleyalde ••el. 1->· T-n ea un plúmldo cls la ci- h -i.o ....__ __ ... ____ _,... .. ___ ., ..... _,_ ... .,... 
codifica p.va ..... slucoeillrMaf'•rau. -- clave - .. pri-.a ........ .,_ .... 

e•opoli-(Plui- ""'· I_,). 

Ea Ir . .ill ~2. la may-a de ws plúmldos conlribuyen a una fijmoida el_.,. de 

niCldpnoeficieftre. La i-idn e invaaidn de.-. .... ....._,, de la_ .....,a --·1 ...-wo-(pCFN42d) yde la•pc!nlfull..--elfCl'N42lt. 

En el poe.- lnlf>'lio llev- a e-el -si• ..-;co )'-......la NSidoo ~A .,....., 

conlribuye de,_,.. ai..,ificativa .. c-imiento - la •f-• ele LPS. Pri_,.,, porque 

1e ..,__que de lu 7.5 kb (p0el27) lnici .. menle utili- - .,......... =- -
,,..,.. llnlc-noe doa OIU'a c-ldoa en ""ª resi6ft de :Z.6 kb - ¡wc11-- ...,.. 

-iads LPS,y •---- loeprinuroa _____ _..,alapMible 

fUnci6nde lupn>oefnucodi-en 1• rea-/pl/J. __ .. .........,.. ... _....._ 

ouaa protelnaa. nueatn>a dalos indicaron I• presencia de dos posibles enzimas clavea en Ja 

alntni• de LPS. · 

.._ _ -· laCOlllpJÚCidn química del LPS ele Ir. •tli CFN42. y do - - de Ir. 

#ffolii _,_ en la reSi6ft /pl/J. -.menre diaminurda en ..,. aiwlea de plactoN y 6:iclo 

8al11Ctur6nit:o, WSie~n que el ·~h /p1/J} pudiera codificar pva una aupuea&a lrMaf'craaa. 

involticqila en el....._. de aa1...-o 6cldo ... acturónlc:o al...........,_ __ el 

...,.,..,". 
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La-----•l-"6111Z • - a pmtirclc la"""'léln _.,._ • 

...--• º • )'alaca .. m'ci'ci16nloo..-icadlol ,-,...,...,. --• ....-.--

·-- PM'lclpe- la ar-i• ... aa......, de 1-deM>ai o-al--·--
------·l~.Ya _______ _,__ 

o. w - al - ú-•·-- la...-- Lpall2 plldiara Ullir el "-" - el 

~-... _ .. __ i ________ .. ..__"6. __ _ 

-.¡olea:•----ma• la-"'idllqufllllcadel LPS de la-CEIM 

--al -"6/IZ >'de la-pe7N42b· lacual e-•--·..,...__ 
¡.,_._-la-lélnde lu--actlv-.enzilMlicM-pMael 

........,... ele---· 
--·1-iúaFl*lco>' r.-rp1code1 p1.._p0e127.•--la-ldn 

.......,._.,...-~dal- lp•/IZ no .. lndi-aable _.ar-•• de LPS. Sin 

e-.io-1a~bil __ .._. runcléln ;.....,.._ Nlacionadao ...,.,_la _de 

LPS. no detectada mediante el an61isi• fenodpico empleado. pudiera eats codif"~ en esa rep6n.Parlo ________ dilwcciéla. 

~el puntodevi-de la--.;zaci6nde-laacodlroc-.en ~.el-sis 

del r...-mo de 3.6 kb c.__ en el pAOSIO, noa pennitó idenriflcar - ele loe OllF• 

nece..ioa _. únteaia de LPS, 520 pb de la raai6n 3" del~- sen ,.pe (OllFI), el cual 

pudierar-pane de 1.,....- invol-con laraplicacidn•-...-. 

En A. IMmef<U:wru, RepC perece aer la principal prorerna de iniciación de la replicsión del 

plúmido Ti. ya que mut.Kiones en el sen r~pC. provocan la pfn:lida de la función de 

raplicacléln del p!Mmido. Par OlrO 1-mu...,iones en en loa - ,.,,.. o npll - una 
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............. --..,_....~ .. - 1-) . 

... 1 .. -• .. __ ..... -....- .... ·--·-­

,._ ..... a.pe, ....... w repdn •-• 25 --ldoa. _,. - 1 ·­

-• •i•..---~<_..fta.4). -r-..n• . ....--ladi-'9-

-• ..,.C:pudielaeaarNlac-....--• ••lllf'ollibiW - ......... •• 

---·---··-,,__ ... _,.,,c ...... ___ .. 
,_tia Ri.lzobi-. - Mlfllllie8ron por l'Cll. - ---·,, - -.....- - - .. 
--*dedi_ia_la_laclslMIC,_...... «-r-nM. 1->· Dos.,._ 
cOlllpOliW.. Ce- da -•latir en el mi__, f~ ..--> - pTia6S3 da A. 

~-J!plli"4bclsA. ""'-•·• ·---_,, ____ _ 

niwlclscli-ia....,.,..,lo_el ni-dedi-nci•-aloque .,..,..__. 
_.......,..... __ compllibil-. -hip61eai•- _...,_..... 1rl• 

di-iade _uencl_ NpC ... --..--· pl-.-C i --

ÍftC u -·· La localización del rraa-nco del ~ pn npC del pCFN42b fao:lli.- el aiolamlento JI 
-iónde ...... Wln Npllc.9dara. __ .....,_ __ ,__ ........ j8Mo 

---de i~bilidad (ver_l_) _ain ________ ...,Hln 

cnuedi-iade-iM ,.,,,C:de pCFN42b, pAN\JM3bJ' pVF3llll:e- ¡ ll"il-. 

Pcx otro lado. 1omMC1o en cuen1a que • la recha lln.icanwnte trea reaionea Nplic8dcwu de 

..,_deJUiim6---...... ~~--·-J'Oli- l9!13;TulwJ!Y-

1995; ._,,..,_._.., ""'· 1"7). J'- por lo mi-. no se.,.....,_ llev• •-,,_ 
claoillcM:Hln--•~billdaddep-.,.....,_ ... __ _....._,,_ 

daloa -.de la no.IH!n repl~ del pCFN42b. 

--e•peri-de lúbridao:Hln de DNA. oede-.sque ---de -­
del pCFN42b de lt. •tli CFN42 • ....,. __,..,_en el - de•· '-•-'-6,.,_ bv. 

J 
¡ 
l 
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lrilllli ANIJMJ'llt..... _...,_ --· -·.i-. ilw:lu'I-·-­

.... 'I l/H~. - ' füof=_ ._ .,._pANUM» 'l PVFHll:· ..._ .. _ 

__. ........ c: ............... idn--....yp l ... ,_ .. fwioul---
............ _._ ... ,cl'N4a ____ ,...~-· 

pANUM:Jb 'I pVF.Hlc:. - - e-......,* dl-nci. e-- I• u.a 
.......... -·-------la-lade ____ __ 

(pCl'N42b. 150 ldt; pANUNJb. :ZSO ldt; pV1'3!11&:, 400 ldt) . 

... _ ........., ___ pCPN421t'I ·-- - ----el 

- • - ea el pVF391<:, • -.alu 1111 --./ld#OQ,. •f como loa -fb<IC-ftt<L 
~llld ••"'- 1996), .__ noeal-- el pCFN421t. --Ni--de loe 

-./blC >' .füNOQ,., _, _ --1a---a1 aen/bL eoMeftidoen el pVF39c, 

- ---en el p<:FIM2f, el~-..- en 11. •lli CFN42 (Oirvd, dMos 

ain......,_). 

La dl-nc:la -rvada en loa treo pl....,ldoa podrfa eatat relacionada COll la -lcl6n 

.... -. - ...-... - eapeclea (Fi•· 10), 11. •111 y 11. k•-,_ C011fonnan 

- l .. •c-dlatl ...... -en-al an61ial•de la aec-nciadel- 165 ri-.....aJ 

~--1994). Adlc--·-·•1-ecoklsicode--ln .. 
maR:adamenle difercnae. mientru /l. elli nodula lepminoau b'opicalea. lf.'-•"""""".,,...,. bv. 

lrifoliiy vicimo--le~dezonu~. 

A - de la dl-ia evolutiva y ecolóaica -.Vada. una - pute de la lnfonnacl6n 

pnftlca del pCl'N42b oc ha -- en el pnoma de lt. l•ll_..,,_ a lo 1-de la 

evoluci6n. aunque no siempR oqanizada en el miamo replk:ón. El seauir conaerv.ndo dichaa 

aecuenciu. podrfa .er indicio ele la importancia funcional que tienen para la vicia de ea&u -· 
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.,,,_.,.,.._de vi-evolutivo, ---·-------pCl'IMay 
pANUll43b, ,.. - - ..... - ...-- al llÚ- - ... ......._.i~·-· 
--pVF3!11c,..._a __ ... ; u .... _.__s1a.-.,-. 
laH-.....lalllil_(_iadepUomidoo-a.jusKiélri), -......---la 

P* __ ... pVF391c pudlen_, __ .. ---... -· .... · .,,. .. 
----•• plMmido - ....... •i- de Nplic:a:iéln olmii... pCi'N421t y 
pANUIMlb,el re-de la.,_.bil _____ ala_...,..W __, 

sis&ema de replicación. Un banco de resi<Jnea de niplicaciélri de.,._ de--

de i~ibilkt.d • ha utilizedo en cnter~.,.... cletects la pre9eDC:ia de melkiples 

resi-sdeNpllc:acidn,~-de•tlmc:-.iidod-dlf-.f_....,_ 

ceou- .. ral. 1988). 

-.-. quisiera,___ -el..-Odela,_ ___ .,.__de 

a11,;zobi,,,,.. no solo ea importante deade el punao ele vista de la aimbioai• a111zo6l11•­

lqumi-. sino _ _....,.. a ....,ii.--i-m:ercade la-y la --··-·--Asimismo • .....-- a futuro inv-ipc_de_ tipo.,.-.. oener- - i-

en el eatuclio de la ecoloafa microbiana a nivel molecular. la cual pretende c:macterizar la ··--·---,._....c11_ ,_ flaic:os,qulmlc:oay.......,._ 

los cuales forman -del -ecoklsk:ode laa ~--



CONCLIJSIONU 

La.....,........,.,,./l __ •l,cl'N421>••· nll CFN42 ___ (,,../ll 

y ,,../IQ) ;N'i pea1llllea_la __ LPS en.--a. poli-....-.-.----. 
El-··--· .. --·--· ... ,.....,_ Lpllll .,, l.flojl2 . ..r 
- - bibllop«°ICOI • la ntnletUra qul'lftic:a del LPS. ouaieten q- la ...-r ... 1.p1111 _. ________ .....,_o<k:idopla:tun!nicoala-del LPS conacicla 

- "core". La ...--1.po112 ~ - --'*-- 'pmúci,.._ - la 1r-111 de 
.._de bde90ai o----•l "con:"conel-..-O. 

La-iao --a loo-• 1'n/l 1 y t,n/121111..,_ oee-- p141omldos 
de•· ,.,,_.,,,_ ""· lrifolil y •· wa-i-_,_ bv. vicl• y no en el - de -
.............. , ....... Mlzca6 ...... 

Olraa MCllllllK:im del pCFN42b f:GlllO ... sene ,,..,.A y ,,.,,. (neaiSleKia • compaerw. 16aiico9) 

y tltiC (•fntesia de tiamina) tambWn eMan ~on.ervdaa en plúmidos de lt. ''•WRbto6fl,.,.,,., 
Ademú de eatoo p:nea, un - 1111-.o de MCuenciu del pCFN42b de lt. •tli ae ....,_....., 
conoc<V8das en el p:noma de lt. t.a-""" bv. trifolil ANUB43 y lt. I••- bv. 
viciM VF39 a&lllCIUC no siempe locali.udaa en el mismo replicón. 

Cotriente arriba del pn lp•/11 se ldentiíic6 un fr..-nto del sen ,..pe -ibfemente 
involllc.- en la replica:kln del .,cl'N42b. 

La infontwci6n aeMiica locali- conietlte -jo del 11Cn lpsfJ2 no es ---..... 
.-. de li_.aiaadridoen •- '*'teria. 
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T .... 2. ldawidad y similitud~ ti ORFI incO!!fldodL'I pll'N42bdc R#lit-tlli CFN42 
con d ellmromoxilo de prolcinas ll!pC de di-bidlria. 

~ 
Número de ldCUÍllad Siniliud Mimo de 
amillllkm ('1>) !"l -

R. tlli RtpC (pCFN4ld) 149 62.3 72.6 UI092t 

ll. ltg•ÜID10llll ll!pC (pWJI) 151 60.S 74.l XIM41 

A. rhizog11111 ll!pC (¡lliMb) 150 60.5 7l4 X041JJ 

ParacocC111wlllllllll!pC(pTAVI) 153 42.S 61.7 IJ6M22 

A. r-facias ltepC (pTiB6S3) 115 39.4 63.2 M24529 

R.11ttliloti RepC (pRmcGl4'1l 169 J0.6 fü X"9lll.'I 
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fi1.4. Alinelmicttodeluecim:iade--icb~ORFI ~deR. tdiCFN42miclellm!IOraflo1llodela_.. 
RqiC llomólopl moSlrldal ea la !lhla 2. La pmte ooa lll!llOI' OOroolog!a enlrc las sieli: ~ali dllala pr1111aja. l.ai 
lllinl*idos idálticosen las siete ieaaencias esun mm:alos ea negriW. Los aminoi:idos idérMicos ea el Oltfl y ea la plllleÍll5 lqiC 
de R. ttU CFN42 (pCFN42d~ R. ltgll!llMoJalllll (pRIJll) y A rhi¡ogtHts (pRiA4b) eslan maicados ooa un l!ICrisco ea el-. 
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Fit- l l.oclliución de secuencias homólogas al cósmido JMl 121, en cepas de R. elli CFN42, R. legllnilosallll bv. 
llilcli ANU843 y bv. vicile VF39. Pediles de plásmidos (A) y genoma ~ digerido con EcoRI (8) de cepas sMs1res (wt) 

y derWldls Cllldls de los plásmidos pCfN42b, pANU843b y pVF39c (plr, pb·, pe·), fueron hibridados con el cósmido 
JMl 121. Hibrid1cio1111 tipo Sd1en1 (caniles S) revelan la presencia de secuencias homólogas. En la f'ig. B 1ambién 
se IMllra el peso molecullr de los rra,nenros de DNA del cósmido JMl 121 digerido con EcoRI. 
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Fig. l. Estudio de incompati>ilidad enlre los plásmidos pCFN42b, pANU843> y pVF39c. En los callies 1 y 3 se IUll!a 
el pe!ltl de plásmidos de las cepas sMslres R. ~ bY. lrtii AMJB43 yR. ll¡prritrafltll bY.vic:ill Vf39 
ldzadas como dooadolas de los pláamido$ pANIJ843b y pVF39c ~·El cllli S conespandt a R. 11 
CFN42sMslre,16zada ccmo rece¡ilra de COlfigación. l.os caniles 2, 4 y 6 san..,. de hbiddn qu1 pennilln 
ver la posición de los plásmidos pANU843b, pVF39c v pCFN42b. El plllón di plísmidol di la trnconjuglllll di R. tlf 
CFN42 levando e1 pANU843b (carn 7), IMStla ll1i sola señal de hillriddn ccn la senda pAGSIO (gas lps), 
conespondiRe al pANU843b (carril 8). El petfíl de plásmidos de la~ llMndo el pVF39c (canil 9), 
muestra dos señales de hibridación con el mismo detector (carril 10), indicando qut 111 1111 ~ CXllllÍlllll 
los plásmidos pCFN42b y pVF39c. La banda de meno1peso"'**'enelcanil9, canesponde 11 Púnido RP+4 
~do para movilizar el pVF39c. 
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P ... 10. Filogenia de la familia Rhlzobiaceae y otraa bacteria• aflnea. 
basada en el an611sls de secuencia de los ganes que codifican para el 
ARNr 16$. (Tomado de Martínez-Romero 1994). 
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