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sistemát ica bacteriana. 

Los microbiólogos de finales del siglo XIX y principios del 

siglo XX se interesaron tanto como los botánicos y zoólogos en 

determinar las relaciones evolutivas existentes entre bac­

terias. Sin embargo la búsqueda de la filogenia bacteriana fué 

inicialmente un fracaso. Los animales y las plantas tienen 

muchos detalles morfológicos los cuales sirvieron de base para 

su clasificación taxonómica, mientras que la morfología de las 

bacterias es tan sencilla que no sirve para clasificarlas. Las 

características fisiológicas de las bacterias han permitido 

una mejor clasificación, sin embargo aunque se puedan agrupar 

especies bacterianas usando rasgos fisiológicos compartidos, 

existen especies emparentadas que carecen del rasgo en cuestión 

(Fox, 1980). Debido a esta situación se llegó a crear un 

esquema evolutivo tan distorsionado que en vez de resolver 

problemas los hizo mas confusos (el ejemplo más conocido es el 

de Pseudomonas, uno de los grupos bacterianos más estudiados, 

el cual es realmente una colección de 5 grupos diferentes de 

bacterias) (Fox, 1982) . El estudio de la evolución bacteriana 

quedó estancado hasta que se desarrolló la secuencia de ácidos 

nucleicos, esta técnica le ha dado un nuevo aliento al problema 

de la filogenia bacteriana. Actualmente se pueden determinar 

las relaciones filogenétic'as mucho más sencillamente y con 

mucho más detalle y profundidad. El campo de la microbiología 

está a tal grado inundado por la información de secuencia 

obtenida que la captura y el análisis de esta información se ha 
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vuelto un verdadero problema, cuando el determinar la secuencia 

en sí ha dejado de serlo. Desgraciadamente, el análisis y las 

conclusiones filogenéticas no dejan de ser obscuros para la 

mayoría de los microbiólogos lo cual les hace desconfiar de 

ellas. Sin embargo las filogenias obtenidas a partir de las 

secuencias nucleotídicas deben ser tomadas por lo que son: 

hipótesis de trabajo para ser probadas o desechadas a la luz de 

otros tipos de datos (Jensen, 1985). 

Filogenia bacteriana. 

El primer punto a discutir es si las bacterias tienen o no una 

filogenia, es decir si las bacterias tienen una genealogía, una 

historia única. Esta duda surge del momento que está muy bien 

documentada la transferencia horizontal de información genética 

entre bacterias, ya sea mediada por plásmidos, fagos o por 

transformación genética . Alguna función puede haber evolucio­

nado en un organismo en particular y posteriormente ser 

transferida horizontalmente a otro distinto. El análisis de 

estas secuencias daría arboles filogenéticos distorsionados ya 

que reflejarían la historia de la secuencia en particular y no 

la del conjunto del genoma del organismo. Esto podría llegar al 

grado de que el intercambio de genes entre especies fuera tan 

grande que las bacterias no tuvieran una historia propia sino 

que fueran, en palabras de Woese, "una quimera evolutiva, una 

colección de genes, cada uno con su historia" (Woese, 1987). 

Comparando las filogenias obtenidas con secuencias de rRNA16s 
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y de ci tocromo Q en el grupo de las bacterias púrpuras, se 

encontró que las filogenias observadas con cada secuencia no 

eran marcadamente diferentes entre sí lo cual indica que estas 

secuencias al menos no han estado involucradas en eventos de 

transferencia horizontal. Por lo tanto se puede proponer con 

cierta seguridad que las bacterias tienen en principio una 

historia genética propia, es decir una filogenia, y que está 

registrada por algunos de los cronómetros evolutivos de la 

célula, pese a que no se conozca aún la fracción y la identidad 

de las funciones de una célula que pudieran participar en la 

transferencia interespecífica de genes. 

El segundo punto por discutir es si la taxonomía de las 

bacterias es comparable a la de los metazoarios en el sentido 

que los árboles filogenéticos pueden ser divididos en taxones 

naturalmente y que los grupos encontrados se coloquen a su vez 

en estructuras jerárquicas sencillas. Por el momento no parece 

ser siempre este el caso ya que pocos son los conjuntos de 

bacterias que pueden ser agrupados por propiedades fenotípicas 

particulares comunes a todos los miembros. Por ejemplo, aunque 

las bacterias gram-positivas, definidas por la estructura de su 

pared celular, forman un cIado, este también incluye bacterias 

que no tienen paredes celulares gram-positivas. Una explicación 

a estas aparentes inconsistencias es que aún no se han buscado 

las características fenotípicas que realmente son comunes a 

bacterias pertenecientes a un mismo grupo filogenético. 

Los análisis moleculares han permitido ver la extensión del 
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árbol filogenético de todos los seres vivos (ver Fig 1.) . La 

primera observación es que aunque esté representado en una 

forma arraigada (es decir que existe un ancestro común a todas 

las ramas), no se conoce cual es el punto en la estructura que 

corresponde realmente al ancestro universal, el organismo del 

cual todas las formas vivas existentes derivaron, aunque debe 

encontrarse entre el dominio Bacteria y los otros. La carac­

terística más sobresaliente de este árbol es la separación tan 

clara de los dominios primarios. Todos los miembro de un 

dominio se parecen más entre sí que a cualquier miembro de otro 

dominio. Recientemente Woese y colaboradores (1990), propu­

sieron la separación de todos los seres vivos en tres domi­

nios: Bacteria, Archaea y Eukarya (antes conocidos como 

EUbacteria, Archeobacteria y Eukariota) . Esto responde al 

agrupamiento observado haciendo comparaciones de secuencias, a 

diferencia de los arreglos observados con características 

fenotípicas (por ej emplo el arreglo de los cinco reinos de 

Whittaker (Whittaker, 1959, Whittaker y Margulis, 1978): 

Animalia, Plantae, Fungi, Protista y Monera o la dicotomía de 

la separación eucariote-procariote de Chatton (1938). Dentro de 

la propuesta de Woese se plantea una división formal entre los 

miembros del dominio Archaea en dos reinos: Euryarchaeota 

compuesto por las metanógenas y sus parientes, formando un 

grupo fenotípicamente heterogéneo, y Crenarchaeota compuesto 

por las termoacidófilas o eocitas, formando un grupo fenotípi­

camente homogéneo que ocupa nichos enteramente termófi1os. Esta 
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Fig. 1. Arbol filogenético universal mostrando los tres dominios 
y algunos de los reinos propuestos por Woe se y col. (1990). La 
posición relativa de las ramas fué definida por el análisis de rRNA 
16s. La posición de l a raíz fué inferida de un análisis de genes 
parálogos (genes que divirgieron el uno del otro antes de la 
separación de los dominios). 
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característica es común a los dos grupos por lo que se puede 

suponer que es un fenotipo ancestral del dominio Archaea . De la 

misma manera se propone la elevación a nivel de reinos de los 

diferentes phyla del dominio Bacteria, ya que representan 

divisiones filogenéticas muy profundas, y en el dominio Eukarya 

la conservación de los reinos Plantae, Animalia y Fungi pero la 

división del reino Protista en varios reinos correspondientes 

a los diferentes linajes protistas (ver figura 1). 

Se ha caracterizado el rRNA de más de 500 especies de bac­

terias, encontrándose que las bacterias se separan en grupos 

naturalmente definidos. Algunos taxa definidos por las secuen­

cias de rRNA pueden también ser identificados por característi­

cas fenotípicas comunes, que en la mayoría de los casos sólo 

son comunes en alguno de los miembros del taxón pero no a su 

totalidad. 

El dominio Bacteria está actualmente dividido en los siguien­

tes grupos: Termotogales, Flavobacterias y parientes, Cianobac­

terias, Bacterias Púrpuras (con cuatro subdivisiones, alfa , 

beta, gama y delta), Bacterias Gram-positivas y Bacteria verdes 

no-sulfurosas. 

Determinación de las relaciones filogenéticas bacterianas. 

La información genotípica tiene más ventajas que la infor­

mación fenotípica, la base clásica de la clasificación taxonó­

mica. La información de secuencia puede ser interpretada más 

sencilla, rápida y precisamente y es per se más informativa en 

5 



cuanto a las relaciones evolutivas que la información fenotípi­

ca. Los elementos de una secuencia, nucleótidos o aminoácidos, 

están restringidos en número y bien definidos. La subjetividad 

de determinar la igualdad o similaridad a nivel fenotípico es 

reemplazada por juicios más sencillos, por ende más objetivos, 

y por relaciones matemáticamente definidas. Por ejemplo, se 

puede consider ar a una molécula cuya secuencia cambia a l azar 

en el tiempo como a un cronómetro. La cantidad de cambios en la 

secuencia es el producto de la velocidad de fijación de 

mutaciones por el tiempo transcurrido. sin embargo no se puede 

medir el cambio de un e stado original a un estado final ya que 

e l estado original ya no existe, por lo tanto se utiliza el 

hecho que dos o más versiones de una secuencia encontradas en 

dos o más organi smos existentes provienen de un ancestro común. 

Las diferenc i as encontradas entre estas secuencias serían 

aproximadamente el doble (asumiendo una velocidad de fijación 

de mutaciones comparable en las dos) de las diferencias 

adquiridas por cada organismo desde que tuvieron un ancestro 

común. Para ser usadas como cronómetro evolutivo es neces ario 

que una secuencia cumpla con las siguientes condicione s : 

comportamiento de reloj en el sentido que los cambios deben ser 

proporcionales al tiempo (los cambios deben ser lo más azarosos 

posible), las velocidades de cambio deben corresponder al 

espectro d e las distancias evolutivas que se quieren determinar 

(debe haber zonas de relativa constancia y zonas más variables, 

algo así como manecillas de horas, minutos y segundos) y por 
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úl timo la molécula debe ser lo bastante grande como p a ra 

proveer l a i nformación necesaria y contribuir a un funciona­

miento regular del reloj evolutivo (la zona debe ser lo 

bastante grande para garantizar que no haya limitaciones en lo 

azaroso de la aparición de mutaciones). 

Algunas de las moléculas más utilizadas en la actualidad para 

determinar filogenias son los RNA ribosomales. Son moléculas 

que muestran un alto grado de constancia funcional, lo cual 

garantiza un buen funcionamiento como reloj evolutivo. Se 

encuentran en todos los organismos, y diferentes zonas de l a 

molécula cambian a velocidades muy diferentes lo cual permite 

determinar hasta las relaciones filogenéticas más distantes. Su 

tamaño varía entre 1 . 5 y 3 Kb aproximadamente y contienen un 

gran número de dominios (existen alrededor de 50 asas en la 

estructura secundaria del rRNA 16s) involucrados en la fun­

cionalidad de la molécula. 

Definición de especie bacteriana. 

La ge né tica de poblaciones es el estudio de la variación 

dentro de l a s especies, la sistemática el de las diferencias 

entre especies. Estas discipl inas están s eparadas por los 

límites de la especie y cada una tiene su definicíon para ésta. 

La sistemática define una especie en función de características 

fenotípicas corno serían resistencias intrínsecas a antibióti­

cos, utilización de diferentes fuentes de carbono, etc. En el 

caso de la genética de poblaciones l~ definición es genética, 
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se basa en el flujo génico y se puede resumir en la definición 

de una especie biológica de Mayr: " una comunidad reproductiva 

de poblaciones (reproductivamente aislada de otras) que ocupa 

un nicho específico en la naturaleza " (Mayr,1982). Las 

bacterias presentan dos problemas para esta definición, el 

primero es su reproducción predominantemente asexual y el otro 

la aparente promiscuidad de algunos elementos genéticos. 

Al tener una reproducción asexual, cada cepa de bacteria 

podría constituir, según la definición anterior, una especie 

independiente ya que se encuentra aislada genéticamente de 

otras cepas. Cada vez que se fija una mutación en cualqui er 

gene de una bacteria se estaría haciendo en realidad una 

especie nueva. Los estudios de genética de poblaciones, por 

ensayos d e el e ctroforesis de alelos, llevados a cabo en 

bacterias, principalmente en Escherichia coli, han mostrado que 

la diversidad genética es mucho más alta que en eucariotes (el 

90% de los loci son variables en bacterias cuando sólo e l 30% 

lo son en eucariotes, el promedio de alelos por locus es t res 

veces mayor e n bacterias que en eucariotes). Por otra parte 

existe una asociación muy fuerte entre alelos (desequilibrio 

de ligamiento) , esto indica una muy baja frecuencia de recom­

binación de manera que la estructura genética de la población 

es esencialmente clonal . Por último, los diferentes aislados de 

E.coli s e agrupan en tres conjuntos, los cuales representarían 

a los tres linaj e s evolutivos principales. Shigella, original-
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mente considerada como una especie aparte, resultó ser en 

realidad parte de E. coli, al observarse que sus aislados se 

agrupan con dos de los tres conjuntos de cepas de E.coli. La 

diversidad genética también resultó ser local, las diferencias 

entre sitios geográficos contribuye muy poco a la diversidad 

total de la especie (esto quiere decir que toda la divers idad 

genética observable en una especie se puede encontrar en una 

colección aislada en un solo sitio, no hay especies con 

adaptaciones geográficas). Todo esto pone en duda la equiva­

lencia biológica de la unidad taxonómica de E. coli con una 

especie eucariótica. 

Existen múltiples ejemplos de tranferencia horizontal entre 

bacterias, basta mencionar la adquisición de res istencias a an­

tibióticos por una multitud de cepas. Este tipo de ejemplos han 

llevado a muchos autores a suponer que no deben existir 

especies biológicas de bacterias y por lo tanto no se puede 

esperar tener un árbol evolutivo coherente. Las bacterias 

pudieran compartir una poza común de genes de la cual cualquier 

"especie" podría tomar genes en función de su utilidad (Hedges, 

1972) , Y por ende las relaciones filogenéticas se presentarían 

corno una r e tícula compleja más que como un árbol ramificado. 

Por otra parte los genetistas de poblaciones y evolutivos han 

considerado que la transferencia interespecífica de genes no ha 

jugado un papel importante en lo que a genes cromosomales se 

refiere. Corno mencioné anteriormente, el desequilibrio de 

ligamiento observado indica que la recombinación genética que 
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pudiera existir es demasiado baja como para romper las asocia­

ciones entre a1e10s (Mi1kman, 1988). Sin embargo al comparar 

los árboles fi10genéticos de ale10s de dos 10ci muy cercanos 

(gnd y rfb) en E.co1i, se observa que los árboles no son 

coherentes el uno con el otro (Dykhuizen,1986). Asimismo al 

analizar la secuencia nucleotidica de genes que codifican para 

resistencia a penicilina (proteinas que se pegan a penicilina, 

PBP) en ,estafilococos, se observa que el gene e n si se p a rece 

mucho más a s us homólogos en otras especies que otros genes 

aledaños . La mej or expl icación a estos hechos es que éstas 

incohe rencias f ilogenéticas sean el producto de una recom­

binación, en un caso intraespecífica y en el otro interespecí-

fica. sin embargo, la transferencia ocasional de genes o de 

trozos de genes y su incorporación por recombinación específica 

no sería suficiente para romper el desequilibrio de ligamiento 

observado (la clonalidad) pero mantendría la cohesividad 

genética de la especie. 

Una de las consecuencias directas de la transfere ncia 

horizontal de información genética es la posible existenci a de 

tipos intermedios entre especies, por lo tanto las especies 

podrían estar separadas arbitrariamente más que separadas 

naturalmente. Al estudiar aislados de E.coli y de Sa1mone11a 

typhimurium uno observa que todos los aislados de E.col i se 

parecen mucho más entre ellos que a cualquier Salmonella, tanto 

por criterios de hibridación de DNA total como por criterios 

fenotípicos. Al comparar los mapas genéticos de los cromosomas 
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de ambas especies se observa que existe una gran colinearidad 

entre ellos, es decir que la localización relativa de los genes 

en cada especie es la misma salvo unas cuantas excepcione s. De 

la misma manera, al compararse la secuencia nucleotídica de 

diferentes genes se observa que son muy similares entre l a s dos 

especies. sin embargo, cuando se transfiere DNA de E.coli a 

cepas de Salmonella se observa qü~ se integra en el cromosoma 

a mucho menor frecuencia que el DNA proveniente de transfe r e n­

cias intraespecíficas. La imagen que queda de las poblaciones 

de bacterias es la de un grupo compuesto por líneas genética­

mente aisladas y por otras líneas involucradas en mayor o 

menor grado en eventos de recombinación. La carencia de límites 

perfectamente definidos de una especie hace que exista una 

incertidumbre en cuanto al nivel de diferencias necesarias p a ra 

distinguir una especie de otra. Por ejemplo, se han clasificado 

a casi todas las variantes serológicas de Salmonella como 

especies dife r e ntes cuando por otra parte grupos completos de 

bacterias han sido agrupados en misceláneas obviamente mal 

clasificadas como Pseudomonas. Una proposición que ha surgi do 

es la separación de las especies en función del grado de 

homología a nivel de DNA. Todos los aislados que muestran una 

homología mayor del 70% y una .Tm(e) menor a 5·e se deberían 

clasificar como pertenecientes a una misma especie (Johnson, 

1984). El problema que acarrea este tipo de proposiciones es 

que no funciona siempre tan claramente, ya que aunque se puedan 

separar las enterobacterias muy fácilmente con estos criterios, 
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algunas bacterias que establecen asociaciones tanto patógenas 

como beneficiosas con plantas (Pseudomona s o Rhizob ium) forman 

grupos claros donde el nivel d e homología de DNA puede ser tan 

sólo de 50-60%. 

Solo se han clasificado una pequefiísima parte de las bacterias 

existentes por lo tanto no se puede descartar aún la existencia 

de tipos intermedios. La división de las bacterias en grupos 

puede ser d e bida al desconocimiento de las formas intermed ias. 

Taxonomía de Rhizobium: un ejemplo de problema. 

La f amilia Rhizobiaceae. 

Las bacterias de la familia Rhizobiaceae se caracterizan por 

su capacidad de interaccionar con plantas superiores; de ta l 

manera , Agroba cterium tiene la capacidad de formar tumores en 

plantas y los miembros de los generos Rhizobium, Bradyrhizobium 

y Azorhizobium pueden establecer una simbiosis con las raíces 

de leguminosas . Los pasos principales de esta simbiosis 

consisten en el reconocimiento plant~-bacteria, el proceso de 

infección de las células corticales de la raíz , el desarrollo 

de una est ructura altamente diferenciada llamáda nódulo, 

producto de la diferenciación tanto de las células vegetales 

como de las bacterias. Las bacterias llevan a cabo la fijación 

del nitrógeno atmos férico, reduciéndolo a amonio, el cual es 

exportado a la planta. Esta, a su vez, provee de fuentes 

energéticas provenientes de la fotosíntesis. 

Estudios recientes de las filogen i as obtenidas con secuencias 
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TABLA 1. LA FAMILIA RHIZOBIACEAE (según Jordan, 1984) 

Género Especie 

Rhizobium meliloti 

leguminosarum 

biovar viciae 

biovar trifolii 

biovar phaseoli 

loti 

galegae 

fredii 

xingiangensis 

Bradyrhizobium japonicum 

Azorhizobium caulinodans 

Agrobacterium tumefaciens 

rhizogenes 

rubi 

radiobacter 

Philobacterium 

Planta Hospedera 

Alfalfa y Trigonella 

Chícharo 

Trébol 

Frijol 

Lotus 

Galega sp. 

Soya 

Soya 

Soya 

Sesbania 

Diversas 
dicotiledóneas 

ninguna 



del gen del rRNA 16s de cepas de Rhizobium, Bradyrhizobium y 

Azorhizobium muestran que estos géneros son muy diferentes 

entre sí (P. Young, en prensa). Las cepas de Rhizobium se 

agrupan con Agrobacterium, Rochalimea quintana y Brucella 

abortus (estos últimos son patógenos de animales) cuando las 

cepas de Bradyrhizobium y de Azorhizobium se agrupan con Rhodo­

bacter sphaeroides y Methylobacterium (fig. 2). Estos datos 

ponen en duda la organización actual de la familia de las 

Rhizobiaceae. 

Las especies han sido definidas principalmente en base a 

características fenotípicas corno son el rango de huéspedes, la 

morfología colonial, el crecimiento en medios de cultivo 

selectivos y algunas características metabólicas. En Rhizobium, 

la mayoría de los genes que controlan la nodulación, la 

especificidad de huésped y la fijación de nitrógeno se en­

cuentran localizados en plásmidos de alto peso molecular, 

llamados plásmidos simbióticos. Estos plásmidos pueden ser 

transferidos por conjugación a otras bacterias confiriéndoles 

la capacidad de establecer una simbiosis efectiva (Martínez, 

1987). 

Las especies de rhizobium. 

La taxonomía actual de las Rhizobiaceae se encuentra en la 

tabla 1. Lo primero que cabe resaltar es que la división en 

especies claramente responde al huésped de cada bacteria, éste 

es un carácter exclusivamente fenotípico. Sin embargo también 

se puede observar que tanto R. fredii corno R. xingiangens is son 
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Fig. 2. Arbol filogenético mostrando la filogenia de las Rhizobia­
ceae propuesto por Young et al. (en prensa). La posición relativa 
de las ramas fué definida por el análisis de la secuencia de un 
fragmento del rRNA 16s obtenido por peRo 



capaces de establecer una simbiosis con la soya al igual que 

las bacterias de la especie Bradyrhizobium japonicum (otro 

género de la misma familia). Por otra parte, bacterias pertene­

cientes a una sola especie, R. leguminosarum, pueden establecer 

una simbiosis con tres huéspedes totalmente diferentes, el 

frijol, el chícharo y el trébol en función del biovar al que 

pertenecen, phaseoli, viciae y trifolii respectivamente. 

Estudios muy recientes de Eardly et al. (1990) mostraron que la 

especie R. meliloti también puede ser dividida en dos tipos 

claramente distintos que reconocen variedades distintas de 

alfalfa, una cultivada y la otra perenne. Por último, IL.. 

galegae reconoce a dos especies de plantas del mismo género, 

Galega oficinal i s y G. orientalis. Datos recientes obtenidos 

por comparación de secuencias de rRNA 16s muestran que IL.. 

fredii, simbionte de la soya, tiene una secuencia idéntica a la 

de R. meliloti, simbionte de la alfalfa. Una cepa no clasifi­

cada hasta ahora, la NGR234 , la cual tiene la capacidad de es­

tablecer una simbiosis efectiva con 19 especies de plantas 

perte necientes a cinco familias tambien resultó tener una 

secuencia idéntica a la de R. meliloti (P. Young, comunicación 

personal). 

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli. 

Las bacterias que establecen una simbiosis con las raíces del 

frijol , Phaseolus vulgaris L., han sido clasificadas corno 

pertenecientes a R. leguminosar um bv. phaseoli. Estas han sido 

divididas e n dos tipos, I Y II, los cuales muestran las 
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siguientes características: 

- Las bacterias del tipo 1 tienen un rango estrecho de nodula­

ción ya que establecen una simbiosis exclusivamente con el 

frijol. Tienen reiteraciones de los genes que codifican para 

la nitrogenasa, enzima responsable de la fijación de nitrógeno; 

se determinó que la secuencia nucleotídica de los tres genes 

nifH es idéntica. Los genes comunes de nodulación tienen un 

arreglo particular, el gen nodA se encuentra separado de los 

genes nodBC formando dos unidades transcripcionales distintas 

aunque con una regulación coordinada (M. Vázquez et al., 1991). 

Se describió un gen, psi, involucrado en la regulación de la 

producción de polisacáridos el cual sólo se encuentra en el 

plásmido simbiótico de estas bacterias tipo l. 

- Las cepas del tipo II tienen una copia única de los genes de 

la nitrogenasa y son además capaces de establecer una simbiosis 

con árboles de Leucaena, una leguminosa tropical. La organiza­

ción de los genes comunes de nodulación es la de un operón 

nodABC, tal como ha sido descrito en otras bacterias de los 

generos Rhi zobium y Bradyrhizobium (Vargas et al.,1990). Se ha 

descrito la presencia de un gen cuyo producto está involucrado 

en la producción de una auxina, el ácido indolacético, en la 

cepa tipo 11 CFN299. Las cepas que llevan mutaciones en este 

gen inducen un número reducido de nódulos en las raíces de sus 

huéspedes aunque estos son normales (Pardo et al.,1990). Se ha 

descrito la presencia de secuencias similares al gen involucra­

do en la producción de auxinas en todas las bacterias del tipo 
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II analizadas cuando las bacterias del tipo I carecen de 

señales similares (E. Martínez, sin publicar). 

piñero et a l . demostraron en un estudio de la estructura 

genética de R. leguminosar um bv. phaseol i por análisis electro­

forético de alelos que los dos tipos eran claramente diferen­

ciables a nivel de cromosoma. 

Desde hace algún tiempo se sabe que, en R. leguminosarum, las 

cepas que pertenecen a alguno de los biovares difieren prin­

cipalmente e n el tipo de plásmido simbiótico que poseen, ya que 

como se mencionó anteriormente los genes de especificidad de 

huésped residen en este elemento genético. Se han realizado 

experimentos en el laboratorio donde se han intercambiado los 

plásmidos simbióticos de cepas de diferentes biovares observán­

dose un cambio concomitante de rango de huésped. La transferen­

cia de plásmidos entre cepas parece ser un fenómeno bastante 

común en Rhizobium, aunque la frecuencia parece ser mucho más 

baja en el suelo que en el laboratorio (Broughton e t al., 

1987). Su ocurrencia natural ha sido substanciada por ·inc onsis­

tencias en el agrupamiento de cepas usando genotipos plas­

mídicos o genotipos cromosomales (Kaijalainen, 1989). 

Inestabilid~d de la información simbiótica. 

Se ha observado la pérdida a alta frecuencia de la capacidad 

simbiótica en el laboratorio. Esta pérdida está relacionada a 

la curación del plásmido simbiótico e n algunas cepas y en otras 

corresponde a la deleción en este plásmido de un fragmento que 

tiene parte de la información genética necesaria para estab le-
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cer la simbiosis . 

Se ha descrito el aislamiento a partir de suelo de cepas de 

Rhizobium carentes de información simbiótica. Soberón et al. a 

través de una selección en medios y temperaturas diferenciales 

de crecimiento aislaron cepas con un comportamiento de creci­

miento similar a cepas de R. leguminosarum bv. phaseoli tipo l. 

Jarvis et al. a i slaron bacterias del suelo carentes de infor­

mación simbiótica por hibridización con DNA total proveniente 

de una cepa de R. leguminosarum bv. trifolii. En ambos casos, 

al introducir por conjugación un plásmido sim se observó que 

estos aislados no-simbióticos adquirían la capacidad de 

establecer una simbiosis efectiva con el huésped correspon­

diente. Se han aislado también bacterias no-simbióticas por 

inmunodetección en colonia utilizando un anticuerpo monoclonal 

específico para R. leguminosarum bv viciae, estas bacterias 

comparten patrones específicos de isozimas con bacterias 

aisladas de nódulos (P. Young, comunicación personal). 
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obj e tivos de e s te trabajo. 

El primer objetivo de esta tesis fué determinar la estructura 

genética de una población de aislados no-simbióticos y su 

relación con aislados simbióticos bona fide pertenecientes a 

diferentes especies de Rhizobium por electroforesis multilocus 

de enzimas. Este análisis permite determinar si se trata 

propiamente de cepas de R. leguminosarum no-simbióticas o en 

realidad de una especie diferente cercanamente emparentada. 

Este trabajo fué aceptado para publicación en la revista 

Applied and Environm,ental Microbiology de la ASM bajo el titulo 

"Genetic structure of a soil population of non-syrnbiotic 

Rhizobium leguminosarum". 

El segundo objetivo fué determinar la taxonomía de las cepas 

pertenecientes al tipo 11 y su relación con las cepas del tipo 

l. piñero et a l. determinaron la estructura genética de una 

colección de aislados de nódulos de frijol y de Leucaena. Esta 

colección estaba compuesta en su mayoría por cepas del tipo 1 

pero también incluía cepas del tipo 11 . Se encontró en este 

trabajo y en el anterior que las bacterias del tipo 11 formaban 

siempre un grupo claramente separado y distante de las bac­

terias del tipo l. Esto era indicativo de que se trataba de dos 

grupos claramente diferentes de bacterias. Para determinar su 

posición taxonómica se determinó la estructura genética de una 

colección de aislados silvestres de cepas tipo 11 también por 

electroforesis multilocus de enzimas. Este análisis fué 

completado por taxonomía númerica de 118 caracterís tica s 
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bioquímicas. Este trabajo ha sido sometido para su publicación 

en el International Journal of Bacterial Systematics de la ASM 

bajo el título "Two novel Rhizobium species nodulating Pha s e o­

lus vulgaris L. beans and Leucaena sp trees". 

Dentro del desarrollo de ambos trabaj os se implementaron 

técnicas moleculares para estudios de genética de poblaciones. 

Montamos las condiciones para secuenciar productos de doble 

cadena de peRo Este método permite la obtención prácticamente 

directa de secuencias de interés. En particular hemos secuen­

ciado fragmentos del gen que codifica para el rRNA 16S para 

determinar las relaciones filogenéticas existentes entre 

organismos. 

Parte de estos análisis se encuentran reseñados en los 

artículos incluidos en este trabajo. Recientemente, h emos 

analizado cepas de R. leguminosarum bv. phaseoli tipo 1 

basándonos en la estructura genética descrita por piñero et 

al. Estos resultados adicionales se encuentran descritos al 

final. 
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The genetlc structure oC a population oC nonsymblotlc Rhizobium leguminosarum strains was determined by 
tbe electropboretlc mobilities oC eigbt metabolic enzymes. Nonsymblotlc stralns were Isolated Crom the 
rbizospbere oC bean plants and cbaracterized by growth on differential media and at different tempera tu res, 
lotriosic aotiblotic resistances, the lack of homology to a nij1f probe, and tbeir ioability to form oodules on bean 
roots. AH tbe Isolales cluslered wilh R. leguminosarum by. phaseoll reference strains and did 001 encompass 
aoy olber Rhizobium taxa. Thelr rRNA operon restrlctlon fragment length polymorphlsms aod tbe nucleotide 
sequen ce of a fr agmeot of the 16S rRNA gene were also found to be identlcal to tbose oC R. leguminosarum by. 
phaseoll refe rence stralns. Wheo complemenled with ao R. leguminosarum by. pbaseoll symblotlc plasmid 
(p42d), tbe oonsymblotic Isolales were able to ftx oltrogen lo symblosis wlth bean root! at level! similar to tbose , 
of the parental straln . The symbiotlc isolates were found at a relatlve frequency oC 1 in 40 nonsymblotlc R. 
leguminosarum stralns. 

The bacteria of the family Rlrizobiaceae are characterized 
by their ability to interact w ith higher plants; thus, Agrobac­
terium spp. are able to form tu mors on plants and Rllizo­
bium, Bradyr/¡izobium, Sinor/¡izobium, and Azor/¡izobillm 
spp. can establish a symbiosis with the roots of legumes. 
These species have therefore been defined primarily on the 
basis of phenotypic characterislics such as by host range, 
colony morphology, growth on selective media, and certain 
metabolic attributes (14). The only exception to this rule is 
Agrobacterium radiobacter, which does not elicit any kind 
of cortical hypertrophy in plants but shares many of the 
chromosomal characteristics of Agrobacterium tumefaciens 
(14). 

In Rhizobium spp., most of the genes controlling nodula­
tion, host range specificity, and nitrogen tixation are located 
on large transferable plasmids called sym plasmids. In 
Rhizobium leguminosarum these plasmids can be lost spon­
taneously at a high frequency and can also undergo frequent 
rearrangements, resulting in loss of the symbiotic capacity 
(14,23) . 

The isolation of nonsymbiotic Rhizobium strains from soil 
has been described previously. Soberón-Chávez and Nájera 
(24) and Jarvis et al. (9) isolated straíns from soil that are 
chromosomalIy similar to R. leguminosarum. Both groups 
reported that when complemented wit h a sym plasmid; these 
isolates were able to establish an effective symbiosis ,with the 
host plant as determined by the plasmid. . 

In the present study, we isolated nonsymbiotic bacteria by 
using growth on selective media, growth at specific tempero 
atures, and intrinsic ant ibiotic resistances as se leetion erite­
ria. The genetic relatedness of the nonsymbiotic isolates to 
different Rhizobium strains was determined by multilocus 
enzyme electrophoresis and corroborated by restriction frag­
ment length polymorphism (RFLP) analysis of the rRNA 
operons. We sequenced a fragrn~nt of the 16S rRNA gene of 
three nonsymbiotic isolates and found that the sequences 
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were identical to Ihat of a symbiotic R. /eguminosanlm by. 
phaseoli slrain. We Ihen transferred an R. leguminosanlm 
by. phaseoli sym plasmid to eight nonsymbiotic isolales 
belonging to d ifferent phylogenetic clusters . The Iransconju· 
ganls acquired Ihe capacity to establish an effective symbi· 
osis wilh bean plants. 

MA TERIALS ANO METHOOS 

Bacterial strains. Reference strains are listed in Table 1. 
CelIs were grown in the folIowing media: peptone yeast 
medium (PY) (17), yeast mannitol medium (YM), and min i­
mal medium w ith laetose as the carbon sourcc (MM­
Lac; 10-7 g of FeCll ' ml - l , 2.3% [wtlvol] K2HP0 4 , 1% 
MgSO •. 7HzO, 1.5% CaCl2, 1% NH.NO), 0.2% lactose). 
When indicated, the folIowing antibiolics were added: kan a­
mycin (30 ILg , ml- 1), spectinomycin (100 ILg , ml- l ), 

nalidixic acid (100 IL&' ml- 1
), and cycloheximide (150 

ILg. ml - l ). 

Isolatioo oC soil bacteria. Six-week-old nodulated bean 
plants were harvested from a field in Tepoztlán, Morelos, 
Mexico. Beans have be en cultivated at that si te for the last 
50 years in rotation with maize and without the addit ion of 
fertilizers. The root systems of 10 plants were placed in 
50-mi sterile culture tubes containing 25 mI of a mixture of 10 
mM MgS04 and 0.01% (voVvol) Tween 40. Tubes were 
allowed to stand at room temperature for 30 min and then 
were vortexed for 10 mino The root system was then re­
moved, and the suspension was left to sediment for 1 h. 
Aliquots (0.1 mI) were plated on PY containing nalidixic acid 
and cycloheximide and on MM·Lac containing na lidixic acid 
and cycloheximide. The plates were incubated at 30·C until 
colonies appeared (72 h). A total of 2,(11)0 isolates from the 
MM-Lac plates and 500 from the PY pI ates were tes ted tor 
their abilities to grow at 37°C in PY and MM·Lac and at 30·C 
in LB medium. Only 295 strains which grew exclusively at 
30·C on PY and MM-Lac were preserved. These isolates 
were found at different frequencies on MM-Lac and PY (14 
and 3%, respectively). They were further analyzed fo r their 
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Bacteria! strain or plasmid 

Nonsymbiotic isolates 
CFN40l to CFN478 

R. leguminosarom by. phaseoli type 1 
VSOOl to VSOlO 
CFN42 
CFN3 
CFN285 
BRA8 
VikingI 
Nitragin-825l 
CFNX78 
CFN200l 

R. leguminosarom by. phaseoli type 1I 
CFN299 
ClAT899 
C05-35 
C05-1I . 
UMR1063 
AD822 

R. leguminosarom by. viciae 
USDA2337 
USDA2434 
USDA2443 
USDA2479 
USDA2489 

R. leguminosarom by. triColii 
USDA2046 
USDA2048 
USDA2l52 

R. meliloti 
SU47 
Rme2 
Rme7 
GR037 
GR4 

R. loti 
NZP2037 

S. fredii 
USDAl91 
USDA193 
USDA2l4 
HHOO3 
HHI03 

A. tumefaciens 
CS8 
A348 

E. coli 
HBl01 

Plasmids 
pCQ152 
pKK3535 
pRK2013 
cos309 

TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study 

Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 

Relevant characteristics 

Tn5 ¡nsertion on p42d 
CFN42 deriva tive cured oC sym plasmid (p42d) 

Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 
CIAT899 derivative cured oC sym plasmid 

Wild type 
Wild type 
Wi ld type 
Wild type 
Wild type 

Wild type 
Wild type 
Wild type 

Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 

Wild type 

Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 
Wild type 

Wild type 
Wild type 

nifH probe 
rRNA operon probe 
Mobil ization helper 
30-kb chromosomal Cragment Crom CFN42 
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ability to produce mucous growth on YM piates and to 
produce yeUow coloring in YM- 0.0025% bromothymol blue 
(YM-BB) plates; 90% of the isolates produced mucouS 
growth on YM, and only 27% produced a yeUow coloring on 
YM-BB, as did control R. leguminosarum by. phaseoli 
CFN42 and CFN285. We selected 85 isolates for further 
analysis. 

Preparatlon of Iysales. Isolates were grown overnight o n 
an orbital shaker al 200 rpm in 30 mI of PY at 30·C. Cells 
were harvested by centri fugation at 7,500 x g for 10 min at 
4°C. After suspension in 2 mI of 10 mM MgS0 4 , the bacteria 
were sonicated twice for 30 s with a 30-s rest in an MSE 
sonifier with a microtip al 50% pulse; ice cooling was used 
during the procedure. The Iysates were then stored at 
-70·C. 

Multilocus enzyme eleclrophoresis. Starch gel electropho­
resis and the selective staining of enzymes were done as 
described by Selander et al. (21). The following enzymes 
were assayed: alcohol dehydrogenase, NAD-malate dehy­
drogenase, isoeitrate dehydrogenase, glucose 6-phosphate 
dehydrogenase, xanthine dehydrogenase, leucine dehydro­
gen ase (LDHl), Iysine dehydrogenase , and indophenol oxi­
dase. The electrophoretic buffer system for all enzymes was 
Tris eitrate (pH 8) (22), except that for LDH2, the borate (pH 
8.2) system was also used. Sorne species (aU except R. 
leguminosanlm ) gave a much better reactíon under these 
conditions. LDH electromorphs (ETs) were determined in 
both kinds of gel s and were considered to be isozymes, not 
aUeles, depending on the buffer system used. 

Distinctive mobility varian ts (ETs) of each enzyme, num­
bered in order of decreasing anodal mobility, were equated 
with alleles at the corresponding structural gene locus, and 
the ET patterns were cons idered to be multilocus genotypes 
(Table 2). 

From allele frequem;ies for ETs, the genetic diversity fo r 
an enzyme locus was calculated as 

h = (1 - Ix?) [n /(n - 1)) 

where X¡2 is the frequency of the i th allele and n is the 
number of ETs. The Mean genetic diversity per locus (H) is 
the arithmetic average of h values for the nine loei (22). The 
genetic distance between each pai r of ETs was estimated as 
the proportion of loei at which dissimilar alleles occurred 
(mismatches); c1ustering from a matrix of pairwise genetic 
distances was performed by the U PGMA method of Nei and 
Li (16). 

Filler blot bybridlzatioD. DNA purificat ion, digestion, and 
hybridization procedures were carried out as described by 
Flores et al. (7). The presence of nifH in the iso lates was 
determined by hybridization of EcoRI digests of total DNA 
blo tted on nylon membranes and probed with plasmid 
pCQ152, which carries a 0.3-kb SalI fra gment of-the R. 
/eguminosarum by. phaseoli CFN42 nifHa gene (20). 

Derivatives were traced and verified by their cos309 
EcoRI RFLP; the cos309 carríes a 30-kb chromosomal 
fragrnenl of strain CFN42 c10ned in the EcoRI site of cosmid 
pLAFR1 (17). 

The RFLPs of the rRNA operons were determined by 
hybridization of to tal DNA Sau3A digests probed with 
plasmid pKK3535 (3). This plasmid carríes a 7.5-kb BamHI 
fragment containing the Escherichia coli ""B operon cloned 
in plasmid pBR322. 

Relative levels of hybridization were estimated by using a 
modificalion of the Southem blot procedure as follows. 
DNA concentration was estimated spectrophotometricalJy 
at 260 nm. Total DNA digested with EcoRI was electro-
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phoresed in 1% agarose gels, and DNA amounts in gels were 
further verified by transmittance scanning densitomelry of 
acetate photographs . DNA was blotted on nylon filters and 
hybridized at 65·C with [32p]DNA at high speeific activity 
(108 cpm/lLg). Autoradiography was carried out overnight al 
-70·C, and then filter lanes were cut and counted in a 
Beckman scintillation counter. The percentage of total ho­
mologous recombination was calculated for each strain 
tested. 

Nudeotide sequence of 16S rRNA genes. The nucleo tide 
sequence of the 16S rRNA genes was determi ned by directly 
sequeneing double-stranded polymerase chain reaction 
products with Sequen ase 2 (U.S. Biochemical Corp.). A 
region of 491 bp corresponding to nucleotides 872 through 
1363 of the A. tumefaciens 16S rRNA gene was ampl ifie d by 
using the GenAmp DNA Amplification Reagent Kit (Perkin­
E lmer Cetus) with a 28-mer (CCGCACAAGCGGTGGAG 
CATGTGGTTT A) and a 30-mer (CTTGT ACACACCGC 
CCGTCACACCATGGGA) as primers. The reaction was 
carried out as specified by the manufacturer in 30 tempera­
ture cycles as follows: 30 s at 95·C for denaturation, 30 s at 
55·C for primer annealing, and 3 min for polymerization at 
n·c. The polymerase chain reaction products were.puri fied 
by using QIAGEN Tip 20 minicolumns and the method 
suggested by the manufacturero Direct sequencing wi th 
Sequen ase was carried out by the method of Casanova et al. 
(5). 

TraDsfer of Ihe R. leguminosarum by. pbaseoli p42d sym 
plasmld lo nonsymbiotlc isolates. Spontaneous Spr deriva­
tives of the nonsymbiotic isolates were used as recipients in 
tri parental ma tings with strain CFNX78 as the p42d donor 
and E. coli HB101(pRK2013) as the mobilization he lper (2, 
23). T ransconjugants were selected by their abil ity to grow 
on PY containing spectinomycin, kanamycin, and nalidixic 
aeid. The transconjugants were authenticated by their nifH 
and cos309 RFLPs. 

Bean nodulatlon and Ditrogen fixatlon assays. Bean (Phase­
olus vulgaris L. ev. Negro Jamapa) nodulation assays and 
nitrogen fueation determination by the acetylene reduction 
assay were carried out as described previously (13). 

RESULTS 

IdentificatloD of Donsymbiotic R. leguminosarum. Soil bac­
teria were isOlated from the rhizosphere of bean plants and 
characterized by growth on differential media and at d if­
ferent temperatures. A lO tal of 85 isolates having similar 
growth characteristics to a wild-type Rhizobium leguminosa­
rum by. phaseoli type 1 strain were chosen. The selected 
strains were examined by Southern hybridizalion for their 
ability to hybridize to a nitrogenase reductase-specific (n ifH) 
probe (pCQ152). Only 2 of the 85 strains showed any 
homology to the nifH probe. These two strains proved to be 
R. leguminosarum by. phaseoli, as they were able lo nodu­
late and fue nitrogen in symbiosis with bean plants (data not 
shown). The other 83 strains did not nodula te beans. 

Genctic dlversity or nonsymblotlc Isolates. Two types of R. 
leguminosarum by. phaseoli strains have been previously 
defined among s trains isolated from bean nodules (2, 13), 
coiresponding essenlially 10 two different symbiotic plas. 
mids. Type 1 strains have multiple copies of nitrogenase nifH 
genes (12, 17) and a narrow nodulation host range (2). Type 
11 strains have a single copy of the ni! genes and nodulate 
Leucaena spp. (2, 12). To establish whether these isolates 
were properly nonsymbiotic R. leguminosarom strains, we 
analyzed Ihe gene!ic diversity oC our sample together with 



PAGE 
d SEGOVIA ET AL. A!'PL. ENVIRON. MICROBIOL. 

TABLE 2. AlIele profiles at nine enzyme locí in no ETs TABLE 2-Continued 

No. of slleles 1I indicltcd enzymc locuso: No. oC alleles al indicated enzyme locus· : 
ET ET 

MDH IDH G6P XDH LDHl LYD LDH2.· AOH IPO MDH IDH G6p XDH LDHl LYD LDH2 ADH 11'0 

1 5 5 2 2 5 5 _b 5 5 67 4 5 1 3 6 6 7 5 
2 5 5 3 2 5 5 5 5 68 4 5 1 3 5 6 5 5 
3 5 5 2 3 5 5 5 5 69 5 4 2 2 6 5 8 5 
4 5 5 2 1 5 6 5 5 70 5 4 3 2 6 5 5 5 

5 5 5 2 2 5 6 5 5 71 5 5 2 2 6 5 6 5 
6 5 4 2 2 5 7 5 5 72 4 5 1.5 2 6 5 5 5 
7 5 6 2 4 5 4 5 5 73 4 5 2 2 6 5 5 5 
8 4 4 2 1 5 6 5 5 74 6 5 1 2 6 5 5 5 
9 5 4 2 1 5 6 5 5 75 4 5 1 2 6 5 4 5 
10 9 4 2 1 5 5 5 5 76 4 5 1 2 6 5 6 5 
n 5 4 2 1 '6 5 5 5 77 4 5 1 2 5 5 6 5 
12 5 4 1 1 6 6 5 5 78 8 1 1 2 6 4 5 5 
13 5 4 2 1 6 6 5 5 79 5 5 1 2 6 4 5 5 
14 5 4 2 3 5 6 6 5 80 4 4 2 3 6 5 5 5 
15 5 4 2 2 5 6 6 5 81 6 5 2 1 6 5 5 5 
16 5 2 2 1 5 6 6 5 82 6 5 1 1 6 6 5 5 
17 4 4 2 2 5 6 6 5 83 6 6 1 1 6 6 5 5 
18 4 4 2' 2 5 5 6 5 84 4 5 2 1 7 4 6 5 
19 4 7 2 2 5 5 6 5 85 5 5 2 1 5 4 4 5 
20 7 4 3 2 5 5 6 5 86 4 6 7 4 6 5 7 5 
21 5 5 1 2 5 5 6 5 87 3 6 6 4 6 5 ~ 5 
22 5 5 3 2 5 5 6 5 88 3 6 7 4 6 5 8 5 
23 5 5 1 2 7 5 6 5 89 3 6 7 4 6 6 7 5 
24 5 4 1 2 7 5 6 5 90 4 7 7 4 5 5 7 5 
25 5 6 1 2 5 5 5 5 91 7 7,5 1.5 4 7 4 7 5 
26 5 4 1 2 5 5 5 5 92 9 7.5 2 3 7 6 7 5 
27 5 4 1 2 5 5 6 5 93 8 7 1 4 7 5 7 5 
28 6 6 1 2 5 5 6 5 94 7 7 1.5 4 7.5 6 6 5 
29 5 5 1 1 5 5 6 5 95 7 7 1 3 7 4 6 5 
30 5 5 1 1 5 5 4 5 96 7 7 2 4 6.5 4 6 5 
31 5 9 1 1 5 5 6 5 97 7 6 2 3 6.5 4 5 5 
32 5 6 1 1 5 5 6 5 98 7 6 4 3 6.5 4 4 5 
33 5 5 1 1 5 6 6 5 99 6 3 2 3 6 6 8 6 
34 7 5 1 1 5 5 5 5 100 7 2 2 3 6 5 9 6 
35 5 5 1 1 5 5 5 5 101 7 2 3 3 7 5 8 7 
36 5 5 1 1 5 4 5 5 102 8 3 3 4 7 5 8 7 
37 5 6 1 1 6 6 6 5 103 8 2 3 3 6 6 9 7 
38 5 6 1 1 5 6 6 5 104 3 2 3 3 6 6 8 7 
39 4 6 1 1 5 6 6 5 105 3 3 4 3 6 5 5 ' 7 

40 6 5 1 2 5 6 5 5 106 4 2 4 3 6 5 9 7 
41 6 5 1 2 5 6 6 5 107 4 2 4 2 6 5 6 7 
42 4 5 1 2 5 6 6 5 108 4 2 4 3 6 5 6 7 
43 4 5 1 2 5 4 5 5 109 7 6 7 5 7 7 5 6 

44 5 4 1 2 5 6 6 5 110 7 6 7 5 7 7 6 6 
45 5 4 1 2 5 6 5 5 
46 6 4 1 2 5 6 5 5 

• Abbreviations: MOH, NAO·malate dehydrogenase; IDH, isocitrate de· 

47 6 4 1 2 5 6 6 5 
hydrogenase; 06P, glucose·6-phosphate dehydrogenase; XOH, xan thine de· 

48 5 4 1 2 6 6 6 5 
hydrogenase; LOHI, leucine dehydrogenase in Tris citrate (pH 8) ; LYD, 
Iysine dehydrogenase; LOH2, leucine dehydrogenase in the borate (pH 8. 2) 

49 4 4 1 1 5 5 7 5 system; ADH, alcohol dehydrogenase; 11'0, indophenol oxidase. 
50 4 4 3 1 5 5 7 5 b _, No detectable activity in this buffer system. 
51 4 4 1 1 5 5 6 5 
52 5 4 1 1 5 5 5 5 
53 5 4 1 1 7 5 5 5 
54 4 4 1 1 7 5 5 5 bona fide R. legllminosarnm by; phaseoli type 1 stra ins. 
55 8 4 1 1 6 5 5 5 Several straíns were ísolates from the same fi eld collected at 
56 5 4 1 1 6 5 7 ., 5 the same time from nodules found on the roots of the bean 
57 5 5 1 1 6 5 7 5 plants, and others were reference strains from our collection 
58 5 7 2 1 6 5 7 5 (Table 1). To establish whether the isolates belonged exc\u-
59 5 4 1 3 6 5 6 5 sívely to R. leguminosarnm by. phaseoli type 1 strains or 
60 5 4 3 1 6 5 6 5 whether they could be other Rhizobium species, we incor-
61 5 4 1 1 6 5 6 5 
62 5 4 1 1 7 6 7 5 

porated ísolates of other biovars or species: R. leguminosa· 

63 5 5 1 3 7 6 6 5 T1~m by. phaseoli type II (12), R. leguminosarnm by. viciae, 
64 5 5 1 2 7 6 7 5 R. leguminosarnm by. trifolii, R. meli/oti, R. loti, Sinorhizo· 
65 5 5 1 2 6 6 7 5 bium fredii, and A. rumefaciens. 
66 4 5 1 1 5 6 7 5 Cluster analysis of the ETs showed four defined divisions, 

Continued 
1 (ETs 1 to 85), II (ETs 86 to 98), III (ETs 99 to 108), and IV 
(ETs 109 and 110) (Fig. 1). AH the nonsymbiotic isolates 

-
I 
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ET ST~AlN 
1 VSOOI.CF~~I 
2 Cr~~2" 
3 vSOO2 
4 cr>l~3 
5 e~A-8 
6 cr>l404 
7 cr>l~5 
e CF>I~ 
9 Cr>l40 7 
10 cr>l408 
11 U>l409 
12 C'>l4 10 
13 Cr>l411 
14 Cr>l412 
15 crN413 
" "Nle5 
17 cn~414 
18 ">1415" 
19 C'>l416 
20 CFN417 
21 UN4111.Cf>l419 
Z2 VS003 
23 CF>l420 
24 C'>l42 1 
25 Cr>l42Z 
H ">1423 
27 C'>l424 
28 C'>l425 
29 C '>l4Z6~ CF~421, CfN421 
30 CF>l42 
31 C'N429 
32 CrN430 
33 V~ 
34 CrN431 
35 CfN432 
36 V~ 
37 CFN433 
36 CfN434 
39 CFN435 
~ C'N436 
41 CfN437 
42 CfN438 
43 Cf>l4,," 
64 CfN44Q 
45 CfN441 
46 cr~44Z 
47 crN443 
48 CrN44<4 
~ l/SOO6, CrN 445 
50 '1,,,- 8251 
5\ efN446,CfN4<47 
5Z VS007 
53 erN648 
~ eFN64," 
55 eFN450 
56 erN451 
57 CfN45Z 
58 CFN453 
59 erN4~ 
80 CfN455 
61 erN456 
62 crN457 
83 CrN458 
64 Cf N459 
65 c rN4EO· 
M CrN461 
67 Cr N46Z 
68 e'>l463 
69 C'>I", 
70 e'N465 
TI VSOOII. CFN4M 
n CFN467 
n e'>l468 
74 cr>l469" 
75 Cr>l410 
16 C'>l471 
77 Cr>l411 
18 CFN47l 
79 er>l474 
80 "~415 
81 VSOO9 
82 CfN416 
83 Cf>l411 
... ef~41,· 
85 VSOIO 

86 e05-11 
81 e05-35 
e8 U"'A 11 63 
89 CF~299 
90 CFNe99 
91 USOA24e9 

;~ ~~g!m; .... 
94 US0A2479 
9S USOA2337 
96 USOA2048 
91 USOA2046 
ge USOA2152 
99 USOAI91 
100 .... 003 
101 USOA193 
102 "" ' 03 
103 USOAZ I4 
IQ4NZP2037 
105 GR031 
106 Rmt7 
107SU41 
loe_Z.GA4 
109 &348 
1'0 C5. 
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TABLE 3. Genetic diversity at nine enzyme loci among ETs 

Characterlstlcs 0(: 

Enzyme 110 ETsb 38 ETs< 

locus· No. No. Genetic 
o( Genetic o( dive rsity 

diversity (h) alleles alleles (h) 

MDH 7 0.723 6 0.592 
IDH 9 0.762 7 0.558 
G6P 6 0.663 4 0.525 
XDH 5 0.728 4 0.589 
LDHl 5 0.739 3 0.556 
LYD 4 0.633 4 0.574 
LDH2 3 0.978 O 
ADH 6 0.704 5 0.643 
IPO 4 0.272 1 O 

Mean 5.4 0.689 4.5d 0.504d 

• Abbreviations are as in Table 2, (ootnote a. 
b Represented by the total sample of 121 isolates eltamined. 
< Represenled by division 1, the R. I~guminosarum bv. phaseoli type I 

cluster. 
ti Means were calculated without taking LDH2 into account. 

were enclosed in division I with a genetic distance of 0.6. 
This division also included all the R. leguminosarum by. 
phaseoli type I strains. Cluster I was separated from all the 
other divisions at a genetic distance of at least 0.73. The 
outermost group, division IV, at a distance of 0.81, was 
fo rmed by the A. tumefaciens strains; division I1I , at 0.78, 
was composed, on one extremity, of the R. meliloti strains 
forming a tigh t cluster at 0.4, and on the other, the single R. 
loti strain separated 0.67 from the S. [redii strains in a 0.59 
cluster. Division 11 exhibited the most diverse composition: 
one cluster formed by the three R. leguminosarum bv. tri folii 
strains and three of the R. leguminosarum by. viciae strains 
at gene tic distance of 0.63 divided by 0.67 of a second 
cluster made up oC the remaining R. leguminosarum bv. 
viciae strains and the R. leguminosarum by. phaseoli type II 
strains. 

In this analysis, aH enzymes assayed were polymorphic, 
with allele frequencies (h) ranging from 0.272 to 0.978 for 
indophenol oxidase and LDH2, respectively (Table 3), and a 
mean genetic diversity for the whole collection of H = 0.689, 
including all species. In estimations of the genetic diversity 
of division I only (Fig. 1), theRhizobium leguminosarum by. 
phaseoli cluster, indophenol oxidase became monomorphic, 
as reported by Eardly et al. for R. meliloti (6), and LDH2 
was not measurable as it was not present in this cluster 
(Table 3); the mean gene tic diversity was H = 0.504, which 
is slightly lowe~ than the 0.615 value found by Piñero et al. 
for a collection of R.. /eguminosarum by. phaseoli type I 
slrains (19). . 

Ribosomal bybrldizatloD RFLPs. Eight nonsymbiotic iso­
lates (strains CFN402, CFN415, CFN426, CFN439, CFN 
449, CFN460, CFN469, and CFN478) belonging to the main 
groups found on the gene tic distance tree in division 1 were 

FIG. 1. Genetic relatedness among 110 ETs of RJ¡~obium spp. 
and nonsymbiotic isolates based on eleclrophorelically detectable 
allelic variation at nine enzyme loci (Table 2). Strains used in rRNA 
operon RFLP analysis, sym plasmid transfer, and DNA relative 
hybridization are marked with an aSlerisk. J, 11, Ill, and IV 
correspond lo Ihe divisions as defined in Ihe texto 
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FIG. 2. Hybridization patterns of Sa1l3A-digested total DNA of 

eight nonsymbiotic isolates and six R. /egllminosanlm by. phaseoli 
reference strains probed with plasmid pKK3535. Lancs: 1, CFN402; 
2, CFN415; 3, CFN426; 4, CFN439; 5, CFN449; 6, CFN460; 7, 
CFN469; 8, CFN478; 9, CFNX78. 

selected for RFLP analysis of the rRNA operons. Total 
DNA Sau3A digests were blotted and hybridized with plas­
mid pKK3535. The hybridization pa ttern foun d in the non­
syrnbiotic isolates is the same than that of R. leguminosamm 
by. phaseoli type 1 strains (Fig. 2). 

Nucleotlde. sequeDce oC tbe 16S rRNA gene. Double­
stranded polyrnerase chain react ion products of a fragment 
of the 16S rRNA gene from three nonsymbiotic isolates 
(CFN426, CFN439, and CFN460) and from the wild-type 
strain CFN42 were sequenced as desc¡'¡bed in Materials and 
Methods. The sequenced region encompasses a zone of 
yariation among species (15). All proved to be identical in 
the 356-bp sequence (Fig. 3). 

DNA homology amoDg DODsymbiotic isolates. To estimate 
DNA sequen ce similarity coefficients, we measured the tota l 
DNA homologous hybridization perceritage of the eight 
nonsyrnbiotic isolates probed wi th 32P-Iabeled total DNA 
from strains CFN2001 and AD822, two derivatives cured of 
their syrnbiotic plasmids belonging to R. leguminosarum bv; 
phaseoli types 1 and n, respectively. AlI the R. leguminosa­
rum by. phaseoli type 1 strains, as weIl as the nonsymbiotic 
isolates, have a similar re la tive hybridization percentage 
(s59%) to strain CFN2001 (Table 4) . The two R. legumi­
nosarum by. víciae and trifolU strains, USDA2337 and 
USDA2048, have, respectively, 48 and 49% of homology to 
strain CFN2001. The R. /eguminosarum by. phaseoli type II 
strain CIAT899 and R. meliloti SU47 both have low leyels of 
homology to strain CFN2001 (28 and 26%, respectively). Al! 
strains have low homology leyels to the R. leguminosarum 
by. phaseoli type n strain AD822, except for its parent strain 
CIAT899 (Table 4). 

Symblotlc efl'ectlveDess oC nonsymbiotic derivatives carrying 
a sym plasmld. The symbiotic plasmid of R. leguminQ.sarum 
by. phaseoIí type 1 strain CFN42 (p42d) was transferred to 
spontaneous Spr derivatiyes of the eight nonsymbiotic iso-
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10 20 30 40 50 
I I I I I 
I I I I I 

1 CTGCAGAGAT GCAGGGGTTC TTCGGGACCG GCACACAGGT GCTGCATGGC 

51 TGTCGTCAGC TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC 

101 AACCCTCGCC CTTAGTTGCC AGCATTTGGT TGGGCACTCT AAGGGGACTG 

151 CCGGTGATAA GCCGAGAGGA AGGTGGGGAT GACGTCAAGT CCTCATGGCC 

2 0 1 CTTACGGGCT GGGCTACACA CGTGCTACAA TGGTGGTGAC AGTGGGCAGC 

251 GAGCACGCGA GTGTGAGCTA ATCTCCAAAA GCCATCTCAG TTCGGATTGC 

JOl ACTCTGCAAC TCGAGTGCAT GAAGTTGGAA TCGCTAGTAA TCGCGGATCA 

J5 1 GCATGC 

FlG. 3. Nucleotide sequence of an R. /eguminosanlm by. phasc­
oli 16S rRNA gene fragmento 

lates in triparental matings with strain CFNX78 as the donor 
and E. colí HB101(pRK2013) as the mobil ization he lper. 

Bean plants, four per strain, were inocul ated with the 
transconjugants, and 2 weeks after inoculation nitrogen 
fixa tion levels were determined by the acetylene reduction 
assay. Under our condit ions, aIl plants were nodulated and 
the leyels of nitrogen fixation were comparable to those of 
the parental wild-type strain CFNX78 (data not shown). 

To verify that the nodules had indeed been formed by the 
transconjugants, three nodules from each plant were surface 
sleri lized and crushed on PY plates devoid of any antibiotic . 
Twenty isolated colonies from each nodule were tested for 
their resistances to kanamycin, spectinomycin, and nalid ixic 
acid. Al I colonies lesled were Spr, Kmr, and Nal'. Strains 
were fur ther authenticated by their nifH and cos309 EcoRI 
RFLPs (Fig. 4). 

DISCUSSION 

Gene tic relatedness oC the nonsymblotic Isolates. We report 
here the isolation from soil of a population of nonsymbiotic 
R. leguminosarum strains. These strains were selected by 
their ability to grow in different media (PY, YM, and 
MM-Lac) supplemented with nalidixic acid at 30°C and the ir 
inab ili ty to grow at 37·C or in LB medium. These are traits 
known lo be common to aIl R. leguminosarnm by. viciae , 
trifolii, and phaseoli type 1 stra ins. This screening elimi na tes 
strains belonging to different Rhízobium species; for instance 
the R. legumínosarum by. phaseoli type n stra ins are 
capable of growth at 37·C and in LB (11), sorne Brazilian 
type 1 isolates can also grow at 37°C but not in LB, and not 
all R. meliloti strains are Nal'. 

The genetic structure of this collection, as determined by 
the MLEE data, shows that the nonsymbiotic strains are 
c1ustered with the R. leguminosarnm bv_ phaseoli type 1 
strains. The DNA sequence similarity coefficie nts of the 
nonsymbiotic strains were determined by hybridizing, under 
high-stringency conditions, blotted total DNA with labeled 
total DNA from strains cured of their symbiotic plasmids. 

TABLE 4. Rela tive levels of DNA-DNA hybridization at 65·C' 

Sour~ oC 
% Homology [Q prob~ sourc~ for slrainb

: 

probe: CFN CFN CFN CFN CFN CFN CFN CFN NIT- CFN BRA CFN USDA USDA CIAT SU 
402 415 426 439 · 449 460 469 478 8251 285 8 42 2048 2337 899 47 

CFN2001 6S 63 84 73 69 6S 60 59 77 63 62 100 49 48 28 26 
AD822 15 17 18 14 15 17 18 20 16 17 20 18 25 23 100 15 

• See: telct tor details. 
~ Strain phcnotypcs and specic$ are: describcd in Tablc 1. 
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FIG. 4. RFLPs of EcoRI-digestcd total DNA of eight transcon­
jugants of nonsymbiotic derivatives carrying the p42d sym plasmid 
and R. leguminosa mm by. phaseoli CFNX78. (A) Hybridization 
paUem with cos309 as the probe. (8 ) Hybridization paUern with 
pCQ1S2 as the probe. Lanes: 1, CFN402; 2, CFN415; 3, CFN426; 4, 
CFN439; 5, CFN449; 6, CFN460; 7, CFN469; 8, CFN478; 9, 
CFNX78. 

These strains were used as probes to minimize the signals 
due exc1usively to the sym plasmids, which would artificially 
enhance the hybridization levels of symbiotic strains com­
pared with the nonsymbiotic isolates. The rela tive levels of 
homology also group the nonsymbiotic isolates with the 
reference R. leguminosarom by. phaseoli type I strains. 
These data are in accordance with previous studies of other 
genera of bacteria, In which it has been shown that the 
estimates of genetic relatedness of strains obtained by 
MLEE and by DNA-DNA hybridization are strongly corre­
lated (21). Furthermore, the nonsymbiotic isolates and the 
R. leguminosarom by. phaseoli type 1 strains have identical 
ribosomal hybridization patterns and identical nuc1eotide 
sequen ces in a fragment of the 16S rRNA gene. These data, 
taken in conjunction, strongly indicate tha t the nonsymbiotic 
isolates are indeed R. leguminosarom, even though they are 
incapable of establishing a symbiosis with the plant. 

Taxonomy oC Rhizobium species. The different divisions 
found in our analysis refiect the taxonomy as defined in the 
current Rhizobium systematics, apart the Cact that the R. 
leguminosarom by. phaseoli type 1 strains seem to form a 
detached division from R. leguminosarom by. viciae and 
trifolii and from R. legumínosarum by. phaseoli type II (12). 
This is supported by the observation that the most diverse 
group in the R. leguminosarum species is that of the biovar 
phaseoli (19). Piñero et al. found a 0.691 level of mean 
genetie diversity for R. leguminosarum by. phaseoli, which 
led them to propose that this species was a polyphyletie 
assemblage oC genetic lineages (19). The relative hybridiza-
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tion levels to the R. leguminosarum by. phaseoli type n 
strain suggest that type II strains eould belong to an inde­
pendent lineage from that of R. leguminosarom by. viciae, 
trifolii, and phaseoli type I. So far, nonsymbiotie isolates 
have been isolated only in the last three species. It remains 
to be seen whether nonsymbiotie isolates belonging to other 
Rhizobium species ean be isolated. For instanee, the symbi­
otie information resides in nontransmissible megaplasmids in 
R. meliloti, and so far these have not been eured in any strain 
belonging to this specics. 

Ecologlcal relevance oC the nonsymblotlc R_ leguminosarum 
stralas. Rhizobium species are common inhabitants of soils. 
A measure of their adaptation is the persistence of strains in 
soi l in the absence of their host plants. 

When complemented with a sym plasmid, nonsymbiot ic 
strains are indistinguishable from the symbiotie s trains be­
cause they have the same metabolic characteristies and are 
capable of fixing nitrogen in symbiosis with beans (data not 
shown). Although the nitrogenase activities and nodule 
numbers are comparable to those obtained with a control 
strain under our laboratory conditions, we do not know 
whether these strains have the same competitive abilities as 
the natural symbiotic strains for nodulation in the ~iI. The 
generation of new symbiotie strains with new adaptative 
traits thus would also depend on the potential for la te ral 
transfer of genes. Interstrain plasmid transfer seems to be a 
rather commoo phenomenon in Rhizobium species, although 
its frequency in soil seems to be much lower than that 
determined under laboratory eonditions (4, 8). The natural 
occurrence of interstrain plasmid transfer is substantiated by 
inconsistencies found by grouping strains under plasmid 
genotypes defined by RFLPs and under chromosomal geno­
types defined by either RFLPs or MLEE (10, 21, 26). 

In our screening we found a ratio of 1 symbiotic strain to 
40 nonsymbiotie strains. The true proportion may very well 
be higher beeause we cannot reject the possibility that the 
symbiotic strains escaped from the nodules in the roots fram 
which we isolated our strains . This ratio could vary as a 
function of the time and method of sampling and the prevail­
ing condit ions in the soil. 

Because the genus Rhizobium is defined by an ability to 
establ ish a symbiosis with the roots of legumes, nonsymbi­
olic iso la les, although chromosomally idenlical, are ex­
eluded. As other aUlhors have already pointed ou t, a biolog­
ically meaningful c1assification of the genus Rhizobium 
should be based on allelie variation in ehromosomal genes 
rather than on plasmid-encoded phenotypes (6, 19). The 
inelusion of no nsymbiolic strains in the phylogeny of Rhizo­
bium species provides a new framework for the understand­
ing oC the evolutionary history of the bacterium-plant inter-

. ac.tion. To further understand the ecology of Rhizobium 
species it will be necessary to take into account the existence 
of these apparently abundant nonsymbiotie Rhizobium spe­
cies and their part icipation in the generation of new symbi-

. otie strains wi th different adaptative traits. 
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ABSTRACT 

Two novel Rhizobiurn species nodulating P. 

vu l garis L. bean and Leucae na sp.p are proposed on 

the bases of rnultilocus enzyrne electrophoresis, 

DNA-DNA hybridization, ribosomal DNA organization, 

partial sequence of 16S ribosornal DNA and 

phenctypic characteristics. Both species were up 

to now considered as R. legum inosarurn by. pha seoli 

(type 1 1 strains), and recogn ized by their charac­

teristic host range (which includes Leucaena spp) 

and nif gene organization. In contrast to R. 

legurnin o sarum by. phaseoli strains these new 

species are stable for syrnbiotic properties. They 

are tol e rant to high t emperatures and to acid con­

ditions. In addition type IIB strains are 

naturally resistant to high levels of antib i otics 

and type I IA strains are non-motile bac t eria. 
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Rh i zobium species are root nodule bacteria of 

leguminous plants. Rhizobia nodulating pea, clover 

and bean (R. vulgaris L.) have been clustered in a 

single spe cies called R. leguminosarum with three 

different biovars viciae, trifolii and phaseoli 

(28) . These biovars seern to correspond to the 

different symbiotic plasmids encoding distinct 

nodu l ation specificities. Nevertheless 

heterogeneity in Rhizobiurn leguminosarurn bv. 

phaseoli has b e en frequently reported by different 

criteria as protein patterns (49), antibiotic 

resista nce (2), serological typing (48), multi­

locus enzyme electrophoresis (44), DNA-DNA 

hybridization (11, 25), plasmid profiles (36), and 

exopolysacharide structure (68). 

We have previously distinguished two dif­

ferent ty pes among isolates from bean nodules, and 

ha ve shown that they correspond e s sentia l ly to two 

d i fferent symbiotic plasmids (35,37,38). Type 1 

stra i ns have multipl e copies of nitrogenase n if H 

genes (38,45), a narrow nodu l ation host range, and 

hybridize to the psi (polysaccharide inhibition) 

gene orig i nally described in a R. leguminosa rum 

bv. ph a seoli strain (3). Type 11 strains have 

single copies of nif genes and they nodula te 

Leucaena spp (35,38). 
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Type 11 strains have received attention be­

cause their symbiotic plasmids promote an effec­

tive and completely differentiated symbiotic 

process when transferred into Agrobacterium 

tumefaciens recipients (5,37). Type 11 strains 

have also been found to be 

retaining their symbiotic 

genetically stable, 

plasmid e ven after 

prolonged incubation at high t e mperatures 

Sorne are heat tolerant (30), acid and aluminum 

resistant (9,24,29,60) . The nodulation genes from 

one of these strains have b e en cloned (62), and a 

sequence in type 11 strains involved in indole­

acetic acid product i on is presently being charac­

terized (unpublished). Recently, the chemical com­

position and structure of the extracellular 

polysaccharides (EPS) from one type 11 strain has 

b e en shown to differ from that of type 1 isolates 

(M. Megias, personal communication). 

Interstrain competition for bean nodule oc­

cupancy has been tested using few type 11 strains 

in compa r i son to type 1 strains. For the condi-

tions tes t ed
J 
~ type 1 1 strains used were found 

to be less competitive than type 1 strains, in 

agreemen t to the fact that type 11 strains are 

less frequ en tly encountered in bean nodules ( 38 ) • 

Nod ule occupancy can be enhanced under acid condi-
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tions (46,61). 

To d e fine the taxonomic position of type 11 

strains and the genetic relatedness of strains 

nodulating f. vulgaris we ha ve analyzed 64 type 11 

strains from different geographical origins and 

compared them to other species. 

Multilocus enzyme electrophoresis has long 

been a standard method in systematics (43), and is 

perhaps the best approach in large scale stud i es 

to estimate the genetic diversity and structure of 

reldted populations (54,65,66). It provides a 

framework fer the analysis of phenotypic charac­

teristics and for DNA-DNA hybridization studies to 

further d e fine species limits. Multilocus enzyme 

electrophoresis set the basis for the identifica­

tien o f two previously undescribed species con­

sidered among Legionell~ pneumoph i la strains (55), 

and also allowed the identification of a distinct 

group of bac t eria that was previously undistin­

guished from ~. meliloti (19). Our strategy was to 

first arder type 11 strains by multilocus enzyme 

electrophores i s and then characterize them 

phenotypically . Representative strains were chosen 

far t o tal DNA-and ribo s omal hybridization and for 

16S gene partial sequence. 
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Bas e d on all criteria analyzed, we propose 

two new Rhizob i um species, both corresponding to 

what we have prev i ously described as type 11 

strains. The propo sed name s are Rhizobium mar­

tine sii sp. nov for type IIA strains and Rhizobium 

vincentii sp. nov for type IIB strains. 
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MATERIALS ANO METHOOS 

Bacte rial strains. The strains used are 

listed in Table 1. A number of strains are in­

cluded as repre sentative of nomen species . 

Grow t h conditions. AII cultures of Rhizob i um 

were grown and maintaine d on yeast extract man­

nitol, YM medium (63), on peptone-yeast , PY medium 

(42) or in MM (17) harboring different substrates . 

Average duplication times were estimated by 0.0 

recorded at 600 nm every two hours in PY medium at 

30°C. Bacterial motility was tested by growing 

strains f o r two days on PY medium 0.3 % agar. 

Nodulation and nitroge n fixation tests on P. 

vulgar is cv. Carioca 80 we r e performed in steril­

ized Leonard jars with vermiculite as described 

( 46 ) . 

Mu lt ilocus e nzyme e l e c t rophoresis. Cultures 

derived from single colonies were grown overnight 

at 30°C i n 50 mI PY medi um . Cells we re harvested 

by centrifugation, suspended in 1 mI of lOrnM Mg S04 

and sonicated twice for 20 seconds wi t h a 20 

second re st in a MSE sonifie r with microtip at 50% 

pulse with ice cooling. The lysa t es were stored at 

-70 °C . 

Procedures employed for sta rch-gel e l ec t ro-
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phoresis and activity assays of specific enzyrnes 

were as described by Selande r et al (54) . Eight 

rnetabolic enzyrnes were assaye d, alcohol 

dehydroge nase (ADH), isocitrate d e hydrogenas e 

(IDH), glucose 6-phosphat e dehydrogenase (G6P), 

xanthin e dehydrogenase (XDH), indophe noloxidas e 

(superoxide disrnutase, IPO), hexokina s e (H EX) and 

phosphoglucornutase (PGM). The elif2OPhoretiC 

buffer systern used was Tris-citrate p~. Mobility 

va r iants of e a ch enzyrne we re nurnbere in order of 

decreasing anodal rnobility. At least five dif -

ferent e l ectrophore t ic assays were perforrne d fo r 

each o f the 65 strains for each enzyrne tested. 

Genetic diversity for an enzyrn e locus was 

n/(n-l) where x·2 is the 
~ 

frequ e ncy of the i th allele and n is the n urnber of 

ETs. Me a n genetic diversity p e r locus (H) is th e 

arit hrne tic average of h va l u e s f o r the eight loci 

(54). Genetic distance betwe en e a ch pair of ET s 

was e st i rnate d as the proportion of loci at which 

dissirni l ar alleles occurred. Clustering frorn a 

rnatrix of pairw i se gene tic distances was per fo rrned 

by the av e rage linkage rnethod (56). 

DNA-DNA hybridizati o n. DNA wa s purified and 

its co nc en tration estirnated spectrophotomet r ical l y 

at 260 nm. Total DNA digested with EcoRl wa s su b -
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jected to electrophoresis in 1% agarose gels and 

ONA quantities in gels were further verified by 

transmittance scanning densitometry of acetate 

photographs. DNA was transferred to nylon filters 

(57) and hybridized (21) to total EcoR1-diges t ed 

DNA's from three reference strains labeled with 

32 p by nick translation (47) at 10 8 cpm/pg of 

DNA. Autoradiography was carried out at -70°C for 

24 hr and then filter lane s were cut and counted 

in a Be ckman scintillation counter. Percentage of 

the to t al homologous hybridization was calcu l ated 

for each s t rain tested. 

Rib o somal DNA hyb r idiz a tion. The r e strict i on 

fragment length polymorphisms (RFLP) of the rRNA 

ope ron s we re d e termined by hybr i dization of total 

DNA EcoR1, Xho l and Hi nd I II digests probed with 

plasmid pKK3535 (7). This plasmid carries a 7.5 Kb 

BamH l fr a gme n t containing the E. coli rrnB ope ron 

cloned in pla s mid pBR322 . 

Nu me r i cal taxonomy. 118 differ e nt fea t ures 

were analyz e d. FiV~ drops of freshly prepared 

bacteria l suspe nsions (around 10 5 bacteria) we re 

appli e d to plates containg the different sub-

strat e s . Growth was recorded three and five days 

after inocu l ation. All subst r ates were added after 

f ilter s ter ilization to the minimal rnedium (MM), 
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pH7, described by Dreyfus et al (17 ) but ornitting 

the vita rnin solution. When substrates were tested 

as nitrogen sources, arnrnoniurn sulfate was not in­

cluded and glucose was added a t 1 g/liter. Sorne 

phenotypic characters were analyzed using PY 

rnediurn instead . Plates were incubate d at 30°C un­

less o t herwise stated. The following fe a tures were 

considered: (i) utilizat i on a s sole carbon sources 

( 1 g/liter) of L-alanine, L-arginine, L-aspartate, 

L-phenylanine, glycine, L-glutama t e, L-g l utamine , 

L-isoleucine, L-leucine, L- l ysine, L-hi s tid i ne, L­

rnethionine, L-proline, L-s e rine, L-threonine, L-

tyrosine , L-tryptophan, L-valine, hypoxanthine, 

orn i thine, nopaline, octopine, ~-ketoglutarate, D-

f ructo s e , D-galactose, 

O-glucose-6-phosphate, 

O-glucose, O-g l ucosamine , 

lactose, O-glucuronate, 0-

mannose, mannitol, O-ribose , sorbose, D-sorbitol , 

succina t e, 

hydro lysa te, 

acetate, 

citrate, 

malate , nicot inate , 

anthranilate, caseine 

forma t e, isovalerate, D-

oxalate , L-tartra t e, starch, 

sarcosine, urea, glycero l , ethanol, phenol (0.25 

g/lt), rnethanol¡ 

sources ( O • 5 

( i i) 

g/lt) 

utiliza t ion as sole nitrog e n 

of ammo nium sulfate, L-

aspa rtate, glycine, L-glutamate, L-glut a mine, or­

nithine, L-tyro sine , L-tryptophan¡ (iii) require-

rnent tor ascorbic acid (100 pg/ml), 

la 

b i otin (100 



pg/ml), folie aeid (100 pg/ml), pantothenate (100 

pg/ ml)¡ (iv) toleranee in MM to kasugamyein, lin­

eomyein, oleandomyein, sulfamid e, trimethoprim, 

ea eh a t 2 O pg /ml ¡ ( v) toleranee in PY medi um to 

earbenieillin (30 and 50 pg/ml), ehloramphenieol 

(30 and 100 pg/ml), erythromyein (100 pg/ml) , 

gentarnyc i n (25 pg/ml), kanarnyein (30 pg/rnl), 

neornycin (6 0 pg/ml), novob i oein (20 )lg/mll 

polyrnixin B (20 pg/ml) , r i farnpin (50 pg/rnl), spee­

tinomyein (1 0 0 pg/ml), streptomyein (100 pg / ml ), 

tetraeyeline (1,5,10 pg/ml) and sodium hypoeh­

lor i de (0.12% w/v)¡ ( vi) growth on PY at 10,30, 

37 and 42°C, growth on PY supplernented with NaCl 

a t final c oneentrations of 1.0, 1.5 and 2% , growth 

on PY at pH 4,5,6,8.5 and 10.5, growth on l iquid 

PY ornit t ing ealeiurn¡ (vii) growth on Luria broth 

( LB); (viii) co l ony morphology on PY, YM, MM with 

variou s earbo n sourees (ix) aeid produetion on YM, 

wi t h brornot hyrnol blue (0.0025% w/v) as indica t o r. 

Re s ults were analyzed by mixed rnethod parsimony 

us i ng the Wagner criterion (32). 

Nucleot ide sequence of 16S rRNA genes. The 

nu c leotide sequence of the 16S rRNA genes of type 

1 strain CFN 42 , and type 11 strains CI AT 899, CFN 

299 .. and UHR 1173 was de t errni ned by directly 

sequenci ng double stranded PCR produc t s with 
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Sequenase 2 (USB). A region of 491 bp correspond-

ing to nucleotides 872 through 1363 of the A. 

tumefaci e ns 165 rRNA gene was amplified using the 

GenAmp DNA amplification Reagent Kit (Perkin Elmer 

Cetus) with a 28mer (CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA) 

and a 30mer (CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA) as 

primers . The reaction was carried out according t o 

the ma nufacturer with 30 cycles as follows: 30 sec 

at 95°C for denaturation, 30 s e c at 55°C for 

primer anne aling and 3 min for polymer i za t ion at 

72°C. The PCR products we re pur i fied using QIAGEN 

tip 20 mi ni columns as indicated by the manufac-

turer. 

Both strands of t h ree independent doub l e 

stranded PCR products from each stra i n tested wer e 

s equenced with Sequ e nase according to Casa no va et 

al (8) us i ng the same primers as in the amplifica-

tion. 

The sequences we r e ma nual l y aligned u s ing the 1 
program LINEUP and the i r phyl ogenetic di s tances 

were determined using the program DI STANCES of the 

Un i versi t y of Wi s consin GCG Sequence Analy s is 

Software Package ( 14) . An UPGMA tree was con-

structed and the standard errors of b r anch points 

we re determined using the UPGMA standard error 

program (4 1 ). 
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RESULTS 

General features. Type 11 strains have rnany 

features characteristic of Rhizobiurn species. They 

are grarn-negative rod-shaped bacteria of 1.5-2 prn 

with peritrichous flagella, nonspore-forrning, that 

produce acid in yeast-rnannitol rnediurn. They have 

average duplication times of 2 hrs (type IIA) and 

1:40 ( type IIB) at 30°C. They have two glutamine 

synthe t a se enzymes, GSI and GSII (20) a s other 

species in the Rhizobiaceae farnily (13,22). They 

do not produce 3-ketolactose (1), but do grow in 

MM-lactos e and they are nalidixic acid resi stant 

as rnost R. leguminosarum bv. phaseoli strains. 

Type 1 1 strains were isolated from effective 

nodules o f P. vulg a ris and Leucaena (Table 1). Al l 

type IlA and type IIB strains i rrespective of the 

original host legurne, nodulated P. vulgaris bean 

cv. Ca rioca 80. Sorne stra i ns were as efficient as 

the best type 1 strains , wh i le others had lower 

effic iency. 

Multilocus enzyme electrophoresis. Type I ~. 

legurninosarurn bv. phaseoli, type IIA and type II B 

strains ha v e distinctive alleles at the loci for 

MDH (a very good rnarker clearly distinguishing 

these groups), and for IPO for the rnajority of 

13 
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strains (Table 2). IIA and IIB share alleles 

the HEX and PGM loci, and alleles from IIA and 

strains show very small mobility differences at 

the G6P, IDH and XDH loci . ADH activity was dif-

ficult to reveal in type IIB strains but not in 

IIA s t rains in the buff e r syst e m used. 

In ~. coli, the genes coding for these meta-

bolic enzymes seem to be chromosome borne (54). To 

d e termine their genet ic location in Rhizobium we 

used derivatives of the type IIB st r ain CIAT 899, 

AD 4 and AD 822 lacking either the 200 or 400 Kb 

plasmid respectively. Iden t ical enzyme mobility 

variants were obtained for all eight enzymes 

test e d, supporting the assumption that in these 

stra i ns multilocus enzyme e l ectrophore3is allows 

the ana lysis of chromosomal rather than ex-

trachr omosomal variance. 

Genetic diversity at each enzyme locus i s 

shown i n Table 3 for all the strains analyzed and 

for the type IIA and I I B strains . The mobility of 

e i ght metabolic enzymes was us e d to group the 

strains ba s ed on misma t ch p e rcen t age between the 

d if ferent electrophoretic type s (ET) . These data 

we re used to develop a spanning tree expressing 

approxima te g e netic distances be t ween the ET' s 

(Fig. 1.) 
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Multilocus enzyme electrophoresis clearly 

separated type 11 strains from type 1 strains at a 

gene t i c distanee of 0.86. Type 1 1 strains are 

divide d into two groups with a genetic distance of 

0.79 between them (Fig. 1). Type II A strains ex-

hibit g r eater homogeneity than type IIB strains¡ 

the me an g e netic diversity is 0.289 for the former 

and 0.363 for the latter. Twenty seven diff e rent 

type IIA strains from various geographical origins 

we re found to be identical by the mobility of the 

e i ght metabolie enzymes tes t ed, al l o f them cor-

responded to ET.1. The fact that I I A is less vari-

able r a is e s the possibi l ity that isolates 

recovered from Leueaena and from bean nodules are 

a re s trieted subset of all clones of this spec ie s . 

I rA and I I B species look more closely re­

lated to ea eh other than to any other of the~ ( 

spec i es teste d either sharing sorne alleles or pos-

sess i ng on l y slightly differ e n t mobility variants 

for hal f of the metabolie enzymes tested. I n eon-

t rast, type Ir strains shared very few alleles 

with the small sample of t ype 1 strains tested. 

The la t t e r were chosen on the basis of a shared-

geographieal origin with most of the type 1 1 

strains tested. Type 1 strains have been pre-

viously repo r ted to be an ass e mbly of bacterial 
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lineages with large genetic distances between thern 

(44). Type 1 1 reference strains CFN 299 and CIAT 

899 do not cluster with any of a very broad 

spec t rurn of type 1 lineages as has been reported 

by Piñero et al. (44) and Segovia et al (53). 

ET's 33,34 and 35 share sorne phenotypic fea-

tures with IIB strains (s e e below) but they were 

not considered as clustered with type I l B strains 

because of the large gene tic distance in between 

(0.78), associated to low DNA-DNA hybridization 

with CI AT 899 reference type IIB strain (Table 4) 

and differences in ribosorna l gene sequence (se e 

~elow) . 

A Fst index was estirnated as in (44) (Table 

2). High Fst values allow subpopulations or dif-

ferent pop ulations to be distinguished, th e Fst 

index for IIA is 0.519 and for I IB is 0.397, th i s 

supports the assurnption that they forrn se?arated 

species. 

DNA-DNA hybridiz a tion. IIA and IlB constitute 

homogeneous groups with relative high levels of 

DNA homo1ogy, 91.7% for IIA s t rains, 81.4% for IIB 

strains (Table 4), distinct frorn othe r Rhizobium 

species including R . leguminos arum by. phaseo1i a s 

shown in Table 4. Le ss than 30% hybridization was 

o btained wi th either radiactively labeled CFN 299 
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or ClAT 899 total DNA with DNA from recognized 

species, R. leguminosarum bv. trifolii, bv. 

viciae, bv. phaseoli, R. gal e gae (34,64), g. loti 

(27), g. meliloti, R. fred i i (10,52), and from R. 

spp strains. 

Ribosomal gene organization and sequence . 

Fig. 2 shows the RFLP's of rRNA operons of strains 

CFN 42 ( type 1) , CFN 299 (type IIA) and CIAT 899 

(type I I B). The pattern obtained with type 1 

s t rain is different from those of type 11 stra ins. 

Type I I A hybridization pat t e r ns were a1so d i f­

ferent f rom those o btained with llB in EcoRl, Hi n­

dIII and Xho1 digests ( F i g. 2). Diff e rent type I IA 

and type I I B strains each h a d homo g e neous pat­

terns, the d i stantly related strain (ET 35) showed 

a dis ti nc t hybridization pattern from both I I A an d 

lIB (not shown). 

gene 

1 ) , 

UMR 

Fig . 3 shows the DNA s equences of the 165 RNA 

fragment ob t ained f rom stra i ns CFN 42 (type 

CFN 299 (type IlA), CIAT 899 (type lIB) and 

1173 (type 11, ET 35). To det e rmine their 

genetic distanc e s, they were aligned with the cor-

responding sequences of proteobacter i a obtained 

from Genbank: Ricket t sia rickettsii M21293, R. 

typhi M20499, R. prowaz e kii M21789 , Ag robac t erium 

tume f ac i ens Ml1223, Rocha1imea quintana M1 1927 
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and Brucella abortus X13695. The obtained 

phylogenetic tree is shown in Fig. 4. The tree is 

in ag r eement with the known phylogeny of 

proteobacteria. The three type 11 strains form in­

depende nt branches separated from type 1 strains, 

and the se strainsforms a different cluster from 

the other Rhizobiaceae which in turn are a 

s epa rate d lineage from Rickettsiae. The internal 

phylog e ny oftype 11 strains is not clearly 

defined as shown by the overlapping of the stand­

ard error bars ( Fig. 4). Th i s type of overlapping 

is al s o observed in the case of the Rickettsia 

with three distinct closely related species, and 

may be explained by the small size of the s e quenc e 

considered. 

Phenotypic features. A tota l of 51 stra i ns 

were characterized: 35 type 11 strains repre­

senting each of the ET's of type Ir strains and 16 

strains fro m R. leguminosarum bvs. phaseoli, tri­

foli í and viciae, ~. meliloti, R. galegae, R. loti 

and ~ . sp NGR 234 . 

The following compounds were not utilized a s 

carbon sources by any of the 51 strains tested: 

sta r ch, nicotinate, oxalate, ethano l, methano l , 

phenol, L-me thionine, L-phenyla l anine, L-threoni­

ne, L-alanine, L-valine. No s train grew at PY pH 3 
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or 4 or on PY supplemented with NaC1 1, 1.5 and 2% 

NaC1. All of the strains tested grew on~-keto­

glutarate, D-fructose, D-ga lactose, D-glucose, 0-

glucosamine, glucuronate, D-mannose, mannitol , 0-

ribo se, L-tyrosine and L-tryptophan as carbon 

sources , and on L-glutamate , L-glutamine and L­

tyrosine as nitroge n sources. Our res u lts on the 

genera l uti l ization of carbon compounds are in ac­

cordance with the resu l ts reported by Dreyf u s et 

al for Rhi zobium strains (17) . Table 5 shows sorne 

of the r el evant phenotypic characteristics of th e 

stra i ns. The compl e t e -linkage cluster analysis ob­

taine d by the mix e d method parsimony considering 

1 1 8 f e atures is shown in Fig. 5. It is in a g r e e­

ment with the dendrogram d e rived from mu l tilocus 

enzyme e lectro phoresis b u t by phenoty pic charac­

ter s type IIA and type I IB clusters look even mor e 

separated. 

Mel a nine production was not con s idered as a 

phenotypic feature in our taxonomic analysis as i t 

has b e en shown that it is plasmid encoded in R. 

leouminos a rum bv. phaseoli (4) and widesprea d 

among d i fferent Rhizobium species (12). About 10% 

of th e 64 type I r stra i ns analyz e d produc e d 

rnelanine, whereas it is a very a common charac-

terist i c among R. legurn i no s ar urn bv. phaseoli 
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DISCUSSION 

Pha s e o lu s vulgaris L. is nodu lated by an ex­

tensive r a nge of Rhiz obium strains (6,18,23,33, 

38,51), in roany cases, effectively (38). In 1969 

R.O.D . Di xo n wrote "The isolation o f rhizobia froro 

P. vulgaris does not unambi g uously provide stra i ns 

of R. phas e oli" . (15). This has turned out to be 

the reason why up to no w wo r ldwide collections o f 

R. legum i no sarum by. phaseol i harbor het e ro g eneo us 

grou p s o f ba cteria . Aroong strains isolated f r oro 

bean no d ules in agricultur al fields where beans 

are a traditiona1 crop, two genetically · d i stinct 

types have been characte r ized (35,38). Type 1 

stra i ns co r re s pond to R. leguroinosar um by. 

pha s e o l i chara cterized by a n a rrow ho s t range 

nodulating Pha se o lu s vulgaris and a particu l ar n i f 

g e ne organization with multip l e copies. Type 1 1 

strains have single copies o f nif genes and they 

also nodulate Leucaena spp. (35,38). 

The genetic dis t ances found either by numeri­

cal taxono rny , roultilocus enzyrne electrophoresis, 

DNA-DNA hybridization and the analysis of the 

nucleotide s eq uence of a 16S rRNA gene fragrnent 

indicate that type 1 and type 11 st r a i ns belong to 

distinct evolu t ionary linea ges. Type IIA a nd type 
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IIB strains would be long to two lineages diverging 

from a common ancestor as shown by the similarity 

in the 165 rRNA nucleot i d e sequence. Both clusters 

show enough accumu l ated d if ferences (as shown by 

all analyses) to account for two distinct species. 

Thus we propose that IIA and IIB clus t ers 

represent two n e w species : Rhizobium martin e si i 

sp. nov. and Rhizobium vinc e ntii sp. nov. Their 

characteristics are describe d below: They are gra m 

nega tive bacteria , aerobic, r od s are 0.5-0.7 by 

1 . 5- 2 pm) nonsporeforming . Colonies are circular, 

convex s e mitransl ucent, u s ua l ly 2-4 mm in diamete r 

within 2-4 days in PY, Optimum pH is . from 5 to 7. 

Larg e p l asmids have been found in all strains 

test e d, and on these stra ins the nod and nif gen e s 

lie on p l asmids (5,37) . They ef f ectively nod ula t e 

Phas eo lu s vulgaris, and Leucaena spp. R. ma r­

t ine s i i s p . nov. strains ~o not grow on LB medium, 

and a l ways need calcium fo r growth. They for m 

whi t e o paque colonies on YM and are non-motile on 

0.3% aga r . They are susce p t ible to antib i otics as 

chloramphen i col , carbenicillin, s pectinomyc i n, and 

rifamp in and resistant to na l idixic acid. Maximum 

growth temperature is 35-37°C. Th ey are a gen e t i ­

cally homogeneous group wi th a characterist i c 

ribo s omal f i ngerprint, as shown by sequence and 
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RFLP's of 16S rRNA. Rhizobium vincentii strains 

grow on LB medium and on P~ omitting calcium. They 

are resis t ant to various antibiotics such as 

ch l oramphenicol, spectinomycin, carbenicil l in, 

rifampin¡ and in addition to various metals (M. 

Megia s , persona l communication). They grow on ar­

ginine, malate, hypoxanthine and sorbitol as 

carbon sources. They have acharacteristic 

ribosomal fingerprint. Maximum growth temperature 

is 40°C. 

The two well studied type 11 strains CFN299 

and CIAT899 may be con s idered as the type strains 

of spec ies R. mart i nesii and R. v i ncentii respec­

tive l y, as they exhibit the d e scribed characteris­

tics of e ach of the species. Cultures have been 

deposited in t he American Type Culture Collection. 

A compre hensive taxonomy of strains nodu l a­

ting P. vulg a ris will still r e quire further re­

search as there are other strains i solated fro m 

bean nodu le s that do not clus t er with eithe r type 

1, type I IA or t ype lIB strains. Such is the case 

of the ET' s 33, 34 and 35 described and of the FL 

strains i s olated from nodules from bean plants 

grown i n f ields of Le ucaena spp trees (38,44) , 

Al so strains isolated from bean nodules grown in 

the U.S. ego B599, Geneve (Schmidt, per~onal 

23 



communication) or in France (Amarger, personal 

communication) look quite different from type IIA 

and IIB strains. It seems that Rhizobium taxonomy 

would have to deal with a huge number of diverging 

clones or lineage s shar i ng symbiotic capabil i ties 

(39), as anticipated by Young and Johnston, it 

seems that rnany geQera and species o f bact e ria 

will be needed to accornmoda te all the root-nodule 

bacteria (67). 
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FIG 1 . Gene tic relatedness among 35 ET's of type 

11 strains, 2 ET's of type 1 strains and 3 

ET 's of outgroup reference st r ains, based on 

electrophoretically detectable alle l ic varia­

'tion at enzyme loci. *Other strains cor­

respond i ng to the same ET are shown in Table 

1 • 

FIG 2. Autoradiogram of A) EcoRI, B) HindII I , C) 

XhoI ribosomal RFLP patterns of strains: a) 

CFN 42, type I; b) CFN 299, type IIA; and 

CIAT 899, type lIB. Molecular weight rnark e rs 

a r e expressed in Kb. 

FIG 3. Seq uence of 

strains CFN 42, 

a 16S RNA gene fragment of 

UMR 1173, CIAT 899 and CFN 

299. Nucleotide diffe r ences are in lower 

case. 

FIG 4. UPGMA with branching po int standard error 

tree d e rived from 16S RNA g e ne fr a gment 

sequences of Rickettsia ricke t tsii, g. typhy, 

R. prowazekii, Ag r oba cteriurn tumefaciens, 

Ro c hal irnea quintana, Brucella abortus and 

Rh i zob i um leguminosarurn by. phaseo l i and type 

11 strains. 



FIG 5. Cladogram OQparSimOny analysis of 

phenotypic characteristics of o R. rneliloti 

and NGR 234, • R. leguminosarum, ~~. loti, 

.A~. galega,Otype IIA,. type IIB, ~ type 11 

unclassified strains (ET 33, 34 and 35). 

--

39 

, 



Table 1. Bacterial Strains and ETs. 

Strains 

R. leguminos a rum 

phaseo l i (type 

CFN 42 

Vi king 1 

TAL 182 

BR 10027 

BR 10028 

BR 10029 

BR 10030 

by. trifo l ii 

USDA 2046 

USDA 2152 

by. v i c i ae 

USDA 2489 

R. meli l ot i 

RC R 2011 

R.me 1 

R. fred i i 

US DA 191 

HH 103 

by. 

1 ) 

Original host plant 

P. vulgaris L. 

P. vulsaris L. 

P. vu l saris L. 

P . vulsaris L. 

P. vu l saris L. 

P'. vulgaris L. 

P. vulgaris L. 

Tr ifo l ium prate nse L. 

Trifolium sub terraneum L. 

Vi cia fa ba L. 

M. sativa 

M . sativa 

G. max 

G. max 

ET Source or 

reference 

45 

48 

B. Be n Bohloo l a 

CNPBS 

36 CNP BS 

CNPBS 

37 CNPBS 

CFN 

50 

3 1 

16 



Strains 

R. g:aleg:a 

625 (=gal 3 ) 

R. loti 

NZP 2037 

R. spp 

CFN 234 

CFN 265 

NGR 234 

IIA 

CFN 299 

BR 828 

BR 829 

BR 830 

BR 831 

BR 832 

BR 833 

BR 834 

BR 835 

BR 836 

BR 10031 

BR 10032 

BR 10033 

Original host plant 

Galeg:a officinalis 

Lotus divaricatus 

Leucaena leucocephala 

Leucaena escu l enta 

P. vulg:aris L. 

L. leucocepha l a 

L. leucocephala 

L. leucocephala 

L. leucocephala 

L. leucocephala 

L. leucocepha l a 

L. leucocephal a 

L. leucocephala 

L. leucocephala 

P. vulgaris L. 

P. vulg:aris L. 

P. vulg:aris L. 

ET 

39 

40 

38 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Source or 

reference 

64 

1 1 

38 

38 

58 

37 

CNPBS 

CNPBS 

CN PBS 

CN PBS 

CN PBS 

CNPBS 

CNPBS 

CNP BS 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

·CNPBS 



Strains Original host plant 

BR 10034 P. vulg:aris L. 

BR 10035 P. vulg:aris L. 

BR 10036 P. vulg:aris L. 

BR 10037 P. vulg:aris L. 

BR 10038 P. vulg:aris L. 

BR 837 L. l eucocepha1a 

BR 838 L. 1eucoceEha1 a 

BR 839 L. 1eucoceEha la 

BR 840 L. 1eucoceEha1a 

BR 10039 P. vu1g:aris L. 

BR 84 1 L. leucoceEhala 

C-O S-I P. vu1g:aris L. 

Car 22 P. vu1g:ar i s L. 

UMR 1163 P. vu1garis L . 

BR 10040 P. vulg:aris L 

BR 10041 P. vulgar i s L. 

BR 10042 P. vu1g:aris L. 

BR 842 L. leucoceEha 1a 

BR 843 L. leucoceEha l a 

BR 844 L. leucoceEha1 a 

BR 845 L. leucoceEha1a 

C-05-35 P. vulgaris L. 

BR 10043 P. vulgaris L. 

ET 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Source or 

reference 

CNPBS 

CNPBS 

CNPB S 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

CNP BS 

CNPBS 

CNP BS 

CNPBS 

CNPBS 

CENA a 

CENAa 

P. Grah a m 

CNPBS 

CN PBS 

CNP BS 

CNPBS 

CNPBS 

CN PBS 

CNPBS 

CENA a 

CNPBS 



Strains 

BR 1004 4 

BR 10045 

BR 846 

UMR 1178 

(IAPAR 47) 

IIB 

BR 847 

BR 848 

BR 849 

BR 850 

BR 851 

BR 852 

BR 853 

BR 854 

UMR 1410 

(CIAT 166) 

CIAT 899 

AD 822 

AD 4 

BR 855 

BR 856 

C-05 11 

BR 857 

Original host plant 

P. vulg:aris L. 

P . vulg:aris L . 

L. leucoceeha l a 

P. vulgaris L. 

L. leucoceehala 

L. leucoceeha1a 

L. leucoceehala 

L. l e ucoc e e hala 

L. leucocephala 

L. leucoceeha la 

L. leucoceehala 

L. l e uco c eehala 

P. vulg:aris L . 

P. vulg:ar i s L. 

(CIAT 899 derivative) 

(CIAT 899 der ivative) 

L. leucoceehala 

L. leucoceehala 

P. vulgaris L. 

L. leucoceehala 

ET 

11 

12 

13 

14 

15 

15 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

22 

22 

23 

24 

24 

25 

Source or 

reference 

CNP BS 

CNPBS 

CNP BS 

P. Graham 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

CNP BS 

CN PBS 

CN PB S 

CNPBS 

CNP BS 

P. Graham 

24 

UBMyBVa 

UBMy BVa 

CNP BS 

CNP BS 

T. Saitoa 

CNP BS 



Strains 

BR 858 

BR 859 

BR 860 

BR 86 1 

BR 862 

BR 10046 

BR 863 

UMR 1226 

(IAPAR 70) 

BR 864 

UMR 1173 

(lAPAR 69) 

Agrobacterium 

tumefaciens 

C58 

Original host plant 

L. leucocephala 

L. leucoce phala 

L. leucoceEha la 

L. leucoceEhala 

L . leucoceEha l a 

P. vulgaris L. 

L. leucoceEhala 

P.#vulgaris L. 

L. leucoceEhala 

P. vulgaris L. 

ET 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

Source or 

ref e rence 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

CNPBS 

P. Graham 

CNPBS 

P. Graham 

59 

aSources: B. Ben Bohlool, NifTAL Project, Paia, Hawaii; US DA Bel t s ville 

Rhizobium Cu lture Collection . Beltsvil l e Agricultural Res e arch Center, 

Beltsville, MD 20705; M. Sadowsky, Department of Soil Sciences, 

University of Mi nnesota, MN 55108; M. Tsai, Universidad e de Sao Paulo, 

Sao Paulo, Brazil; C. Quinto, Unidad de Biologia Molecular y Biotecno­

logia Vegetal, UNAM, Ap.P . 565-A, Cuernavaca, México. 



Table 2. Allele profiles at eigh t e nzyrne loci of 40 ET's 

ET 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

No . of 

isolates 

30 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

3 

1 

1 

HEX 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

4.9 

5.5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

Allel e at ind i cated enzyrne locus: 

IDH XDH MDH ADH IPO 

5 5 5 5 5 

5 5 5 5 5 

5 5 5 5 5 

5 5 5 5 5 

5 5 5.5 5 5 

5 4.8 5 5 5 

5 5.5 5 5 5 

4.5 5 5 5 5 

6 5 5 5 5 

5 5 5 5 5 

5 5 5 5 5 

4.8 5.1 5 5 5 

5 5.1 5 6 5 

5 5.5 5 4.7 5 

4 6 6 4 7 

4 6 6 5.9 7 

4 6 6 4 6 • 5 

G6P PGH 

5 5 

5 5.1 

5 4.9 

5 5.5 

5 5 

5 5 

5 5 

5 5 

5 5 

5 5 

5 6 

5 5 

5 5 

5.2 5 

4 5 

4 5 

4 5 



ET 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

No. of 

isolate s 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

HEX 

5 

5 

5.5 

5 

4.5 

5.2 

5.2 

5.2 

5.2 

5.2 

5 

5 

5 

5 

5 

7 

5 

6 

5 

3 

2 

6 

6 

IOH XOH 

3.5 6 

4 6.1 

4 6.1 

4.5 6.1 

3 6.1 

5 6.1 

5 6 

3.9 6.1 

4 6 

4 6 

5 4 .5 

4 7 

4 6.1 

4 6 

4 5 

6 6.1 

4.5 6 

6 4.5 

3 4 

3 4 

3 1 

6 5 

6 7 

MOH AOH IPO G6P PGM 

6 4 7 4 5 

6 4 7 4 5 

6 4 7 4 5 

6 4 7 4 5 

6 4 7 4 5 

6 4 7 4 5 

6 4 7 4 5 

6 4 7 4 5 

6 4 7 5 5 

6 4 7 4 5 

6 5.8 7 4 5 

6 4 .5 5 4 5 

6 4.5 5 4 5 

6 4.5 5 4 5 

6 4.5 7 4 5 

4.9 4 5 7 5 

6 5.9 5 6 4 

6 5.8 5 6 5.5 

4 6 6 7 5.5 

4 6 6 7 4 

1 2 4.9 5 

4 7 8 6 6 

3 3 4 5 . 5 6 



TABLE 3. 

Enzyme 
locusa 

GENETIC DlVERSITY AT 8 ENZYME LOCI AMONG ETs. 

CHARACTERISTICS OF: 

40 ETsb 35 ETs c 18 ETsd 

n. of h n. of h n. of h 

14 ETse 

n. of h 
alleles alleles alleles alleles 

HEX 
IDH 
XDH 
MDH 
ADH 
IPO 
G6P 
PGM 

mean 

9 
8 
10 
7 
9 
7 
7 
7 

8 

0.6 15 
0.785 
0.494 
0.646 
0.806 
0.641 
0.696 
0.391 

0.619 

a Loci designations are as in the texto 

7 0.537 
8 0.737 
8 0.808 
4 0.543 
7 0.739 
3 0.532 
5 0.611 
7 0.309 

6 0.602 

b Representing the total sample of 40 ETs examined. 

4 0.576 
6 0.621 
5 0.680 
1 O 
4 0.530 
3 0.386 
2 0.111 
1 O 

3 0.363 

c Representing the 35 ETs of R. leguminosarum bv. phaseoli type 11 strains. 
d Representing the 18 ETs of the type I I B strains. 
e Representing the 14 ETs of the type I IA strains. 

3 0.275 
4 0.396 
4 0.582 
2 0. 142 
3 0.275 
1 O 
2 0.142 
5 0.506 

3 0.289 

h=(1-¿Xi2 ) nj(n-1) wher e Xi2 is the frequency of the i th allele and n is the number of ETs 

FST (TypeII vs. IIB) = 0.397 
FST (TypeII vs. IIA) = 0.519 



Table 5. Relevant phenotypic characters of Rhizobium strains 3 • 

Characteris ti cs 

Growth on LB medi um 

Growth on PY 

omitting calcium 

Growth on PY 

carbenicillin 

Growth on PY 

spectinomy cin 

Growth on PY 

chloramphenicol 

Growth on PY rifampin 

Growth on MM arginine 

Growth on MN malate 

Growth on MM hypoxanthine 

Growth on MM sorbitol 

Maximum growth 

temperi=lture 

Colony morphol ogy 

in Pi 

Colony morp hology 

in YM 

Rhizobium 

Strainsb 

_c 

_d 

+e 

_e 

_e 

variable 

variable 

Type 1 

Strains 

+d 

_e 

_e 

35°C 

gummy 

we t -trans-

lucent 

Type IIA 

Strains 

_d 

_d 

37°C 

creamy 

white-

opaque 

Type IIB 

Strains 

+ 

+d 

+ 

+ 

+ 

+d 

+ 

+d 

+d 

+d 

40°C 

cre amy 

wet-

tran s -

lucent 



Characteristics 

Motility 

Rhizobiurn 

Strains b 

+ 

Type I 

Strains 

+ 

Type IIA 

Strains 

Type IIB 

Strains 

+ 

a Substra t e and antibiotic concentration as described i n Materia l s and 

Methods. 

b Rhizob i um stra i ns including ~. gal e g ae , R. loti, ~. meliloti, R. le­

guminos a rum by. trifolii and viciae and R. sp. NGR 234. 

e Only R. meliloti strains grow on LB medium. 

d Mor e than 90% of the strains presented this character. 

e More than 6 0 % of the strains presented this character. 



Table 4. Relative levels of homology at 65°C of DNA's from Rhizobi um 

spec i es with reference DNAs from IIA, IIB and R. meli l ot i 

stra ins. 

DNA-hybridization (%) with the reference strains: 

Strains: CFN 299 (1IA) CIAT 899 (1IB) R. me li lo t i 

RCR 2011 a ) 

R. leguminosa rum 

bv. Ehas e oli 

Viking 1 21 (90 ) 15 (~) 

CFN 42 26 l)C) 19 l ~S) 
bv. trifolii 

USDA 2046 20 30 

USDA 2152 17 23 

bv. viciae 

USDA 2489 16 27 

R. melilot i 

RCR 2011 20 15 10 0 

R. fredii 

USDA 191 15 24 20 

HH 103 20 23 



Strains: CFN 299 (IIA) CIAT 899 (IIB) R. meliloti 

RCR 2011 a ) 

R. galega 

625 12 24 25 

R. lo ti 

NZP 2037 10 15 19 

R. spp 

CFN 234 21 38 

CFN 265 16 27 

NGR 234 15 

IIA 

CFN 299 100 36 29 

C-05-35 96 (25) 26 (~2-) 22 

UMR 1178 73 t~?> ) 14 (~2-) 

BR 10035 98 

IIB 

CIAT 899 39 (et ) 100 14 

UMR 1410 88 

BR 859 72 (LiS} 

BR 856 85 

BR 863 62 l~~) 

BR 864 18 ~) 22 l~L 



Strains: 

UMR 1173 

UMR 1226 

Agrobacte rium 

tumefaciens 

CS8 

CFN 299 (IIA) 

10 

CIAT 899 (IIB) 

38 t<~) 

28 ( 1~) 

17 

R. meliloti 

RCR 2011 a ) 

a)~. melilot i strain RCR 201 1 was included only as a refere nc e to test 

the hybridiz a tion conditions used in this work. 
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ET 

CFN 299* 

2 BR-l0040 
3 BR-10041 
4 BR-10042 
5 BR-842 
6 BR-843 

7 BR-844 ITA 
8 BR-845 
9 C-05-35 
10 BR-10043 
11 BR-l0044 
12 BR-lO045 

13 BR-846 
14UMR1178 
15 BR-847* 
16 BR-850 

17 BR-851 
18 BR-852 

19 SR-853 
20 SR-854 
21 CIAT166 

22 CIAT899 f[1 ITB 
23 SR-655 ---dY 
24 C-05li* 

25 SR-857 

26 SR-858 
278R-859 
28SR-860 
29 SR-861 

30 SR-862 
318R-l0046 
328R- 863 
33 UMR 1226 
348R - 86 4 
35 UMR 1173 

36 SR-10028 
37 BR-10030 

38 NGR 234 

39 N ZP 2037 
40C FN234 

] 1 

1 .9 .8 .7 .6 .5 .4 .3 .2 .1 O 

Genetic dista nce 
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CFN42 
UMRl173 
CIAT899 
CFN299 

CtGcAGAGATgcaGGGgttCTTCGGgacCGgcacACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC 
CtCtAGAGATatgGGGtcaCTTCGGtggCGaagaACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC 
CtCtAGAGATaggGGGtcaCTTCGGtggCGaagaACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC 
CaCtAGAGATagtGGGtcaCTTCGGtggCGaagaACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC 

GAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTtgGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGC 
GAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTtaGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGC 
GAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTcaGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGC 
GAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTtaGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGC 

CCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTC 
CCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTC 
CCTTACGGG CTGG GCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCA CGCGAGTGTGhGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTC 
CCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTC 

TGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC 
TGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAAT2GCGGATCAGCATGC 
TGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC 
TGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC 

./'"/';' . ..... 
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R. rickettsii 
R. typhi 
R. prowazeki 
A. tumefacie1 
R. quintaT~a 
B. abortus 
C~-N42 (1) 
CFN299' (l/A) 
CI A T899 (1/ 8) 
UMR1173 
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RESULTADOS ADICIONALES. 

Genét ica de poblaciones molecular de Rhizob ium l equminosarum . 

Hasta la fecha las distancias observadas en una sola especie, 

por ejemplo E. cOli, eran del orden de 0.5 (Selander et al.,l986). 

Las distancias genéticas observadas por piñero et al. en su estudio 

de la estructura genética de una colección de aislados de 

Rhizob ium leguminosarum bv. phaseoli son las más grandes que se han 

observado en una especie (Piñero, 1988). En este caso, dentro del 

grupo de las bacterias tipo 1, se observan 7 ramas a 0.5 unidades 

de distancia genética (fig. 3). Estas distancias tan grandes 

sugieren que el grupo puede ser polifilético, es decir que 

diferentes líneas filogenéticas cromosomales formarían parte de la 

especie al adquirir el plásmido simbiótico del biovar phaseoli. 

Como parte de los análisis realizados en el marco de los 

estudios anteriores , llevamos a cabo hibridaciones tipo Southern 

de DNAs totales cortados con HaeIII y Sau3A usando un probador que 

lleva un operón ribosomal de E. coli. Todas las cepas d e 1L.. 

leguminosarum de los biovares v iciae, trifolii, phaseoli y los 

aislados no-simbióticos que se analizaron mostraron el mismo pa t r ón 

de hibridación, salvo la cepa CFN3 del biovar phaseoli (fig. 4). 

Secuenciamos parte del gen del rRNA 16S de seis de los aislados 

no-simbióticos y de la cepa CFN42 (un aislado simbiótico) . Solo 

tres de las s eis tenían una secuencia idéntica a la cepa CFN42. Las 

o t ras tres tenian dos secuencias distintas (fig.5) . Los agrupa­

mientos que se pueden realizar con estas tres secuencias correspon-



Genetic distance 
1.00 .80 .60 .40 .20 O El' ISOLATE 

I I I I I I I I I I I 
1 CFN·1 * 
2 OLlVIA·4 (USA) 

3 CFN·2 

4 F·3 
5 COC·8 

6 FE·4, FE·S * 
7 FL·69 

8 F·13 

9 F·14 

10 F·1S * 
11 FE·,2 

12 FL·5l 

13 FL·17 
14 F·7 
15 F·12 
16 BRA·28l (Brazil) 

17 BRA·8 (Brazil) 

18 BRA.5, BRA·6 (Brazil) 

19 CIAT.28l (Colombia) 

20 SIL·4 
11 ACU·3 

12 DES·l0S 
13 F·2, F·1G, F·19 

24 F·17, F18 
25 CFN·42 ." 

26 F·6 
27 F·9 
18 TAL·162 (Hawali) 

19 VIKING·l (Belize) * 
30 DES·l09 

31 F·20 

32 CFN·3 * 
33 NITRAGIN·8251 (USA) 

34 F·4 
3S CIAT·693 (Colombia) 
36 CIAT·894 (Colombia) 
37 CIAT·895 (Colombia) 

38 CFN·7 
39 CFN·299 (Brazil) 

40 CIAT.899 (Colombia) 

41 FL·27 
42 FL·34 

43 FL·44 

44 FL·48 

45 FL·53 
46 COC·11 

I I I I I I I I I I I 
'1 .00 .80 .60 .40 .20 ' O 

." 

." 

Fig. 3. Arbol de distancias genéticas de una colección de cepas de 
R. leguminosarum bv. phaseoli (tomado de piñero et al. (1988)). Las 
cepas utilizadas para secuencia se encuentran indicadas por un 
asterisco. 
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Fig. 4. Hibridaciones tipo Southern de DNA total de cepas de ~ 
l e guminosarum bvs. phaseoli, viciae, trifolii y no-simbióticas 
d i geridos con Sau3A usando un detector que lleva el operón 
ribos omal rrnB de E. coli . 
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Fig. 5. Autorradiografías de secuencia mostrando algunas de las 
diferencias en las secuencias del rRNA· 16s de distintas cepas de 
R. leguminosarum bv. phaseoli. 



den a los agrupamientos observados con el análisis de electrofeno­

tipos, 10 cual indica que existen al menos tres líneas cromosomales 

principales en la población analizada. 

Tenemos resultados preliminares de un análisis similar llevado 

a cabo en cepas representativas de los siete grupos de cepas tipo 

1 de R. leguminosarum bv phaseoli separados por 0.5 uniQades de 

distancia genética. En estas cepas hemos encontrado 5 secuencias 

diferentes del gen para el rRNA 168 . Cuando comparamos las 

secuencias de cepas cercanas (distancia menor a 0.5) observamos 

que son idénticas. De nuevo, estas secuencias se agrupan de la 

misma manera que con el análisis de electroferotipos. 



DISCUSION. 

Rhizobium leguminosarum no-simbióticos. 

La inestabilidad de la información simbiótica de aislados de 

R. leguminosarum bv. phaseoli observada en el laboratorio indica 

que la pérdida del plásmido sim o de pedazos de este parece ser un 

fenómeno natural que ocurre a alta frecuencia (Brom, en p rensa). 

Las cepas que carecen de esta información deben tener una dinámica 

distinta a las cepas simbióticas ya que no tendrían ciclos de 

enriquecimiento al liberarse de los nódulos senescentes. Sin 

embargo las bacterias del género Rhizobium son habitantes naturales 

y comunes del suelo. Una medida de adaptación es su permanencia en 

el suelo en ausencia de sus huéspedes naturales. Existen numerosos 

reportes que documentan la aparición de nódulos en raíces después 

de períodos de 30-50 años de no haber cultivado la planta huésped. 

En ese sentido la capacidad simbiótica no parece tener ningún papel 

en la vida saprófita de las bacterias y por lo tanto las bacterias 

carentes de esta información podrían sobrevivir en el suelo. En 

nuestro análisis encontramos una proporción de un aislado sim­

biótico por cuarenta no-simbióticos. Esta proporción bien podría 

ser mayor ya que no podemos desechar la posibilidad de que los 

aislados simbióticos hayan escapado de los nódulos en las raíces 

de las que aislamos nuestras cepas. Además esta proporción también 

puede variar en función del momento del muestreo y de las con­

diciones existentes en el suelo. 

Al introducir un plásmido simbiótico en receptoras no-sim­

bióticas observamos que éstas adquieren la capacidad de fijar 



nitrógeno en simbiosis con raíces de frijol. Bajo nuestras 

condiciones no detectamos diferencias con la cepa control tanto en 

número de nodulos por planta como en actividad especifica de 

nitrogenasa, sin embargo no sabemos si tienen las mismas capaci­

dades de competencia en condiciones naturales. 

Los aislados no-simbióticos pudieran tener un papel en la 

generación de nuevas cepas simbióticas con nuevas capacidades 

adaptativas por transferencia horizontal de información genética. 

La ocurrencia natural de este fenómeno ha sido demostrado por 

inconsistencias encontradas al agrupar cepas por genotipos 

plasmídicos, definidos por RFLPs, y genotipos cromosomales 

definidos por RFLPs o electrotipos (Kaijalainen y Lindstrom, 1989 

y Young e t al, 1988). 

Ya que el género Rhizobium está definido por la capacidad de 

establecer una simbiosis con las raíces de una leguminosa, los 

aislados no-simbióticos, pese a ser cromosomalmente idénticos, 

están excluídos de la especie. La inclusión de estos aislados en 

la filogenia de Rhizobium provee un nuevo marco para la comprensión 

de la historia evolutiva de la interacción planta-bacteria. Para 

entender la ecología de Rhizobium es necesario tomar en cuenta a 

estos aislados no-simbióticos y su participación en la generación 

de nuevas cepas simbióticas con características adaptativas nuevas. 

Rhizobium l e guminosarum bv phaseoli tipo 11. 

Al s e r capaces de establecer una simbiosis con raíces de frijol , 

las cepas tipo 11 habían sido clasificadas como R. leguminosa r um 



bv phaseoli pese a tener una serie de diferencias muy claras con 

las cepas tipo l. Estas diferencias incluyen tanto rasgos clara­

mente cromosomales como rasgos plasmídicos. 

La organización de los genes comunes de nodulación nodABC es 

distinta en los dos tipos de bacterias, en una cepa tipo 11, 

CIAT899, forman un operón y en las tipo 1, nodA está separado de 

nodBC formando dos unidades distintas de transcripción (Vazquez et 

al, en prensa). Además sólo existe una copia de los genes de la 

nitrogenasa en las cepas tipo 11 cuando existen tres en las cepas 

tipo l. Una característica fenotípica importante que distingue a 

los dos tipos de bacterias es la capacidad de la cepas tipo 11 de 

establecer una simbiosis con las raíces de Leucaena sp.. Estas 

características indican muy claramente que se trata de dos tipos 

distintos de plásmidos simbióticos. 

El análisis de las características cromosomales de una colección 

de bacte rias tipo 11 mostró que se pueden dividir en dos tipos 

cromosomales distintos e independientes de las cepas tipo l . Tanto 

el análisis por electroferotipos corno por características bio­

químicas dan el mismo resultado. El análisis de la secuencia de un 

fragmento del gen del rRNA 16S muestra que las bacterias del tipo 

1 estan filogenéticamente alejadas de las bacterias del tipo 11, 

y éstas a su vez parecen haber divergido recientemente. 

A raíz de estos estudios hemos propuesto dos nuevas especies de 

Rhizobium capaces de establecer una simbiosis con raíces de 

Phaseolus vulgaris y Leucaena sp.: Rhizobium vincentii, cepa tipo 

CIAT899, y Rhizobium martine sii, cepa tipo CFN299. 



Estructura genética de Rhizob i um leguminosarum bv phaseol i. 

El análisis de un fragmento de la secuencia del gen del rRNA l6S 

de una colección de cepas de R. l e g uminosarum de los tres biovares 

mostró que todas las secuencias eran idénticas (P. Young, co­

municación personal) . Las cepas de los biovares phaseoli, viciae 

y trifolii fueron aisladas en su mayoría de un terreno cercano a 

Norwich, Inglaterra; esta colección incluía además algunos aislados 

de trifolii australianos. El hecho que la secuencia fuera idéntica 

en los tres biovares apoya la idea de una especie única de ~ 

leguminosarum con tres biovares. Los análisis de electroferotipos 

llevados a cabo con estas cepas inglesas mostraron que los índices 

de diversidad g e nética eran menores en que los observados en los 

aislados americanos y además los aislados de nódulos de raíces de 

frijol pertenecían a los electroferotipos más comunes encontrados 

en los aislados de nódulos en raíces de chícharo (el huésped de 

R.l. by. viciae ). Estos datos contrastan con los observados con 

aislados americanos de nódulos de raíces frijol, donde encontramos 

una mayor diversidad genética tanto en el análisis de electrofero­

tipos como en el de secuencias del rRNA 16S. Considerando que el 

frijol tuvo un origen mesoamericano es posible que la diversidad 

genética que encontramos refleje la antiguedad de esta relación 

bacteria-frijol. 

En Inglaterra hay especies nativas endémicas que son nodula das 

efectivamente por cepas de los biovares trifolii y viciae pero no 

hay ninguna especie nativa reportada que pueda ser nodulada por 



cepas d e l biovar phaseo1i. El frijol fué introducido en Europa 

durante el siglo XVI, por 10 tanto los aislados de nódulos son 

cepas que aparecieron posterior o simultáneamente a este momento 

en los suelos europeos. Sin embargo los aislados ingleses de frijol 

tienen el mismo tipo de cromosoma que las cepas de los otros 

biovares y este a su vez parece ser muy diferente por e1ectrofero­

tipos de los tipos cromosoma1es mexicanos (P. Young, comunicación 

personal). Las cepas inglesas no serían descendientes cromosoma1es 

de cepas mexicanas sino que serían derivadas de cepas nativas que 

hayan adquirido por transferencia horizontal un p1ásmido simbi ótico 

de un s imbionte del frijol importado. En ausencia de simbiontes de 

frijol adaptados a las condiciones de los suelos ingleses , estas 

cepas híbridas pueden tener capacidades competitivas superiores a 

las cepas importadas y por 10 tanto prevalecer. 

Para investigar estas posib1idades hemos iniciado un est udio de 

genética de poblaciones comparativa de cepas americanas de los tres 

biovares con cepas europeas, tanto a nivel de cromosoma como de 

p1ásmido simbiótico. Para esto estamos secuenciando fragmentos del 

gen del rRNA 16S para determinar cuántos y cuáles son los tipos 

cromosomales que se encuentran en aislados mexicanos de los tres 

biovares y cuál e s son sus relaciones filogenéticas entre ellos y 

con la l ínea cromosoma1 determinada por Young et al. De la misma 

manera proponemos secuenciar fragmentos del gen ni f H y de genes 

nod para investigar si los biovares I independientemente de su 

origen geográfico y del tipo de cromosoma que tengan, comparten o 

tienen líneas diferentes de plásmidos simbióticos. 



CONCLUSION. 

La clasificación actual de Rhizobium ha sido basada en caracte ­

rísticas fenotípicas, sobre todo en la capacidad de establece r una 

simbiosis efecti va con las raíces de algunas leguminosas. Los 

estudios real izados hasta ahora han demostrado que el esquema 

taxónomico está equivocado. Para que este esquema tenga sentido 

biológico es necesario establecer una clasificación basada en 

fenotipos cromosomales más que en fenotipos plasmídicos. Por una 

parte se ha demostrado que existen bacterias carentes de infor­

mación simbiótica cromosomalmente idénticas a bacterias simbióticas 

y por la otra existen especies, consideradas distintas en virtud 

de sus capacidades simbióticas, que tienen el mismo cromosoma. 

Las historias evolutivas de los plásmidos parecen ser distintas a 

las de los cromosomas, ya que hay especies con plásmidos idénticos 

que tienen cromosomas distintos. La posibilidad de transferencia 

horizontal de plásmidos a fondos genéticos distintos permite la 

generación de nuevas variantes con capacidades adaptativas 

distintas . Para entender la evolución de la fijación de nitróg~no 

en simbiosis es necesario tomar en cuenta que es el producto de la 

interacción de dos elementos genéticos con historias evolutivas 

d i stintas. 
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