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UNA INTRODUCCION 

EL CONTEXTO Y ALGUNAS IDEAS 

Del mundo viviente sólo algunos procariotes saben utilizar 

el nitrógeno atmosférico y transformarlo en amonio. Esta capa­

cidad para fijar nitrógeno se encuentra distribuida en diferen 

tes grupos de bacterias y no se correlaciona con la filogenia 

de las mismas. En ' él" éuadro 1 presento una construcción filo-­

genética elaborada con datos taxonómicos que toman en cuenta -

diferentes criterios (aerobiosis vs. anaereobiosis, fermenta ­

ción de carbohidratos~ comparación de RNA ribosomales, de ci­

tocromos; Fox ~ al.,1980, Schwartz y Dayhoff, 1978, Kllntzel 

~ al.,1981, Demoulin, 1979). En el cuadro 1 se muestran alg~ 

nas de las especies fijadoras de nitrógeno. Se observa que -­

existen bacterias fijadoras clasificadas como parientes cerca 

nos a bacterias que no fijan nitrógeno. Esto podría sugerir -

que ha habido transferencia lateral de la información para fi 

jar nitrógeno entre distintas bacterias. Sin embargo no se 

descarta la posibilidad de que un ancestro común tuviera esta 

información y que se haya perdido en algunas lineas. 

Las bacterias tienen diferentes modalidades para fijar ni 

trógeno, unas pueden fijar nitrógeno por si mismas inQepen- -

dientemente de otro ser vivo (fijadores libres), de éstas al­

gunas son anaerobios estrictos (Clostridium, Desulfovibrio, -

etc.) o facultativas (Klebsiella, Bacillus, Escherichia, etc.), 

microaerofilicos (Rhizobium de crecimiento lento, Mycobacte~ 

rium); fotótrofos (facultativos, microaereofilicos y aeróbi­

cos: Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, Anabaena, Nostoc, 

Gleocapsa, etc.) (Postgate, 1978). Otras bactérias se especi~ 

!izaron para fijar nitrógeno en simbiosis con diferentes fami 

lías de plantas, 
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Del paquete genético que tiene como consecuencia Gltima -

la fijación de nitrógeno, la información genética mas conser­

vada es la que codifica para la enzima nitrogenasa. Esta con-

siste de dos componentes. El componente I es el que lleva a -

cabo la reducción de nitrógeno a amonio, contiene Fe y Mo co­

mo factores y esta compuesto por dos proteínas distintas. El 

componente II (nitrogenasa reductasa), es un dímero de subuni 

dades idénticas (PM. 32,000 c/u) que contiene fierro y azufre 

y es el donador de electrones del componente I. (Mortenson y 

Thornelly, 1979). Los componentes I y II purificados de dife­

rentes organismos pueden intercambiarse para obtener nitroge­

nasas híbridas activas (datos revisadospor Brill, 1980). La -

homología entre nitrogenasas de diferentes organismos es cier 

ta a nivel de la secuencia nucleotidica, (cuadro 2 ) de la s~ 

cuencia de aminoácidos (Ruvkun y Ausubel, 1980; Quinto et al, 

1985) y de su reactivídad inmunol6gica (Maier y Brill, 1976). 

Otra caracter!stica comGn de las nitrogenasas es su sensi 

bilidad al oxígeno. Para evitar la inactivación irreversible 

de la nitrogenasa, los organismos cuentan con diferentes es-­

trategias para la separación fisica o temporal de los proce-­

sos aeróbicos y de la fijación de nitr5geno. Para citar algu­

n~s ejemplos, existen quistes especializados en fijar nitróge 

no intercalados en las cadenas de algas filamentosas como Ana 

baena; Azotobacter disminuye la concentración de oxígeno me -

<liante su misma respiración y solo fija nitrógeno en una eta­

pa posterior. También se propone que algunas bacterias como -

Beijerinckia ·excretan polisaciridos hasta formar colonias mu­

cilaginosas en las cuales la difusión de oxígeno esta limita­

da, lo que les permite fijar nitr6g_eno (Postgate, 1978). 

Las bacterias como Rhizobium y los Actinomicetales que 

establecen simbiosis con plantas, encuentran protección de~ 

tro de los nódulos que forman en ellas. La planta contribu­

ye sintetizando la globina de la proteína "leghemoglobina" 

que regula la tensión de oxígeno y previene la inactivación 

de la nitrogenasa. (Appleby, 1974). 



3 

La nitrogenasa y la regulación de su expresión han sido -

primordialmente estudiadas en fijadores libres como Klebsie-­

lla pneumoniae (Ausubel y Cannon, 1981, Espín~ ~~,1982, 

Dixon et ~~,1984, entre otros). 

Las características intrínsecas de la fijación simbiótica 

de nitrógeno requieren para su estudio, ademis del conocimien 

to de la organización y regulación de los genes estructurales 

de la nitrogenasa, otro enfoque que tome en cuenta las inte-­

racciones entre la planta y la bacteria. Estas interacciones 

q~e culminan con el establecimiento de un nódulo fijador de -

nitrógeno, las revisaré mis adelante. En este punto procederé 

a presentar al macrosimbionte: la planta. No incluyo la reví 

sión de la simbiosis que forman algas cianofÍceas con plantas 

multicelulares desde briofitas a angiospermas. Sólo menciona­

ré que el único caso estudiado en el cual la alga penetra a 

la célula del huésped es el de la simbiosis Gunnera-Nostoc 

(Silvester, 1976). 

Las angiospermas o plantas con flores, que pueden conside 

rarse como las plantas dominantes en el mundo actual, inclu­

yen entre 300 a 400 familias con 300,000 especies (Taylor; 

1981). Una familia, la de las leguminosas, que es después de 

las familias Orquidaceae y Compositae, la familia mis grande 

de las angiospermas consta de unas 18,000-19,000 especies 

(Allen y Allen, 1981; NAS, 1979). Se han descrito poco mis de 

2800 especies de leguminosas que forman nódulos (Allen y - -

Allen, 1981). 

De las tres subfamilias de leguminosas se considera que 

la mis antigua es la de las Caesalpiníoideas (Heywood, 1971), 

a diferencia con las otras dos subfamilias, de ésta sólo el 

30% de las especies examinadas tienen nódulos (Allen y 

Allen, 1981). 
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El tiempo de origen de las leguminosas se desconoce, res­

tos fósiles indican la presencia de caesalpinoideas y mimosoi 

deas hace 10 millones de años, lo que indica que la familia -

es seguramente mas antigua. Parece haberse ampliado y diversi 

ficado hace 54-34 millones de añqs. Existe la hipótesis de 

que el origen primero, el sitio de radiación y evolución tem­

prana de las leguminosas fue Africa. Al final del cretasico -

(hace 65 millones · de . años) cu&ndo muchos grupos de legumino-­

sas modernas estaban surgiendo Eurasia estaba en contacto 

con Africa y con América del Norte. Cuando los principales 

grupos de leguminosas estaban diferenciándose, Sudamérica, 

Africa y Norteamérica estaban separados unos 1,200 Km entre -

sí (Raven y Polhill, 1981). 

Las subfamilias Caesalpinoideae y Mimosoidea se encuen--­

tran localizadas en &reas tropicales y subtropicales. De la -

familia Papilonoidea, mas grande y mas reciente que las otras 

dos, de distribución tropical y templada (Heywood, 1971), el 

98% de las especies examinadas se han encontrado con nódulos 

(Allen y Allen, 1981). 

La taxonomía de las leguminosas se basa principalmente en 

criterios morfológicos dando especial importancia a las es­

tructuras reproductivas. (Heywood, 1971, Polhill ~al., 1981). 

Los esfuerzos actuales de clasificación se valen de herramien­

tas de fitoquímica (Gómes ~t ~., 1981), de biología molecular 

(Preisler y Thompson, 1981; Martín y Jennings, 1983), de inmu­

nología (Cristofolini, 1981) y de microscopía (Goldblatt, 1981). 

Sin embargo estos criterios solo han sido aplicados a un peque­

ño número de especies. En general, s~lvo pequeñas excepciones, 

estos criterios mas modernos de clasi f icaeión concuerdan con 

los criterios clásicos. 

Además de' las leguminosas, existen otras ocho familias de an 

giospermas, de las cuales . alrededor de 200 especies pueden for­

mar aso~iaciones simbióticas con organismos fijadores de nitró­

geno (Akk e rrnans ~t ~., 1984). Un genero, Parasponia, de la 
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tablecer simbiosis con Rhizobium (aspectos revisados por Gress 

hoff et ~l., 1984). 

Las otras familias entre las que se cuentan Casuarinaceae, 

Rosaceae, Rhamnaceae, Myricaceae entre otras, fijan nitrógeno 

en simbiosis con bacterias gran positivas del tipo de los act! 

nomicetos (v.g. Frankia). Las especies de plantas fijadoras de 

nitrógeno en estas familias .se encuentran muy dispersas inter­

caladas entre especies que no fijan nitrógeno (Bond, 1976) . 

La simbiosis de l~s no leguminosas no ha sido tan estudia­

da como la de las leguminosas. Hasta hace muy poco se logró 

cultivar en el laboratorio al actinomiceto; también se ha en­

contrado hemoglobina en los nódulos de algunas especies y la 

ultraestructura de los nódulos revela semejanzas con los nódu­

los de las leguminosas (revisión de Akkermans et~., 1984). 

El encontrar procesos simbióticos en diferentes familias 

de angiospermas ha sido considerado, por algunos, corno casos de 

evolución convergente (Appleby et~·, 1983). Por otra parte 

se encontró que la hemoglobina de los nódulos de Parasponia 

tiene ho~ología con la leghemoglobina de las leguminosas, en 

cuanto a la secuencia nucleotídica parcial (Gresshoff et~., 

1984) lo que hace pensar en un origen común de este ¿ompo--

nente simbiótico. 

Tomando en cuenta todas las especies descritas que esta­

blecen simbiosis con Rhizobium o con actinomicetos, llama la 

atención que sólo un 1% aproximadamente de todas las especies 

angiospermas desarrollaran la capacidad de asociarse con bac­

terías fijadoras de nitrógeno. Si se considera que de las demás 

especies no éxaminadas de Papilonoides y Mimosoideas el 

98% y 90% (como esta descrito para las especies examinadas 

respectivamente) pueden formar nódulos, aumentaría del 

1% al 5% las especies con . fijación de nitrógeno. 
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Por otra parte, ninguna leguminosa puede obtener el 100% del 

nitrógeno que requiere por la fijaci6n de nitrógeno. Se estima -

que la soya obtiene alrededor del 30% del nitrógeno por simbiosis, 

el frijol 20 - 40% (Nfiñez ~ ~., 1979) y por selección de alfal­

fas con mejor capacidad para fijar se ha aumentado de un 8-56% a 

un 65% (Heichel et~., 1981). El resto del nitrógeno que requie­

ren las plantas lo obtienen normalmente del suelo o de fertili­

zantes añadidos. Se ha reportado que para diferentes tipos de su~ 

lo el nitrógeno contenido en el humus varía desde 3.2 (en prome­

dio) hasta 35.8 ton /ha. tomando en cuenta una profundidad de 

20 cm (Flaig ~· ~·, 1977). El nitrógeno se vuelve asimilable me 

<liante la mineralización de esta materia orgánica, la cual pro­

porciona de 20-100 kg, aproximadamente de amonio o nitrato por 

ha/año (Westermann !:_t ~., 1981). 

Otro tipo de reportes indican que las plantas con fijación 

d · , · c:l.es · d 11 e nitrogeno poseen ciertas ventaJas. Hay un menor esarro o 

de las raíces de sDya y Vigna noduladas en comparación con 

plantas no noduladas (Munns, 1980), esto también sucede en 

frijol (observaciones personales). Un menor desarrollo de la 

raíz . dificulta la absorción de fosfato y agua cuando estos e~ 

tan limitantes. Plantas de trébol noduladas son mas sensibles 

a la limitación de agua (DeJong y Phillips, 1982),así mismo 

plantas de soya dependiendo de la fijación de nitrógeno requi~ 

ren 20% mas de superfosfato para al ~anzar el 90% del rendimien 

to de plantas crecidas con fertilizante nitrogenado (Munns, 

1980). Estas desventajas aunadas a la disponibilidad de amonio 

y/o nitrato en el suelo tal vez expliquen 4ue la fijación de 

nitrógeno no se haya optimizado ni que exista una mayor propor 

ción de plantas con fijación de nitrógeno. El proceso de for­

mación de los nódulos fijadores de nitrógeno ha sido estudiado 

desde diferentes puntos de vista en varias leguminosas. El primer 

punto de interacción entre el Rhizobium y la leguminosa es la rhizosf.?ra, 

allí el Rhizobium crece en pequeños parches independientes adheridos al mu 
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cilago de la ~ raiz (Dazzo, 1979) estimulado por los carbohidr~ 

tos, vitaminas y aminoácidos que excreta la leguminosa (Revi­

ra, 1969). Ademas de Rhizobium otros microorganismos se adhi~ 

ren y crecen en la raíz, y Rhizobium mismo puede proliferar -

en raíces de cereales (Schmidt, 1979). 

- Después de la colonización en la rhizosfera, Rhizobium 

procede a penetrar a la raíz. El modo de penetración parece -

depender de la planta. Mucha atención ha recibido la invasión 

a través de hilós de infección (Callahan y Torrey, 1981; Hi-­

gashi y Abe, 1980) y~ que este es el modo de entrada del rhizo­

bium a las leguminosas cuya simbiosis mas se ha estudiado - -

(chícharo, trébol y alfalfa). Una misma bacteria puede inva-­

dir una planta (Ornithopus) mediante un hilo de infección y -

otra (Lupinus) por medio de una herida e invasión celular. 

(Dar t , 1 9 7 7 ~ Ne w c om b , 1 9 81 ) .:J 

En Neptunia, una leguminosa acuática, que no posee pelos 

radiculares,Rhizobium entra a través de las células epidérmi­

cas (Schaede, 1940):ahizobium yenetra al cacahuate (Arachys­

hypogea) a través de los espacios intercelulares que se acen­

túan cuando emergen las raíces laterales (Dazzo, 1979). En 

Phaseolus lunatus se ha descrito penetración a través de cé­

lulas epidérmicas y formación de hilos de infección en esas -

células, ademas de la infección a través de los pelos radicu­

lares. (Bal y Wong, 1982). 

Una vez que la bacteria gana acceso a la planta y encuen­

tra las células blanco a las que penetra (que pueden variar -

dependiendo de la planta), comienza un proceso de diferencia­

ción de la bacteria a bacteroide (la forma activa en fijación 

de nitrógeno) y de estimulación meristematica del tejido veg~ 

tal, cuyo resultado lleva a la formación del nodulo,un tejido 

vascularizado altamente estructurado (con diferentes modalid~ 

des). Es la forma de bac~eroide de Rhizobiurn en la que se in­

duce la síntesis de nitrogenasa la cual transforma el nitróg~ 

no a amonio. Este es excretado hacia el citoplasma v ege tal y -



ahí es transformado por enzimas vegetales en compuestosnitro­

genados que se transportan al resto de la planta. 

La morfología de los nódulos y el número de éstos son - -

características dictadas por la planta. Hay intentos de corr~ 

lacionar la morfología del nódulo con las líneas evolutivas 

de las leguminosas (Sprent, 1981). Esta correlación no es sen 

cilla, sin embargo resultan muy interesantes las implicaciones 

fisiológicas y ecogeograficas que se pueden atribuir a las di­

ferentes morfologías de los nódulos (Sprent, 1981). 

Ademas de establecer nódulos en las ra1ces, Rhizobium, 

puede formar nódulos en los tallos de algunas especies como 

Sesbania y Aeschynomene. La fijación de nitrógeno en el tallo 

es interesante ya que las células vegetales del nódulo son -

fotosintéticas y ademas, la fijación no se inhibe por nitrato, 

a diferencia con el caso de la raíz (revisión por Dommergues, 

1984). 

Nematodos, herbicidas (Allen y Allen, 1981) y cepas de -

Rhizobium con algunos defectos metabólicos (que no penetran a 

las células vegetales, Dénarié ~al., 1976) promueven la for­

m~ción de estructuras semejantes a nódulos o "pseudonódulos". 

Esto ha llevado a pensar que Rhizobium es el dispar~dor de 

una respuesta del vegetal y que aprovecha mecanismos ya exis­

ten tes en la planta para la formación de los nódulos fijado­

res de nitrógeno (Long, en prensa). 

En el nódulo Rhizobium recibe a cambio del amonio, foto-­

sintato en forma de diferentes compuestos tricarboxílicos. Se 

han visto incrementos en la concentración del Rhizobium esp~ 

cífico en el suelo ·donde se cultiva la leguminosa a la cual -

nodula. (Nutman y Ross, 1969). Las ventajas que tiene Rhizo-

8 
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bium en el nódulo se han cuestionado debido a que existe contro 

versia sobre la viabilidad de los bacteróides. Se había report~ 

do un 90% de viabilidad de los bacteroides de R. trifolii 

(Gresshoff 1977), sin embargo Zhou et al., U984) encuentran que 

los bacteroides maduros de R. trifolii son incapaces de repro­

ducirse contrastando con los bacteroides de R. japonicum,que no 

son formas termin~~~~-~e diferenciación y que son capaces de re 

producirse. 

~ El Manual de Bergey define a las bacterias del genero Rhi-
' 

zobium como bacterias gram negativas, con flagelos, capaces de 

nodular leguminosas , (Buchanan y Gibbons, 1974). Las especies de 
/ 

Rhizobium se definen de acuerdo a la planta a la que infectan. 

Esta forma de clasificar a las bacterias, si bien operativa, re 

sultó ser irreal, pues agrupa en un genero ~acterias que por 

otros criterios resultan muy diferentes. Así, los rhizobia de 

crecimiento lento (R. japonicum, R. lupiní y R. cowpea, que no­

dulan soya, lupinus, y algunas variedades de plantas tropicales 

respectívamente) son tan ~istintos de los de crecimiento rápido 

(~. meliloti, R. trifolii, R. leguminosarum ·y R. phaseoli, que 

nodulan alfalfa, trebol, chícharo y haba y frijol respectivamen 

te) que se ha propuesto que se considere como un genero dis­

tinto, Brady~hizobium (Graham, 1964; Elkan, 1934), más'parecido 

a Pseudomonas que a Agrobacterium y a Rhizobium (Moffett y 

Coldwuell, 1968). 

J Para la clasificación de las especies de Rhizobium se to­

ma en cuenta sólo el 0.5% de las especies de leguminosas. Se 

había considerado que el resto de las leguminosas formaban 

simbiosis con una miscelánea de cepas de crecimiento lento -

denominadas "cowpea" (Graham, 1976). Actualmente se_ reconoce 

un grupo de Rhizobium de crecimiento rápido que nodula legumi­

nosas tropicares como Sesbania, Leucaena y Lab-lab, Elkan 

( 19 8 4 ) propon e que es te grupo se denomine R . 1 o t i ~, Se e o ns id e -

ra que estas Gltimas bacte~ias forman un grupo intermedio en­

tre el Rhizobium de crecimiento rápido y el de crecimiento --
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lento ya que presentan ¿aracterísticas de ambos grupos (Brou-

ghton, 1984; Stowers y Eaglesham, 1983). 

La clasificaci6n de Rhizobium se enfrenta al problema de 

la inoculación cruzada o capacidad de Rhizobium para nodular 

especies de plantas que normalmente son noduladas por otro ti 

po de Rhizobium (Lange, 1961; Graham, 1976). Un ejemplo son 

las cepas aisladas de nódulos de Parasponia {la no leguminosa 

que forma simbiosis con Rhizobium) que pueden nodular y fijar 

N en seis diferentes especies de leguminosas. (Trinick, 1973~ 

Gresshoff, 1984). 

--? Se ha encontrado diversidad en las cepas que pueden nodu­

lar efectivamente (fijar N) a una misma planta/ As!, R. pha--
. I -

seoli se ha descrito como un grupo heterogéneo de bacterias -

con base en diferentes c r i ter i os : patrones de proteínas (Ro---

berts ~ al., 1980), resistencia a antibióticos (Beynon y Jo-­

sey, 1980), taxonomía numérica (Graham, 1964, White, 1972, 

Catteau, 1984) y patrones de plasmidos (Martinez y Palacios,-

1984). Por homología de ADN se encontró que R, japonicum pue-

de dividirse en tres subgrupos distintos (Hollis ~al,, 1981). 

Se han descrito cepas de Rhizobium de crecimiento rápido cap~ 

ces de establecer simbiosis con soya (Keyser et al.,1982).Este R.japonicum de 

crecimiento Tapido es m~s semejante a los otros rhizobia de -

crecimrento rápida en c~anto a utilización de carbohidratos y 

a otras pruebas bioquímicas que al R. japonicum de crecimien-

to lento con el que tiene en comGn la capacidad de nodular so 

ya (Keyser ~ al.,1982).R.trifolii que nodula especies asiáticas de trébol es . 
muy diferente, por homología de ADN, al R, trifolii de los 

tréboles europeos. (Crow et~., 1981). 

Por los datos antes expuestos, se puede pensar que la in­

forruacion ad hoc para nodular efectivamente una cierta planta 

puede expresarse en diferentes contextos genéticos. En Rhizo­

bium, al igual que en otras bacterias que interaccionan con -

plantas
1

como Agrobacterium, Erwin~a y Pseudomonas, ae han en­

contrado diversos plasmidos, algunos de gran tamaño (Nuti et 
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al., 1977; Currier y Nester, 1976; Nester, 1981) . / La informa-

ción genética para riodular y fijar N en los rhizobia de crecí 

miento rápido se encuentra codificada en plasmidos (plasmido 

"Sim" o simbiótico) (Higashi, 1967; Zurkowski y Lorkiewicz, 

1978; Zurkowski, 1981; Rosenberg ~al., 1981; Banfalvi ~al., 

1981; Hooykaas ~ ~., 1982). Estos plásmidos pueden transfe­

rirse de una bacteria a otra confiriendo a la receptora la es­

pecificidad para nodular y, en algunos casos para fijar nitró­

geno, que tenía la bacteria donador""' Como receptoras se han 

utilizado cepas de la misma especie "curadas" del plasmido sim 

biotico u otras espec~es de Rhizobium que llevan plasmidos sim 

bióticos con otra especificidad o cepas de Agrobacterium (Agro­

bacterium produce tumores en plantas, Rhizobium y Agrobacterium 

son los dos géneros de la familia Rhizobiaceae). 

~ Algunos de estos plásmidos se transfieren a alta frecuen­

cia como el pJBSJl de R. leguminosarum. Este plásmido al tran~ 

f erirse a R. phaseoli le confiere la capacidad de nodular chí­

charo efectivamente, al transferirse a R. trifolii y a Rhizo­

bium spp (cowpea) les permite nodular/ y en ~ierto porcentaje 

(20%) de bacterias transconjugantes también fijar nitrógeno 

(Johnston ~ ~., 1978). También el pJB5Jl ha sido transferi­

do tanto a cepas de R. melilot .i curadas del plasmido "Sim" y . 
a una cepa de Agrobacterium curada del plasmido Ti (que lle-

va la información para producir tumores). A ninguna de las dos 

cepas le confiere la capacidad para nodular ni chícharo hi 

otras plantas. (Djordjevic et~., 1983). Otros plásmidos sim­

bióticos de R. leguminosarum también se han transferido a otras 

especies de Rhizobium y a Agrobacterium. La transferencia del 

pSym 1 de R. leguminosarum RCC1001 a R. trifolii, a R. meliloti 

y a Agrobacterium, permite la nodulación . d~ plantas del grupo 

de inoculación de chícharo, sólo los nódulos formados por R. 

trifolii con el pSym 1 fijaron ·nitógeno (Hooykaas .!_! al., 1982) 

Agrobacteriumdcon otro plasmido Siro de R. leguminosarum tiene un 

rango de huéspedes más estrecho de nodulación que rhizobia con 

e 1 mi s mo p 1 as mido (V a n B r u S·e e 1 ~ ~. ' 198 2 ) . 
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De R. trifolii también se han transferido plasmidos sim­

bióticos a R. phaseoli (Higashi, 1967) y a diferentes cepas de 

R. leguminosarum, algunas eran mutantes en nodulación o fija­

ción (Hooykaas et al., 1981). En estas transconjugantes ningún 

plásmido de R. leguminosarum se perdió, y se obtuvo nodulación 

y fijación tanto en trébol como en haba (grupo de inoculación 

de R. leguminosarum). El plasmido en cuestión de!· trifolii, 

pTr5a, no complementa a una mutante de nodulación (nod-) de R. 

leguminosarum Y. aunque la transconjugante nodula trébol, no -

nodula chícharo. pTr5a confiere a Agrobacterium la capacidad 

para formar hilos de infección, penetrar a las células veget~ 

les y formar nódulos que no fijan nitrógeno (Hooykaas, 1981). 

Otro plásmido de R. trifolii 
1
pPNl. afecta la respuesta simbió­

tica de las células receptoras tanto para trébol como para la 

leguminosa huésped original. Las alteraciones en las respuestas 

simbióticas de R . . leguminosarum y R. phaseoli se debieron a la 

perdida del plásmido simbiótico original de estas cepas. En una 

cepa de R. meliloti, el plásmido simbiótico original se pierde 

por la presencia del pPNl, sin embargo estas cepas son incapa-

-~ ces de nodular tanto alfalfa como trébol. La fijación de nitró­

geno de R. loti se inhibe tanto en Lotus (su huésped) como en 

trébol por el pPNl (Ronson y Scott, 1983). Este último efecto 

se ha llamado "incompatibilidad fisiológica". 

El plasmido Sim de R. meliloti es mayorde 700 Kb, mientras 

que en los otros rhizobia su tamaño varía entre 160 y 500 Kb. 

No obstante su gran tamaño que dificultaba su transferencia 

a otras especies, los grupos de Kondorosi (1982) y Dénarie -

(1984) lograron movilizarlo a Agrobacterium. En ambos casos -

los nódulos son inefectivos y la microscopía revelo un proceso 

atípico de penetración, sin hilos d~ infección y nódulos des­

provistos en gran parte de bacterias (Truchet et al., 1984). 
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- El enfoque de movilización de plásmidos considera a estos 

como entida~es unitarias. Un enfoque más estructural, en el -

que secomparan plasmidos simbióticos de R. meliloti de diferen­

tes orígenes geográficos, muestra que la homología se extiende 

sólo a ciertas regiones discretas del plásmido. (Huguet et~., 

1983). Esta homología abarca a menos de un cuarto de cada -­

plásmido en promedio. 

Además de las exhaustivas transferencias de plasmidos en­

tre diferentes bacterias y de la comparación estructural de -

algunos plásmidos simbióticos, otra de las estrategias para -

caracterizar los paquetes simbióticos ha sido la obtención de 

mutantes en nodulacion y fijación, las modalidades de mutación 

mas socorridas han sido las inserciones de transposones como 

Tn5 y las deleciones. Posteriormente, estas mutantes se han -

complementado con secuencias plasmídicas clonadas en vehícu -

los que se pueden expresar en Rhizobium y E. coli (Revisio-

nes de Long, en prensa y Kondorosi, en prensa). Esto ha permi 

tido caracterizar y mapear algunos genes de ·nodulación y de 

fijación en R. meliloti, R. leguminosarum y R. trifolii. 

Las conclusiones más sobresalientes son que el número de 

genes involucrados en el proceso de nodulación es relativamen 

te pequeño, que estos genes se encuentran agrupados en dife- ­

rentes regiones del plásmido cercanas a los genes nif y algu­

nos de ellos se han denominado genes comunes de nodulación ya 

que pueden complementar mutaciones interespecÍficamente en 

Rhizobium. 

Las siguientes evidencias apoyan las conclusiones mencio­

nadas: 

En un experimento de mutagenesis al azar para obtener ce­

pas incapaces de nodular (Nod-) de !· meliloti, de 6000 colo­

nias mutantes sólo se encontraron cuatro que eran deficientes 

o n no r ma l <' s en n n rl 11 l ;¡ r i ó n ( M <' -1 d f' P 1- " 1 1 f) fP ) n 0 •· l • . - l l • 
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no deformaban ni producían enroscamientos en la raíz (mutan­

tes Hac ; Hac por hair curling, enroscamiento del pelo), las 

otras dos producían deformaciones, lisis e hipertrofia de las 

células de la raíz (Hirsch, 1982). Rolfe en un estudio simi­

lar en R. trifolii encontró dos cepas nod de 3000 analizadas, 

pero encontró otras cepas bloquedas en diferentes pasos de 

la nodulación. (Rolfe, 1981). Paau et al., 1981, encoritro 3 mutan 

tes nod entre varios miles de colonias analizadas despues 

de mutagenizar con nitrosoguanidina a R. meliloti. También 

en R. japonicum.Y en R. ~uminosarum se han encontrado pocas 

mutantes nod (Maier y Brill, 1976; Beringer, 1977, 1980). En 

general el número de mutantes nod es de 5-10 veces menor que 

el numero de mutantes auxótrofas que se obtienen. La frecuen­

cia de mutantes fix- sí es similar a la frecuencia de obten­

ción de auxótrofos (Forrai et al., 1983). 

Por mutagenesis del plasmido simbiótico también se han ob­

tenido resultados semejantes, de 200 inserciones independien­

tes de TnS en el plasmido pRLlJl de R. leguminosarum (en prom~ 

dio se tenía una inserción en cada Kilobase de ADN) se obtu-­

v1eron tres mutantes deficientes en nodulacion, las tr·es 

muy cercanas. Cuando estos genes de nodulación se clonaron de 

la cepa silvestre se encontró que clonas de 10 Kb eran capaces 

de conferir a cepas de R. leguminosarum curadas del plasmido 

Sim la capacidad de formar nódulos con bacteroides. Indicando 

que en 10 Kb se encuentra contenida la información para la -

infección y la diferenciación a bacteroide (Downie et al., -

1983a). 

En R. meliloti, en R. trifolii y en R. leguminosarum se ha 

encontrado que los genes nod (Hac) se encuentran a unas 20-30 

Kb de los genes nif. (Long et al., 1982; Downie et~., 1983b; 

Kondorosi ~ al., 1983; Rolfe n al., 1983; Shine ~ ~·, 1982; 

Huguet et al., 1983). 
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La complementación de diferentes mutantes por deleciones 

en el plasmido Sim con secuencias clonadas en vehículos tipo 

"cósmido" han permitido identificar otros genes de nodula-­

ción y de fijaci5n. En el cuadro 3 se comparan los mapas de 

R. leguminosarum, R. meliloti y R. trifolii que sitGan los -

genes nif, fix y nod. Kondorosi (1983) ha mapeado también en 

esta región los mensajeros de ARN que se expresan en el nódu 

lo (cuadro 3). Se · ha·n · encontrado otros genes fix que mapean 

fuera de esta zona en R. meliloti (Boistard, comunicación 

personal). 

Clonas que llevan los genes tempranos de nodulación 

(Hac) de R. meliloti, R. leguminosarum complementan mutacio­

nes nod de otras especies de R. trifolii, R. meliloti y R. 

phaseoli (Kondorosi, en prensa; Long, en prensa), estos ge-­

nes se han designado genes comunes de nodulación. 

Por otra parte, se ha buscado si clonas que llevan genes 

de nodulación tempranos y tardíos y genes fix de una cepa 

de R. trifolii se encuentran conservados en otras especies -

de Rhizobium por homología. Se encontró que una clona que 

lleva los genes Hac esta representada en ca~i todas las ce-­

pas de Rhizobium que nodulan trébol, tiene algo de homología 

con R. meliloti y R. lotus y no hibridiza con otras ¿epas de 

crecimiento rápido ni con cepas de crecimiento lento. Una 

respuesta similar se obtiene con una clona fix que, en gene­

ral, se encuentra mas conservada en cepas cercanas a ~· tri­

folii, con una excepción. Otras clonas tienen un comporta--­

miento opuesto, dos clonas que contienen secuencias involu-­

cradas en diferenciación de los bacteroides se encuentran 

mas conservadas en cepas que tienen homológÍa general de ADN 

aunque nodulen plantas diferentes. Estas secuencias han di--

vergido en cepas que establecen ~imbiosis con plantas de 

mismo grupo de inoculación (Jarvis ~ ~·, 1983), 

un 
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Cabe mencionar el análisis de ' los genes de nodulación de 

una cepa de R. leguminosarum con un espectro de infección mas 

amplio que las otras cepas de R. leguminosarum. La cepa TOM -

puede nodular ademas de las variedades comerciale~ una línea 

primitiva de chícharo, el · cultivar Afghanistan (Winarno Y 

Lie, 1979). Los resultados muestran que la habilidad para no­

dular tanto las variedades comerciales como la Af ghanistan re 

side en una pequeña porción del ADN del plasmido Siro pRLSJ de 

la cepa TOM. Tal vez se trate de una variante alélica del - -

gene normal de nodulación, en vez de un gene suplementario 

que aumente el 'espectro de infección. En el cuadro 3 se cbmp~ 

ra este plasmido pRLSJl de la cepa TOM con un plasmido de una 

cepa de R. leguminosarum · "normal", (Hombrecher et al., 1984). --
~ Recientemente se hanobtenido una buena colección de ce--­

pas nod mediante mutagenesis dirigida de las regiones nod 

( K o n doro s i e t a l., 1 9 8 3 ; Long , 1 9 8 4 ) . E 1 interés a c tu a 1 de 1 os 

grupos de investigación en simbiosis es la definición de las 

funciones de estos genes nod y fix. Se sugiere que el gene 

Hac puede codificar para una cutinasa (Kondorosi, comunica--­

ción personal). 

Una vez disecados los genes de Rhizobium que participan -

en el establecimiento de una simbiosis efectiva, se augura 

que seguirá el entender su funcionamiento y su regulación en 

diferentes fondos genéticos. Esto permitirá la comprensión de 

la esencia simbiótica de Rhizobium y dará las herramientas 

para la construcción de cepas de Rhizobium con diferente s fi­

nalidades. Tambien permitirá el análisis de las relaciones 

evolutivas de los diferentes paquetes simbióticos, quedarían -

por entender muchos aspectos de la relación planta-bacteria,~ . . 
algunos de los cuales los presentaré mas adelante. 
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LOS MOVILES DEL PROYECTO 

~- La homología estructural de los genes de la nitrogenasa 

sirvió de punto de partida de la investigación que sobre la 

fijación de nitrógeno de P. vulgaris (frijol) y ~· phaseoli 

se inició . en el Centro de Investigación sobre Fijación de -

Nitrógeno. El primer hallazgo fue que, a diferencia con los 

otros rhizobia estudiados R. leguminosarum, ~· trifolii y !· 
meliloti (Ruvkun y Ausubel, 1980, Prakash, 1981) en R. ~-

seoli existen reiteraciones de las secuencias de fijación -

de nitrógeno, con tres copias de los genes de la nitrogenasa 

reductasa (nifH) (Quinto et ~·, 1982). La investigación so­

bre la reiteración del gene nifH ha conducido al estudio de 

la organización genómica de R. phaseoli. En el camino se han 

obtenido las siguientes aportaciones al conocimiento de Rhi­

zobium: i) la secuencia nucleotídica de las tres copias del 

gene nifH de la cepa de R. phaseoli CFN 42 es idéntica y es­

ta identidad se extiende 200 bp hacia la región 5' de los -

genes (Quinto et ~·, 1985). ii) cualquiera de los genes nifH 

es dispensable para la fijación de nitrógeno temprana en nó­

dulos de P. vulgaris, conclusión que se deriva de experimen­

tos de mutagénesis dirigida en los cuales se introdujeron a 

cada copia de nifH una secuencia interruptora "cassette" que 

confiere resistencia a Kanamicina (Quinto et al., 1985). iii) 

ademas de los genes nifH repetidos existen dos copias.del gene 

nifD (que codifica la subunidad oc del componente I de la ni­

trogenasa y tal vez dos copias del gene nifK (que codifica la 

subunidad ~ del mismo componente I) (Quinto, comunicación per­

sonal) .. iv) los genes nifH y nifD funcionan en dos operones, 

resultado que se deriva de experimentos en los que se genera­

ron dobles mutantes mediante la inserción de "cassettes", que 

confieren resistencia a espectinomicina, a la . derecha del gene 

nifH (Segovia, 1985). 

En el afau de entender las reiteraciones de los genes nifH 
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en cuanto a su distribución en R. phaseoli en particular y 

en Rhizobium en general y en busca de una posible correlación 

con la especificidad simbiótica se propuso este proyecto con 

los siguientes objetivos: 

l. Establecer si la presencia de mGltiples copias de genes 

de nitrogenasa es un fenómeno general en !.phaseoli. Se 

planteo un análisis amplio de cepas de diferentes oríg~ 

nes geográficos y de diferentes tipos de f· vulgaris. 

2. Analizar rhizobia aislados de diversas leguminosas en 

cuanto a la organización de los genes nifH y sus capaci­

dades de nodulacion y fijación en !• vulgaris. La selec­

ción de cepas de Rhizobium se diseñó tomando en cuenta -

las relaciones taxonómicas de las leguminosas de las que 

se aislaron las cepas, con el fin de tratar de estable--

cer correlación entre la organización de los genes 

y la taxonomía de las leguminosas. 

nifH 

3. Analizar algGn sistema simbiótico alternativo al de R. 

phaseoli que pueda nodular y fijar nitrógeno en frijol. 

Comparar este paquete simbiótico de alguna cepa de amplio 

espectro con el de R. phaseoli "específico" para eluci-­

dar las relaciones evolutiva~ de estos pl(smidos simbió­

ticos. 

En este trabajo presento un análisis sobre diferentes pobl~ 

ciones de Rhizobium que son capaces de establecer simbiosis con 

P. vulgaris. Propongo que la reiteración de los genes nifH es -

un marcador de una de estas poblaciones, la más específica y 

abundante. Así mismo, considero que las cepas de R. phaseoli 

sin reiteraciones de los genes nifH pueden ser representantes -

de cepas del grupo de Rhizobium de amplio espectro de nodula--­

ción aislado de leguminosas tropicales. 



MATERIALES Y METODOS 

Aislamiento de cepas. 

Aisli cepas de Rhizobium de n6dulos de !· vulgaris y de 

otras especies de leguminosas que colecté en diferentes re­

giones de Jalisco, Hidalgo, Morelos y Guanajuato. La super­

ficie de los n6dulos se esteriliza con cloralex (20% v/v) 

durante 3-5 min y el contenido se estria en medio de creci­

miento s6lido, previo control de contaminaci6n de la super­
ficie. 

Medios de cultivo. 

Todas las cepas de R. phaseoli crecen en PY (Noel ~ al 

1984) y en MY (Vicent, 1970), algunas cepas de Rhizobium 

spp s6lo crecen en MY. En el apéndice se describen estos 

medios, como también el medio PA. En este Último, Rhizobium 

crece sin formar muchos polisacáridos lo que facilita la 

purificaci6n de plásmidos ; En el medio BYLA s e crecen las -

cepas para la posterior determinaci6n de cetolactasa. 

Ensayos de nodulaci6n. 

Las semillas se lavan en etanol al 80% durante 5 min., 

se enjuagan con agua y se esterilizan durante 15 mi n. 

con clorale x al 50%. En algunos casos, como con soya el 

lavado con etanol se omite, en otros, como en Leucaena, 

después de este proceso es necesar i o esclarificar la se­

milla, lijando la testa en condiciones de esterilidad. Las 

semillas se germinan en agar al 1% en agua, durante 3 

dias en la obscuridad. Poster i ormente se pasan a frascos 

(de 50 ó 250 ml) con aga r al 0.8% en Faharaeus sin nitró ­

geno (detalles en el apendice III). En algunos ca s os ut i ­

lice Jarras Leonard (Vicent, 1970) con vermiculita y so­

lución nutritiva. Las plantas se crec e n en la cámara de 

cul t i v o d e p l a n tas a 28º C co n ilumi n aci ón i n ca nd es - -- -
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cente y blanca durante 12 hrs. diarias. 

Ensayos de reducción de acetileno. 

La actividad de nitrogenasa de nódulos se mide como la re 

ducción de acetileno a etileno. El acetileno también es sus-­

trato de la nitrogenasa. La determinación se puede realizar -

entre los catorce y diecisiete días después de la inoculación, 

dependiendo de la cepa y de la planta. La raíz de las plantas 

s e d e s p r e n d e d e 1 a p a r t e a é rea y s e in cu b a 1 a r a í z c o n 1 o s n ó -

dulos unidos a' ella en una mezcla de acetileno al 2% durante 

una hora. En algunos casos medí la actividad de nódulos aisla 

dos. Las actividades se reportan en pmolas de etileno produci 

das por hora por g de peso seco de nódulo o como porcentajes 

reducidos del total. Como ~ontroles se utilizan las raíces, ~ 

desprovistas de nódulos, de los testigos no inoculados. 

Visualización de plasmidos. 

La lisis de las cepas de Rhizobium se lleva a cabo en los 

pozos del gel utilizando lisozima, SDS y RNasa de acuerdo a -

Eckhardt (1978). 

Extracción de ADN. 

Se utilizaron dos procedimientos de extracción con resul­

tados igualmente buenos. Se describen en el Apéndice. 

Hibridización, 

El plismido pC~l52 que contiene 300 pb de la secuencia in 

terna del gene de la nitrogenasa reductasa de R. phaseoli 

CFN42 se utilizó como detector. Se marcó radiactivamente con 
32

P siguiendo la técnica de"Nick Traslation" (Rigby, 1977). -
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Lashibridizaciones se llevaron a cabo utilizando formamida o 

fosfatos como se ha descrito. Ver ap~ndice para los detalles. 

Purificación de plásmidos. 

El plásmido simbiótico de la CIAT 899 se purific6 del 

Agrobacterium al cual se había transferido, el plásrnido sim­

biótico de la CFN . 449 . . (de Dalea) se purificó directamente de 

esta cepa. Se siguió el m~todo de extracción alcalina de - -
Hirsch (1980). 

Clonaci6n de secuencias de plásrnidos. 

Se clonó el pDal, el plasrnido simbiótico de la CFN 249 

en el vehículo pRK 404, Ver ·ap~ndice, 

21 
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SUMMARY 

We have previously reported that R. phaseoli has multiple 

copies of nitrogen fixation gene sequences. In this work 

we extend our analysis to cover a broader scope of R. phaseoli 

strains and other rhizobia isolated from different legumes. 

Our results indicate that most R. phaseoli strains have 

reiterated nifH se~uences. Reiterations are also found in 

rhizobia from nodules of other Phaseolus species and from 

the clase relative Pachyrhizus. However nifH gene reiter-

ation is not always found in the rhizobia able to nodulate 

and fix nitrogen in Phaseolus, since sorne strains isolated 

from nodules of Phaseol~s vulgaris as well as from other 

legumes are able to establish an effective symbiosi s with 

bean and do not show reiterations. We ptopose that there 

are different evolutionary lines of R. phaseoli. The 

reiteration of nif genes may be considered a marker for 
~~ . 

the most abundant and specialized of these evolutionary 

lines. 



INTRODUCTION 

Bacteria of the genus Rhizo~ium induce nodules and fix 

nitrogen in the roots of legumes. Rhizobium species have 

been defined according to the host they infect. This 

classification gathers into a group different bacteria that 

may share only a certain nodulation ability. R. phaseoli, 

the symbiont of Phaseolus vulgaris, common bean, has been 

catalogued as a very heterogeneous group (Beynon & Josey, 

1980; . Roberts et al., 1980; Catteau ~ al., 1984). We 

have described a peculiar organization of nitrogen fixation 

genes in ~ phaseoli characterized by the presence of stable 

reiterations (Quinto et al., 1982). In~ phaseoli strain 

CFN-42, there are three different regions in its symbiotic 

plasmid that contain identical and complete nitrogenase 

reductase coding sequences (nifH). Site directed mutagenesis 

indicated that none of the three nifH gene copies is indis­

pensable for nitrogen fixation during symbiosis with Phaseolus 

vulgaris (Quinto et al., 1985). To establish how general 

nifH gene reiterations are in B._=._ phaseoli, we extended our 

s tudies to strains isolated irom diverse types of Phaseolus 

vulgaris and from other Phaseolus species. We analyzed 

strains from different geographical origins with an emphasis 

on strains from Mesoamerica because Phaseolus vulgaris had 

its origin and was diversified in this region (Miranda, 1967; 

Gentry, 1969). 

Reit e rations of nif genes have been reportea in bacteria other 
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than rhizobia (Rice tl al.,1982; Kallas et al., 1983; 

Scolnick & Haselkorn, 1984). To understand further nif 

gene reiterations,and because of a possible correlation 

between the evolutionary trends of plant and Rhizobium, 

fast growing rhizobia were isolated from various legumes, 

the latter chosen . b~~~µse of their taxonomic relationships. 

In this paper we describe symbiotic properties of these 

strains and analyze their nifH gene organization patterns. 

METHODS 

Bacterial Strains. B...:_ phaseóli strains were isolated 
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fr o m bean nodules obtained from important, native, agricultural 

areas of Mexico: Jalisco, Hidalgo, Morelos and Guanajuato. 

B...:_ phaseoli strains are listed in Table l. Rhizobium strains 

from other legumes are listed in Table 2. To test for 

Agrobacterium contamination, all Rhizobium isolates were 

assayed for 3-ket~~actose production(Bernaerts & De Ley, 196 3) 

using Benedict 1 s reagent and cultures grown in BYLA medium. 

BYLA contained, per litre, lüg lactase, 0.5g K2 HP0 4 , O.lg 

Mgso 4 .. 7H 2 0, 0.2g CaC1 2 , 50mg Fec1
3

. 6H 20, 3g yeast extract, 

15g agar. None of the Rhizobium strains gave a positive 

reaction. 
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Isolation of Rhizobium strains. Bacteria were isolated from 

active, nitrogen-fixing nodules from legumes that grew in the 

field or were grown from seeds in the laboratory in soils, 

and under conditions, that resembled their natural habitats. 

Nodules were surface sterilized and tested for surface canta-

mination. Nodule isolates were grown in peptone yeast me-

dium, PY (Noel et al., 1984). Strains from Centrosema and 

Vigna, that do not grow well in PY, were grown in yeast 

mannitol medium, YM (Vincent, 1970) that contained lg of 

yeast extract per litre. Isolated colonies were serially 

diluted in 10 mM Mgso 4 , O.O 1% (v/v) Tween 40 (Kuykendall 
. . 

& Elkan, 1976) and plated for further colony purification. 

Nodulation Assays. Seeds of different legumes were surface 

sterilized (Wacek & Brill, 1976). Depending on the plant 

size, different flasks were used that contained nitrogen-

free plant nutrient (Wacek & Brill, 1976) and 0.8% (v/v) 

agar. Inoculation vas as described (Noel et al., 1984). 

Sometimes modified Leonard "bottle jars" (Vincent, 1970) 

with vermiculite were used. All controla were devoid of 

nodules. 

Acetylene Reduction Assays. Nitrogenase activity was measured 

by acetylene reduciion (Wacek & Brill, 1976). Whole root 

systems were incubated for 1 hour in sealed 25 ml vials con-

taining 2% (v/v) acetylene. Samples were injected in a 
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Packard 430 gas chromatograph with a Poropak N, 80-100 column. 

DNA Hybridization. DNA was obtained from the different 

Rhizobium strains and digested with BamHl restriction endo-

nuclease. Tot~l DNA digests were subjected to electrophoresis 

in 1% agarose gels and then transferred to nitrocellulose 

filters (Southern, 1975). Hybridization was performed under 

low stringency condi€ions, ·as reported previously (Quinto 

~ al., 1982). A recombinant plasmid (pCQ152) carrying a 

300 bp sequence from the coding region of the nifH gene 

from ~ phaseoli CFN-42 was used as probe; this fragment 

cedes for aminoacids 28 to 119 of nitrogenase reductase 

( Quin t O- et a 1 . , 19 8 5 ) . 

RESULTS 

Most R. phaseoli strains have nifH gene reiterations. 

DNA obtained from the strains isolated from bean nodules 

was digested with BamHl. Total genomic digests were 

subjected to agarose gei electrophoresis, blotted and 

hybridized with a nifH specific probe from B._:_ phaseoli 

CFN-42 (Quinto ~ al., 1985). The strains tested included 

bacteria from both bush P. vulgaris and climbing cultivars 

(the latter are considered to be better nitrogen fixers 
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(Graham, 1981) ), and from Phaseolus vulgaris wild-type. 

Figure 1 shows the hybridization patterns of these strains. 

Pattern 1 vas the most common. It has three bands of 9.8, 

5.6 and 4.o kb. We have also observed other, triple-band 

patterns (Fig. 1-patterns II, ·III and IV) that have 

differences in the sizes of the bands. Pattern V shows 

only two bands. 

In a first survey, we found that out of 40 strains of 

R. phaseoli tested, only one did not show reiteration of 

nifH. Since this strain, CIAT 899, is aluminium and acid 

tolerant, we investigated whether this type of R. phaseoli 

vas common in acid soils. We analyzed other acid tolerant 

strains; one of them showed reiterations (CIAT 896), the 

others (UMR1020 and UMR1026) did not. UMR1020, UMR1026 

and CIAT 899 each have the same size BamHl-generated 

nifH hybridization band. 

nifH gene reiterations are found in bacteria isolated from 

other species of Phaseoltis and from the clase relative 

Pachyrhizus. Figure 2 shows the taxonomic relationships 

of the legumes (Heywood~ 1971) from which we isolated 

fast gr·owing strains of Rhizobium (Table 2). Emphasis vas 

given to the isolation of bacterial strains from plants 

taxonomically related to Phaseolus vulgaris (Marechal ~ al., 

1978). Strains from Phaseolus coccineus, Phaseolus acutifolius 
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and from Pachyrhizus nodules showed reiterated nifH sequences 

and were able to nodulate and fix nitrogen in Phaseolus vul-

garis (Fig. 2). The patterns of reiteration fall within the 

pa t t erns óbt ained far 'ª-=- phas eol i s t rain s (Ta b _l e 1) . No 

reiterations were found among Rhizobium strains from other 

legumes including some Phaseolus relatives such as Vigna 

and Macroptilium 

\ 

The capacity to nodulate P. vulgaris effectively is widespread 

among rhizobia. Various strains from different legumes 

are able to nodulate and fix nitrogen in P. vulgaris; this 

capacity does not ~orrelate with the pbylogeny of the legu-

mes from which the bacteria were isolated (Figure 2). Strains 

isolated from the subfamily Mimosoideae, from the species 

Leucaena and Acacia were able to nodulate P. vulgaris. 

Furthermore strains from Leucaena leucocephala, and from 

L. esculenta were able to fix nitrogen in bean. In contrast, 

strains fr01J1 Yigna, vhich belongs to the same subtribe as 

Phaseolus, forro only small ineffective nodules from which 

bacteria could not be recovered. 

Nonspecific strains that are able to fix nitrogen in b e an do 

not have reiterated nif sequences. Strains isolated from 

Macroptilium gibbosifolium, from Crotalaria pumilaj from 

Dalea leporina and from the species of Leucaena mentioned 
,I 
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above established effective nodules in Phaseolus vulgaris, 

did not show reiterated sequences when probed with a R..:_ El:!.!!.-

seoli internal nifH fragment, and displayed different 
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hybridization patterns that distinguished them from each other 

(Fig. 3). When reisolated frqm bean nodules, the strains 

proved to be the same as the inoculum by the following cri­

teria: the nif hybridization pattern (fig. 3), the total 

DNA digestion pattern and the ability to nodulate the 

original host legume (data now shown). The nitrogen fixing 

activities of these strains in P. vulgaris, measured by 

the acetylene reduction assay, were in sorne cases similar 

to the R. phaseoli strains {data not shown). 

The "non-reiterated" R. phaseoli has a broad infection 

spectrum. We tested the symbiotic properties of different 

Rhizobium strains using Leucaena leucocephala as a host. 

Leucaena leucocephala has been described as specific far 

its Rhizobium requirements (Norris, 1967; Trinick, 1968). 

"Non reiterated" ~ phaseoli strains, CIAT 899, UMR1020 and 

UMR1026 nodulate Leucaena, although not effectively. None 

of the "nif reiterated" R. phaseoli strains tested (CFNl, 

CFN5, CFN23, CFN25, CFN42) nodulated Leucaena. The non-

sp~·· i. fic Rhizobium strains that nodulated and fixed nitrogen 

in bean (strains from Dalea leporina, from Crotalaria pumila 

and from Macroptilium gibbosifolium) nodulated ~ leucocephala 

effectively. So they may be considered broad host range 

strains. It should be noted that these strains showed single 
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nifH hybridization bands. 

Under natural conditions bean may be nodulated by strains 

that nodulate other legumes. To test whether Rhizobium 

from other legumes could nodulate P. vulgaris under 

natural conditions, we grew beans in soils where wild 

or cultivated Leucaena trees grew. We isolated 12 strains 

from these bean nodules. About half of these strains Yere 

able to nodulate Leueaena leucocephala effectively and 

did not have reiterations of nifH (Fig. 4); the other 

isolates only nodulated bean and had the reiterated pattern 

of R. phaseoli (Fig. 4). 

DISCUSSION 

~ phaseoli has been defined as the Rhizobium that forros 

nitrogen fixing nodules in bean. It comprises a very 

heterogeneous group on the basis of protein patterns. (Roberts 

~al., 1980), plasmid profiles '(Martínez & Palacios, 1984) 

antibiotic resistance (Beynon & Josey, 1980) and numeric 

taxonomy (Catteau ~al., 1984), Our data indicate that 

it is a more homogeneous group on the basis of nif gene 

reiterations. In B..:.. phaseoli strain CFN-42, the three copies 

of nifH are part of a large 270 Md plasmid (Quinto ~ ~·, 

1982) that also carries other ·symbiotic determinants (unpubli-

shed). Thus the reiterated nif genes are linked to the symbi o -

tic information for bean ·nodulation as part of a plasmid that 
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could be contained in different bacterial backgrounds. 

We have observed that randomly selected cloned fragments 

from the B...:_ phaseoli CFN-42 symbiotic plasmid show a higher 

degree of conservation than cloned chromosomal fragments 

from the same strain when hybridized to total genome digests 

from other R. phaseoli strains (our unpublished results). 

Our screening of fast groving rhizobia from different legu-

mes of the subfamilies Papilionoideae and Mimosoideae was 

not intended to be comprehensive. B_:_ leguminosarum and 
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R. trifolii were not included as their nifH gene organizations 

have already been established (Ruvkun & Ausubel, 1980). Our 

results suggest that reiterations of the nifH gene are res­

tricted to rhizobia isolated from some genera of the Phaseolineae 

tri be. Data from other groups support this proposal. Strain 

ANU240, a streptomycin resistant de~ivative of NGR 234, 

has two nifH copies (Morrison ~al., 1983). This bread host 

range strain (Broughton et al., 1984) was originally isolated 

from Lab-lab purpureus which belong to tbe Phaseolineae tribe. 

NGR 2~4 does not nodulate bean (Trinick, 1980). Recently, 

reiterations of nif genes have been reported in fast growing 

R. japonicum (Prakash & _Atherly, 1984): Glycine max, its host, 

belongs also to the Phaseolineae tribe. We have tested these 

R. japonicurn strains for nodulation in f.:_ vulgaris, 

found that they form small ineffective nodules. 

we have 

Nadulation of Phaseolus vulgaris by a wide range of strains 
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froro tropical legumes was reported several years ago 

(Lange, 1961), but there were not data on the nitrogen 

fixation activity. Our results show that Phaseolus vulgaris 

roay be nodulated effectively by non-specific Rhizobium 

from tropical legumes. These strains do not show nif 

reiterations. ~e p~opose that those strains isolated primarily 

as R. phaseoli and that do not have nif reiterations may be 

representatives of fast growing rhizobia from tropical legumes 

that are·capable of nodulating bean. Indeed, we have found 

Leucaena Rhizobiuro strains forming nodules on bean roots 

in soils where Leucaena trees grow. 

Rhizobium strains from Dalea leporina, Crotalaria pumila 

and from Macroptilium gibbosifolium, besides nodulating 

-their original host, also nodulate Phaseolus and Leucaena 

;:; ffectively. B..:_ phaseoli strains: CIAT 899, UMR10 2 0 and 

UMR1026 also nodulate Leucaena. In contr a st, R. phaseoli 

"reiterated" strains are more specific. They nodulate 

effectively only f..:_ vulgari s (cultivar and wild-type) 

and P. c o cci n eu s (data not shown; Graham & Halliday, 1977). 

If the pri mitiv e Rhiz o bium had a bread host range and 

evolved t o b e come more specific for certain legumes, then 

the nifH gene reiterations may be considered a marker of 

this s p e cialization in one of the evolutionary trends of 

R. phaseoli. 
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RESULTADOS 

En el artículo "Reiteration of Nitrogen Fixation Gene -

Sequences and Specificity of Rhizobium in Nodulation and 

Nitrogen Fixation in Phaseolus vulgaris (Journal of General 

Microbiology, en prensa) se presentan los siguientes resul­

tados: 

La mayoría de las cepas de R. phaseoli poseen un patrón 

común de or8anización de genes de la nitrogenasa reductasa 

(nifH)caracterizado por tener tres copias de ésta. (Fig. l 

y tabla 1). 

Cepas aisladas de otras especies de Phaseolus, de Pha-­

seolus coccineus y de Phaseolus acutifolius y de la especie 

cercana Phachyrhizus erosus también tienen múltiples c opias 

de genes nifH. Todas estas cepas son capaces de nodular y -

fijar nitrógeno en P. vulgaris. (Tabla 1 y Fig. 2). 

Algunas cepas de Rhizobium aisladas de leguminosas no -

relacionadas cercanamente a frijol pued e n establecer una 

simbiosis efectiva con este y no tienen genes nifH re i tera 

dbs (Fig. 2). Estas cepas poseen un espectro de nodula--­

ción mis amplio, nodulan efectivamente Leucaena leu c oc e ph a ­

la (aunque no nodul a n ni chícharo, ni trébol, ni alfalfa) . 

El tipo de cepa s de Rhizobium, d e esp e ctro ... mas amplio,-

sin reiteración de genes nifH, pueden formar hasta el 50% -

de los nódulos de frijol, si se crece el frijol en suelo 

donde estas bact e rias se encuentran muy enriquecidas. v.g. 

en suelos donde cr~cen arboles de Leucaena ~ (Fig. 4). 

In Addendum. 

Sobre el espectro de nodulación de las cepas de R. Pha­

seoli. 
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Las cepas CIAT 899, UMR 1020 y UMR 1026 (R. phaseoli con 

copia única de genes nifH), pueden nodular y fijar nitrógeno 

(medido como reducción del acetileno, Tabla 4) en la espe­

cie Leucaena esculenta, esto las diferencía de las otras ce­

pas de R. phaseoli (CFNl, CFN 5, CFN 23, CFN 42, Nitragin 

8251 y 8184) que no nodulan Leucaena ni tampoco, Albizzia 

sonorensis, Acacia albida, Canavalia spp, Canavalia encifor­

nis, Desmodim heterophyllum, Vigna unguiculata, Vigna deci-­

piens, Vigna vexillata, Vigna ho~ei, Pueraria phaseoloides. 

Los ensayos de n~dulaci6n utilizando Leucaena como macro­

sim~ionte tienen como ventajas el tamaño pequeño de la semi-­

lla y de la planta, (Fig, 5), Debido a que las reservas en el 

cotiledón son menores que en frijol, las diferencias en desa­

rrollo son mas obvias entre las plantas noduladas efectivame~ 

te y las no noduladas. En la Fig. 6 muestro una planta de - -

Leucaena esculenta nodulada por la cepa de R. phaseoli UMR 

1020 y un control no nodulado. En la Fig. 7 presento los nódu 

los formados en Leucaena esculenta por UMR 1020 y en la Fig 8 

por la cepa CIAT 899, 

Tomando en cuenta los espectros de nodulación, me permito 

proponer que las cepas de R. phaseoli con reiteraciones de 

nifH son específicas y que las de copia única pueden 'conside­

rarse como "no específicas" . º de amplio espectro. 

Sobre otras características de las cepas R. phas e ol i , 

La cepa CIAT 899 crecen en medio Luria (LB) (medio en el 

que normalmente crece E. coli, ,Agrobacterium,. etc), no 

otras cepas de R. phaseoli (CFN 42 por ejemplo). En LB 

,# as i 

también 

crecen algunas cepas de Rhizobium de otras leguminosas,por 

ejemplo la CFN 243 y 249 aisl~das de Dalea leporina. 
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La capacidad de la CIAT 899 de crecer en LB no la campa~ 

te con las cepas de R. phaseoli UMR 1020 y 1026 que tienen -

el mismo patrón de genes nifH, tampoco la comparte con las -

cepas CIAT 894 y 896 que al igual que la CIAT 899 son ácido 

y aluminio resistentes (ver discusión mas adelante). 

Encontré que las cepas UMR 1020 y 1026, los otros dos 

aislamientos de R. phaseoli que tienen una única copia de 

nifH son idénticas por varios criterios: ninguna de las dos 

crece en LB, la banda de hibridizaci6n con genes nifH en 

ambas cepas es . de idéntico tamaño, idéntico también al de la 

CIAT 899 (Fig. 9a), presentan un mismo perfil del plasmido -

(Fig. 9b), y un mismo perfil de genoma total digerido con 

BamHl (Fig. 9c). 

Sobre la adecuaci6n de las cepas de Rhizobium ~ para 

nodular P. vulgaris. 

Algunas cepas de Rhizobium aisladas de leguminosas no re­

lacionadas cercanamente a frijol (a las que me referiré colee 

tivamente como Rhizobium spp) pueden formar una simbiosis - -

efectiva con ~ste (ver figura 2), Sin embargo el · número de no 

dulas, que se forman, así como el peso total de nódulos varía 

entre el 20-50% de lo que se obtiene con una cepa de R. pha-­

seoli, v.g. CFN 42, que es nuestra cepa de referencia (tabla 

J). No obstante, la actividad específica de fijación de nitr~ 

geno, en algunos casos, es semejante a la de la CFN 42 (tabla 

Ja). 

Otro indicador de la simbiosis es el tiempo de formaci6n 

de los nódulos mad~ros, activos en fijaci6n de nitr6geno, Las 

cepas de Rhizobium spp. tienen un retraso en la nodulación de 

aproximadamente 3 días con respecto a la cepa CFN 42, el pico 

máximo de f ijacion de nitr6geno también se alcanza con este -

retraso. 
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En el peso y el aspecto de las plantas también se refleja 

esta falta de capacidad simbiótica de los rhizobia no especí­

ficos aislados de Dalea y de Crotalaria. Esto se observa en -

ensayos de nodulación en jarras Leonard (tabla 3b). 

Sobre la plasticidad de las cepas de Rhizobiurn spp 

Cepas de Rhizobium aisladas de Dalea leporina, de Crota-­

laria mollicula, y de Leucaena esculenta forman en frijol nó­

dulos heterogéneos, la mayoría inefectivos entre los que se -

destacan un cierto número de nódulos bien desarrollados y ro­

jos. Seleccione los nódulos mas grandes con hemoglobina, pro­

bé que eran activos en fijación de nitrógeno y aisle de estos 

nódulos las cepas de Rhizobium. La identidad de estos aisla-­

mientos con los inóculos originales en cada caso, la comprobé 

por diferentes criterios: conservación del patrón total de 

ADN digerido con la enzima de restricci6n BamHl, conservación 

del patrón de organización de los genes nifH (Fig. 3), o por 

los marcadores de resistencia a antibi6ticos y la nodulación 

a la planta original ó a Leucaena spp. 

Se probó nuevamente la capacidad simbiótica en frijol de 

estos rhizobia así seleccionados, y se encontró que a diferen 

cía con la cepa original, la mayoría de los nódulos eran 

rojos y desarrollados y además la fijaci$n de nitrógeno por -

planta se incrementó de dos a tres veces en comparación con -

las cepas originales respectivas (Tabla Ja), Para algunas de 

estas cepas se tienen las evaluaciones de los pesos de las 

plantas de frijol (tabla 3b), que se incrementan al aumentar 

la fijación de nitr6geno, Los cambios genéticos involucrados 

en la generación de cepas con mayor capacidad para fijar ni-­

tr6geno en frijol se han estudiado en la cepa CFN 249 (aisla­

miento original de Dalea leporina, La capacidad para fijar nl 

tr6geno se p~ede transferir de la cepa derivada a la cepa ori 

ginal mediante la movilización del pl~smido simbi6tico de la 

cepa 249. Esta línea del proyecto la ha acogido Marco Aurelio 

Pardo G., cuya Tesis de Licenciatura y de Maestría actualmen-

37 
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En breve, los avances han sido: purificamos el plasmido 

simbiótico de esta cepa, en el cual reside el cambio genético 

que tiene como consecuencia una mayor fijación de nitrógeno. 

Cloné este plasmido en el vehículo pRK404 (apéndice) que tie­

ne la bondad de expresarse en Rhizobium. Hemos encontrado que 

una de estas clonas revela diferencias estructurales entre la 

cepa original (CFN 249) y la derivada (325) ciejor fijadora de 

nitrógeno. (M.A. Pardo. Tesis de Licenciatura IBB). 

Sobre la comparación estructural y funcional de algunos -

plásmidos simbióticos. 

La información genética para establecer nódulos efectivos 

en ~· vulgaris puede estar contenida en plásmidos de diferen­

te tamaño. En la Fig. 10 muestro un diagrama en el que s e co~ 

paran los tamaños de tres diferentes plasmidos simbióticos de 

las cepas CIAT 899, CFN 42 y CFN 249 (de Dalea). Los demás 

plasmidos que tienen las cepas CIAT 899 y CFN 42 no los mues­

tro. En la cepa CFN 249 sólo se observa una sola banda que co 

rresponde al plasmido simbiótico ilustrado. 

Para establecer el grado de homología entre los diferen-­

tes plasmidos se purificó el plasmido de la CFN 249 y s e digí 

rió con la enzima de restricción BamHl (Fig. 11, carril a).­

Este perfil s e hibridizó con el plasmido de la cepa 899 ra--­

diactivo (Fig. 11,carril b). Se observan aproximadamente sie­

te bandas de hibridización, la menor de las dos bandas más 

intensas contiene al gene nifH .. Por otra parte, el plasmido 

d e la CFN 249 se utilizó como detector radiactivo y se hibri­

dizó contra un pat!Ón genómico total de la CFN 42 y de la 

CIAT 899. En la Fig. 12 se muestra esta homología, que se res 

tringe a ciertas regiones del plasmido, 
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Por su parte, M.A Cevallos compar6 la homología entre la 

cepa CFN 42 y la CIAT 899, Digestiones de todo el genoma de -

la CFN 42 las hibridizó contra el plásmido marcado de la CIAT 

899, encontrando un número limitado de bandas homológas. 

M. Megías encontró que el plasmido Sim de la cepa R. pha­

seoli CIAT 899, al ser transferido a Agrobacterium, le confi~ 

re a este la cap~<;~ .d.~d para nodular y fijar Nen frijol. La -

cepa UMR 1020 6 1026 es la única otra cepa de R. phaseoli que 

no presenta reiteraciones, se distingue de la CIAT 899 por su 

patrón total de digestión genómica, por su perfil de plásmi-­

dos, por los tamaños diferentes de los plásmidos simbióticos 

(el plásmido simbiótico de la cepa UMR1026 es aproximadamente 

2 veces mayor que el de la CIAT 899,Fig. 10) y por su incapa­

cidad para crecer en LB, sin embargo;la organización de genes 

nifH es idéntica en ambas cepas. Para contestar si el plás~l 

do simbiótico de la UMR 1026 también contiene la información 

necesaria para hacer a Agrobacterium nodular y fijar nitróge­

no en ~· vulgaris, se movilizó este plásmido a una cepa de 

Agroba6terium tumefaciens · curada del plásmido críptico y del 

Ti (GMI 9023). Ver apéndice I. Encontré qu~ este Agrobacterium 

conteniendo al plásmido simbiótico (pUl) de la cepa UM R 102 6 

es capaz de nodular y fijai nitrógeno en P. vulgaris. 

Sobre algunas caracteristícas simbi6ticas de nuevas adqui­

siciones de Rhizobium. 

Se han aislado cepas de Phaseolus lunatus, de Clitoria 

ternatea y mas cepas de Phaseolus vulgaris silvestre y de - -

Pachyrhizus erosus.Se consiguieron cepas de Rhizobium japonicum 

de crecimiento rápido y una cepa de Sesbania. En la tabla S se 

muestran las propiedades simbi6ticas de estas . cepas, de todas 

e s t as c e p as .,. s a l v o 1 a s d e R . i a p o n i cu m , s e · a i s 16 e l AD N p a r a p r ~ 

bar su patrón de hibridizaci6n con los genes nif_H. 

Prakash y Atherly (1984) reportaron que las cepas USDA 

195 Y 205 de R. japonicum de crecimiento rápido tienen dos 

copias de genes nifH. Glycine max y Glycine soja son espe­

cies de la subtribu Glycina.e al igual que Phaseolus. 
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DISCUSION 

En un primer escrutinio de R. phaseoli sobre su organiza-

ción de genes E.!iH_, se encontró una sola cepa (CIAT 899) que 

no poseía el patrón observado de múltiples copias nifH . Es ta 

cepa, al igual que las cepas CIAT 894-898, todas aisladas de 

Carmen del Viboral en Colombia por el CIAT (Centro Internacio 

nal de Agricultura Tropical) son ácido resistentes y toleran~ 

tes a aluminio. Graham (1980) analizó 52 cepas diferentes de 

~· phaseoli y encontró que aparte de las cepas mencionadas 

(CIAT 893-899) solo otras tres eran resistentes a pH ácido de 

4.6 y a 4 ppm de aluminio. Los efectos de la acidez, se obser 

van tanto en la inhibición o disminución del crecimiento de -

la bacteria como en la inhibición del proceso de nodulación -

(Keyser ~al., 1979; Munns y Keyser, 1981; Graham, 1981). En 

suelos ácidos (pH menor a 5.5), la concentración de Rhizobium 

es muy baja (Grah~m y Hubbell~ 1975). Los suelos ácidos son -

característicos de la selva tTopical. En M~xico, en general,­

los suelos son neutros o alcalinos exceptuando los suelos de 

la selva de Chiapas y otras Tegiones selv~ticas (Dr. Turrent, 

comunicación personal). Grandes ireas de Am@rica del Sur, - -

entre las que se incluyen los Llanos Orientales de Colombia y 

Venezuela y los Cerrados de Brasil, tienen suelos extremada-­

mente ácidos (Graham y Hubbell, 1975), 

Con base en lo anterior, se pensó que las condiciones de 

acidez mencionadas ejercían una presión para seleccionar un -

tipo de bacterias capaces de nodular frijol distintas de las 

cepas de ~· phaseoli típicas. Las cepas atípicas las podría-­

mos reconocer por su copia única de genes nifH . Se consigui~ 

ron otras cepas &e.ido resistentes de Brasil y de Colombia. 

Contrario a lo que esperabamós, la cepa CIAT 896, oriunda del 

mismo sitio que la CIAT 899, presentaba genes nifH reitera-­

dos y no crecía en LB. (El LB tiene 171.2 mM de NaCl, lo que 

inhibe el crecimiento de muchas cepas de Rhizobium). Sin em-­

bargo, otras cepas (UMR 1020 y 1026) ácido resistentes de Bra 

sil, sí resultaron como la cepa CIAT 899 en el p a tr~n ~ r hi- -
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bridizacion con los genes ni fH . En 1 a sección de res u 1 ta dos - · 
presenté los datos sobre la identidad de las cepas UMR 1020 y 

1026, así mismo presente las características que la distin--­

guen de la CIAT 899. 

Estos datos muestran que en ~· phaseoli resistentes a - -

acidez se encuentran con mayor frecuencia cepas sin reitera-­

ciones de genes nifH y apoyan la hipótesis que correlaciona 

estos hechos. También se puede interpretar que, dado que en -

suelos icidos la concentración de R. phaseoli es baja (Mora--

les · et al. -- ' 
1973), otras cepas con potencialidad para nodular 

frijol, pero con menor capacidad competitiva frente a las ce­

pas de R. phaseoli, al no enfrentarse al Rhizobium específico 

pueden ganar acceso a los nódulos de P. vulgaris. 

He encontrado que algunos rhizobia aislados de otras leg~ 

minosas distintas de Phaseolus, pueden formar simbiosis efec­

tivas con P. vulgaris con un grado de adecuación tal que pu-­

diera predecir que son menos competitivos que el Rhizobium 

específico. A partir de estos resultados y considerando el 

espectro de nodulación de los citados rhizobia spp y de los -

R. phaseoli con copia Única de nifH me inclino a pens a r que 

las cepas CIAT 899, UMR 1020 y 1026 son representantes del . 
Rhizobium de amplio espectro, simbionte de leguminosas tropi-

cales. 

En este trabajo muestro que rhizobia aislados de tres de 

las cuatro especies domesticadas de Phaseolus y de Pachyrhi-­

zus erosus (jícama) presentan reiteraciones de los genes 

nifH ., así también cepas de ~· vulgaris silve.stre (existe con 

troversia sobre la identidad de ~· vulgaris silvestre, D. Pi­

ñero, comunicación personal). Se han reportado múltiples co-

pías de 

rápido. 

EiiH también en cepas de R. japonicum de crecimiento 

La soya pertenece a la misma tribu que el frijol y 

existen similitudes en cuanto a la morfolog~a, estructura y -

funcionalidad de lo~ nódulos de ambas especies, 
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Sabemos que existen en los plásmidos de R. phaseoli otras 

secuencias repe.tidas además de nifH (nif D y K, Carmen Quin­

to; clona 10, 20, 21 y 27 Margarita Flores, comunicaciones 

personales). Ademas existe la posibilidad de que algunas de -

estas secuencias reiteradas se pierdan o se generen (G. Sobe­

ron, comunicación personal). Esto sugiere que en Rhizobium 

existen mecanismos de plasticidad genómica que tienen como 

consecuencia la amplificación de algunas secuencias o su desa 

parición y que algunas reiteraciones se pueden fijar en el g~ 

noma como es el caso de nifH : en los mícrosimbíontes de la 

tribu Phaseolírieae (en soya, fríjol y Lab-lab). 

La ventaja de posser mGltiples copias de nifH 

cuencias aledañas, no la hemos podido definir. La 

o de se--

inactiva--

ción irreversible de alguna de las tres copias de nifH en R. 

phaseoli CFN 42 no resulta en detTimento de la fijación de ni 

trógeno en nodulos jóvenes de P. vulgaris. La cinética de fi­

jación de nitrógen~, es como se muestra en la figura 13 (Gra­

ham, 1981). A tiempos tempranos, la reserva de N del cotile-­

don suple en gran parte las necesidades de nitr6geno de la 

planta. En el momento de llenado de la vaina y de la semilla, 

las necesidades de N se vuelven mas apremiantes, en este pe-­

riodo no se ha evaluado la capacidad de f~jación de las cepas 

mutantes mencionadas. 

Aunada a la reiteracion de nifH en R, phaseoli, se en--­

cuentra un paquete genético ad hoc para nodular f. vulgaris -

con tal adecuaci6n que, salvo condiciones extremas, excluyen 

a otras cepas de Rhizobium ~ con la pot~ncialidad de nodu-­

lar y fijar N en frijol. La existencia de cepas de Rhizobium 

~en campos donde se cultiva . frijol, la puedo atestiguar 

por los aislamientos de las cepas CFN 241, 249 y 244 de plan­

tas de Crotalaria, de Dalea y de Macroptilium que crecían - -

entre los cultivos de frijol (de ahí mismo, de los Altos de -

Jalisco, proceden las cepas de R, phaseoli CFN 277 y CFN 280, 

ambas con reiteracion de nifH ,patrón I); 
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Otros patrones de organización de genes nif se han encon­

trado en Rhizobium con otras especificidades. En tres cepas 

diferentes de R. rneliloti sólo se encuentran pequeñas diferen 

cias entre los mapas de restricción de las regiones nif (revi 

sión de Kondorosi, en prensa). Los genes nifHDK d e ~- meliloti 

(Kondorosi, en prensa), de R. trifolii (Scott ~ ~·, 1983) y 

de R. legurninosarurn (Downie ~ ~· 1983) se encuentran conti 

guos en los plasrnidos simbióticos. En los rhizobia de crecí-­

miento lento, R. japonicum (Kaluza et al., 1983) y Rhizobium 

"cowpea" (Yun y Szalay, 1984) nifHDK se encuentra en el cromo 

sorna, los genes KD están separados del gene H por 16 y 20 Kb 

respectivamente. En un Rhizobium de Parasponia de crecimiento 

lento también los genes H y D se encuentran separados 13Kb 

entre sí y están en diferen~es operones (Scott, 1983). Resul 

tara muy interesante la comparación d e la organización ge néti 

ca y de la secuencia de los genes nifH de l as cepas de creci ­

miento rápido de~· japonicum con las de R. phaseoli. Ya que 

ambos rhizobia tienen reiteración de nifH, esta comp a r ació n 

permitirá distinguir si la reiteración d e nifH es un caso d e 

evolución convergente, que surgió independientement e e n las 

dos "especies" o si tienen un origen común. 

El utilizar Leucaena como macrosimbiorrte es int~resante -

ya que es oriunda al igual que el frijol de Me so arnéri ca , en -

donde se ha diversificado y de donde se ha exportado a Austr a 

lía, a Filipinas y a Hawai. En este último sitio se ha reali-

zado un importante trabajo de mejoramiento de Leuca ena 

cephala seleccionando variedades de rápido crecimient o 

lcuco-

co rno 

la variedad Salvador que crece 10 m en dos años (Brewb aker , 

1975) 

Leucaena leucocephala, es autogama mientras que Leuca e na 

esculenta es de polinizac~6n cruzada, pertenece a la subfami­

lia Mimosoideae, a diferenc~a del frijol que pertenecm a la -

subfamilia Papilionoideae, por lo que se pueden cn n sid e r Rr 
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como no relacionados cercanamente en la filogenia de las leg~ 

minosas. El encontrar que cepas de Leucaena y de otras plan-­

tas no relacionadas filogenéticamente con ~- vulgaris pe ro 

que comparten con éste el sitio de diversificación, p ueden no 

dular efectivamente frijol, sugiere una correlación ecogeogr~ 

fica más que una correlación entre la taxonomía de las leguml 

nasas y las características de Rhizobium. Esta conclusión - -

también se ve apoyada por los datos que muestro de la nodula­

ción incipiente de cepas de ~· japonicum (de crecimiento rápl 

do) o de Vigna vexillata. Vigna y soya son parientes cercanos 

de P. vulgaris pero se diversificaron en Asia. Otras eviden-­

cias también apuntan que las asociaciones simbióticas evolu-­

cionaron entre poblaciones de leguminosas geográficamente li­

mitadas y las bacterias locales del suelo {Lie, 1978). 

Además de la penetración a través de los hilos de infec­

ción formados en los pelos radiculares existen modos alterna­

tivos mediante los cuales Rhizobium invade a la raíz. En los 

nódulos de Crotalaria vespertilio y de Leucaena leucocephala 

así como en otras dos docenas de especies de leguminosas no 

se han encontrado hilos de infección (Dart, 1977; Bauer, 

1981). En las especies de Crotalaria y de Leucaena menciona­

das ad e más no se encuentran dentro del nódulo células no in-

fectadas como cuando el Rhizobium se distribuye por hilos de 

infección (Dart, 1977). 

Los hilos de infección también pueden iniciarse en las 

células epidérmicas (ver ilustración de un corte de raíz, 

Fig. 13) qu e no forman pelos radiculares. Este es un "camino 

me nor" de infección en soya v se orooone como un modo adicio 

nal de infección e n Phaseolus lunatus. F.n P.lunatus la existencia de dos 

vías de infección,· a través de pelos radiculares y por inva­

sión directa de células epidérmicas, tal vez expliquen la no 

dulación profusa: 100-200 nódulos por raíz {Bal y Wong,1982). 

En P. vulgaris también sé forman un gran número de nódulos en 

las raíces. Existen trabajos en los que se reporta la existe.n 
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cia en frijol de hilos de infección, Laurent en 1891, observó 

hilos de infección en los nódulos de frijol y McCoy en 1929 

los observó en pelos radiculares. No se ha descrito otro modo 

alterna~ivo de infección en frijol, sin embargo, algunos re­

sultados de este trabajo y otros datos independientes me in­

clinan a proponer que en frijol existe una vía alterna de pe­

netración de Rhiznbium a la raíz. Es por esta vía, sin hilos 

de infección en pelos radiculares, que podrían penetrar rhiz~ 

bia no específicos aislados de Dalea, Leucaena y Crotalaria 

(los simbiotes de e~tas dos últimas normalmente penetran a 

ellas sin hilos de infección, sobre Dalea no hay información) 

Este modo de infección {más laxo) pudiera explicar la habili­

dad de P. vulgaris de formar ~ódulos con un amplio rango de 

cepas de Rhizobium. 

En Arachys hypogea {cacahuate), las bacterias de Rhizo­

bium (crecimiento lento) penetran intercelularmente aprove­

chando la coyuntura de la separación de células cuando emer­

gen las raíces laterales. Arachys hypogea es bastante promis­

cua y puede ser nodulada por cepas de ~- japonicum, ~- pha­

seoli, R. lupini y ocasionalmente R. meliloti. Se sugiere que 

la capacidad del cacahuate de ser nodulada por diferentes bac 

terias es debida a esta forma de infección (Dart, 19J7). Un 

modo similar pero no idéntico de infección y de inicio de la 

nodulación se ha obsetvado recientemente en Stylosanthes (Bauer, 

1981). Algunas e species de Stylosanthes se han descrito como 

Promiscuas efectivas (Date y Halliday, 1975). La forma de in­

fección de Arachys parece tener similitud con el desarrollo 

temprano de los tumores formados por Agrobacterium, el cual en 

tra a la planta a través de heridas y permanece intercelular­

mente. Los nódulos en Arachys se pueden reconocer como tales an 

tes de que el Rhizobium se encuentre dentro de las células. 

Durante las divisiones celulares rápidas en cacahuate, induci­

das por Rhizobium, la pared se vuelve tan delgada en algunos 

sitios, de tal manera qué la bacteria puede entrar al citopla~ 
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ma de la planta (Dart, 1971). Si la vía alterna de infección 

en P. vulgaris se asemejará a la Arachys explicaría la capac~ 

dad de los Agrobacteria con los plásmidos sim de ~- phaseoli 

CIAT 899 (M. Megías) y UMR 1026 (este trabajo) de nodular y 

fijar nitrógeno en frijol. Las características de la simbiosis 

en frijol de estos Agrobacteria son semejantes a las de las 

cepas de Rhizobium spp. En ambos casos el número de nódulos 

es más bajo y la nodulación es tardía, lo que pudiera sugerir 

que la penetración es por una vía alterna no especializada, 

que tal vez pu~iera ser una reliquia evolutiva en frijol de la 

vía primitiva de infección. Las cepas de R. phaseoli específ~ 

cas (las nifH reiteradas) entrarían por la vía especializada, 

que tal vez será la de los hilos de infección en pelos radie~ 

lares. Si toda esta especulación fuera cierta, la concepción 

y el giro de algunos proyectos de investigación del Centro, 

cambiarían, por esto propongo como prioritario el elucidar las 

vías de infección ·en .!:· vulgaris microscopicamente y tal vez 

también genéticamente. En la línea de chícharo Afghanistan, 

el alelo responsable de la "resistencia a la nodulación" es un 

carácter recesivo Mendeliano (Hombrecher et al.,1984)..Sería 

interesante entender las bases gen~ticas del modo alternativo 

de infección de .!:· vulgaris. 

Perspectivas en especificidad. 

Los datos de la comparación estructural de los plásmidos 

simbióticos de diferentes cepas de Rhizobium capaces de nodu­

lar P. vulgaris muestran que existe homología entre ellos. El 

plásmido de la CFN 249 (de Dalea) tiene homología con las ce­

pas de R. phaseoli, CFN 42 (nifH reiterada) y CIAT 899 (co-­

pia única nifH ) . Será interesante responder si estas secuen­

cias conservadas son aquellas involucradas en el proceso sim­

biótico, lo que permitirá entender las relaciones filogenéticas 

de estos plásmidos (v.g. que tuvieran un origen común). 

Las diferencias de especificidad y adecuación encentra 

das entre las diferentes cepas pudieran estar dadas por un -

número pequeño de genes diferentes. Si esto fuera cierto se-
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ría posible complementar a las cepas nifH reiteradas para a~ 

pliar su espectro de infección (v.g. a Leucaena) y a los Rhi­

zobia spp no específicos para nodular abundante y tempraname.!2_ 

te. 

si la especialización de las cepas ~· phaseoli implicara 

información genética accesoria incompatible con las necesida­

des simbióticas ~ara Leucaena, entonces por complementación 

con secuencias de rhizobia que nodulan Leucaena no se logrará 

ampliar el espectro de infección de R. phaseoli nif reiterado. 

En este caso habrá que mutagenizar a la CFN 42 y buscar una 

ampliación en el espectro d~ inf~cición. 

Actualmente estoy r~~~izando algunos experimentos en -

vías de ampliar el espectro de nodulación de R. phaseoli 

CFN 4 2. 

Es de esperar que existan diferencias en las capacidades 

simbióticas entre distintas cepas de R. phaseoli con reitera­

ciones de nifH. Datos en la literatu~a sugieren esto (Graham 

y Halliday, 1977). Sin embargo esta heterogeneidad no invali­

dará las conclusiones generales del trabajo. Aparte de las fu.!2_ 

cienes de simbiosis, las funciones de Rhizobium en su contexto 

ecológico tendrán repercusiones en el desempeño simbiótico de 

las cepas. De estas funciones de interacción con el medio (con 

el suelo y con microorganismos como bacterias, hongos y nema­

todos) se sabe muy poco. Existe un reporte sobre incrementos 

en la nodulación en Vigna, en soya y en trébol cuando se ino­

cula Azotobacter vinelandi simultáneamente con el Rhizobium -

específico (Burns ~ ~., 1981). Se sabe de las ventajas de la 

inoculación simultanea de Rhizobium con micorrhiza (Bethlen--

falvay ~ al. 

matados. 

1982) y de la depredación de Rhizobium por ne-

La producción de diversas . bacteriocinas así como la inmu 

nidad a ellas (funciones plasmídicas también} seguramente ten 

drán repercusión en la colonización de la rhizosfera y en la 
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c x clu s i6n de otros microorganismos. Efectos semejantes tendri 

l a utilizaci6n por Rhizobium de compuestos específicos sinte­

t.izados por la planta. R. leguminosarum puede catabolizar la 

homoserina que excreta chícharo (Dart, 1974). Datos prelimi­

nar e s d e Tempe indican que alfalfa produce compuestos especí 

ficos que promueven el crecimiento de R. meliloti. 

La construcción de cepas de Rhizobium deberi considerar, 

en un futuro, concertar paquetes simbi6ticos de especifici­

dad e s diversas. con paquetes genéticos que impliquen distin­

tas potencialidades de interacción con el medio ambiente. 
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CUADRO 2 

Homología de la nitrogenasa reductasa de !· phas e oli 

(Quinto ~ ~·· 1985) y de R. meliloti (Kondoros i , 1984 ) 

con otros organismos. 

Bacterias 

R. meliloti 41 

Ji.. trifoli SU 329 

Parasponia Rhizobium ANU 289 

Klebsiella pneumoniae 

Anabaena 7120 

Azotobacter vinelandii 

Clostridium pasteurianun 

\ de homología 

con !· phaseoli CFN 42 

Aminoácidos 

93 

88 

79 

69 . 

68 

68 

64 

Pares de 
bases 

76 

77 

72 

67 

59 

\ de hom olo gía 

con R. me l i 1 o ti R ~·! ; i 

Aminoácido s 

67 

70 

60 

Pa r 1..~s .. : .. · 
b as ,:,s 

66 

63 
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CUADRO 3. 

Mapas físicos de las regiones nod y nif de diferentes ce­

p a s d e R . me 1 i 1 o t i : R m 4 1 ( K o n do ro s i ~ iLl·, 1 9 8 3 ) , R m 1 O 2 1 

(Buikema ~ aL, 1983), Rm 102 F 34 (Cordin ~t ~·· 19 8 3); de di­

ferentes cepas de R. leguminosarum 3688, pRLlJl (Downie ~al., 

1983), TOM, pRLSJl (Hombrecher ~al., 1984) y de R. trifolii 

ANU843 (Shine ~ ~·, 1983). 

-nod hSp fix nifDH fix fix 

Rm 41 i-1 --------------.+,-----+...-----.++,,__ _____ --...+f..---++,..,....-'----+-+-------'1 nodule RNA 

Rm 1021 

Rm 102 F34 

1RLIJI 

1RL5JI 

Sim de ANU 843 

----i 
) Kbp. 

nod fix 

nod 

... 
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trains i solated from 
E.:_ vulgaris Origin 

nifl! gene hybr i dizati o n 
patte rn l 

FN 1 
2 
5 
6 
7 

10 
17 
20 
22 
23 
25 
36 
38 
39 
42 
44 
81 
88 
90 

272 
273 
276 
277 
278 
279 
280 
281 
283 
284 
275 
28 5 
286 
tragin USA 8184 

11 11 8251 
1zil '10 3 ª 
~ 10203b 
~ 1026 
ting 1 4 
LT 896 
lT 899 
~zil 281 

México 
11 

11 

11 

" 
11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

Nitragiri 
England 
Brazil 
Brazil 
Brazil 
USA 
Colombia 
Colombia 
Brazil 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
II 
I 
II I 
I 
II 
I 
I 
I 
II 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
II 
II 
I 
I 
II 
II 
V 
IV 
IV 
I 
I 
II 

* 
* 
III 
II 

* 
II 

. 2 
1er stra1ns Origin 

México 

Pattern 

'. FN 226 
227 
238 
251 
307 
308 
309 
24 5 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

Hybridization patterns d e fined in Fig. l. 

For source of strain .see table 2. 

~btained from Dr. P. Graham, St. Paul, Minn. USA. 
i) Originally from Dr. Caio Vidor, Cl8. 
J) üriginally from Dr. Tsai Saito, CENA 183. 
lbtain ed from E. Schmidt from St. Paul, Minn, US A, 
lnly a single nifH hybridization b and is observ e d 

II 
I 
IV 
I 
III 
I 
I 
I 



Table 2. 

Strain No. 

CFN 225 

CFN 255 

CFN 264 

CFN 241 

CFN 231 

CFN 232 

CFN 233 

CFN 242 

CFN 243 

CFN 249 

CFN 265 

CFN 234 

CFN 244 

CFN 24 6 

CFN 245 

CFN 226 

CFN 227 

CFN 251 

CF N 238
1 

CFN 307 

CFN 308 

CFN 3 09 

CFN 253 

CFN 254 

Origin of Rhizobium strains studied 

Original host legume 

Acacia albida 

Centrosema pubescens 

Crotalaria mollicula 

Crotalaria pumila 

Dalea leporina 

Dalea leporina 

Dalea leporina 

Dalea leporina 

Dalea leporina 

Dalea leporina 

Leucaena esculenta 

Leuca e na leucocephala 

Ma c roptilium gibbosifoliu~ 

Medicago denticulata 

P a chyrhizus erosu s 

Phaseolus acutif o liu s 

Phaseolus acutifoliu s 

Phaseolus acutif o lius 

Phaseolus coccineu~ 

53 

Phaseolus vulgaris, wild-type 

Phase o lus vulgaris, wild-ty p e 

Phaseolus vulgaris, wild-type 

Vicia sativa 

Vigna vexillata 

l. Strain obtained from Dr. N. Arnarger, as DC 11, isolated 

in France. 

¿ 



A 

CEPAS 

CFN 42 

CFN 244 

CFN 265 

CFN 248 

CFN 241 

CFN 24 3 

CFN 341 

CFN 249 

CF"N 325 

CFN 42 

CFN 249 

CFN 325 

B 
CEPAS 

CFN 24 3 

CFN 249 

CFN 325 

CFN 241 

(de 

(de 

(d e 

(d e 

(d e 
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TABLA 3 

NODULACION Y FIJACION DE NITROGENO EN P.VULGARIS DE 

ALGUNAS CEPAS DE RHIZOBIUM. 

PESO DE NODULO 

(mg/planta) a 

76.9 

Macroptilium gibbosifolium) 36.4 

Leucaena esculenta) 41.1 

Leucaena pulverulenta) 3 2 .1 

Crotalaria p .umi 1 a) 20. 3 

Dale a le por ina) 16.5 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 

DE REDUCCION DE 

ACETILENO (..)1molas de 

etileno/gr/hora) 

106.5 

95.3 

22.4 

43.2 

7 2. 5 

54.4 

(derivada de 2 43) 26.75 140. 9 

(d e Da l ea l epo rina) 

(derivada de la 249) 

(de Dalea le p orina) 

(derivada de 249) 

(de Da lea) 

(d e Da le a ) 

(d e rivada de 249) 

(de crotalaria) 

Peso 

24.8 64 . 3 

40.9 1 52 .9 

110.9b 90.Sb 

74.lb 52.0b 

99.79b 78.Sb 

b 
seco de plantas d e P.vulgaris 

(% del peso obtenido con la CFN 42) 

39.9% 

29.4% 

50.18% 

a) promedio de 4 plantas e n matraz 

b) promedio de 4 plantas en jarras L e onarc 
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TABLA 4 

NODULACION EN LEUCAENA ESCULENTA 

CEPA 

CIAT 899 

UMR 1020 

UMR 1026 

CFN 265 (de Leucaena 

esculenta) 

NUMERO DE NODULOS ACTIVIDAD ESPECIFICA 

POR PLANTA 

5.5 

6. 5 

5. 5 

6 

a) DE REDUCCION DE 

ACETILENO ( pmolas de 

etileno/gr/hora) 

48.06 

50. 3 

52.06 

49.66 

a) promedio de 4 plantas 

en frascos. 
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TABLA 5 

Cepa Aislada de: Nodulación Fijación 
en P.vulgarís 

L 3 Phaseolus luna tus + 

L 59 Pha seo lus luna tus + 

L 61 Pha seo lus luna tus + 

Pac 7 Pachyrhizus ero sus + + 

Pac 67 Pachyrhizus erosus + + 

Pac 69 Pachyrhizus erosus + + 

Pac 72 Pachyrhizus ero sus + + 

Pac 74 Pachyrhizus erosus + + 

Pac 75 Pachyrhizus ero sus + + 

s 1 0 Pha seo lus vulgar is silvestr e + + 

s 23 Phaseolus vulgaris silvestre + + 

Ors 571 Sesbania rostrata 

USDA 191 Glycine +* 

USDA 192 Glycine +* 

USDA 193 Glycine +* 

USDA 194 Glycine +* 

USDA 201 Glycine +* 

USDA 205 Glycine +* 

USDA 206 Glycine +* 

USDA 208 Glycine +* 

USDA 214 Glycine +* 

USDA 217 Glycine +* 

* pocos nódulos y 
chiquitos 



Fig. 1 Autoradiograms of Southern blots of BamHl-digested 

g e nomic DNA of differ e nt R. phaseoli strains after 

hybridization with a 300 bp nifH internal sequence 

from R. phaseoli CFN-42. Hybridization patterns I 

- V are d efi ned by the sizes of the fragments. 

Strains :(A) CFN-42, (B) CFN-279, (C) CFN-25, (D) 

CF N- 285 , (E) CFN-275, (F) CIAT 899 . 
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Fig. 2 Nodulation and nitrogen fixation in Phaseolus vulgaris 

and nifH reiterations in rhizobia isolated from legu­

mes whose taxonomic reiations are shown. 

Fig. 3 Aut o radiograms of Soutnern bl o t s of BamHl-dige s ted 

g e nomic DNA of different Rhizobium strains hybridized 

with a 300 bp nifH internal s e quence of B._:_ phaseoli 

CFN- 42 . (A) CFN-241 (a Rhizobium from Crotalaria 

pumila), (B) CFN-241, after r e i so la t ion from bean 

nodules, (C) CFN-249 (a Rhizobium from Dalea )~ po rina), 

( D) CFN-249, after reisolation from bean n o dul e s, (E) 

CFN- 243 (a Rhizobium from Dalea l epo rin a ), (F) CFN-243, 

af ter r e is o lation from bean nodules, (G) CFN-4 2 , 

r e f erence R. phas e oli strain. 

Fi g . 4 nifH gene hyb ridization patte rns of five strains of 

Rhizobium isolated fr o m nodules of Phaseolus vulg ar i s 

grown . in soils were Leucaena spp. grew. (A) CFN-313, 

t h is s t rain be ha ves 1 i k e o t her "ni f H reitera te d ,¡ 

R. phase o l i, ( B ) CFN- 288 , ( C ) CFN - 28 9, (D) CFN- 31 1, 
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(E) CFN- 29 0. These strains resemble Leucaena 

symuionts in their ability to nodulat e L. leucocephala 

and their unique nifH copy-. 

F ig. 5 Ensayos de nodulación de Leucaena leucocephala. 

F ig. 6 Desarrollo de plantas de Leucaena esculenta de 21 

días crecidas e n frascos con agar-Fahraeus, co mo 

los mostrados en la fig. 5. La de la izquierda 

es una p lanta testigo no inoculado y la d e la 

derecha estaba nodulada por la cepa de ~. p haseoli 

UMR 1020. 

F ig. 7 Nódulos form a dos en Leucaena e s cul e nta por ~.pha-

seo li UMR 1020. La parte aérea se mu es tra en la 

f ig. 6. 

F ig. 8 Nódulos formados en Leucaen a es cul e nt a por ~.phaseoli 

CIAT 899 . 

F i g . 9 Car acter ización de las c epas UMR 102 0 y 1026 A) a utorr a 

diografías de genomas total es d esp ué s de h ib ri dar 

co n una se cuencia interna del gene ni fH d e R . p h a -

se oli. Carr il a, UMR . 10 20 ; car ri l b, UM R 1026 ; a la 

derecha se mu e stra un dia g r a ma de la band a de hibri-

dación d e la CIAT 899. 

B) Pérfile s de plismidos de las ce p a s R. p ha seo1i . 

Carri l a , · UMR 10 20 ; b, UM R 1026; c , CFN 42. 

C) Patrones de digestiones totales de genomas obte-

nido s c on la enzima d e r es tricción BamHl de las 

cepas a, UMR 1020; b, UMR 1026 y c, CIAT 89 9 . 
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Fig. 10 Diagrama en el que se esquematizan los tamaños de 

los plásmidos simbióticos de diferentes cepas de 

R. phaseoli a) CIAT 899; b) CFN 42; c) UMR 1026 y 

de Rhizobium s~p d) CFN 249 (de Dalea) 

Fig. 11 Caracterí~~tcas del plásmido simbiótico (pDal) 

de la CFN 249 (de Dalea) carril a) Pérfil de di-

gestión con ~Hl del plásmido purificado, b) aut o -

rradiografía de la hibridación de este plásmido 

(pDal) con el plásmido simbiótico de la CIAT 899, 

marcado con 
32 

P. 

Fig. 1 2 Autorradiografías que muestran la h o molo g í a e ntr e 

el plásmido pDal de la CFN 249 (de Dalea) y las 

cepas de ~· phaseoli CFN 42, carril a) y CIAT 899 

carril b). El plásmido purificado de la CFN 249 

se utilizó como detector radiactivo y se hibridizó 

contra un patrón de genoma total de esas cepas. 

Fig. 13 Dato s d e Graham, 1981 en los q ue se muestra~ las 

actividades de nitrogena s a, me didas como r ed ucción 

de ac e til e no, a lo largo del ciclo de cultivo uti-

lizando diferent es cultivares de P. vulgaris. 

Fig. 14 Cort e ilustrativo d e una raíz en dond e S P mu ~ s tran 

los pelos radicular es , epidermis, los espacios in-

tercelulares, la corteza, etc. 
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Fig. 7 

Fig.8 
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APEN DI CE 

MEDIOS DE CULTIVO 

py 

Peptona d e caseína 

Ext r ac to de l evadura 

CaC1
2 

Aga r 

PA 

Pe pton a 

MgS0
4 

Agar 

H
2

0 cbp 

LB 

Peptona 

Extract o 

NaCl 

Na OH lOM 

Aga r 

de 

de 

de 

H
2

0 c bp 

caseína 

caseína 

levadura 

5 gr 

3 gr 

0.809 gr 

15 g 

l litro 

4 gr 

2 ml 

1 5 g 

1 litro 

10 gr 

5 gr 

10 gr 

250 

20 

1 litro 

BYLl\ 

K
2

HP0
4 

MgS0
4

.7H
2

0 

CaC1
2 

FeC1
3

.6H
2

0 

0.5 g 

0 .1 g 

0 . 2 g 

0 . 0 5 g 

Extracto d e levadura3 . 0 g 

Agar 15 g 

l l itro 

MY 

K
2

HP 0
4 0.5 g 

Mg S0
4

.7H
2

0 0.2 g 

NaCl 0.1 g 

Man itol 10 g 

Extracto de levadura 1.0 g 

Agar 15 g 

H
2

0 cbp 1 litro 

FAHRAEUS mg/lt 

Na
2

HP0
4 150 

KH
2

Po
4 100 

CaC1
2 10 0 

Mgso
4

.7H
2

0 120 

Citrato de fier ro 5 

Trazas Gib s on 

68 



Apéndice. 

I Transferencia del plasroido siro de las cepas UMR 1020 y 

UMR 1026 a Agrobacterium. 

1). Crecer en cajas las cepas UMR1020 y 1026 en PY Nalidíxico 

10 pg/ml y la cepa de E. coli Sml7 (pSup mob = pSup5011) 

en LB Cm 25 Nm 25. 

2). Crecer las cepas de Rhizobium en 3-5 rol PY líquido sin 

antibiótico 12 hrs a 29°C y la cepa de E. coli en 3 ml de 

LB líquido 4-5 hrs a 37ºC. 

3). Platear 120-150 ul de Rhizobium y 80 ~l de E. coli en ca­

jas PY y dejar la cruza 12 hrs o más. 

4 ) . -2 Recoger la cruza en 3 ml de MgS0
4 

10 M. y hacer dilucio 

nes 10- 2 , 10- 4 , 10- 6 . 

5). Platear 0.1 ml de diferentes diluciones y también de los 

controles en el medio selectivo PYNal
10 

Kan
30

. 

Nota: Las transconjugantes que crecieron en PY Nal
10

Kan 30 , 

casi no crecen PY Nal
10 

Cm 25 Nm 25. 

6). Picar las colonias de Rhizobium mutagenizadas con Tn5 en 

PY Nal
10 

Kan 30 . 

7 ) . Crecer Groi 9023 Nifr en LB RiflOO en caja y JM83 (pRK 

2013) en LB Te 10. Inocularlos en LB líquidos, crecer 12 

hrs el Agrobacterium y 4-5 hrs E. coli. 

8). Mezclar 0.5 ml GMi 9023 y 0.1-0,2 ml pRK 2013 y platear -

100 hen cajas de PY. Una vez seco picar las colonias de -

Rhizobium mutagenizadas con Tn5. 

9). Seleccionar por réplicd en LB Rif 100 Kan 25 Nrn 25 

también l.os c ontroles . Estrinr l as rn l nnins 
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10. Crecer en LB los Ag r obacterium transconjugantes para ino­

cular plantas. 

Cm 

' 
\ N.rn 
'\ _/ '\ .. ~, 

r- - ~ , ,Mob 
, _ _,. -' '· -... ' 

pSup 5011 (Simon et al 1_983). 
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Extracción de ADN 

l. Utilizar 5 ml de cultivos líquidos en PYÓ P A con bue n er e -

cimiento. 

2. Centrifugar las células en tubos Eppendorf 2' e n la micro­

fuga o 5' a 7K en tubos cor e x. 

3. Lavar la pastilla con 500 µl de TE 50;20) (TE = Tris HCl 

50 mM/EDTA 20 mM, pH 8). Resuspender en 400 pl de TE y añ~ 

dir 50 ~l de Pronasa (5 mg/ml de TE, pr e digerida 1- 1:30 hr) 

y 50 pl de SDS 10% en TE. Se pued e n añadir tambi é n 5 ul d e 

RNasa (10 mg/ml)' . Incubar a 37°C 1 hr ó más. 

4. Pasar este lisado dos veces a través d e una jeringa. 

5. Extraer con 1 volumen de fenol, (saturado en TE, pHB) y 

dos veces con dos volúmenes de cloroformo. 

6. La fase acuosa se precipita con 1/10 de volumen del sobre­

nadante de acetato de sodio 3M y dos volúmen e s de e tanol 

( - 20°C) durante 12 hr. 

7. Centrifugar la pastilla y disolverla e n 500 µl de TE 10:1 

(Tris HCl lOmM/EDTA/mM, pH8). 

8. Agregar 5 ul de RNasa a (10 mg/ml, hervida pr eviam e nt e 10'). 

Incubar 1:30 hrs, a 37ºC. 

9. Repetir paso 5 y 6. 

10. Centrifugar la pastilla 10' en frío, lavarla con 100 pl 

de etanol 70% (frío) dos veces. 

11. Resus p ender la pastilla en 30 - 50 )11 d e TE 10:1 ó e n 

H20 . 

12. Cong e lar a -20ºC. 

Otra man e ra de extraer DNA 

l. Crecer cultivos líquidos d e 50 ó 100 ml d e Rhizobium. 

2. Centrifugar las células a 7 000 rpm, 15 min a 4° C e n ro to r 

de ángulo fijo. 

3. Lavar l as c~ lula s, r esu s p endi , njol a s en 1 0 rn l de Na~ l 0 . 8 5 ~ . 

4 . Rep e ti r paso 2. 
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5. Res u s p P nd e r e n 5 ml de buffer SET (sacarosa 25%, Tri s HCl SOmM 

p H 8, EDTA lmM), añadir 1.5 ml EDTA 0.25 M, 0.5 ml de li­

sozina 5 mg/"11 (en 0.25 mM Tris pH 8) y 50 J.. de RNasa 10 mg/ml 
-5 

(0.1 M CH
3

COONa; 3.3x 10 M EDTA pH8, tratada 10 min a 85°C). 

6. Mezclar y dejar reposar 15' en hielo. 

7. Adicionar 1.5 ml de la mezcla lítica Trit6n x 100, 3x, mez­

clar suavemente y dejar en hielo 15 min. 

Mezcla lítica Trit6n X 100, 3X, guardarla a 4ºC. 

Tritón X 100-10% en "2º 3 ml 

0.25 M EDTA pH8 75 ml 

Tris 1 M pH8 15 ml 

"2º 7 rnl 

8. Adicionar 1/10 vol de Proteinasa K 6 de Pronasa 6 de Pro­

teasa de Extracto de Streptococcus griseus (5mg/ml en Tris 

HCl 50 mM pH 7.5) predigeridas 60' a 37°C. 

9. Incubar 60' a J7°C con agitaciones suaves ocasionalmente. 

10. Adicionar 2 volúmenes de cloroformo: fenal: alcohol isomí-

lico (25: 25: 1). El fenal debe de ser saturado. Agitar 

suavemente durante 3'. 

11. Centrifugar a i~OOO/rpm a temperatura ambiente 10 min. 

12. Repetir el paso 12. 

13. Extraer 2 veces con dos volúmenes de cloroformo. 

14. Precipitar el ADN, con 1/10 vol. de NaCl 2M y 2 vals. de 

etanol frío durante 12 hrs a -20°C. 

15. Centrifugar a 10,000/pm, 30' a 4°C. 

16. Secar la pastilla (al vacío o con aire) 

17. Solubilizar la pasti~la en 1-3 ml de Tris HCl 50mM/EDTA 

2mM, p H 7.5. 

18. Tratar con RNasa (5 mg/ml) en Tris HCl 50 rnM/EDTA 2mM, 

pH 7.5, a una concentraci6n final d e 0.1 mg/rnl. 

19. Incub a r 6 0 min a 37 ° C. 

20. Rep e tir pa s os 12-17. 

21. Lavar la pastilla tres veces con etanol 70% y s e carla y 

re s us pe n de rla e n TE 10:1. 

2 2 . Di a l iza r to d a l a no c h e contra 4 lt de bu f f er TE p H8 ó 

H il '1,·, ., ¡ i 
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HIBRIDACION 

l. Preparar la bolsa de hibridación e introducir el filtro con 

los 4 lados sellados. 

2. Mezcla de Prehibridación e hibridación. 

lOOx DENHARDT 

20x SSC-
r::: 

Buffer Po
4 

l. O ml 

2.5 ml 

l. O ml 

4.5 ml 

3. En un tubo agregar 2.25 ml de la mezcla más 2 ml de agua 

estl!!r i 1. 

4 . En un tubo eppendorf agregar; 0.085 ml DNA tt ~ 

mas 0.665 IJll 

H2 0; hervir 10' en Baño Ma. a ebullición, pasar a hielo 5'. 

5. Cortar· la bolsa por una esquina e introducir con pipeta las 

dos mezclas anteriores mojando completamente el . fil~ro. 

6. Cerrar la bolsa y checarla. 

7. Incubar 2 horas a 65°C. 

8. ~ortar la ' bolsa por una esquina y vaciar el cont~nido amo­

do de que el filtro quede completamente seco y agregar la 

mezcla de hibridación~ (marca *) 

9. En un tubo agregarlos 2.225 ml de la mezcl:a' mas 2.5 ml de 

"2º· 
10. En un tubo eppendorf agregar 0.085 ml de DNAtt, 0.5 ml de 

agua estéril m~s el volGmen de 32 ; poner el Baño Ma. a 
p 

ebullición durante 10' i pasar a hielo 5·~ 

11. Vaciar las dos mezclas a la bolsa y sellarla perfectamente. 

12. Incubar 12 a 14 horas a 65ºC, dentro de la caja de acrílico. 

LAVADO DE FILTROS 

l. Abrir la bolsa por una esquina. 

* El volumen del agua y de la marca variará según las cuentas 

en los ¡is que se vayan a utilizar. 
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2. vaciar el contenido de la bolsa en los frascos de desecho 

radioactivo. 

3. Lavar el filtro con 20 ml de 2x SSC y volver a desechar, 

romper la bolsa completamente y sacar el filtro. 

4. Lavar durante 10' con 2x SSC más 0.1% SOS a temperatura 

ambiente. 

5. Lavar durante 20' a 50°C con O.lx SSC más 0.1% SOS, che­

car con el Geiger, en caso de que el filtro tenga mucha 

marca volver a lavarlo las veces que sea nec esar io y dar 

una o dos lavadas más de 20' cada una si fuera necesario. 

6. Lavar con O.lx SSC a temperatura ambiente durante 10' has 

ta que quede completamente limpio. 

7. Colocar el filtro entre dos sanitas y secar 15' a 65°C. 

B. Colocar el filtro sobre una superficie dura, cubriéndolo 

con ega-pack. 

9. Ponerlo en un cassett con un film, en el cuarto obscuro y 

guardarlo a ~~0°c. 

10. A las 12 ó 18 hrs. revelar el film. 
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II Clonación del plásmido simbiótico <e Dal 

249 en el vehículo J2..E..K 404 

de la CFN - ---

/ 

pRK 404 

SmaI 
-·-~--

SmaI -~ ·-y 

10 .6 Kb 

P la c 

lac 2 

CLONACION 

>: 10 copias 

Rec e ptor JM83 ara /l l ac 

pro str A 

0 80 lac 2 

6 MlS 

no requiere !PTG 

l. Digestión parcial de 3 pg d e DNA del pDa l con la e nzi ma 

de re s tricción BamHl durante 15 min a 37°C . 

2. bigestión total de 10 pg del p RK404 con BamHl 

3. F osfa t ar el vehículo : 

i) extra e r con fenal - cloroformo - i soam ílic o 

2 vece s 

ii) ex tra e r con cloroformo isoamíl i co 1 v e z 

iii) precipita r co n 0.3 M acetato de sodio y 2.5 v o lGm e n as 

de etano l 

iv) lavar la pastilla- con eta n o l al 70% y s eca r 

I 



v) resuspender en 285 pl de H
2

ü 

vi) agregar 15 pl de lM tres pHS (0.05 M final) 

vii) agregar 5 unidades de fosfatasa alcalina por ?g de ADN 

viii) incubar 2 hrs a 65ºC 

ix) parar la reacción con lrnM EDTA 

x) repetir pasos del i) al iv) 

4. Ligar. se utilizó una relación 5:1, vehículo pasajero; volúmen fi­

nal de la mezcla 25.J.. conteniendo 2.5 ~ lümN ATP, 2.5 ~Buffer IOX 

Ligasa y l.9Á Ligasa T 4, 0.5 ug de pDal y 0.12 ug de pRK 404, y 

H
2
ü, incuba~ la ~eacción toda la noche a 14ºC. 

Transformación 

l. Crecer la cepa de E. coli JM 83 en 10 ml de LB líquido 12 hrs. 

2. Diluir 1/100 en 50 ml de LB y crecer hasta 0.6 D.0 650 nm. 

3. Cosechar las células por centrifugación a 4°C, 5 min 6K. 

4. Lavar las células resuspe ndéndolas suavemente en aproximada­

mente 40 ml de 10 mM NaCl a 5°C. De nuevo centrifugar. 

5 Resuspe nder 4n 40 ml de buffer d e transformación a 5°C e incu-

bar en hielo por 20'. 

6. Centrifugar a 6 K 10' a 5ºC. 
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7. Resu s pe nd e.,. las células e n l ml de buffer de transformación frío. 

B. Agregar 200.0pl de suspensión de cé lulas a 100 )11 de buffer de 

transformación que contiene la mitad d e mezcla que se ligo. 

9. Incubar e n hielo 60'. 

10. Calentar a 42°C por 2'. 

11. Diluir la mezcla de transformación en 3 ml d e LB e incubar a 

37 ºC con agitación durante 2 hrs. 

12. Platear 100 pl en cajas de medio selectivo. 

Nota: preparar e l buffer de transformación al momento. Se p uede 

añadir el calcio en polvo. 
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