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RESUMEN 

Rhizobium tropici nodula y fija nitrégeno en frijol. En la cepa CFN299 de A. 

tropici se identificaron y caracterizaron genes inducidos por exudados de raiz de 

frijol a los que llamamos teu (tropici exudate uptake). Se identificaron por insercién 

de un transposén Tn5-gusA1 sin promotor y se jocalizaron en un plasmido de 

alrededor de 185 kb que esta conservado en todas las cepas de A. tropici. Las 

proteinas codificadas por los genes teu son similares a transportadores ABC, 

especificamente a proteinas que transportan ribosa. En varias plantas probadas no 

se obtuvo induccién de los genes feu con exudados de raiz, con excepcién de 

Macroptilium atropurpureum, sa cual también es planta hospedera de A. tropici. 

Aparentemente ef compuesto inductor es caracteristico de frijol y de leguminosas 

cercanas, y esta presente en exudados de raiz , y no en semilla ni en nédulo. Este 

compuesto es removido de los exudados, posiblemente por metabolismo, por la 

mayoria de los rizobios que nodulan frijol (como A. effi, R. leguminosarum bv. 

phaseoli y A. giardinif). El compuesto inductor principal no se ha identificado, pero 

cierta inducci6én se obtuvo con trigonelina. La cepa CFN299 parece tener un 

sistema de transporte adicional en el plasmido simbidtico, ya que no se observa 

ningun fenotipo en dos mutantes diferentes y su plasmido simbidtico confiere la 

capacidad de remover el compuesto a Agrobacterium tumefaciens. Por otro lado la 

cepa CIAT899 de A. tropici debe tener solo un sistema de transporte, ya que una 

mutante con una insercién en los genes teu no removid el compuesto de los 

exudados tan eficientemente como fa silvestre y mostré una disminucién en la 

competitividad por nodular.



ABSTRACT 

Rhizobium tropici nodulates and fixes nitrogen in bean. In A. tropici strain 

CFN299 we identified and characterized teu genes (tropici exudate uptake) 

induced by bean root exudates, localized by an insertion of a promoter-less Tn5- 

gusA1 transposon. teu genes are present on a plasmid of around 185 kb that is 

conserved in all A. tropici strains. Proteins encoded by teu genes show similarity to 

ABC transporters, specifically to ribose transport proteins. No induction of the teu 

genes was obtained by root exudates from any of several other plants tested, with 

the exception of Macroptilium atropurpureum, which is also a host plant of A. tropici. 

It appears that the inducing compound is characteristic of bean and closely related 

legumes. It is present in root exudates, but not in seeds or nodules. This compound 

is removed, presumably by metabolism, from the exudates by the majority of bean- 

nodulating rhizobia (such as A. etli, R. leguminosarum bv. phaseoli and A 

giardinii). The principal inducing compound has not been identified but some 

induction was obtained by trigonelline. The CFN299 strain seems to have an 

additional uptake system, as no phenotype is observed in two different mutants and 

its symbiotic plasmid confers to Agrobacterium tumefaciens the capacity to remove 

this compound. A. tropici strain CIAT899 must have only one uptake system, since 

a mutant bearing an insertion in the teu genes could not remove the compound 

from the exudates as efficiently as the wild type, and it showed diminished 

nodulation competitiveness.
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Ecologia quimica en la rizosfera y en las simbiosis de plantas 

Monica Rosenblueth, Julio Martinez Romero y Esperanza Martinez-Romero. 
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|. Ecologia quimica en la rizésfera 

1. E) ambiente rizosférico 

Entre las raices de las plantas existe una riqueza bioldgica que sdlo 

recientemente se ha comenzado a estudiar. Esta riqueza se sustenta 

principalmente en los nutrientes de los exudados de las plantas provenientes 

en ultima instancia de la fotosintesis. El entorno influido bioquimica y 

bioldgicamente por !as raices se llama rizésfera y en ella proliferan y 

compiten tos microorganismos. Se asume que la rizésfera se extiende a 

unos milimetros de la raiz. 

Algunos microorganismos en la rizésfera son benéficos a la planta 

porque le ayudan a transportar nutrientes, producen hormonas o contribuyen 

al control de patégenos. En cambio otros microorganismos son los patégenos 

contra los que la planta debe defenderse. Las interacciones entre los 

microorganismos y las plantas estan mediadas por compuestos quimicos y 

éste es el tema que se presentara en este capitulo. Distintos compuestos 

de los exudados de las raices inhiben o promueven el crecimiento bacteriano 

y tienen efectos sobre hongos, afidos y nematodos. 

Las relaciones entre plantas y microorganismos surgen con las plantas 

mismas y hasta pueden ser responsables de su existencia. Entre las simbiosis 

de plantas con microorganismos, una de las mas antiguas y de gran 

importancia en la evolucién y colonizacién del ambiente terrestre por las 

plantas es la micorriza arbuscular, que es la asociacién de hongos 

zigomicetos con las rafces. La micorriza tal vez funciond originaimente 

como una raiz primitiva. La rizésfera de la mayoria de tas plantas esta en 

realidad constituida no sdélo por las raices mismas sino también por la 

micorriza que funciona como una raiz extendida (Bianciotto et al. 1996).



2. Las estrategias de competencia de microorganismos. 

Como existe una fuerte competencia entre los microorganismos para 

colonizar la rizésfera, éstos han desarrollado estrategias como una elevada 

tasa de crecimiento, mobilidad y catabolismo de compuestos especiticos 

excretados por las plantas, resistencia a condiciones particulares del 

suelo, produccién de substancias que le permitan adherirse o penetrar a la 

raiz y la sintesis de sideréforos (para competir por el fierro) y de 

antibidticos. 

2.1 La competencia por nutrientes 

Las plantas depositan continuamente una variedad de compuestos en 

la riz6sfera. A este proceso se le ha llamado “rizodeposicién™ (Whipps y 

Lynch 1985). En experimentos con '‘CO,, se encontré que cuando se crecen 

varias plantas anuales de alrededor de 21 dias de edad, entre 30-60% del 

carbono fijado se transfiere a las raices, y entre el 20-30% de éste se 

pierde como rizodeposicién, (recopilado por Lynch y Whipps 1990). Esta 

gran cantidad de carbono secretado por las raices pareceria una pérdida 

para la planta, pero en términos ecoldgicos, puede ayudar a que la planta 

crezca en un lugar donde tal vez de otra forma no pudiera, ya que 

microorganismos simbidticos y supresores de patégenos pueden proliferar 

ahi. 

Los productos de ja rizodeposicidn han sido clasificados en los 

siguientes cuatro grupos, dependiendo de !a forma en que se depositan 

(Lynch y Whipps 1990): 1) exudados solubles en agua, como azucares, 

aminoacidos, flavonoides, acidos orgdnicos, hormonas y vitaminas, que 

salen de la raiz sin requerir de energia metabdlica; 2) secreciones, como 

carbohidratos poliméricos y enzimas, que dependen de un proceso metabdlico 

para su deposicién; 3) Jisados, liberados por autolisis de las células mas 

viejas; 4) gases, como etileno y CO,. Dentro de los compuestos secretados 

por Jas plantas también hay que considerar a los mucilagos, que consisten 

principalmente en polisacdridos y son secretados por las vesiculas de 

Golgi de la cofia, céiulas epidérmicas y pelos absorbentes, con la finalidad 

de facilitar el paso de la raiz por el suelo. También tos mucilagos pueden 

provenir de hidrolizados de los polisacdridos de la pared primaria de las



céluias (Fitter y Hay 1981). Los mucilagos de las plantas forman parte del 

mucigel, junto con las células bacterianas y sus productos metabdolicos y 

las particulas coloidales del sueio (Richards 1987). 

Ademas, hay otros materiales que se desprenden de fa planta durante 

su crecimiento como son apices de raiz, células epidérmicas y pelos 

radiculares. Estos no comprenden parte de la exudacién, sin embargo, son 

importantes para !a actividad microbiana de la rizésfera (Smucker y Saffir 

1986, Curl y Truelove 1986). 

Los experimentos que han sido mas utiles para localizar con precision 

los sitios de exudacién a lo largo de las raices, son el marcaje de plantas 

con materiales radiactivos con la _ subsiguiente obtencién dei 

autorradiograma. De éstos se deduce que la zona meristematica 

inmediatamente arriba de la cofia es el sitio principal de excrecién de fos 

exudados solubles en agua, aunque también se excreta un poco a través de 

las raices laterales sin pefos absorbentes (Curl y Truelove 1986) (Fig. 1); 

otros trabajos apoyan ésto. Al trabajar con mutantes de Neurospora, con 

requerimientos nutricionales especificos para ciertos compuestos, se reveld 

que de !a zona meristematica se excretaban treonina y asparagina, mientras 

que de los pefos absorbentes, leucina, vatina, fenilalanina y Acido glutamico 

(Curl y Truelove 1986). En Sinorhizobium meliloti (huésped de alfalfa) con 

una fusién nodC-lacZ (nodC es inducide por flavonoides, Fig.2A y ver mas 

adelante), se observé mayor actividad de f-galactosidasa en las bacteria 

que estaban arriba de la cofia y en los pelos absorbentes (Peters y Long 

1988). Los estudios metabdlicos realizados con compuestos marcados con 

el precursor de los flavonoides '“C-fenitalanina (Fig. 3), concuerdan con el 

concepto de que los flavonoides liberados de la raiz se sintetizan en ia 

misma (Maxwell y Phillips 1990). Técnicas modernas con filtros de absorcién 

situados en diferentes partes de la raiz, permitiran localizar con mas 

certeza, el lugar donde se secretan los exudados. 

Las semillas, durante su germinacién, también exudan varios 

compuestos por el hilo, por la parte anterior al apice y por ia testa (Bruehl 

1987b). Los flavonoides exudados por las semillas, a diferencia de tas 

raices, ya existen en éstas antes de la germinacién como moléculas 

preformadas que pueden ser modificadas. Estes compuestos son liberados 

por la testa (Hartwig y Phillips 1991).



Los factores que afectan la naturaleza y la cantidad de compuestos 

exudados dependen en cada planta, del estadio de ésta y de factores 

ambientales como son ta cantidad de luz, agua, oxigeno, CO,, nutrientes, 

dafios a la planta y microorganismos. En general, se observa que cuando la 

planta es joven, después de la formacién de raices laterales, hay mayor 

exudacién de carbohidratos, aminodcidos y mucigel que cuando es madura, 

excepto en el caso de arboles, en donde se ha visto que cuando es maduro, 

si hay menor exudacién de carbohidratos, pero hay mayor secrecién de 

aminoadcidos y de acidos orgdnicos (Brueh! 1987a, Richards 1987). Cuando 

la planta se encuentra por algun periodo corto bajo condiciones desfavorables 

como falta de agua, de oxigeno, exceso de CO,, o si sufre algun dajio, la 

poblacién de microorganismos incrementa, debido mas que nada a un aumento 

en la exudacién de carbohidratos y, con excepcién de !a falta de agua, 

también a una mayor exudacién de aminoacidos y acidos organicos (Hoagland 

y Williams 1985, Ayers y Thornston 1968). Se ha encontrado que al remover 

un compuesto de la rizésfera, aumenta la exudacién de éste por la planta. 

El nitré6geno combinado tiene un efecto negativo en la produccién de 

compuestos fendlicos (Kapulnik et al. 1987). El dafio a la raiz y hojas 

ocasiona un aumento en la exudacién de compuestos (Ayers y Thornston, 

1968). La presencia de microorganismos provoca en general una mayor 

exudacién. Esto se debe, en parte porque estan removiendo diferentes 

compuestos al catabolizarlos, porque pueden tisar directamente células de 

la raiz, por la produccién de hormonas y de antibidticos que afectan la 

permeabilidad de la membrana y porque inducen ta sintesis de diversos 

compuestos (Hale y Moore 1979). Este ultimo es el caso de Rhizobium 

leguminosarum en presencia de su planta hospedera, que provoca un 

incremento en la produccién de flavonoides (Phillips et al. 1992). 

Los compuestos liberados por las raices y semillas pueden ser usados 

como substratos de crecimiento, por esta razén, el suelo de la rizésfera 

tiene una densidad de bacterias 10-200 veces mayor a la del suelo adyacente 

(Whipp y Lynch 1985). , 

2.1.1. Competencia por carbono y nitrégeno. 

Todas las plantas depositan compuestos no especificos que sirven 

como sustratos para el crecimiento de los microorganismos en la_ rizdésfera.



Entre los azucares identificados en una gran variedad de plantas, estan la 

glucosa y la fructuosa como los mas abundantes y en menor cantidad 

xilosa, ribosa, arabinosa, sacarosa y maitosa (Richards 1987). Las vitaminas 

que se han encontrado en tos exudados de varias plantas son biotina y 

tiamina (Richards 1987). En alfalfa se exuda biotina, tiamina y riboflavina 

y éstas promueven el crecimiento de S. melifoti en la rizésfera. A pesar de 

que la misma bacteria las sintetiza, se ha demostrado que su concentracién 

en la rizésfera no es suficiente, ya que si se afiade cualquiera de éstas 

aumenta el crecimiento bacteriano. El efecto de la biotina en el crecimiento 

se debe a que es un cofactor para carboxilar enzimas como la acetil-CoA 

carboxilasa y la piruvato carboxilasa. La acetil-CoA carboxilasa cataliza 

la sintesis de dcidos grasos (Streit et al. 1996). La piruvato carboxilasa 

cataliza la carboxilacién de piruvato para formar oxaloacetato, el cual se 

usa para suministrar intermediarios del ciclo de dacidos tricarboxilicos 

utilizados para la generacién de energia y en biosintesis (Dunn et al. 

1996). No se sabe si el aumento de crecimiento de las bacterias de la 

rizésfera como respuesta a las vitaminas externas es un fendmeno general; 

de no ser asi, las que puedan hacerlo tendrdn una ventaja selectiva sobre 

las demas. 

Desde hace algunas décadas ya se habia observado que en varias 

especies de leguminosas (alfalfa, trébol, chicharo, frijol, soya y lupino) se 

favorecia el crecimiento de su propia bacteria noduladora durante los 

primeros 10-12 dias después de la germinacién (Tschailachjan y Megrabjan 

1958 citado en van Egeraat 1975). Esta especificidad se pierde en plantas 

maduras, ya que en éstas los exudados promueven el crecimiento de otros 

grupos de bacterias. La estimulacién inicial selectiva podria deberse a una 

exudacién de compuestos particulares a cada especie de plantas o a cierto 

balance de compuestos, que te darian una ventaja competitiva a las bacterias 

del huésped. Posteriormente, se han encontrado algunos de estos compuestos 

especificos a ciertas plantas y se ha demostrado su utilizacién sdlo por 

ciertas especies o cepas de microorganismos. 

El tipo y la cantidad de aminodcidos secretados por cada especie de 

planta varia mucho (Richards 1987). Se ha observado que en plantulas de 

chicharo, del total de aminodcidos secretados, el 70% corresponde a la 

homoserina, el cual no se encuentra en otras especies. Se encontré que las



cepas de Rhizobium leguminosarum bv viciae que nodula chicharo, podian 

crecer en homoserina como Unica fuente de carbono (C) y nitrégeno (N), en 

cambio, S. meliloti sdlo la podia usar como fuente de N, e incluso era 

téxica para AR. leguminosarum bv. trifolii (huésped de trébol) y bv. phaseoli 

(huésped de frijo!) (van Egeraat 1975, Hynes y O'Connel 1990). 

La mimosina es una téxina encontrada en grandes cantidades en las 

hojas, raices y semilias de Leucaena. Esta inhibe el crecimiento y la 

sintesis de proteinas en microorganismos y tiene actividad antimitotica 

en animales. La Leucaena es una fuente importante de proteinas para los 

rumiantes que viven donde éstas crecen siendo esto posible por la presencia 

en el ramen de microorganismos que la degradan (Allison et al. 1992). De 

92 aislados de ndédulos de varias especies de Leucaena, 37 fueron capaces 

de usar mimosina como fuente de carbono y nitrégeno. Incluso en estas 

bacterias, el crecimiento final (D.O. a 600 nm) fue directamente proporcional 

a la concentracién de mimosina en el medio. Ninguna cepa de Rhizobium 

aislada de ndédulos de siete especies de leguminosas taxonémicamente 

cercanas pudo utilizarla (Soedarjo et al. 1994). Claramente, la incapacidad 

para utilizar mimosina no es un impedimento para nodular efectivamente a 

Leucaena, sin embargo, si se ha visto una ventaja competitiva en las cepas 

que la degradan (Soedarjo y Borthakur 1996). 

Otros metabolites secundarios producidos mds abundantemente por 

leguminosas y encontrados en semillas y exudados de plantas j6venes son 

las betainas (Tramontano et al. 1986). Estas son compuestos N-metilados 

derivados de aminodcidos. Entre éstas estan fa trigonelina, staquidrina, 

carnitina y colina (ver Fig. 2B). Se ha encontrado que algunas species de 

Rhizobium § y algunas otras bacterias de la rizésfera, pueden catabolizarlas, 

utilizandolos como unica fuente de nitré6geno y carbono (Goldmann et al. 

1991). En S. meliloti se ha visto que los genes esenciales para el catabolismo 

de todas las betainas se encuentran en ef plasmido simbidtico (Boivin et 

al. 1991, Goldmann et al. 1991). Los genes para el catabolismo de la 

trigonelina se encuentran inducidos en todos los pasos simbidticos, lo que 

sugiere que la trigonelina es una fuente de energia durante todo el proceso 

simbidtico (Boivin et al. 1990). 

Las betainas tienen ademas otras funciones. La trigonelina es un 

inductor débil de NodD2 (ver mds adelante) en S. meliloti, el cual regula



los primeros genes necesarios para nodular (Phillips et al. 1992). La 

trigonelina también detiene la mitosis en la fase G2 en células de raiz en 

leguminosas (Evans y Tramontano 1984). Estaquidrina, carnitina y colina 

son osmoprotectores esenciales en condiciones de estrés osmotico, e incluso 

el catabolismo de colina esta osmoregulado (Goldmann 1991). El significado 

de estas funciones no se ha comprendido totalmente, aunque todo indica 

que las betainas tienen un papel en simbiosis. Sin embargo, mutantes en S. 

melilotien los genes trc, incapaces de degradar trigonelina, nodulan igual 

que la cepa silvestre (Boivin et al. 1991). 

Otra clase de compuestos altamente especificos juegan un papel en 

la interaccién patogénica de cepas de Agrobacterium con plantas superiores. 

Las opinas son aminodcidos raros o derivados de azucares, producidas por 

las plantas en las agallas, después de que Agrobacterium ha transferido 

los genes para la sintesis de opina al genoma de ia planta. La naturaleza de 

las opinas y su utilizaci6n por Agrobacterium como fuente de nitrégeno o 

de carbono, es especifica de !a cepa. Por esto se ha sugerido que la 

produccién de opina por la planta provee al patégeno de un sustrato de 

crecimiento selectivo, favoreciendo su propagacién y sobrevivencia en el 

suelo. Las opinas en baja concentracién inducen los genes de virulencia de 

Agrobacterium cuando se encuentran en presencia de acetosiringona y en 

alta concentracién reprimen su expresién. Estos genes también pueden ser 

inducidos por compuestos fendlicos como la acetosiringona que se produce 

en las heridas de las plantas, pudiéndose incrementar su induccién por 

algunos azucares como la glucosa y la galactosa, especialmente cuando la 

acetosiringona es limitante (Dessaux et al. 1992). 

Tratando de buscar compuestos similares a la opina en la relacién 

simbiética S. meliloti - alfalfa, se encontré una cepa (L5-30) que producia 

nédulos con un compuesto parecido (Murphy et al. 1987). Este es la rizopina 

L-3-O-metil-scyllo-inosamina. Se ha demostrado que puede ser utilizada 

como Unica fuente de nitrégeno y carbono por la cepa L5-30, induciendo su 

catabolismo (Murphy et al. 1987). Los genes para ia sintesis (mos) y 

catabolismo (moc) de la rizopina estan ligados y localizados en el plasmido 

simbidtico (Murphy et al. 1987). Los genes mos sdlo se expresan en ndédulo 

y son regulados por el mismo sistema regulatorio que los genes de fijacién 

de nitrégeno NifA-NtrA. Los genes moc se expresan en vida libre y permiten



a las cepas crecer en la rizopina sintetizada por los bacteroides (Murphy 

et al. 1988). Recientemente se ha descubierto otra rizopina, scyllo- 

inosamina. Se ha encontrado que 10% de las cepas de S. meliloti y 14% de 

las de AR. leguminosarum bv. viceae son capaces de catabolizar las dos 

rizopinas, y no asi cepas del biovar phaseoli, trifolli o de A. effi En S 

meliloti las mutantes deficientes en la habilidad para catabolizar rizopinas 

son menos competitivas para la nodulacién formando menos del 5% de los 

nédulos al competir 1:1 con la silvestre. Se ha sugerido que las rizopinas 

podrian proveer de una nueva estrategia para incrementar la competencia y 

ia persistencia de inoculantes de rhizobia en el suelo (O'Connell et al. 

1996) al transferir los genes del catabolismo de estas rizopinas a las 

bacterias deseadas y los genes de la biosintesis a las plantas (Murphy et 

al. 1995). 

En Rhizobium tropici (que noduia frijol y otras leguminosas), 

encontramos una regidn genética inducida por exudados de raiz de frijol y 

de Macroptilium atropurpureum (leguminosas pertenecientes a la subtribu 

Phaseolinae de ta subfamilia Papilionoideae) pero no de otras plantas. No 

se encontré induccién por extractos de nédulo ni en exudados de semillas. 

El! compuesto inductor es transportado por la mayoria de las especies de 

Rhizobium que nodulan frijol. Esta regién se encuentra en un plasmido que 

no tiene los genes esenciales para la nodulacidn, sin embargo, en otras 

especies como A. etli y A. leguminosarum bv. phaseoli, se encontré que 

los genes para transportar el compuesto se encuentran en el plasmido 

simbidtico. Los productos de los genes involucrados son similares a proteinas 

necesarias para el transporte de azdcares. El principal compuesto inductor 

no se ha identificado, pero cierta induccién se obtuvo con trigonelina, en 

la misma concentracién con la que activa a NodD2 en S. meliloti (imM). 

Algunas bacterias de A. tropici parecen tener un sistema adicional de 

transporte, ya que diferentes mutantes en esta regién no pierden la capacidad 

de catabolizar el compuesto (Rosenblueth et al. aceptado) (Fig. 4). Este 

parece ser un caso similar al de la homoserina, que es sintetizada 

especificamente por una especie de planta y catabolizado por bacterias 

noduladoras de ésta. 

Otras sustancias producidas por las raices de las plantas y que 

pueden ser catabolizadas por bacterias especificas de la rizdsfera, son las



calisteginas. Se detectaron solamente en 3 de 105 especies de plantas 

superiores examinadas: Calystegia sepium, Convolvulus arvensis (las dos 

de ta familia Convolvulaceae) y Atropa belladona (Solanacea). Las 

calisteginas son abundantes en las raices y sdlo hay pequefias cantidades 

en la parte aérea. De 42 bacterias rizosféricas probadas sdlo una (S. 

meliloti Rme41) fue capaz de catabolizar calisteginas y de usarlas como 

unica fuente de carbono y de nitrégeno. Los genes para su catabolismo 

(cac) se localizaron en un plasmido autotransferible que no es esencial 

para la simbiosis. Este plasmido tiene homologia con otros no simbidticos 

de otras cepas de S. meliloti. Rme41 curada de este plasmido no es capaz 

de catabolizar las calisteginas, pero la simbiosis la realiza en forma 

normal (Tepfer 1988). Aparentemente el catabolismo de calisteginas es 

independiente de 1a simbiosis y representa una forma para que las bacterias 

sobrevivan en la rizdésfera de plantas no hospederas. 

2.1.2. Competencia por Fe. 

En la lucha por los nutrientes que se da en Ia rizdsfera, el fierro es 

uno de los mas requeridos, tanto por los microorganismos como por las 

plantas mismas. Unos y otras liberan sideréforos, moléculas con gran 

afinidad por el metal, para capturarlo. Mientras mas eficientes son sus 

sideréforos, mas acaparan el fierro; privando asi a sus competidores de 

dicho elemento e impidiendo su crecimiento. Ei complejo Fe-siderdforo es 

asimilado por medio de receptores y transportadores especificos 

(Jurkevitch et al. 1992). Los sideréforos son compuestos de bajo peso 

molecular y aunque varian grandemente en su estructura quimica la mayoria 

tiene grupos catecol o hidroxamato (Neilands 1981). Asi, por ejemplo 

Pseudomonas _ sintetiza siderdéforos como la pioquelina y las pioverdinas. 

La constante de estabilidad de! complejo Fe(IIl)-pioverdina es 10°?, mientras 

que la pioquelina es un siderdforo activo pero de baja afinidad con una 

constante de estabilidad de 10°. La pioquelina también es quelante de los 

iones de Zn(II), Cu(il), Co(il), Mo(ll), y Ni(Il), por lo que se piensa que una 

de sus funciones puede ser mobilizar estos iones para introducirlos en la 

célula. Un precursor en fa biosintesis de la pioquelina es el Acido salicilico, 

que también actua como sideréforo y es sintetizado por pseudomonas y 

micobacterias en respuesta a escasez de Fe(Ill). Se sabe que el salicilato



genera complejos Fe(Il!)-salicilato con constantes de estabilidad altas 

(105), a pesar de que se ha cuestionado su habilidad de secuestrar Fe(III) 

en presencia de ligandos competidores. Se ha especulado que la traslocacién 

del complejo Fe(IIl)-salicilato al interior de la bacteria se lleva a cabo 

por receptores especificos y que tal vez el salicilato induzca la expresién 

de proteinas de membrana relacionadas con el ingreso de ferrisiderdforos 

(Visca et al. 1993, Serino et al. 1997). Otras bacterias rizosféricas como 

Rhizobium y Bradyrhizobium producen sideréforos de baja afinidad como el 

citrato (Guerinot et al. 1990, Lesueur et al. 1993). Cuando un organismo 

libera sideréforos, los complejos fierro-sideréforo pueden ser accesibles 

para otros organismos a menos de que los ligandos del organismo que 

liberé e! siderdtoro tengan constantes de formacién mas altas que los de 

sus competidores. La habilidad para robar los siderdéforos producidos por 

otros organismos es también una estrategia adaptativa. La competencia 

por fierro se da en estos dos niveles, la competencia por el fierro entre 

los sideréforos excretados y !a captura de los complejos fierro-siderdéforo 

por los microorganismos. Por otra parte, atin cuando el acaparar fierro 

elimina a los competidores, existen mecanismos de regulaci6n, ya que en 

altas concentraciones este metal es téxico como consecuencia de su pape! 

catalitico en !a sintesis de radicales oxidantes (Flitter et al. 1983). 

Por otra parte, se han observado tres estrategias en plantas para 

asimilar fierro. Las monocotiledéneas no gramineas y todas las 

dicotiledéneas, acidifican la rizésfera aumentando la solubilidad del fierro. 

Otra estrategia, observada en las monocotifedéneas gramineas, consiste 

en la secrecién de fitosiderédforos de la familia del acido mugineico. 

Finalmente, las plantas también asimilan tos siderdforos de los 

microorganismos (Loper y Buyer 1991). 

2.2 Induccién de! crecimiento. 

Se ha encontrado que sustancias especificas de ciertas plantas pueden 

inducir.el crecimiento bacteriano, dandole una ventaja competitiva en la 

rizésfera. Concentraciones micromolares de flavonoides estimulan el 

crecimiento de los rizobios (Phillips 1992, Dénarié et al. 1992). Esto se ha 

observado en S. meliloti, R. leguminosarum bv. trifolii y Pseudomonas 

putida, pero no en Bacillus subtilis ni en Agrobacterium tumefaciens , con



crisina, luteolina y quercitina pero no con jas flavonas 5-hidroxiflavona y 

7-hidroxiflavona. Aparentemente el patrén de substitucién 5,7-dihidroxi 

es requerido para el efecto observado (Fig. 5). El tiempo de duplicacion se 

lleg6 a reducir de tres a cinco veces. Como no hay evidencia de que el 

compuesto se metabolice, se ha concluido que los flavonoides probablemente 

incrementan el crecimiento a través de un evento regulatorio. 

2.3 Quimiotaxis 

La mayoria de las bacterias de la rizésfera pueden tener movilidad y 

quimiotaxis. La importancia de estos fenémenos en ia competencia depende 

de las condiciones ambientales como son la textura y la humedad del suelo. 

La quimiotaxis puede realizarse mejor en suelos con mayor cantidad de 

arcilla y casi saturados de agua. Experimentos con mutantes en quimiotaxis 

muestran que bajo estas condiciones la quimiotaxis si provee una ventaja 

competitiva. Muchas sustancias de los exudados de las raices se han 

identificado como quimioatrayentes, como son azucares, aminoacidos, acidos 

orgdnicos y compuestos aromaticos. En Ahizobiurm y en Agrobacterium se 

ha reportado quimiotaxis tanto a compuestos que inducen tos genes para 1a 

nodulacién o para la virulencia respectivamente, como a otros que pueden 

ser catabolizados o que sdlo le indican a la bacteria la presencia de cierta 

planta (Vande Broek y Vanderleyden 1995). 

En B. japonicum \os inductores de ja transcripcién de los genes de 

nodulaci6n (nod), como las isoflavonas, son atrayentes débiles, los 

principales son los acidos dicarboxilicos y los aminodcidos glutamato y 

aspartato. Las mutantes en los genes de nodulacién no tienen decremento 

en la quimiotaxis hacia ninguno de estos compuestos (Barbour et al. 1991). 

En cambio, en S. meliloti la luteolina, uno de los principales inductores de 

fos genes nod, es un quimioatrayente fuerte y a su vez, mutantes en nodD, 

nodA 0 nodC se ven afectados en la quimiotaxis de este elemento. En forma 

similar en R. legumiosarum bv. viciae, cepas curadas del plasmido simbidtico 

tienen una respuesta menor a atrayentes fuertes que son los mismos que 

inducen la transcripcién de genes nod (apigenina y naringenina), pero la 

quimiotaxis a homoserina no es afectada (Armitage et al. 1988).



2.4 Produccién de antibidticos 

La presencia de patégenos en el suelo impone una presién selectiva 

sobre las plantas. Esto favorece la sobrevivencia de las plantas que albergan 

en su rizésfera microorganismos antagonicos a los patégenos. Esta estrategia 

natural de asociarse con los enemigos del patégeno ha sido aprovechado en 

los cultivos. En el trigo se ha conseguido un incremento en la productividad 

de 33% aplicando en los cultivos de trigo Pseudomonas contra plagas de! 

hongo Gaeumannomyces graminis var tritici. Este es un caso, como muchos 

otros, en el que plantas y animales se mantienen libres de infecciones por 

patégenos virulentos debido a las floras microbianas naturales que albergan 

(Cook et al. 1995). 

La produccidn de antibidticos para eliminar competidores requiere 

de un alto suministro de carbono. En la rizésfera se conjugan dicho suministro, 

un ambiente de alta interacciédn y actividad microbianas y una gran 

competencia, por lo que es un sitio en donde la sintesis de antibisticos 

puede ser ventajosa en la colonizacién. 

En el caso de Pseudomonas, la sintesis del antibidtico fenazina tiene 

mayor importancia para que la Pseudomonas sobreviva cuando la raiz esta 

sana que si esta infectada por ef hongo Gaeumannomyces graminis var 

tritici. Las raices infectadas tienen una poblacién bacteriana mayor, 

probablemente debido a que los nutrientes se escapan por las lesiones 

producidas por la infeccién. En cambio, !a restriccidén de nutrientes en las 

raices sanas hace que la competencia por nutrientes sea mas intensa y que 

fa sintesis de antibidticos para eliminar a los competidores sea mas 

valiosa (Mazzola et al. 1992). 

Algunos de !os mecanismos de !a sintesis de antibidticos por 

thizobacterias han comenzado a entenderse. Por ejemplo se sabe que los 

genes tienden a estar agrupados y que algunos genes regulatorios estan 

ligados. En Pseudomona fluorescens \a sintesis de oomicina A requiere de 

al menos ocho genes. Aparentemente existen tres niveles de regulacién de 

sintesis de! antibidtico. El primero esta influido por las condiciones 

ambientales, el segundo por procesos metabdolicos y el tercero por la 

concentracién de antibiético alcanzada (Cook et al. 1995). 

La produccién de antibiéticos contra patogenos por microorganismos



en su competencia por espacio en la rizésfera es andloga a la sintesis de 

fitoalexinas por la planta para defenderse. Bangera et al. encontraron que 

la proteina codificada por un cierto locus en Pseudomona muestra similitud 

con la chalcona-sintasa/stilbena sintasa del fenil-propano. Estas enzimas 

han sido encontradas exclusivamente en plantas en donde tienen una funcién 

en fa sintesis de flavonoides y fitoalexinas (Bangera et al. 1994). Esto 

sugiere que pudo haber ocurrido una transferencia genética entre planta y 

microorganismo o que ambos mecanismos pudieron haber tenido un origen 

evolutivo comin (Cook et al. 1995). Probablemente los microorganismos 

produzcan compuestos como salicilato que induce mecanismos de defensa 

en las plantas, de modo que también la participacion de las plantas en su 

propia defensa puede ser mds activa que nada més ofrecer un sitio para la 

competencia entre microorganismos. 

La trifolitoxina (TFX) es el sistema de produccién de antibidticos 

mas caracterizado en Rhizobium. Es un péptido modificado después de su 

traduccién, producido por una sola cepa de A. feguminosarum bv. trifolii 

inhibe distintas oa-proteobacterias, incluyendo todas las especies de 

Rhizobium probadas y dos de tres especies de Agrobacterium. Otras especies 

inhibidas son Mycoplana, Ochrobactrum, Phyllobacterium y Brucella. Un 

operon de 7 genes esta involucrado en la produccién de TFX y en la resistencia 

a ja misma. La produccién de TFX aumenta la capacidad competitiva det 

Rhizobium (Maier y Triplett 1996). Muchas cepas producen bacteriocinas 

que sélo son activas sobre un limitado espectro de cepas de Ahizobium. 

Estas bacteriocinas no se han caracterizado. 

El conocer las caracteristicas que hacen a un microorganismo un 

buen defensor de la planta contra patégenos, puede ayudar en Ja seleccién 

de cepas mejoradas y la aplicacién de éstas para controlar patégencs de 

plantas ayudaria a reducir la contaminacién causada por ef uso de pesticidas. 

Sin embargo, un antibidtico que no actée sobre todos los genotipos de un 

patégeno puede seleccionar variedades resistentes del mismo, dificiles de 

combatir. 

2.5 La resistencia a compuestos téxicos de la planta. 

A través de la via de biosintesis conocida como det fenilpropanoide, 

las plantas producen una gran diversidad de compuestos como precursores



de fignina, flavonoides e isoflavonoides (Hahibrock y Scheel 1989). La 

lignificaci6n de las paredes de las plantas tiene lugar en respuesta a la 

invasién de los patégenos. Muchos de los flavonoides e isoflavonoides 

designados colectivamente como fitoalexinas tienen actividad 

antibacteriana y fungicida. 

Como otros microorganismos (Gnanamanickam y Smith 1980), 

Rhizobiumy Bradyrhizobium (bacterias fijadoras de nitrégeno que se asocian 

con leguminosas) son sensibles a las fitoalexinas (Pankhurst y Biggs 1980). 

Sin embargo, en estas bacterias existen mecanismos de resistencia (Parniske 

et al. 1991). Uno de estos, en Rhizobium, consiste en un sistema de transporte 

(inducible por los exudados de la planta) que bombea al exterior las 

fitoalexinas que entran a Jas bacterias. Una cepa de A. efli, simbionte del 

frijol, mutante en este sistema, tiene un crecimiento disminuido en presencia 

de la raiz y forma menos nédulos (Gonzalez-Pasayo y Martinez-Romero 

datos no publicados) (Fig. 6). Estos defectos son mas dramaticos en 

condiciones donde las plantas producen mas fitoalexinas por estar infectadas 

por un hongo patégeno. En Ahizobium también se han deserito las vias que 

catabolizan distintos flavonoides (Rao y Cooper 1994). Ademas, los 

exopolisacaridos y lipo-polisacdridos de Rhizobium, que pueden servir para 

que el Rhizobium se adhiera a la raiz, parecen actuar como una barrera que 

impide que las fitoalexinas penetren dentro de las células (Eisenschenk et 

al. 1994). Es de preguntarse cuales de estos mecanismos existen en otros 

microorganismos de la rizdésfera. 

2.6 Depredacidn. 

Ademas de !a competencia entre los microorganismos de la rizésfera, 

otro factor biético que afecta la dinamica de las poblaciones es la 

depredacién. En cada gramo de suelo viven millones de protozoarios que se 

alimentan principalmente de bacterias y de hongos (Ekeiund y Ronn 1994, 

Rodriguez-Zaragoza 1994). Pueden moverse por pequefios poros del suelo 

gracias a su flexibilidad y a su pequefio tamafio. Con frecuencia las bacterias 

modificadas genéticamente e introducidas en el suelo con diferentes fines 

son depredadas por los protozoarios nativos. Las interacciones bioquimicas 

entre bacterias y protozoarios en ia rizésfera y los mecanismos utilizados 

por las bacterias para evadir a sus depredadores, han sido poco estudiados.



Los micropredadores forman parte importante de los ciclos bioquimicos 

del suelo, ya que la degradacién que hacen de las bacterias aumenta la 

fertilidad del suelo. La microfauna (protozoarios y nematodos) contribuye 

a la mineralizacién del fésforo y en el caso del nitrégeno, se calcula que el 

30% de la mineralizacién total de este elemento proviene de la fauna, 

principalmente de fa microfauna (Barker y Brown 1994, Griffiths 1994, 

Kajak 1995). 

li. Ecologia quimica de asociaciones y simbiosis. 

3.1. Azospirillum 

Especies de bacterias del género Azospirillum que habitan en las 

rizésteras de plantas tienen efectos benéficos por promover el crecimiento 

y desarrollo de la raiz al producir concentraciones elevadas de auxinas 

(revisado en Costacurta et al. 1994). En un principio se pensé que los 

efectos benéficos de Azospirillum pudieran deberse a la fijacién de 

nitrégeno, pero esto no fue el caso ya que Azospirillum practicamente no 

proporciona ef nitrégeno fijado a la planta (Michiels et al. 1989, Kapulnik 

et al. 1985). Se sabe poco de qué depende que existan poblaciones de 

Azospirillum en suelo o qué rizésferas son mas propicias para su desarrollo, 

ya que no es muy frecuente en condiciones naturales. Ha resultado bastante 

exitosa su inoculacién en muy diversas plantas: maiz, trigo, cactus 

(Mascartia-Esparza et al. 1988) y otras. El analisis de los resultados de 20 

afios de inoculacién en campo muestra que, a pesar de cierta variabilidad y 

del requerimiento de una cantidad de bacterias optima en el indculo, 

Azospirillum es un adecuado promotor del crecimiento en plantas (Okon y 

Labandera-Gonzalez 1994). Se ha observado que distintos azucares de la 

raiz tienen un efecto quimiotactico sobre la bacteria. Se ha reportado que 

el pegado de Azospirillum a la raiz requiere de polisacaridos de la bacteria 

(Vande Broek y Vanderleyden 1995) y se han estudiado las vias de biosintesis 

de auxinas por Azospirillum (Costacurta et al. 1994). Llama la atencién 

que practicamente todas las especies de bacterias que se asocian de una u 

otra manera con plantas, producen hormonas vegetales, auxinas o citocininas. 

Los niveles de produccién son variables y tal vez estén en relacién con los 

tipos de efectos que tienen las bacterias sobre las plantas mediados por 

hormonas en conjunto con otros efectores.



3.2 Micorriza 

La micorriza arbuscular es la simbiosis mas frecuente entre las 

plantas superiores. Alrededor del 80% de fas plantas participan de esta 

simbiosis (Bianciotto 1996). Los hongos seguramente producen substancias 

de crecimiento que inducen alteraciones morfoldgicas (vesiculas) en las 

raices (Holley y Peterson 1979). Se ha encontrado acumulacién de citocininas 

en las raices con micorriza (van Rhijn et al. 1997). El micelio del hongo 

aumenta la superficie de absorcién, de modo que las plantas en simbiosis 

absorben nutrientes del suelo mas eficientemente. La micorriza transporta 

fosfato, agua y otros nutrientes a las plantas. Se ha reportado que se 

incrementan los azucares y los aminodcidos en las plantas crecidas en 

bajos niveles de fosfato y esto se correlaciona con una mayor colonizacién 

del hongo (Graham et al. 1981). Ambos organismos efectuan un intercambio; 

la planta cede compuestos de carbono mientras que recibe un suministro 

de nutrientes minerales (Smith y Gianinazzi-Pearson 1988). La 

interdependencia es tan grande que a muchos hongos micorrizicos no se les 

puede cultivar en ausencia de la plantas y muchas plantas no son capaces 

de crecer sin la micorriza. Las plantas también son més resistentes a 

patégenos gracias a la presencia de micorriza. 

Aun cuando no se conocen los mecanismos precisos del establecimiento 

de esta simbiosis, se sabe que algunos compuestos secundarios tienen un 

pape! en esta interaccién entre la planta y el hongo. Existe evidencia de 

que algunos exudados y extractos de plantas favorecen la germinacién de 

las esporas de los hongos de micorriza arbuscular. Muchas especies de 

leguminosas establecen simbiosis tanto con bacterias fijadoras de nitro6geno 

como con hongos de micorriza. En condiciones in vitro algunos flavonoides 

de las semillas y raices de la alfalfa favorecen ta germinacién de las 

esporas de hongos micorrizicos. Como consecuencia de la aplicacién de 

quercitina, flavonoide producido normalmente por la alfalfa, el hongo Glomus, 

aumenté ta germinacién de las esporas y la elongacién y ramificacién de 

las hifas del hongo (Tsai y Phillips 1991). Sin embargo, no se sabe si estos 

dos Ultimos resultados sean realmente efecto de la aplicacién del flavonoide 

oO una consecuencia del aumento en la germinacién de las esporas. Los 

hongos micorrizicos arbusculares también tienen un efecto en el



metabolismo de flavonoides de las plantas y estos compuestos a su vez 

promueven ta diferenciacién de! hongo (Blee y Anderson 1996) aunque no 

son necesarios para el establecimiento de las vesiculas (Becard et al. 

1995). 

En ef caso de la cebada, durante las fases iniciales de la colonizacién 

de las raices, ja planta acumula metabolitos secundarios, aparentemente 

como respuesta defensiva ante el hongo. Posteriormente esta defensa se 

suspende, tal vez por accién del hongo mismo, de modo que no se produce 

reforzamiento de las paredes para impedir la entrada de las hifas ni 

produccion de fitoalexinas que pudieran inhibir a la micorriza (Peipp et al. 

1997). 

La micorriza ofrece también un ejemplo de la complejidad de las 

interacciones que se llevan a cabo en la rizésfera. Ella misma alberga 

dentro de su citoplasma una gran poblacién de organismos: bacterias (aun 

no cultivables en laboratorio) que se multiplican y se desplazan de la 

espora hacia el micelio y a la rafz de la planta. Estas bacterias simbiontes 

estan presentes en todas las fases del ciclo del hongo y su participacién 

dentro de la micorriza se desconoce por ser muy reciente este hallazgo 

(Bianciotto 1996). 

Parece que las plantas no tienen funciones exclusivas para su 

interacci6n con un tipo de microorganismos. Hay plantas en las que algunas 

mutantes, incapaces de establecer simbiosis con la micorriza (mic’), también 

son incapaces de establecer simbiosis con bacterias fijadoras de nitro6geno 

del género Rhizobium (Bradbury et al. 1993, Duc et al. 1989). También se 

ha visto que plantas que se han seleccionado como resistentes a patégenos 

son mic. Se han identificado maices con diferentes capacidades para 

establecer simbiosis con micorriza. 

Recientemente han despertado interés las llamadas células de frontera 

(border cells), que son liberadas por la raices en el ambiente inmediato y 

que extienden el area de influencia de la rizésfera. Estas células son 

metabolicamente activas, al separarse de la raiz siguen patrones de 

expresién genética particulares y muestran diferenciacién. Aparentemente 

existe una correlacién entre la existencia y cantidad de células de frontera 

y el establecimiento de la micorriza. Las células de frontera se distribuyen 

principaimente en la misma area de penetracién de los hongos (patédgenos o



micorrizicos) a la raiz. Parece ser que las células de frontera atraen 

quimicamente a algunos hongos y pueden influir en el comportamiento de 

la micorriza (Niemira et al. 1996). 

3.3. Simbiosis Rhizobium-leguminosa 

Flavonoides e isoflavonoides (Fig. 4) estimulan las simbiosis 

benéficas, que culminan en la formacién de nédulos fijadores de nitrégeno. 

No sélo incrementan la germinacién de la micorriza (como ya se menciond), 

sino también son los principales responsables para la activacién de los 

genes de Ahizobium y Bradyrhizobium (genes nod) necesarios para la 

nodulacién (revisado en Rolfe 1988) (Fig. 7 y 8). Los tipos de flavonoides 

producidos por cada especie de leguminosa no son idénticos (Fig. 7). 

Diferentes clases de flavonoides surgieron secuencialmente en la evolucion 

de las plantas (Koes et al. 1993). Se ha propuesto una quimiotaxonomia de 

las tribus dentro de las leguminosas en base a las diferentes sustituciones 

quimicas de los flavonoides (Perrino et al. 1989). Los flavonoides exudados 

por las raices de algunas plantas se han identificado. En frijol se producen, 

por ejemplo, eriodictiol, naringenina y genisteina (Hungria et al. 1991, 

1991a), en soya, daidzeina y genisteina (Arcy-Lameta 1986) y en el trébol 

diferentes hidroxiflavonas (Redmond et al. 1986) (Fig. 5). 

Una proteina de !a membrana del Rhizobium, NodD, reconoce al 

flavonoide (Schlaman et al. 1989) (Fig. 7). Sustituyendo los genes nodD 

entre diferentes especies de Ahizobium se puede alterar la capacidad de 

nodular de estas bacterias, adquiriéndose la determinada por el NodD (Spaink 

et al. 1987). Ademds mediante manipulaciones genéticas se construyé un 

NodD independiente de flavonoides que esta en forma activa, que estimula 

de manera auténoma y continda la expresién de los genes nod (Spaink et 

al. 1989). NodD funciona como activador de la transcripcién de los genes 

al pegarse a la regién regulatoria en secuencias especificas de DNA (con 

afinidad por NodD) conocidas como cajas nod (Rostas et al. 1986) (Fig. 8). 

Los genes nod adyacentes, ya activos sintetizan la maquinaria que produce 

un tipo peculiar de compuestos (tal vez un nuevo tipo de hormona vegetal) 

que constituye una sefal para que la planta inicie la formacién de nodulos 

(Lerouge et al. 1990). Estos compuestos son-variantes de una estructura 

bdsica de oligoquitina con un lipido pequefio en el extremo no reductor



(Lerouge et al. 1990, Schultze et al. 1992, y otros citados en Dénarié et al. 

1992) (Fig. 10). 

Se han identificado alrededor de 15 genes (nod, nol y noe) que participan 

en la sintesis de factores Nod (Carlson et al. 1994). Llama la atencién que 

el numero de otros genes también llamados nod y con funcién desconocida, 

es mucho mayor (Pueppke 1996). Estos ultimos han sido identificados 

porque al interrumpirios mediante mutaciones, se interfiere en cierta 

medida el proceso de nodulacién. En otros casos se les ha atribuido el 

titulo de “nod’ por estar en cercania con otros genes nod o en operones 

adyacentes a cajas nod. 

Diferentes modificaciones quimicas de la molécula del factor Nod se 

asocian a la capacidad de producir nédulos en distintas plantas (Dénarié et 

al. 1992, Dénarié et al. 1996). Asi se requiere un tamafo especifico de 

molécula, un suifato y un lipido poli-insaturado para que se formen nddulos 

en fa alfalfa (Truchet et al. 1991), la presencia de un grupo acetilo en un 

sitio especifico, mejora la nodulacién. Los factores Nod afiadidos a la 

planta en ausencia de la bacteria son capaces de promover fa produccién de 

nédulos (Truchet et al. 1991). Tienen actividad mitogénica (Van Brussel et 

al. 1992) y estimulan por to tanto la divisién celular (Maier y Tripplet, 

1996). En dos casos (en Vigna unguiculata y en Glycine max), se ha podido 

complementar a una mutante incapaz de nodular afiadiendo los Factores 

Nod al mismo tiempo que ta bacteria a la planta, obteniéndose nddulos 

fijadores de nitrégeno (Relic et al. 1994). Se desconoce por qué no ha 

funcionado este tipo de experimentos en alfalfa, en frijol y en chicharo. 

El cédigo de comunicacién entre plantas y bacterias basado en los 

factores Nod no esta descifrado completamente y pudiera abarcar a otro 

tipo de moléculas. Los lipopolisacdridos (componentes de membrana externa) 

en R. meliloti también se sulfatan en forma dependiente de !os genes nod. 

En otros casos, donde se sobrexpresan unos genes nod, se ha encontrado 

que los acidos grasos de las membranas de Rhizobium son del mismo tipo 

que los factores Nod. Se ha encontrado que una misma bacteria produce una 

diversidad de moléculas de factores Nod (Schultze et al. 1992, Stokkermans 

et al. 1996), las cuales parecen tener en la raiz efectos sinergisticos 

entre ellas (Stacey et al. 1997) ya que mezclas de factores Nod en soya 

producen un proceso de diferenciacién mas completo (en ausencia de ia



bacteria). En otro caso mas extremo, el Rhizobium (A. fredii NGR234) con 

el rango de nodulacién mas amplio, produce una familia compleja de moléculas 

que se asocian a la capacidad extendida para formar nédulos en muchas 

leguminosas (Price et al. 1992, Relic et al. 1994). En frijol, factores Nod 

con caracteristicas diferentes son capaces de formar nédulos en sus raices. 

Correlacionado con esto, distintas especies de Rhizobium(R.etliy R. tropici), 

que nodulan y fijan nitrageno en frijol, producen factores Nod con diferentes 

sustituyentes quimicos (Poupot et al. 1993, 1995). Pareceria que las 

distintas especies y aun distintas variedades dentro de una especie de 

leguminosas tienen requerimientos diversos de estructura especifica de 

los factores Nod. Asi, encontramos que cepas de R. tropici que no producen 

factor Nod sulfatados, incrementan su capacidad de nodulacion en una 

variedad de frijo! pero tienen una capacidad disminuida en otra (Laeremans 

et al. 1996). Una hipdtesis atractiva que se ha planteado es que en uno de 

los linajes evolutivos que dio origen a las leguminosas templadas 

(consideradas mas recientes, ya que a la familia Leguminosae se le atribuye 

un origen tropical) surgié un tipo de receptor que reconoce enlaces dobles 

(insaturaciones) en el lipido del factor Nod (Ardoure! et al. 1994). Las 

bacterias de Rhizobium que no producen este lipido en su factor Nod son 

incapaces de penetrar a su planta especifica. Este pudiera constituir parte 

del mecanismo de especificidad que limita ta entrada de otras muchas 

especies de Rhizobium o Bradyrhizobium. Las \eguminosas tropicales son 

en general muy promiscuas estableciendo simbiosis con un gran numero de 

especies de Rhizobium o Bradyrhizobium y tal vez no tuvieran este tipo de 

receptor. 

Compuestos semejantes a los Factores Nod pudieran existir 

naturalmente en plantas en otros procesos de diferenciacién. Lipo- 

quitooligosacaridos sintetizados in vitro (semejantes a los factores Nod) 

estimularon el crecimiento de protoplastos de tabaco (Réhrig et al. 1995). 

Los factores Nod de Rhizobium permitieron el desarrojlo normal de embriones 

mutantes de zanahoria obtenidos previamente por mutagénesis quimica (De 

Jong et al. 1993). Estos mutantes de zanahoria carecen de una endoquitinasa 

y no pueden formar masas proembriogénicas y embriones globulares a 

partir de una suspension de células a una temperatura especifica (llamada 

no-permisiva). Debido a que la adicion de una endoquitinasa restablece el 

 



proceso embrionario, se supuso que algun producto de esta quitinasa (la 

quitinasa degrada quitina que esta formada por n-acetil-glucosamina) 

también pudiera complementar el defecto genético. De todos los compuestos 

oligoméricos de acetilglucosamina probados sdlo los factores Nod de 

Rhizobium suplieron ta funcién para que los embriones se desarrollaran 

normaimente (De Jong et al. 1993). 

Estos resultados han promovido la busqueda de este tipo de moléculas 

en procesos de diferenciacién y en el sapo Xenopus se encontro que la 

proteina de desarrollo DG42 que tiene parecido con NodC encargada de la 

sintesis del oligsmero de quitina del Factor Nod, produce también 

oligosacaridos de quitina en el desarrollo embriogénico del sapo (Semino y 

Robbins 1995). La proteina del desarrollo DG42 se expresa transitoriamente 

entre el estadio medio de la blastula y !a gastrula en la embriogénesis de 

Xenopus y del pez cebra (Bakkers et al. 1997). Cuando se micro-inyectaron 

huevos fertilizados de pez cebra con anticuerpos anti DG42 0 con la enzima 

NodZ. de Bradyrhizobium, se interrumpié el desarrollo normal y se ocasionaron 

defectos severos en la formacién de la cola y del tronco (Bakkers et al. 

1997). La enzima NodZ de Bradyrhizobium modifica quimicamente a 

oligosacaridos de quitina en los factores Nod, al incorporarles una fucosa : 

en el extremo reductor. NodZ no incorpora fucosa en sustratos relacionados 

como quitosan o hialuronan, por lo que es una buena prueba de que el 

compuesto producido por estos organismos tiene una estructura semejante 

a los factores Nod. De hecho, se ha demostrado la produccién de oligosacaridos 

in vitro en extractos de embriones de estos peces (Bakkers et al. 1997). En 

el raton se ha descrito una proteina con 97% de identidad con DG42. Todos 

los datos presentados apuntan que estas sefiales moleculares como factores 

Nod no son peculiaridades exclusivas de la interaccién Ahizobium- 

leguminosa, sino son un tipo de morfégenos (que regulan procesos de 

diferenciacién) extendidos en diferentes seres vivos. 

Existe un gran interés en aislar los receptores a los factores Nod en 

las plantas e identificar las vias de transduccién de estas sefiales. Se ha 

visto que los Factores Nod producen despolarizacién de las membranas 

(Kurkdijan 1995) y movimientos de calcio en las células vegetales (Ehrhardt 

et al. 1996, Gehring et al. 1997). De Dolichos biflorus se aisl6 una lectina



de la raiz cuyo tigando de mayor afinidad es un Factor Nod (Etzler y Murphy 

1996). Esta lectina tiene actividad de apirasa incrementada por el pegado 

de su ligando, su concentracién se inhibe en presencia de amonio (que 

también inhibe la nodulacién por la bacteria) y se localiza en la superficie 

de los pelos de la raiz. Se propone que esta lectina es uno de los receptores 

de los factores Nod. En otras leguminosas se han identificado homdlogos a 

este gene. En otros casos se ha descrito que el receptor se encuentra en 

una muy baja concentracién en fas células vegetales (Bono et al. 1995), y 

se han identificado receptores de alta y baja afinidad. 

El didlogo molecular entre plantas y bacterias para la nodulacién es 

seguramente sdlo una parte de todo el proceso simbidtico. Otro tipo de 

sefiales, por ejemplo la fimitacién de oxigeno dentro del nédulo, es 

responsable de que Ja bacteria se diferencie a bacteroide, que es la forma 

activa que fija et nitrégeno dentro de los nédulos de fas raices (Reyrat et 

al. 1993). 

Ademas de las leguminosas, existen otras 7 familias de plantas que 

son capaces de establecer nédulos en sus raices. De todas estas especies 

sélo Parasponia también establece simbiosis con bacterias de la especie 

Rhizobium, mientras que todas las otras tienen en sus nédulos bacterias 

actinomicéticas del tipo Frankia. En analogia con la investigacién en 

Rhizobium, se estén buscando los equivalentes a factores Nod en estas 

bacterias. 

Las plantas que por albergar Ahizobium y Bradyrhizobium en \os 

nédulos de sus raices fijan nitrégeno, tienen una clara ventaja sobre otras 

plantas cuando los suelos son pobres en nutrientes nitrogenados. Con 

frecuencia son las que colonizan dichas regiones y una vez que la cubierta 

vegetal se ha establecido y el suelo se ha enriquecido de nitrégeno, su 

ventaja disminuye y con frecuencia son desplazadas por otras. La necesidad 

de nitrégeno es el segundo factor limitante mas importante, después del 

agua, para e! establecimiento de cultivos. Una de las contribuciones practicas 

de fa investigacién en fijacién de nitrageno ha sido la de proveer indculos 

de Rhizobium para ta agricultura. Recientemente se ha visto que la inoculacién 

conjunta de Azospirillum y Rhizobium tienen efectos positivos sobre la 

nodulacién, por lo que en en futuro los inéculos conteniendo diferentes 

especies pudieran tener aplicacién practica.



ll. Conciusiones y perspectivas. 

Pese a ser un sitio propicio para la proliferacién de microorganismos, 

la rizésfera no es homogénea. En grandes superficies de raiz no hay 

suficientes nutrientes y es en los sitios preferenciales de excrecién de 

éstos donde la competencia entre microorganismos tiene jugar. Entre los 

habitantes de la rizésfera se encuentran los rhizobia y géneros relacionados, 

las distintas especies de Azospirillum, micorriza, Pseudomonas, Klebsiellas, 

entre otras. Sus estrategias para sobrevivir alli y proliferar son diversas. 

Sin embargo, del andalisis de las interacciones entre microorganismos y 

plantas comienzan a emerger mecanismos comunes, destacdndose la 

existencia de sefiales que median la comunicacidn quimica entre plantas y 

bacterias. 

Por su importancia agricola, ja simbiosis mejor estudiada es la de 

Rhizobium-leguminosa y se ha vuelto un modelo para ei estudio de otras 

interacciones planta-bacteria. El descubrimiento de tos factores de 

nodulacién ha sido uno de los avances mas sobresalientes en este campo. 

Sin embargo, el contexto ecoldgico de esta simbiosis no se ha explorado 

aun lo suficiente, v. g. los efectos simultaneos de la micorriza con Ahizobium. 

Mucho del trabajo acerca de la interaccidn entre las plantas y los 

microorganismos de la rizésfera se ha realizado con especies determinadas; 

en cambio, se sabe poco de las comunidades de microorganismos y sus 

interacciones en las raices de las plantas. El descubrimiento, por andalisis 

de DNA, de que la mayor parte de los microorganismos del suelo son 

desconocidos y no cultivables, ha aumentado el interés en el estudio de 

comunidades, incluyendo las de rizésfera; sin embargo, hay todavia muy 

pocos reportes al respecto. No debera sorprendernos si algun tipo bacteriano 

que juegue un papel clave en la ecologia de la rizdsfera  y que no haya sido 

aislada a la fecha en medios de cultivo convencionales, sea identificada en 

un futuro cercano. 

€1 interés en los microorganismos del suelo y la rizésfera tiene 

ademas aplicaciones reales, por ejemplo, la industria farmacettica ha 

comenzado a investigar el papel de antibidticos naturales e incluso se
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Figura 1. Diagrama de la rdiz mostrando la naturaleza y ef origen de 

algunos materiales organicos de la rizdsfera. 

Figura 2. A) Estructura basica de los flavonoides. Esta basada en un esqueleto 

de 15 carbonos con tres anillos. En algunos casos el anillo C puede presentar 

una forma isomérica abierta 0 es reemplazado por un anilio de 5 miembros 

(Hahibrock 1981). B) Estructura de la trigonelina. Todas tas betainas tienen 

una amina cuaternaria N*. 

Figura 3. Pasos en la biosintesis de flavonoides . El esqueleto de Carbono 

de todos los flavonoides se deriva de acetato y fenilalanina. E! anillo A se 

forma de tres unidades de acetato (malonato) y la fenilalanina forma el 

anillo B, y los C-2, C-3 y C-4 del anillo heterocjclico C. Un intermediario 

central en la formacién de los flavonoides es la chalcona o flavona isomérica 

(Hahlbrock 1981). 

Figura 4. En R. tropici se ha identificado la informacién genética (genes 

teuA, teuB, teuC1, teuC2 y tal vez xy/B2) para el transporte de un compuesto 

producido por el frijol. La ubicacién y funcidn hipotética del producto de 

estos genes se dedujo por la similitud en la secuencia a otros trnsportadores 

de azticares y por el perfil de hidrofobicidad. 

TeuB: Proteina de unién al compuesto especifico localizado en el peripiasma. 

TeuC1 y TeuC2: Proteinas Transmembranales que interactian con TeuA, 

dirigiendo el transporte hacia dentro de la célula. 

TeuA: Proteina con dos dominios de unién a ATP, que hidroliza e! ATP para 

utilizar la energia en el transporte del compuesto. 

Figura 5. Ejempios de los seis subgrupos mayores de flavonoides. Para la 

clasificaci6n se considera el estado de oxidacién del anillo heterociclico C 

y la posicién del anillo B. También hay cientos de flavonoides que se 

presentan en froma de glucdésidos con diferentes combinaciones de azucares 

unidos a los grupos hidroxilo. (Hahlbrock 1981). 

Fig. 6. Una de las formas de sobrevivir en la rizéstera, es poseer mecanismos 

de resitencia a los compuestos tdxicos (fitoalexinas) que producen las



plantas en respuesta a patégenos. En la bacteria Rhizobium etli (muy . 

amplificada en el diagrama) descubrimos una bomba de extrusi6n que 

postulamos saca al exterior estos compuestos. Las mutantes incapaces de 

realizar este proceso tienen una capacidad de nodulacién disminuida. 

Fig. 7. Distintas plantas producen diferentes compuestos flavonoides (m, 

o, *)}. Las bacterias de Rhizobium capaces de nodular a cada planta, tienen 

proteinas especificas (m, 0, *) para el reconocimiento de esos flavonoides. 

—l madelo actual supone que NodD, al pegar al flavonoide se despega de la 

membrana y es capaz de unirse entonces al ADN. 

Fig. 8. La proteina NodD, una vez unido al ADN, promueve la expresién de 

los genes nod, los cuales producen las enzimas que sintetizan los factores 

Nod que desencadenan la formacién de nédulos en las raices de las 

teguminosas. En !os nédulos se albergan las bacterias. 

Fig. 9. Nédulos en las raices del frijol. Cada nédulo mide unos milimetros. 

Debido a la leghemoglobina son de color rosado o rojo y esto es indicativo 

de que el ndédulo es activo en fijaci6n de nitrégeno. 

Fig. 10. El factor de nodulacién deSinorhizobium meliloti, que establece 

simbiosis con alfalfa, fue el primero en ser descrito. Las variantes de una 

estructura general estan relacionadas con la capacidad de nodular diferentes 

plantas.



“Ws 

20mm 

  a9 } Cofia 

  

    

   

Lisados de células 
epidermicas y corticales 
invadidas por bacterias 

Mucigei 

Exudados solubles en 
agua: azdcares,aminodcidos, 
Gcidos orgdnicos, 
hormonas y vitaminas 

Fig. 1



F ig: 2



OH 2-8 
“O0C” “NH ~Ooc ~O0Cc 

Fenilalanina Cinamato 4~-Cumarato 

. CoAS | 
Metabolismo general 
fenil propanoide ° 

4-Cumaroil-CoA 
L. 

  

Acetate ——---® Malonil-CoA 

OH 

HO OH CF 

Ci 
HO O Flavonas 

¢ 

Via Zr Flovonoles flavonoide Naringenina chaicona 
' Qn hnocianinas 

| oH Tsoflavonoides, etc. 

“ae Ce) 

HO O 

Naringenina 

ig.



OOHOIQUIIS OPLUSD Iq 

D OPIWSDId 

GD0H 
LH 
08, ————— 
G88 

DWOSOWOID 

SUTON 24 TIN 

               

a 
ooloadsa 
oysandwos 

——_- 
an; 

a 

BINGUNOOMO Why YydosIOYY 
o 

(/OLLL) SHOBJOA STYOISOYe}



HO O 

I Chalconas 
Naringenina chalcona 

  

HO O 

I Flavonas 
Apigenina 

  

Y Antocianidinas 
Pelargonidina 

Oe @ 

HO O 

I Flavononas 
Naringenina 

  

HO O 

IW Flavonoles 
Caempferol 

  

wu Isoflavonas 
Genisteina



             
101134x9 |D aquwog 

/0/4 NQY3dO 
130 NO!IDDNONI 

301194X9 

(sourxajpoy4y) © _® 
SODIXOL © © ° 

SOLSANdDWOD 

DIUDIg 

e
g
?



Flavonoides 
oo 0 

SHSSha4 

O O 

oe 

  

    Flavonoides 
in: exudados 

* * 

proteinas Ze eh 

bacterianas de> 
teconocimiento de 

fos flavonoides 
(NodD) 

vT
TN
 

o
D
 

 



a 
oinpou jep ug}oeuod 

“A, 

“Oo oO 

© 
PON selojoR4 

pou saueb so; ep uoisesdxa By eAIOe apo 

      

winiqoziyy 

    

  

{sewlzue) 

eoeluisoiq BeUINbeW 

PRE 
oongIquis 
gpiwseid 

 



 



  

OH  



ANTECEDENTES 

Phaseolus vulgaris es la leguminosa que mas se consume en México, sus 

sitios de diversificacién se identifican en este pais y en la regidn Andina (Koeinig y 

Gepts, 1989). Se han aislado una gran diversidad de cepas de Rhizobium capaces 

de nodular frijo! (Martinez et al., 1988; Martinez-Romero y Caballero-Mellado, 

1996). Entre ellas estan A. eff (Segovia et al., 1993), A. tropici (Martinez-Romero et 

al., 1991), A. leguminosarum bv phaseoli (Jordan, 1984), R. gallicum (bv phaseoli y 

bv gallicum) y A. giardini (bv phaseoli y bv giardinii) (Amarger et al., 1997). 

También hay otras cepas de Ahizobium que nodulan y fijan nitrégeno en frijol pero 

que aun no han sido clasificadas, entre éstas esta ia NGR234 (van Rhijn et al., 

1994). La especie que con mas frecuencia se ha aislado de ndédulos de frijol en 

México es Al. etli, y en Sudamérica es A. tropici, utilizandose esta ditima incluso 

como inoculante en estas regiones (Martinez-Romero et al., 1991). 

R. tropici es una bacteria aerdbica, gram negativa, que no forma esporas, 

flagelada, de 0.5-0.7 por 1.5-2.0 ym y crece en medio PY (ver p. 6 del articulo) y 

YM (Vincent, 1970). El pH dptimo para su crecimiento es de 5 a 7. Son resistentes 

a acido nalidixico. Estas cepas se han aislado de zonas tropicales (Martinez- 

Romero et al., 1991). Nodulan y fijan nitrégeno en una serie de leguminosas 

ademas del frijol: Leucaena esculenta , Leucaena leucocephala, Lotus 

corniculatus, Sesbania exaltata, Gliricidia maculata, Desmodium canadense, 

Desmanthus illinoensis y Cliathus formosus (Hemandez-Lucas, et al., 1995). 

Se han identificado dos tipos de A. tropici: A y B. Las cepas tipo A, requieren 

calcio para crecer en PY, y no crecen en LB. Forman colonias blancas opacas en 

medio YM y no son métiles en agar al 0.3%. Su maxima temperatura de 

crecimiento es de 35 a 37°C. En cambio las cepas tipo B no requieren calcio en 
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PY, si crecen en LB, forman colonias transiticidas en YM, son matiles en agar al 

0.3%, y su temperatura maxima de crecimiento es de 40°C. Las cepas tipo B a 

diferencia de las tipo A crecen en arginina, hipoxantina y sorbitol como fuentes de 

carbono; son resistentes a cloramfenicol, carbenicilina, spectinomicina, rifampicina 

y a los metales Ni, Pb, Co, Cu, Ag y Cr. Las tipo A son susceptibles tanto a los 

antibidticos como a los metales (Martinez-Romero et al., 1991). 

La cepa tipo de! grupo A es la CFN299 y de la B es la CIAT899. Estas dos 

se utilizaron en este trabajo. Los dos tipos (A y B) comparten un plasmido 

simbiético (pSim) muy similar (Martinez-Romero, 1996), pero tienen diferentes 

megaplasmidos (Geniaux et al., 1995). La cepa CFN299 tiene 4 plasmidos (Fig. 2 

del articulo). El plasmido a (pa) de alrededor de 185 kb también esta conservado 

en los dos tipos de A. tropici. 

Se encontré que A. tropici era mas estable genéticamente y mas resistente 

a condiciones del estrés que A. effi (Martinez-Romero et al., 1991) por lo que se 

consideré que era un modelo interesante para analizar sus mecanismos de 

interaccién con frijol y compararlos_ con las funciones en A. efi. Sin embargo 

encontramos que A. effi tiene mayor capacidad competitiva para nodular frijol que 

R. tropici, formando el 90% de los nédulos cuando se inocula en una proporcion 

de 1:1. No obstante, al transferir el pRtrCFN299b de A. tropicia R. etli, ésta 

aumenta su competitividad para la nodulacién de frijol en un 40% (Martinez- 

Romero y Rosenblueth, 1990, ver apéndice V). A. etliy A. tropici difieren mucho 

genéticamente tanto a nivel de cromosoma como de plasmidos, y deben tener 

diferentes estrategias para interactuar con la planta, y esto se refleja en los 

diferentes tipos de factores de nodulacién que producen. A. tropici produce una 

mezcla de factores de nodulacién quitopentaméricos sulfatados y no sulfatados



(Poupot, et al. 1993). La sulfatacién del factor es similar a la de R. meliloti, en cuyo 

caso se requiere para la nodulacién de alfalfa (Roche et al., 1991). En el caso de 

A. tropici la sulfatacién mejora la nodulaci6n en frijol en algunos cultivares pero no 

en otros (Laeremans et al., 1996). El factor de nodulacién de A. etli es diferente, es 

un compuesto quitopentamérico N-metil-N-vaccenoilado en el extremo no reductor 

y en la posicién 6 de la N-acetil-O-glucosamina reducida esta 4-O-acetil-L- 

fucosilado. Sin embargo, los dos factores de nodulacién purificados son capaces 

de producir la formacién de nédulos (Poupot et al., 1995). 

Existe atin desconocimiento de los mecanismos moleculares que determinan 

ef inicio de Ia relacién entre tas plantas y las poblaciones bacterianas asociadas a 

la rizésfera. El proyecto de buscar genes de Ahizobium cuya transcripcién se 

induzca por exudados de frijol, esta encaminado a resolver estos aspectos. 

Se han descrito varios efectos causados por los exudados de plantas sobre las 

bacterias que interactuan con ellas. A continuacién se mencionan algunas 

funciones bacterianas que se expresan en presencia de exudados de plantas: 

A) Para sensar la presencia de la planta y acercarse a ella: 

Quimiotaxis hacia varias sustancias (van Bastelaere, 1996). 

B) En Ja rizésfera para sobrevivir y competir con otros microorganismos: 

Transporte de fuentes de carbono y nitrégeno (Armitage et al., 1988; van 

Basteleare et al., 1996; Borthakur y Soedarjo, 1998). Catabolismo de fuentes de 

carbono y nitrégeno (van Egeraat, 1975; Murphy et al., 1995; Soedarjo y 

Borthakur, 1996). Crecimiento (Hartwig et al., 1991). Transferencia de plasmidos 

(Martinez-Romero, datos no publicados). 

C) Para contrarrestar o suprimir mecanismos de defensa: 

Secresién de exopolisacdridos y produccién de lipopolisacaridos en la 

6



membrana externa, actuando como un factor de proteccién de la bacteria evitando 

la entrada de comipuestos toxicos (Djordjevic et al., 1987). Transporte al exterior 

de fitoatexinas de la planta que entraron a !a bacteria (Hubac et al., 1994). 

D) Para facilitar la entrada a la planta: 

Modificacién de la superficie de las células de la planta (Djordjevic et al., 1987). 

£) Para iniciar el proceso de entrada a fa planta: 

Produccién de acido indolacético (Prinsen et al., 1991). Produccién del factor de 

nodulacién e induccién de otros genes también relacionados con el inicio de la 

nodulacién (Schultze y Kondorosi, 1996; Phillips et al., 1992). Inducci6n de genes 

relacionados con el inicio de la virulencia (Dessaux et al., 1992). 

También se han encontrado genes inducidos por exudados de plantas cuya 

funcién bioldgica es desconocida ya que no presentan homologia con genes 

conocidos, y en algunos de estos casos se ha encontrado que provocan un 

aumento en la capacidad competitiva para formar nédulos (Sadowsky et al., 1988; 

Bhagwat y Keister, 1992). 

En fechas recientes se han desarroliado varias técnicas para identificar y 

estudiar genes de microorganismos que se expresan en forma diferente en 

presencia de la planta hospedera. Estas pueden ser de tres tipos: 

1) Construccién de fusiones con genes reporteros para analizar la expresién de 

genes. . 

En las fusiones, la secuencia de interés antecede a la secuencia codificada por 

el gen reportero, e! cual no tiene promotor. La expresion del gen puede ser 

monitoreada al medir la actividad del producto del gen reportero. Las fusiones 

pueden hacerse con transposones que se integran al azar o con vectores. Los 

genes reporteros mds usados son:



- lacZ. Proviene de E. coli y codifica para B-galactosidasa. Se han usado 

derivados de Mu con facZ en A. fredii para encontrar genes inducidos en presencia 

de extractos de nddulo (Sadowsky et al., 1988) e inducidos por ciertos 

polisacdridos encontrados en exudados de raiz de zanahoria en A. tumefaciens 

(Rong et al., 1991). 

- gusA. Aislado de E. coli y codifica para B-glucuronidasa (GUS). Una ventaja de 

usar este gen reportero es que no se ha encontrado actividad GUS en muchas 

bacterias de importancia agronémica, incluyendo Rhizobium, Agrobacterium, 

Azospirillum y Pseudomonas y en plantas (Wilson et al., 1995), por lo que es util 

para estudiar ia expresién de genes de bacterias dentro de la planta. Sharma y 

Signer (1990) usaron Tn5-gusA1 en genes nody fix de R. meliloti para estudiar su 

expresién durante el desarrollo de la nodulacién. Wilson et al. (1995) ha 

construido otros transposones gusA. 

- Marcadores de resistencia a antibidticos. Entre éstos esta el Tn5-B30 un 

derivado del Tn5 que posee el gen npt (neomicina fosfotransferasa) como gen 

reportero. En A. meliloti se ha usado para encontrar mutantes inducidas por 

biotina (Streit y Phillips, 1997) y en A. effi para encontrar genes inducidos por 

exudados de raiz de frijol (Gonzalez-Pasayo et al., datos no publicados). 

- lux. Los genes de fa luciferasa se han aislado de diferentes organismos, entre 

otros de Vibrio fisheri. Una ventaja de este gen reportero es que se puede medir 

directamente en células vivas, pudiéndose observar la expresién de los genes en 

el tiempo real. Sin embargo su actividad depende de la presencia de oxigeno y de 

la disponibilidad de ATP. Se ha usado el Tn5-lux en A. meliloti para encontrar 

mutantes inducidas por staquidrina (Phillips et al., 1996), y por limitaciones de



nitrégeno, carbono y oxigeno (Milcamps et al., 1998). 

2) Identificacisn de cambios en el contenido del RNA mensajero (RNAm) bajo 

diferentes condiciones y caracterizacién subsecuente de los mensajeros 

inducidos. 

Se clonaron 310 kb del pSim de A. meliloti , para aislar DNA e hibridizar con 

RNA de la bacteria crecida en vida libre y en simbiosis y de una mutante nifA en 

simbiosis; la comparacién de los patrones de hibridizacién permitid identificar 

nuevas secuencias que se expresan en los nddulos y que no son dependientes de 

NifA, el regulador transcripcional de los genes de la nitrogenasa (David et al., 

1987). Después Scott-Craig et al. (1991), sintetizando cDNA de RNA total aislado 

de bacteroides purificados 0 de células en vida libre, encontraron secuencias de 

DNA que son transcritas a altos niveles en bacteroides. 

Chuang et al. (1993), describié la deteccién de la actividad transcripcional en 

regiones genomicas especificas basado en el mapa fisico del DNA. Para esto se 

utilizé el pSim de Rhizobium sp. NGR234, preparando sondas de RNA de cultivos 

de la NGR234 crecidos en presencia de daidzeina con la silvestre y con una 

mutante en nodD1 a diferentes tiempos desde 10 min. hasta 24 horas (Fellay et 

at.,1995). También Girard et al. (1996) usando esta técnica en el pSim de R. effi 

CFN42, encontré regiones cuya expresién depende de diferentes fuentes de 

carbono y nitrégeno, de genisteina y en condiciones de microaerobiosis y 

aerobiosis. Actualmente se esta realizando el mapa de expresién del pSim de 

NGR234 basado en la secuencia nucleotidica del plasmido completo (Xavier 

Perret, comunicacién personal). 

3) Caracterizacion de proteinas inducidas 0 reprimidas bajo condiciones 

especificas (analisis del proteoma). 

 



Con esta técnica, las proteinas de cultivos inducidos y no inducidos se extraen 

y son usadas en geles de electroforesis de SDS-poliacrilamida. Las proteinas se 

pueden separar en geles de una dimensién de acuerdo a su peso molecular, o de 

dos dimensiones, de acuerdo al peso molecular y su punto isoeléctrico. Las 

proteinas se pueden marcar con metionina-35S. Después de la electroforesis, los 

geles se autoradiografian y se comparan los patrones de proteinas de bacterias u 

otros organismos crecidos en diferentes condiciones. Las proteinas de interés 

pueden ser purificadas para que se determine la secuencia de aminodcidos N- 

terminal y una vez sintetizados !os oligonucledtidos correspondientes, éstos se 

usan para hibridizar en Southern ef DNA dei organismo, permitiendo el 

aislamiento de los genes correspondientes (James, 1997). Esta técnica se usé en 

A. tumefaciens para encontrar proteinas producidas en presencia de 

acetosiringona (Stachel y Nester, 1986) y en presencia de extractos de zanahoria 

(Rong et al., 1990). En A. leguminosarum bv. viciae se estudiaron proteinas 

inducidas en presencia de inductores de los genes nod (de Maagd et al., 1988). 

Krishnan y Pueppke (1993) encontraron que A. fredii en presencia de genisteina 

exporta al exterior cinco proteinas. En Azospirillum también se buscaron proteinas 

inducidas en presencia de exudados de raiz de varias especies (van Bastelaere et 

al., 1993). También esta técnica esta siendo usada por Guerreiro et al. (1997) para 

analizar proteinas de R. leguminosarum bv. trifolii inducidas en presencia de 

flavonoides y por Encarnacion et al. (1998) para analizar proteinas de A. effi 

(CFN42) bajo metabolismo aerdbico y fermentativo. 

Para encontrar genes de A. tropici inducidos por exudados de frijol optamos por 

utilizar la estrategia descrita en primer lugar con el gen reportero de 

B-glucuronidasa. 
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OBJETIVOS 

En este trabajo se identificaron los genes de A. tropici inducidos por 

exudados de frijol para poder encontrar nuevas funciones involucradas en el inicio 

de la relacién planta-bacteria. Para esto se utilizé la cepa CFN299 generando una 

serie de mutantes Tn5-gusA1 en sus plasmidos. 

Una vez que por secuencia de DNA se encontré que la mutante elegida 

para trabajar tenia !a insercién Tn5-gusA1 en los genes que nosotros designamos 

teu (tropici exudate uptake), nos planteamos el objetivo de crear otra mutante al 

inicio del operén en la misma cepa y en otra cepa de A. tropici, la CIAT899, para 

estudiar su fenotipo en simbiosis con frijol y en la capacidad de utilizar el 

compuesto. Posteriormente quisimos averiguar qué otras bacterias son capaces 

de utilizarlo y qué especies de plantas !o exudan. 
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Abstract Rhizobiun tropici novulates and fixes nitrogen 

in bean. in the R. tropici strain CFN299 we identified 

and characterized few genes (drepici exudate uptake) in- 

duced by bean root exuilates, localized by insertion of a 

promoter-less TnS-gusA/ transposon. few genes are 

present on a plasmid of around 185 kb that is conserved 

in all &. trapici strains. Proteins cncoded by ‘eu genes 

show similarity to ABC transporters, specifically to 

tibose transport proteins. No induction of the feu genes 

was obtained by Ureatment with rool exudates from any 

of severat other plants tested, with the exception of 

Macroptitiun atropurpureum, which is also a host plant 

for R. tropici, (t appears that the inducing compound is 

characteristic of bean and closely retated tegumes. 11 is 

present in root exudates. but not seeds. This com- 

pound is removed, presumably by metabolism, from the 

exudates by the majority of bean-nodulating rhizobia 

(such as R. etfi, R. leguminosarum bv. phuseoti and R. 
giardini). The principal inducing compound has not 
been identified, bul some induction was obtained using 

Lrigonelline. The CIFFN299 strain seems to have an ad- 

ditional uptake system, as no phenotype is observed in 
two different mutants. R. tropici strain CIAT899, on the 
other hand, must have only one uptake system, since a 

mutant bearing an insertion in the few genes could not 

remove the compound from the exudates as efficiently as 

the wild type, and it showed diminished nodulation 

competitiveness. 
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Introduction 

The capacity to use a variety of carbon sources seems 10 

be advantageous [or soil bacteria. A number of sugars, 

as well as flavonoids. amino acids and vitamins are ¢ 

uded into the rhizosphere by plants (Phillips et al. 19% 

Rovira 1969). In some cases, the production of 4 specitic 

carbon source by a plant may aver the growth of a 

particular bacterial population. For example, homo- 

serine secreted by pea plants 1s ated by the pea 

symbiont R, feguminosarun by. viciac (Van Egeraat 

1975; Johnston et al. 1988: Hynes and O'Connell 1990). 

Mimosine, found in Lewcaena plants, is a carbon and, 

nilrogen source for around 40% of: eet” isolates 

from Leucacna (Soedarjo et al. 1994). Agrebacteriam 

spp. transform plant cells to make them produce un- 

usual amino acid derivatives, opines, that can be me- 

tabolized specifically by strains of A, tunefaciens (Scou 

et al. 1979). Similarly. rhizopines synthesized in nodules 

are catabolized by other rhizobia in the soil, Rhizopines 

are usable only by a limited number of R, melifori and R. 

feguminosarunt by. vicede strains, 1 has been sugy 

that rhizopines could provide a new strategy for in- 

creasing the competitiveness and persistence of rhizobia 

in the soit, if the catabolic genes were Uransferred to the 

desired bacteria and the biosynthetic genes to the plant 

(Rossbach et al. 1995). 

In R. fegiminusarum and R. etfi, the ability to utilize 

different carbon sources, such as adonitol. arabinose, 

catechol, glycerol, inositol, lactose, malate, rhammosc, 

sorbitol. duicitol and melobiose. is encoded on different 

plasmids, and these genes could contribute to the sym- 

biotic and saprophytic competence of rhizobia (Baldani 

et al. 1992; Brom et al. unpublished; Oresnik et al. un~ 

published). Sugar transporters belonging to the ABC 

superfamily are encoded on the symbiotic plasmid of 

NGR234 (Freiberg et al. 1997). Charles and Finan 
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(1991) have also shown that the &. selifori megaplasinid 
pRmeSU47b carries genes involved in dulcitol. lactose. 
rallinose, melibiose, quinate and protocatechuale ci 
tabolism, so it appears that the presence of a wide va- 
riety of plasmid-encoded transpart and catabolic genes 
may be a general feature of the fast- -growing chizobia, 

The symbiotic capacity of Rhizohiunr is determined 
largely by nod. nif and fix genes, which are generally 
located on plasmids (Kondorosi et at. 1984). The ex- 
pression of #od genes is inducible by plant-exuded fla- 
vonoids (seviewed by Phillips et at 1994) or, in some 
cases, betaines (Phillips et al. 1992), and this constitutes 
one of the first steps in plant-Rhizobian signal exchange 
{Long 1989). Rhizebitun nod genes are involved in the 
synthesis of Nod (actors (Jipochitooligosaccharides) that 
are tripgers of the nodulation process (reviewed in 
Dénarie et al. 1992 and Schulize and Kondorosi 1996). 

Other Rhizobium loci related to nodulation but nol 
involved in Nod factor production have been described 
(Phillips et al. 1996; Freiberg ct al. (997) and recently 
reviewed (Pueppke 1996; Vlassak and Vanderteyden 
1997). Some of these may act to ensure the survival of 
the bacteria in the rhizosphere or in other signaling 
processes between bacteria and plants that determine the 
colonization and infection of the root. 

We have studied different Rhizobium populations that 
establish symbioses with Phaseolus velgaris bean 
(Martinez et al. 1985; Martinez-Romero 1994. Pifero 
etal. (988). R. srepici, one of the bean symbionts 
(Martinez-Romero et al. 1991). is capable of nodulating 
and fixing nitrogen in bean and ia other legumes such as 
Leucaena and Macroptifien (Mernandez-Lucas et al. 
1995; Mavingui et af. 1997). R. trepich was originally 
isolated from acid tropical soils in South America, where 
it is successfully used as an inoculant for bean crops. 
Based on genetic and phenotypic characteristics, two 
types have been recognized among R. tropici strains. 
Other bean-nodulating species are 2. erfi (Segovia et al. 
1993), R. feguminosarian bv. phaseali, R. gallicum and 
R. giardinii (Amarger ct al. 1997; Sessitsch et al. 1997). 

With the aim of identifying and character 
R. trapici functions involved in the early interaction with 
the plant, we searched for genes that are inducible by 
bean exudates in a library of R. fropici CFN299 mutants 
obtained by the insertion of a promoter-less Tn5-gusA/ 
transposon, We analyzed one of these mutants which is 
affected in the tew genes, which appear Lo be inducible by 

bean-exudated sugars. 

  

       

    
   

  

     

  

  

  

  

Materials and methods 

Bacterial strains, plasmids and media 

Bacterial strains and plasmids are listed in Table |. Rhizobiont 
Strains were grown in PY medium (per liter: 5 g peptone, 3 g yeast 
extract, and | ¢ CaCly - 24,0}. E. coli and Agrobacterium strains 
were grown in Luria-Bertani (1B) medium (Miller 1972), When 
required, antibiotics were used at the following concentrations for 
Rhizuhium tropici CFN299. kanamycin, 25 mg/l: nalidixic acid, 

  

     

10 mg; for CIATA99: kanamycin, 40 meft; nalidixic acid, 20 mes: 
tetsacyeline, 10 my/l: for E. cv 
10 mg; gentamicin, 30 mg/l, 
100 ing/l. 

         for AL taneficiens: rifamprcin 

Nadukition assays 

  

Nodutation assays in? rndgerts pkants were performed as de- 
scribed (Martine?-Ramero and Roscnblucth 1990) and followed up 
to 15 or 25 days after inoculation. Thin slices of nodules were 
stained and observed in the microscope as described (Martinez et al 
1987). 

  

Genetic manipulations and hybridization 

CEN299 derivatives carrying TnS-gusa! were obtained from 
matings between strains pSB387 and CFN299. The transconjugants 
were selected for nalidixic acid and kanamycin resistance. Transfer 
frequencies were estimated with reference to the recipient cell 
number. Genomic DNA was isolated, digested with various re- 
striction enzymes, electrophoresed in 1% agarose gels, blotted onto 
nylon membranes and hybridized with a random-primer kabetled 
probe (Rediprime and Rapid-hyb buffer from Amersham Life 
Science. Little Chalfont, Rucks., Engind) under conditions of 
moderately high stringency (hybridization at 65°C, and wishing at 
58°C). Plasmid patterns were visualized by the at 1978) 
technique, as modified by Hynes and McGregor (1990), blotted 
into nyton membranes and hybridized. To obtain the mutants 
carrying a lacZ cassette inserted in teu genes, pMRIG-3 (an Xhal- 
Mhol subctone from pMR 16) was inserted in the siticide plasmid 
PIQ2OOSK. An interposon containing the promoter-less structural 
gene for f-galactosidase and a kanamycin resistance gene (Kakotek 
and Lotz 1989) was inserted into ane of the few internal By! sites 
of pMRI6-3 (Fig. 1). CPN299-191 and CIATR99-191 were ob- 

ined as double recombinants The localiz:itis on of 
the insert was checked by hybridization using as a probe an internal 
DNA fragment and the feeZ, cassette. 

    

    

   

      

  
     

    

    

DNA manipulations and sequencing 

A clone (pcosMRI1) carrying the entire ten operon was obtained 
by hybridizing a 2.6-kh EcoRI-Hindlit fragment ipMRIY) 10 a 
cosmid library of total DNA from CFN299 in pSUP205 (Lacre- 
mans et al. 1996), Two EcoRt’ fragments fram this cosmid were 
cloned into the Bluescript It SK(-) vector (Stratagene, 1a Jolla, 
Calif.) and transformed inte E. coli DIS2, yielding pMRIG 
pMR34 (Fig. |), For sequencing. smaller subclones were obtiuned 
by recloning with a variety of enzymes into the sume vector 
Double-stranded DNA was isolated with the Wizard Miniprep 
DNA purification system (Promcga, Mixtison, . Universal 
oligonucteotide primers and some synthesized ofigonucleatides 
were used with an automatic 373A DNA Sequencing System 
(Applied Biosystems, Foster City. Calif.) DNA was sequenced at 
Ieast twice on both strands. 

      

      

    

   

    

  

Sequence analysis: 

identification of ORFs and motifs was performed wah the GCG 
package (Gelasscmble, Map and Motifs programs). Sequence 
similaritics were searched with the BLAST network ser from 
GCG (in the databases of the National Center for Biotechnology 
Information, Bethesda, Md.), using the peptide sequence databases 
of ne (non-redundant GenBank CDS tninslatians + PDR + Swiss 
Prot + PIR). To predict intracellular location and transmembrane 
regions of predicted proteins, the programs Psort (Nukai and 
Kanchisa 1991) and TMpred were uscd (Hofmann and Stoffel 
1993). Hydropathy profiles were performed :tlso with TMpred and 
the Gene Works package (Kyte and Doolittle 1982), with a window 

     



Table 1 Strtins and plasmids used in tas study: 

Is? 2 

  

Stenia Relevant characteristics Referencessnurce 
  

Rhizobium tropich 
CEN299 Tape A. wild type 
CEN299-19 299 wu TaSgusdt, Kav! 
CEN299-191 299 teuBstacZ, Kant 

    

CFN299 ph™ CEN299 cured of pb 
BRRG4 Type B, wild type 
CIATRID Type B, wikl type 

CIATRO9-191 CIATR99 teuB:hucZ, Kou’ 
Rhizabitan ett 

CFN42 Wild type 
CFNX1R4 CFNA2 cured of pe 
CFNX&9 CFNA cured of pd 
BRA-5 Will type 

F8 Wiki type 
Rhizobium feguminosarun 
by. phaseuli 
4292 RI, Rift 

01 R002. Ste” cured of pSym 
Rhizobium feguoinesisranm 
by. vicine 

  

VEJOSM VEX. Sin’ 

Rhizobiun leguminesaciin 
by. irifolii 
ANU 843 Wild type 
wi4-2 Wild type 
Rhizobium giardinii 
by. phaseoli 

Rox4 Witd type 
by. giardinié 
HIS? Wild type 
Rhizobium galticum 
by. evlficum 

  

   
   

  

   

FL27 Wild type 
Rhizobiwn spp 
cuiRo Witd pe 
CFN234 Wild type 
CFN265 Wik! type 
Rhizobium meliloti 

2001 Wild type 
Rm4l Wild type 
Rhizobium sp. 
NGR234 Wild type 
Agrobucteriun spp 
KAgi Wild type 

ChAg-4 Wild type 
Agrobacterium tumefaciens 
GMi9023 C-58 cured of its native plasmids 

Apa GM19023 harboring PRUCEN299a 
Aph 23 harboring PRICEN299::TnS-meb, Kin’ 

      

   

Ape poring pRIrCFNINV:TaS-meb, Kav" 
‘Apald boring pRIrCFN299-19a, Kas’ 
Apalot GM19024 harboring pRtrCFN299-191a, Km? 
Escherichia coti 

Os: reel, 

DHSs (peosMRI1) DIISx harboring peosMRU 
Plasmids 
pUCIR Cloning veox Apt fe tal 
pIQ200SK. B. wien B cont ning suicide vector, Gm’ 
pRK2013 Helper plasmid for triparental mating. Km’ 

pSB387 PRK GULL THS-gusf, Kin’ Te! 

CEN? 
This study 
‘This study 
This rudy 
CEN* 

ham et atl, (1982) 
This study 

    

CEN* 
Brom et al. (1992) 
from et al. (1992) 
CEN? 

  

Lamb et af (1982) 

Priefer (1989) 

B.G. Rolfe” 
Bakdani et al, (1992) 

Amargec ct 31.1997} 

Amarger et al.(1997) 

Pidero et wl. (19RR) Sessitsch ef 2d (19977 

  

Trimick (1980) 

Sawada and leks (1992) 
Sawada and Icki (1992) 

  

Rosenberg and (Huguet (1984) 
This study 
crn 
crn’ 
Thus study 
This study 

Bethesda Research Laboratories 

This study 

Noreander et al. (1983) 
dt and Hynes (1993) 

and Helinski (1979) 
a and Signer (1990) 
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Table I (contd. 
  

  

  

    

  

      

Strain Relevant characteristics Referenee/source 

PMRID 2.6-kb FeoRI-Hindil insert derived Crom EcaRt This study 
fragment cloned from CFN299-19 in pUCIR, 
Ap? (HinAlil site is from TaS-gustl) 

pcosMR IT 40-kb cosmid frow # PSUP2IOS of toiat DNA This study 
from CPN299 co g the wild type teu locus, Te! 

pMRI6 4.0-kh EcoRV fragment of peosMRU in This study 
pbluescript I Sk”. Ch! 

PMRIG-3 LO5-kh Xhul-Xhol fragment of pMRIG This study 
in pRluescript 11 SK~. Cb" (Xhut site is fram the vector) 

pMRM S.2-kb EcoRV fragment of peosMRRU This study 
pBluese KO. Che 

PKOK6 huc7-Koun' cassette in pROKA, Km', Che Kokotek and Lotz (1989) 
  

* Centro de Investigacion sobre Fijacién de Nitrageno, Universi 
Nacional Auténoma de México. Ap. P. 565-A, Cuernavaca, Mor. 
México 
"Center for Genelic Research (Plint Microbe Interactions Group), 

    

  

   of 20 amino acids. Identification of promoter regions was done 
using Promoter Prediction by Neural Network (Reese ct al. 1996). 

Induction of gene expression by plint exudates 

Induction studies were done with sced and root exudates from bean 
(P. eudgaris ev, Negro Xamapa, N-8-116, Persian, Bronco, 
EL But 47 and wild type), Cliteria ternatea, Leucaena letscocepliata, 
Macroptitiun utropuepurciin, soybean (Glycine may ex. Peking). 
alfalfa (Medicago sativa cv. Valenciana), pea {Piste sativum cv 
Trapper), and maize (Zea mays cv. Piedra blanca). All secds were 
sterilized for | min in ethanol and 35 min in 1.25% (w/v) sodium 
hypochtorite, and rinsed five times with sterile water. To obtain 
seed exudates, the seeds were imbibed in water for 6 hin darkness 
at 28°C and dvained. The amount of water used was four times the 
volume of the seeds for the smaller seeds (wild-type bean, L. fe- 
uicacephula, Mf. atcomurpurcim, soybean and alfalfa) and two seeds 

      
      

    

   

Fig. 1 Diagram of the or- pWRI9 
ganization of the tew operon 

cen genes. Some 
tOn sites are indicated pMRI6 

and fragments contained in Ecor¥ 

clones pMRIG. pMRI6, 
PMR16-3, and pMiR34 ace 
shown, Hindttl+ is from 
TnS-gurd: Xhat" is from the 
PSK(~) vector. The vertical 
arrowheads indicate inser- 
tion sites in the independent 
mutants obtained. The w 
stream regulatory sequence 
is shown at the boom, 
including different possible 
ATG initiation sites, -35 
and -10 motifs and a puta- 
live Shine-Datgarno se-" 
quence. The arrows show the 
orientation of transcription 

xbeI? Gigi = Batt 

pMR34 

  

EcoRV 

FAT ICATAATGATECOATC TGCCGTITEGGGAGAATICGGCGATGGCTGCAAGATAACOGCCCTCCR 

Xhol EooRT 

Galt Ecol Bgl"! Xho! EcoR! 

Research School of Bialogica! Sciences, Institute of Advanced 
Studies, Austealian National University, P.O. Box 475, Cauberrit 
¢ ACT 2601, Austral 
      
    

per ml of water for the large ones (bean, C. rernatea, pea and 
maize). Root exudates were obtained from plants grown for 3 day 
in Faluaeus (1957) solution without nitrogen, Three millihters per 
plant (or 1.5 ml in the case of alfatfa) of exudate were obtitined 
Exudates were tested for the presence of bacteria or fungi by 
plating on PY medium. The exudates were kept at -20°C, if nat 
used immediately. 

Rean nodetle exiricts from plants nodulated by CFN299 were 
obtained 15 days afler inoculation. The nodules were sterilired for 
2 min in 1.25% (w/v) sodium hypochlorite and rinsed five umes 
with sterile water. Tea nodules of average size were crushed per ml 
of water and filtered through Millipore 0.45 jam filters. 

A-Ghicuronidase (GUS) activity was detected with X-Gtuc or 
with MUG as described (Gallagher 1992; Jefferson 1987). For the 
first screening, in ordce to identify genes inducible by bean exu- 
dates, all mutants were ight in minimal medium (MM) 
(0.05% K HPO, 0.95% KH2PO,, 0.02% MgSO. + THO. 0.02 
CaCl, 0.001% ferric citrate, 0.2% glutamic acid, (0 mM mannitol, 

       

    

    
      

  

         

  

EcoRI EcoRV. Hing 

EcoRV 

pMRIG-3. -——_4—_+—4 
xhol 

EcoRE = Ecofiv 

Ecorv EcoRI Ecoftv 
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AGACAAAATGGCCG 
  

3.0. 
CGT TGGGIGGCAAGAGGAGGAGAATICIGATG AAAACACGIACATTCCTGCAGACGSGCAGTGECTIGATIGCAGCGGGCCCGITGGGR 
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or 

and Fabracus ¢ 

dates. GUS act 
culture. 

Other assnys were performed with CFN299-19 cultures (inoe- 

ulated at a concentration of 6.2 01600 units) and grown for 3,5 

and 20 hin MM plus exudates or nodule extracts, using MUG asa 
substrate. GUS activity in the nodules was observed by incubating 
sterilized nodules with X-Gluc ar with MUG in the presence of 
unfiltered bean-nodute extracts, 

minerals) and dilated ED with bean-root exe 

ry was detected with X-Gluc using 50 a of eacl 
    
   

  

    

Induction of gene expression by different compounds 

Induction of CFN299.19 (measured using MUG) was tested in 
microplates (Biolog. Haywood, Calif) which contained 95 different 
carbon sources, Compounds which gave detectable fluorescence 
were Further tested at 1, 10, 20 and 50 mM, along with other 
available compounds, performing the induction assays after 3h of 
growth finitial OD of 0 2) in liquel MM without mannitol, The 
Compounds tested were the following: 3-D-zlucose, maltose, 
Defractose, x-D-lactose, ribose, sucrose, L-arahinose, melibiosc, 
D-raffingse, L-thamnose, inosit 
glucosamine hydrochloride, N-vetyl-D-glucosimine, D: 
galactosamine hydrochloride, N-scety!-D-gakactosamine, N-N-di- 
acciylchitohiose, N-N-N-trucetytchitetriose, trigonelfine, 
tine. stachydrine,  polygalactutonic acid, nicotinic 
D-gat fe acid, D-mannitol, adonitel, erythritol, myo-inosit- 
ol. xylital, dulital, D-sorhitot, trehalose, and 2-amine ev 
follow were also tested for induction a 
ingenin, genistein. apigenin, quercetin and luteolin, The induction 
assays with exudates and carbon compounds were repeated at least 
five times, and a single representative experiment is reported. 

  

     

  

   

  

   

  

   

  

HPLC analysis 

The polar fraction of hen root exudates was separated on an 
HPL system equipped hest with a reverse-phase C18 column 
following the conditions used by Hungria et al. (1991). Compounds 
were also separaied on the basis of molecular weight on a Waters 
Ultrahydrogel 120 column (Millipare, Milford, Mass.), eluting wilh 
water at 1.125 ml/min and monitoring at 195 nm. 
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Results 

Selection of TaS-gux4/ mutants 

Out of 2000 TnS-eusd? R. tropici mutants, 270 were 

selected because they had insertions in plasmids pa, pb 

aati pc. These mutants were identified by their ability to 

transfer kanamycin resistance to A. tumefaciens recipient 

strains in plate matings. When these mutants were as- 

sayed for the expression of fi-glucuronidase, we found 

eight that expressed GUS activity in the presence of bean 

rool exudittes. 

Single Tn5-gusAf insertions were present in each 

mutant. Insertions were either located on the Sym 

plasmid (pe) {in three mutants) or on a smaller plasmic 

(pa) (in Give mutants). £. coli clones containing pucis& 

with EcoR? DNA fragments derived from the CFN299 

mutants were selected by their resistance (o kanamycin. 

The sequence analysis, starting from a primer within 

Tn, showed that an insertion on the Sym plasmid was 

in the nodB gene of R. tropici (not shown). Other se- 

quences, with the exception of pMRI9 (derived from 

CEN299-19) were not clearly related to known genes. 

  

  

I8S7{S 

  

   

  

cus? inserts in the 

es, we were unable to recover the 

original mutants from which the mutations had been 

cloned. By hybridizing with Tn as a probe, we found a 

very high frequency of rearrangements of the ThS-gusd 7 

during subculture of the mutant strains (not shown). We 

also became aware that the version of TnS-gisAl that 

we were using has been observed to be unstable in other 
Nonetheless, we decided to continue the 

work with CFN299-19 since it proved to be very stable, 

even after 4 years of repeated subculturing. The 2.6-kb 
EcoR\-Hind1 fragment in pUCI8, pMRID (Fig. 1). 
was used as a probe to select a cosmid clone 

{pcosMR U1) carrying the wild-type locus from a library 
of CFN299. The location of the cloned fragment is on 
pRTrCFN299¢: 18S-kb plasmid that is conserved in 
the lwo R. tropici types (F 
transferable to A. nencfuciens at very high frequenc 
(around |x 1071). 

Due to the instability of the Tn 

majorily of the 

    

    

  

  

    

DNA sequence analysis 

A 6936-bp DNA region Manking the site of insertion of 
Tn5-gusA} in the original mutant CFN299-19 was 
completely sequenced. The sequence has becn deposited 
in GenBank under accession number AFO36920. The 
transposon insertion in CFN299-19 is in a genetic region 
whose deduced protein products show similarity to ABC 
transporters, specially with sugar transport proteins 
from a family which includes Ara arabinose), Mg! 
(galactose). and Rbs (ribose} proteins (Table 2). The 
best homology was with Rbs proteins from E. coli, 

Four ORFs were found on the same strand (Fig. 1). 
The predicted products of these ORFs are the following. 
The first, TewB (362 amino acids, encoded from nucle- 
olides 1556-2641) has homology, albeit low (60% at the 

C-terminal end), to RbsB. the periplasmic protein pre- 

cursor (Table 2}. The second, TeuA (508 amino acids, 

    

CFN299— CIAT899 

4 

  

   
Fig. 2 Ethidium bromide-stained plasmid profiles (odd-numbered 
lanes) and Southern blots of cach plasmid profile hybridized to 
PMRA9 containing an internal fragment of tent and teu? (even 
numbered kanes), The R. tropici strain CFN299 has four plasmids, pal 
of 1500 kb, pe af 450 kb (pSym), pb of 220 kh and pa of 285 kb 
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encoded from nucleotides 2700 -4223), shows the highest 
similarity to sugar transport ATP-binding proteins. 
TeuA should have two ATP-binding motifs, but with the 
program used only one was detected (Table 2). By direct 
inspection we found a sequence that may constitute the 
other ATP binding site, VFIFDEF (163-168 amino ac- 
ids) (Higgins 1992). The third and fourth proteins, 
TeuC) and TeuC2 (313 and 332 amino acids. encoded 

from nucleotides 4236-5174 and 5183-G178, respective- 
ly), had hosotogy to the permease protein (RbsC}. The 
TeuCl and TewC2 have the conserved motif found in 
hydrophobic membrane proteins of the peript 
permease type, being most similar to the Arali family 

   
      

Table 2 (Fig-t) (Saurin et al. 1994). TeuC! and TeuC2 show 

Hind 

  only 25% amino acid identity (51% similarity). 
The deduced proteins are predicted to have the same 

cellular location as the corresponding Rbs proteins (Bell 
et al. 1986). TeuB is, according to our analysis, a peri- 
plasmic protein with a cleavable N-lerminat signal s 
quence which may interact with the compound (that is 
transported. TevA is in the cytoplasm and is bound to 
the inner membrane via one transmembrane segment. 
TeuC} and TeuC2 ase highly hydrophobic (as is RbsC). 
having eight and nine transmembrane segments in the 
inner membrane, respectively. 

We found other two ORFs. one on each side of the 
four described above. Both of these had homology to 
vB from Pseudomonas putida, but the one that is close 
to feuB is transcribed in the opposite direction relative lo 
the other genes (Fig. | and Table 2). They were called 
aytBI and xviB2 because of their high similarity to xi. 
They were partially sequenced and compared. showing 
61% homology over 609 nucleotides. 

. The intercistronic spaces between xpiBl, tewB. teud, 
feuC!, teuC2, and xr1B82 are 661. 58, 12. 8 and SU bp 
long, respectively. Potential Shine-Dalgarno sequences 
(ribosome binding sites) were found preceding each of 
the genes. No transcriptional terminators were found in 
the 50 bp between teuC2 and xy/B2. 

The probable translation start codon for the teu 
operon is at nucleotide 1556, since a Shine-Dalgarno 
sequence was found seven bases upstream. Other me- 
thionines were found in this region, but none of them is 
near a Shine-Dalgarno sequence (Fig. 1}. A probable 
Promoter region (-10 -35) was found 54 bases upstream 

of this ATG, 
Under the hybridization conditions tested. no ho- 

mology was found with R, effi strain CFN42 using as a 
probe the EcoRPinsert (rom pMR19 (Fig. 1). This probe 
includes a large part of tewd and teuC/, which are the 
most conserved genes in the sugar transport operons. 

    

Induction of sew gene expression by plant exudates 

Reproducible GUS activity in CFN299-19 was detected 
on incubation with Negro Xamapa bean-root exudates. 
Al least 20 independent assays were performed. The 
highest GUS activities (517-465 nM MU/min/10° cells} 

184717 

were obtained with CFN299-19 cultures at the beginning 
of the exponential phase (at 0.2 0.6 OD600) and lower 
inducibility (159 1M MU/min/10® cells) was observed 

with cultures in late exponential or sta ary phase (at 

1.8 OD600). Root-exudates obtained from a bean cult- 

ivar with a high capacity to fix nitrogen (N-8-116) or 
Crom light-seed beans, as well as from wild ?. vulgaris. 
had an inducing capacity similar to that of Negro Xa- 
mapa. Induction was observed also with Afacroptiliun 
atropurpurcian root exudate. There was also a slight 
induction with alfalfa root exudates 3). No in- 
duction was observed with sced exudates, GUS activity 
was not observed in bacteroids treated with X-Gluc or 

MUG. or with extracts from bean nodules. To deter- 
mine whether an inhibitor of gene expression was pres- 
cat in bean-seed exudates or in nodule extracts, they 
were mixed $1 with bean-roat exudates. No inhibition 

was observed, compared to the control (water + bean 
root exudates) (Fig. 3}. No induction was observed with 
seed or rool exudates from the other plants tested. 

     

      

   

  

Utilization of the inducing compound 

To test if the inducing compound was utilized by various 
Rhizobiunt species, including R. tropici, we incubated the 
bean-root exudate-medium with various strains (inocu- 
lated at an OD600 value of about 0.1) for 24h. The 
exudate-containing media were filtered to remove the 
bacteria and tested for their inducing activity with 
CFN299-19, All the inducing compound was removed 
by R. gopici type A strain CFN299, type B strains 
CIAT899 and BR&64. and by other bean-nodulating 
bacteria such as 2. erfi strains CPN42, BraS and FR; 
R. legumineserum by. phasenli 4292 and R. giarcinii 
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Fig. 3 fGlucurnnidase specific activities measured for CPN299-19 
after incubation for 3 h in the prescuce of pkint exudates or nodule 
extracts
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strains 11152 and Ro84 (Fig. 4). A. tumefaciens. cells 
bearing eiteeel the R. tropici plasmids pRueCEN29 
(Apa) ad pRtrCFN299¢ {Ape) were also proficient at 
metabolising the inducer. The ability to use the inducer 
was dependent on the presence of pSym in the R. feg- 
uminosarian by, phaseali and in R. etli (Fig. 5). E.coli 
strain DEIS2, 4, taneficiens strain GM19023 and the 
Agrobacterium spp. strains KAg-3 and Chag-4 (closely 
related to 2. tropici), Rhizohiwn spp. related to R. etli 
(Cli_ 80, CFN234, CFN 265). 2. gullican bv. gallicum 
strain FL27, . meliloti strains 2001 and Rmedl, 2. 
feguntinosarun by. viciae strains 3841 and VE39SM, bv. 
trifolii strains ANU843 and W14-2. and Rhizohiun sp. 
strain NGR234 were unable to use the compound and 
the exudate retained its inducing acity (Fig. 4). £. 
coli strain DHSa acquires the capacity to use the in- 
ducing compound when it harbours the CFN299 cosmid 
with the sew genes (pcosMR#I) (Fig. 5). 

          

  

   

    

Induction of teu gene expression 
by various compounds 

  

    is of the sequence similarity of the sew genes 
to sugar transport genes we examined whether the ii 
ducing activity in the exudate was attributable to a 
commercially available sugar. We tested galactose, rib- 
ose. and arabinose as first choices based on the gene 
sequence homologies and we also used trisaccharides 
and (etrasaccharides. such as raffinose and Stachyose, 
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Fig. 4. f-Glucuronidase specific activities obtained from CFN299-19 
induced by hean exudates (No strain) and by bean exudates pre- 
incubated with the Rhicobiian and Agrobacterisan strains indicated 
below each bar. R. tropic strains CFN299, BRR6S, CIATRO9: R. ctli: 
strains CFN42, Bra: train 4292: 

iets $2: R. gallicun by. gallicun. strain 
siraing CHRO, CFN2M, CFN265; R. lex- 

taminnwmrum by. viciac. strain VEISM: R. leguninoscrum by. trifalié 
strains ANU 843, W14-2; R. meliloti: strains 20UL, Rmdl; Agrabuc. 
teriwn spp: surains KAg-3, ChAg-4: Rhizobium sp.: strain NGRIM 

  

     

  

  

that are common in bean plants. Out of E14 com: 
pounds that may be usable as carbon sources in bac- 
teria, we found a group of sugars (inosine, uridine, 
galactosamine, glucosamine, N. icetyl palaciosamine, 
N-acetyl glucosamine, a-cyclodextrin) and a few alco- 
hots (2-aminoethanol and xylitol). that had a low to 
medium level of inducing capacity (around 30% of the 
bean-root exudate) but only when tested after bacteria 
had been incubated in their presence for 20h. Only 
basal levels of induction were obtained with mannitol, 
which was used as a control. and with many other of 
the non-inducing sugars (Fig. 6). We tested whether 
combinations of the different sugars could enhance 
their effects but we found that this was not the case. 
and we never attained the levels of induction observed 
with bean-root exudates. Induction with the exudate 
always occurred faster than with any of the commercial 
compounds tested (Fig. 6). Trigonelline induction was 
clearly dependent on its concentration, Optimum in- 
duction was observed with 107'°M trigonelline. 
CFN299 can grow well in 10° to 107? M trigonelline as 
the only carbon source, but cannot grow at 107 M 
(Fig. 7). With urigonelline we obtained 10% of the GUS 

tivily as compared to the bean-root exudate when 
tested in 3-h induction reactions. bet with a longer in- 
duction period, we found thet a level of activily wae 

i sety similar lo that seen with the 
bean-rool exudate. This was partly because the f-glu- 
curonidase activity detected with bean-root exudates 
declines after ¢ h of induction (Fig. 6). perhaps imply- 
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Activities obtained as in Fig. 4. tn this 
Assay, mutant strains, transconjugants and plasmid-cured strains (see 
text) were tested for their capacily to remove the inducer from the root 
exudate 
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for different periods of time (Vand 20 h) with plant coat exudates and 
various defined compounds. The bars labelled Carbon compounels 
show the average kevel of f-plucuronidase expression obtained with 
inotine, uridine, galactosamine, ghucocamine, N-acetyl gatsctosamine, 
N-acetyl glucosamine, x-cyciodextrin, 2-aminocthanol and sylital 
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ing that the inducing compound is catabolized during 
the first 3 h. No induction was observed with any of the 
Navonoits tested. 

To establish whether trigonelline was the main com- 
pound determining the inducing activity of the exudate. 
a &. etfi CENXI84 (CFN42 cured of pc) strain that is 
incapable of growth on trigonelline as sole carbon source 
was tested for its capacity to remove the inducer from 
the exudate (Fig. 5). After the strain had been growing 
on the exudate for 24 h very litle inducer activity was 
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Fig. 7 f-glucuronidase fur activities (continuous tine) of CEN 
299-19 cultures grown in the presence of different  trigoneltine 
concentrations. The OD600 value of the cultures is indicated hy the 

dashed line. 
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recovered from the exudate. Similar observations were 
made with CIAT899_ which cannot botize trigonel- 
line (Fig. 5). R. meliloti and R. leguminosaruen by. viciae 
VFI9SM, although able to catubolize trigonelline, were 
incapable of using the exudate-inducing compound. 

  

   

HPLC analysis 

We recovered the inducing compound in the polar 
fraction of the root exudate. This fraction was 
chromatographed either on a C18 column, for separat- 
ing Navonoids. or on an Ultrahydrogel 120 column that 
separates compounds according to molecular weight. In 
the C-i8 chromatograph a fraction that eluted before 
Uigonelline and another that coctuted with trigonelline 
had inducing activity. In the Ultrahydrogel chremato- 
graph it emerged that the fraction that had inducing 
activity had a molecular weight between 150 and 350 
(data not shown). 

   

    

Phenotypic analyses of the mutants 

To analyze the role of the fen genes in symbiosts, we 

obtained independent mutants, both in the R. srepicé 
type reference strain CIAT899 (Type B) and in CFN299, 
by site-directed insertion of a facZ cassette into the tewB 
gene, The original mutant CVN299-19, as well as the 
new constructian CFN299-191, was able to utilize the 
bean-inducing compound like the wild type. strain 
CFN299 (Fig. 5). No deficiency in symbiosis was ob- 
served with the ClN299 mutants. On the other hand, 
CIAT899-191 was less eflicient in removing the inducing 
activity [rom exudate when grown for 24h in the exu- 
date medium (Fig. 5). When CIATR99-191 was inocu- 
lated by itself, nodule number, persistence. and 
Senescence were as in the wild type and microscopic 

analysis revealed that the nodules were normally in- 
fected, but CIATR&99-191 showed reduced competitive- 
ness for nodule formation. It formed hall of the 
nodules when inoculated in a $:1 ratio with the wild 
type. Different inoculum ratios showed that the mutant 
was significantly less competitive than the wild type 
{Table 3). Different inoculum sizes were tested, varying 
between #000 and (00 000 total bacteria per plant, 
without affecting the proportion of wild type and mu- 
fant cells recovered (rom nodules. 

A. tumefaciens strain GM19023, which 1s unable to 

metabolize the bean compound, acquires apmicily 
from plasmid pa {from wild type CL'N299). It is worth 
Roling that the mutant plasmid from CFN299-191 is 
incapable of complementing this function. whereas the 
plasmid from CFN299-19 confers this capacity. This 
may be related to the differcnt positions of the two 
mutations in the tex operon (Fig. 5). 

All. three mutants (CIATS99-191, CFN299-19, 
CFN299-191) and the wild types were able to grow on 
all of the compounds that were used in the induction 
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  Table 3 Relative nodule ovcu- 
pancy by the R. tropici wild 
type strain CIATR99 and the 
mutant CIATRI9-191 
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© 4 probably signi “unt <lifferences (P< 0.05) and highly significant differences (P< 6.01) from the expected values deduced from the inoculum ratio using propertion contrast analyses are indicated by single anil paired asterighs, respectively 

assays, indicating that they were not auxolrophs. This 
would indicate that the inducing compound transported 
by the sew genes does not correspond to any of the 

Hy available ones we have tried until now.     

  

x strain GM19023 bearing the &. tro- 
pict CFN299 symbiotic plasmid (pPRUCFN299¢) is able 
to form astrogen-fixing nodules on bean, albeit at a re- 
duced efficiency both for nodulation and nitrogen fixa- 
Vion. Hf, in addition 10 the Sym plasmid. a 200-kb 
plasmid (pRUrCFN299b) is transferred lo 4. hemefaciens 
recipient strains, then nodulation rates of up to 50% of 
the wild-type rate and nitrogen fixation at 25% of the 
wild-type rate are obtained with the transconjugants 
(Martinez et al. 1987). It therefore scemed likely to us 
that the R. tropici plasmids contained some of the ge- 
netic information involved symbiosis, and for this 
reason we decided to focus our efforts on plasmid-borne 
genes that are inducible with exudates. 

The locus at which the TnS-gusd/ was inserted was 
originally identified as being inducible by bean-root 
exudates, and sequencing revealed it to contain genes 
telated 10 suger transport genes, The uptake of sugars 
into the cell requires an assemblage of transport pro- 
teins. In bacterial sugar teansport systems. the genes 
encoding the proteins that are directly involved in the 
binding of the sugar (¢.g. rAsB) are the most divergent 
ones (Ames 1986; Higgins 1992), This accounts for the 
different sugar specificities. This is also the case with (he 
feu genes: rhsB and teuB show only low similarity, re- 
stricted to the C-terminal end. In addition. if the start 
codon is the one proposed, the encoded TeuB protein 
would be 66 amino acids larger than RbsB. In contrast. 
the ATP-binding proteins for sugar transport systems 
(TeuA in this case) show the highest degree of similarity 
and they are the most conserved of the ABC trans- 
porters (Higgins 1992). TeuCt, TeuC2, and TeuA have 
similar numbers of amino acids to the respective Rbs 
proteins. Since we found no homology to RbsD. we 
suppose that one of the RbsC homologs may substitute 
for RbsD in the nner membrane. 

The bean inducing compound could be unrelated to 
sugars and might rescmble opines. betaines or even an 

    

    

    

alcohol, as discussed fater. The nicotinic-methytated 
betaine trigonelline occurs widely in plants Tramontano 
et al. 1986). Seeds and roots of alfalfa release the beta- 
ines trigoncl tad stachydrine, which act as inducers 
of transcription of some R. meliloti nod genes (Phillips 
etal. $992). Betaine biosynthetic pathways include 
amino acids as precursors. Genes for the catabolism of 
(rigonelline are located on the symbiotic plasinid of 
R. melifoté and have been cloned and sequenced (Boivin 
etal. 1991). They bear no significant homotogy to the 
R. tropici tew genes. Plante secondary metabolites cat- 
abolized selectively by microorganisms have been called 
nutritional mediators (Tepfer et al. 1988). These. in ad- 
dition to being energy and carbon sources, may act as 
additional plant-signal molecules. Strains such as 
VF39SM and R. mefifoti 2011 do catabolize Urigoneltine 
yet do not consume the inducer. CIAT899 and the 
c¢ plasmid-cured CFN42 (CFNxi84) do not use 
trigonelline but consume the inducing activity, Thus we 
conclude that, in addition to trigonelline, there is an- 
other compound in the bean exudates that acts the 
Primary inducer. In addition, x1/B2 could be part of the 
feu operon. In P. putide this gene belongs to xviCAB 
operon whose proteins convert aromatic compounds to. 
benzoic acids. XyiB is a benzyl alcohol dehydrogenase 
(hat oxidizes toltol to tolualdehyde (Shaw and Hara- 
yama 1990). On this basis, the presence of xv/B2 could 
be an indication that the inducing compound is retated 
to an alcohol (perhaps an aryl alcohol). 

The majority of bean-nodulating rhizobia are able to 
utilize this compound, with the exception of the Rh 
Aiton spp. (Cli80, CFN234, and Pe and R. galli- 
cum bv. galliciam (FL27), which @ telated to R. erli. 
These have been reported to form few nodules on bean 
as compared to the other species and they do not harbor 
a “phaseoli” type plasmid (Martinez et al. 1985; Mart- 
inez et al. £987). 

The fact that R. etfi strain CFN42 has no clear 
structural homologs of the R. tropici genes, in spite of its 
ability to take up upteke and remove the inducer from 
exudate, may be explained if these two species have in- 
dependent and converging uptake systems, These might 
have been selected by the host plant. We are interested in 
cloning and sequencing genes from 2. erfi strain CEN42 
that are involved in this uptake in order to answer Uhis 
question. We speculate that CFN299 has an additional 
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system for uptake and thus no phenotype is observed in 
the CFN299 mutants. The other system of CFN299 is 
perhaps homologous to that of &. effi, and is encoded on 
the pSym, as in R. efff and R. leguminosarunt bv. 
phascoli, CIAT899_ must, then, have only one of these 
uplake systems, mM nodulation of CIATRI9 
is explained because this strain, like many other rhizo- 
bia, is capable of using carbon sources present in the 
exudate. such as sucrose and glucose. 

Periplasmic sugar-binding proteins play a role in 
chemotaxis in &. coli, Satinonella, Azespirilhan and 
Agrobacterium, and certainly could do so in rhizobia. 
remains to be evaluated if sew mutants are affected in 

chemotaxis. 
Only after chemical characterization of the bean ex- 

udate inducer and the identification of the compound 
that is transported by the wild types but not by the 
mutants, will we be able clearly and definitively to de- 
termine the function of the sen genes. It is worth pur- 
suing the definition of the chemical structure of this 
bean-exudate compound and we are working on this 
problem. Preliminary evidence indicates that the com- 
pound is present at low concentration in the exudate (in 
agreement with the fact that the bacteria seem (o remove 
it completely within 3), that it might bea mot 

disaccharide and is stable at 95°C. eg'urlect 
Macroptilium and Phaseolus belong (0 the Phase- 

olinue subtribe of the subfamily Papilionnideae (Bruneau 
et al. 1990), Macroptilinn is the closest to Phaseolus 
among ail the plant root exudates tested and it has feu 
gene-inducing capacity. The compound in Macraptitiunr 
could be identical or similar to that of Phaseolus. The 
inducing compound seems to be restricted to thi: 
of related legumes and it may form part of speci 
mechanisms that may be further manipulated to im- 

prove inoculant competitivencss in the fiekl. Ut is ce- 
markable that all bean-nodutating rhizobia tested had 
the capacity to metabolize the bean exudate compound, 
This characteristic, although not indispensable for 
symbiosis, may be advantageous for rhizosphere sur- 
vival and efficiency as a bean symbiont. 
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DISCUSION 

Una estrategia para analizar las funciones de los genes en bacterias Gram- 

negativas, ha sido la mutagénesis con transposones para provocar pérdida de 

dicha funcién. Los transposones son secuencias discretas de DNA que son 

incapaces de auto-replicarse y se pueden insertar en replicones de DNA, como 

cromosomas y plasmidos. Las inserciones pueden ser al azar, y cuando éstas se 

llevan a cabo en una secuencia de un gen, normalmente producen una mutacion 

polar. En este trabajo se usé el Tn5, que ha mostrado ser muy estable en 

Rhizobium (Martinez et al., 1990). El Tn5 usado tiene el gen reportero gusA1, de 

forma que esta mutacién permite también medir la inducci6n de la expresion del 

gen en el que se inserte (Sharma y Signer, 1990). 

Cuando se construyeron las mutantes Tn5-gusA1 en los plasmidos a, b y c 

de la CFN299, se seleccionaron ocho mutantes que expresaban actividad de B- 

glucuronidasa en presencia de exudados de frijol. Se observo un alto grado de 

rearreglos dei transposon en siete mutantes, siendo la Unica estable la CFN299-19 

(Tn5-gusA1 en tos genes teu). Se ignora cual es fa razon de esto. La estabilidad 

en esta mutante se observa de varias formas (resultados no mostrados en el 

articulo): es la Gnica que siguid presentando actividad de B-glucuronidasa en 

presencia de exudados de raiz de frijol; al hibridizar el DNA total de esta cepa 

usando como sonda Tn5 y e! pMR19 en varias ocasiones durante cuatro afios, 

siempre se observé el patron esperado (Fig. 1). 
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En el transcurso de este proyecto nos dimos cuenta de que la cepa de 

estudio, la CFN299, crecia mas lentamente en medio minimo y que ésto estaba 

asociado a una disminucién de su capacidad simbidtica con nodulacién tardia y 

formacién de menor cantidad de nédulos. La cepa tenia el mismo perfil de 

plasmidos que la original (no mostrado). La mutante lacZ se obtuvo inicialmente 

apartir de la CFN299 con capacidad simbidtica disminuida (sin advertirse en ese 

momento). La cepa CFN299-191 se construy6 transfiriendo el pa::lacZ de esa 

mutante a otra CFN299 obtenida de nédulo para recuperar el fenotipo silvestre de 

crecimiento en medio minimo. Esta uitima CFN299 fue la que se utiliz6 para 

proseguir la investigacién. Este fendmeno de disminucién de la capacidad 

simbidtica ya habia sido observado anteriomente por otros investigadores 

(Esperanza Martinez-Romero, comunicacién personal; Toon Laeremans, 

comunicacién personal). Esto deberd tenerse presente cuando se use la CFN299 

como inocuiante, y tal vez se pueda estudiar en el futuro qué es lo que sucede 

espontaneamente en la cepa que provoca la disminucion de ta capacidad 

simbistica. 

Una forma de competir de las poblaciones de microorganismos en la 

rizésfera es la capacidad de catabolizar una fuente de carbono y/o de nitrégeno 

especifica producida por las plantas. Este parece ser el caso de fa homoserina 

producida por el chicharo (van Egeraat, 1975, Hynes y O’Connel, 1990), de la 

mimosina en Leucaena (Soedarjo y Borthakur, 1996) y las rizopinas producidas en 

nédulos de A. meliloti (Murphy et al., 1988; Murphy et al., 1995). En todos estos 

casos se ha visto una ventaja competitiva de formar nddulos en las cepas que 

utilizan el compuesto especifico. En este trabajo el compuesto exudado por las 
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raices de frijol y transportado (tal vez catabolizado) sdlo por bacterias simbiontes 

de esta planta, presenta un caso similar a fos anteriores. Sin embargo, la 

capacidad competitiva bajo condiciones de laboratorio, la mutante que no puede 

transportar el compuesto de induccién (CIAT899-191), tiene una capacidad 

disminuida para nodular (Tabla 3 y Fig. 5 del articulo). Tal vez en e! suelo donde 

las condiciones son mas limitantes, los genes teu tengan mayor importancia. Seria 

interesante estudiar en el suelo en fa rizésfera del frijol, la sobrevivencia de !a 

mutante, su capacidad competitiva y la expresién de los genes teu y a su vez 

averiguar si otras bacterias o incluso la micorriza de la rizésfera de las plantas de 

frijot son también capaces de utilizar este compuesto. Queda por evaluarse la 

sobrevivencia de la mutante CIAT899-191 y su capacidad de competir también 

bajo condiciones de taboratorio. 

Se hicieron los andalisis del perfil de hidrofobicidad de las proteinas 

deducidas de los genes teu (Apéndice IV), obteniéndose predicciones de los 

segmentos transmembranales (Tabla 1) y de la localizacién intracelular de las 

proteinas con ef programa Psort (Nakai y Kanehisa, 1991). Las proteinas Teu se 

compararon con las proteinas Rbs de E.coli descritas por Bell et al. (1986) 

encontrandose que TeuB y RbsB son ambas hidrofilicas y parecen tener una 

secuencia sehal que se corta en el N-terminal. TeuB tiene el sitio de corte en el 

aminoacido 27. La probabitidad de que esta proteina sea periplasmica es de 

0.924. TeuA y RbsA son ambas hidrofilicas, probablemente citoplasmicas. Solo 

TeuA parece tener una hélice transmembranal. TeuC1 es altamente hidrofébica 

con un perfil de hidrofobicidad similar a RbsC. Tiene una probalidad de 0.520 de 

estar en la membrana interna y presenta ocho hélices transmembranales. TeuC2 

también es altamente hidrofébica. Tiene una probabilidad de 0.505 de estar en {a 
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membrana interna y presenta 9 hélices transmembranales. 

Los ORFs que bordean a los genes teu (xy!B1 y xy/B2) codifican para 

proteinas similares a un aril-alcoho! deshidrogenasa. Aunque estos genes no 

estén secuenciadas en su totalidad, se puede observar que las proteinas son 

hidrofébicas, con dos posibles hélices transmembranales cada una (Tabla 1) . 

Los modelos de topologia transmembranal que se presentan son los de 

mayor preferencia sugeridos por el programa. En el caso de TeuC1 y TeuC2 estos 

modelos coinciden con que la secuencia motivo conservada entre muchos 

transportadores ABC se encuentre en un asa (toop) citoplasmica, ya que parece 

estar involucrada en la interaccién con los dominios de unién a ATP (a TeuA) (Fig. 

2). Se hizo un modelo esquematico de la funcién y localizacién de estas proteinas, 

con base en la homologia de las proteinas Teu (Tabia 2 del articulo) y la probable 

localizacion intracelular (Fig. 4 del capituto de ta introduccion). 

La mayorfa de los transportadores ABC tienen seis segmentos 

transmembranales en cada uno de tos dos dominios de la membrana interna 

(Higgins, 1992). Se han encontrado algunos transportadores ABC que tienen 

diferente numero de hélices transmembranaies. Por ejemplo, para el transporte de 

histidina en Salmonella typhimurium, HisQ y HisM tienen cada una 5 segmentos 

transmembranales; éste parece ser el minimo numero de segmentos 

transmembranales requeridos para la translocacién de compuestos. El segmento 

N-terminal del que carecen HisQ y HisM tal vez sdlo facilita una conformacién y 

una orientacién correcta en la membrana (Higgins, 1992). La proteina MalF para 

transportar maltosa en E. cofi tiene ocho segmentos transmembranales, tiene los 

seis segmentos estandar y dos adicionales en el extremo N-terminal (Froshauer et 

al., 1988). Estos dos segmentos pueden ser deletados sin pérdida de la funcién de 
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Tabla 1. Segmentos transmembranales de mayor prefencia obtenidos con TMpred 
(Hofmann y Stoffel, 1993), de las proteinas deducidas de los genesteu y xyl. 

  

  

Proteina No. hélice _ Longituda Calificacion> Ortentacione 

XylB1 1 21 (187-207) 1856 0-1 
2 25 (272-296) 608 i-o 

TeuA 1 22 (318 -339) 1007 i-o 

TeuCt 1 22 (14-35) 2170 o-i 
2 26 (62-87) 1418 i-0 
3 22 (92-113) 1929 o-i 
4 24 (121-144) 1521 i-o 
5 21 (160-180) 1799 o-i 
6 21 (212-232) 2049—Ci«; i-o 
7 21 (257-277) 1712 o-i 
8 21 (283-303) 899 i-o 

TeuG2 1 27 (27-53) 1814 i-o 
2 25 (57-81) 774 o-i 
3 21 (84-104) 1626 i-o 
4 25 (110-134) 2616 0-i 
5 21 (136-156) 1965 i-o 
6 22 (182-203) 2563 o-i 
7 28 (228-255) 1508 i-o 
8 24 (282-305) 2311 o-i 
9 21 (310-330) 1002 i-o 

XylB2 1 24 (164-187) 778 i-o 
2 21 (191-211) 2051 o-i 

  

aNumero de aminoacidos (localizacién). 

bCalificaciones mayores a 500 se consideran significativas. 

¢ j = adentro del citoplasma (in) 
o = adentro del periplasma (out) 
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MalF (Ehrmann, et al., 1990). En el caso de TeuC1 y TeuC2 tuvieron homologia a 

RbsC en siete hélices transmembranales tanto de TeuCi como de TeuC2; las 

hélices que carecieron de homologia fueron la numero ocho de TeuC1 y las 

hélices tres y nueve de TeuC2. El transposén Tn5-gusA1 esta mutando el 

aminoacido 300 de TeuC1 que se encuentra en la hélice transmembranal numero 

ocho (Fig. 2). Probablemente esta hélice adicional, al igual que las dos de MalF, 

no tenga una funcién importante en el transporte del compuesto. Esto explicaria 

que las cepas Apat9 (GMI9023 con el pa de CFN299-19, que tiene la insercion 

Tn5-gusA1) y Apa (GMI9023 con el pa de CFN298) tengan el mismo fenotipo, y no 

asi la cepa Apa191 (GMI9023 con el pa de CFN299-191, que tiene /acZ en teuB) 

(Fig. 5 del articulo). Ademas otras razones por las cuales {a inserci6n Tn 5-gusA1 

no muestra ningin efecto, es que la mutacién fuera no-polar, o que TeuC1 y 

TeuC2 sean sustituidas en su funcién por otras proteinas de transporte de la 

membrana interna. 

En Rhizobium se conoce poco de la regulacién de fos transportadores. En 

R. meliloti se han descrito genes involucrados en el transporte de algtin aztcar y 

con homologia a araC de E. coli que pudieran estar reprimidos por syrA de manera 

que dejan de expresarse en nédulo (Long, 1997). En el caso de los genes feu, que 

tampoco se expresan en nédulo, no se propone un sistema de represion, pues los 

extractos de nédulo no indujeron la expresién de los genes ni tampoco inhibieron 

su expresién cuando se mezclaron junto con exudados de raiz (Fig. 3 del articulo). 

Hasta el momento mediante e! analisis de secuencia se encontré en el extremo 5° 

de los genes feu un promotor potencial débil (con una probabilidad de 0.83), con 

secuencias semejantes a los promotores 079 de E. coli (Fig. 1 del articulo). 
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E! compuesto inductor de los genes teu es exudado aparentemente en 

forma especifica por raices de plantas de la subtribu Phaseolinae de la subfamilia 

Papilionoidae, a la que pertenecen Macroptilium y Phaseolus (Fig. 3). Es probable 

que el compuesto inductor de Macroptilium sea diferente al de Phaseolus, ya que 

aunque se concentré el exudado de Macroptilium, éste nunca did una induccion 

mayor al 30% con respecto al de Phaseolus (no se muestra). Un analisis mas 

extenso de otras plantas de !a misma subtribu, con diferente cercania filogenética 

a Phaseolus nos permitira responder qué tan especifica es la produccién de este 

compuesto. 

La capacidad de Jas bacterias de transportar el compuesto no esta 

relacionado a la cercania filogenética de éstas, sino mas bien a la capacidad de 

nodular a Phaseolus vulgaris (Fig. 4). Asi, especies cercanas a FA. tropici como son 

Agrobacterium spp. Chag-4 y KAg-3, no pueden utilizar el compuesto, en cambio 

_R. etli, R. leguminosarum bv phaseoli y A. giardinii, que nodulan frijol, si lo pueden 

transportar. Hay algunos rizobios que si nodulan frijol pero formando menos 

nédulos, éstos son Ahizobium spp. (Cli8O, CFN234 Y CFN265) y A. gallicum 

(FL27) cercanos a A. etli (Martinez et al., 1985, Martinez et al., 1987), y Ahizobium 

sp. NGR234 (van Rhijn et al., 1994). Ninguno de éstos fue capaz de utilizar 

completamente el compuesto (Fig. 4 de! articulo). Tal vez si adquirieran los genes 

para el transporte del compuesto su capacidad para nodutar mejoraria, por lo que 

se propone transferirlos a dichas cepas. 

Las actividades de B-galactosidasa de las mutantes /acZ en el gen teuB 

(periplasmico) de las cepas CFN299-191 y CIAT899-191 no se pudieron medir, 

debido a que ésta no se expresa en periplasma. 
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Bartonella Rochalimea 
bacithtormis quinfona 

Agrobacterium 
tumefaciens 

A. sp.NCPPBIESO 

Agrobacterium 
ruor 

Phyllobocterium 

Brucella 5PP- 
abortus 

R.loté 

Rhockuit 

Agrobacterium bv. 3 

A. sp OK55 

f. golegae 

[R, adandincs] 
loti 

i, Rfredit 

R sp BRAIG 

‘A. leguminesorum by phaseol 

by _crifolii 

     ocrunes* ESP, 4 by viciae 

2. etl? RSP FL27 

RSpCEN234*\ SR spOrl9t 
le. tropic) pic! 4. sp. K-Ag-3 

Rsp.cligo* 
A. sp. Ch-Ag-4 

-Afipia spp A.bv2 

Rhodobacter spheroides 

BTAil \?, capsulatus 

Agorhizobium \ &. fapon 
cautinodans  Rhocopseudomonos 

G1. denitrificans 

Fig. 4. Relaciones genéticas de la familia Rhizobiaceae y otras bacterias afines, 
basada en el analisis de secuencia de genes que codifican para el RNA ribosomal 
16S (Martinez-Romero, 1994). La posicién de nudos indicada con flechas no es 
definitiva. * rizobios capaces de nodular etectivamente a P. vulgaris. 
especies utilizadas en los ensayos de catabolismo.(—Jespecies capaces de 

remover del exudado el compuesto inductor de la expresién de los genes teu. R. 
feguminosarum bv. phaseoli, bv. viciae y bv. trifolii estan cercanamente 

relacionadas. A. giardinii es un grupo independiente cercano a A. galegae y A. 
tumefaciens (Amarger et al., 1977). Estos ultimos se ajiadieron a la filogenia 
original, y el sitio exacto dentro del arbol no esta determinado. 
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También se midié la actividad de fi-glucuronidasa en la cepa CFN299-19 en 

el exudado en presencia de {a planta. En este caso se observé un constante 

aumento de la actividad (Fig. 5), lo que puede indicar que cuando la bacteria 

utiliza el compuesto de! exterior de fa planta (disminuyendo su concentracién), 

ésta sigue secretando mas. Se sabe que en el caso de que la concentracién de un 

compuesto en la rizésfera disminuya, su exudacién por la planta aumenta 

(Smucker y Safir, 1986). De ahi se deduce que para obtener mayor cantidad del 

compuesto inductor se podria cambiar la solucién nutritiva de las plantas, tal vez 

cada 24 hrs. 

Se requiere obtener la mayor cantidad posible del compuesto del exudado 

de frijol para poder purificarlo e identificar el inductor de ios genes teu. Hasta el 

momento se ha purificado mediante cromatografia de HPLC. Primero se identificé 

que ta fase polar era la que tenia el compuesto inductor. Esta se pas6 primero por 

una columna C18 para separar flavonoides y después por la columna 

Ultrahydrogel 120 para separar por peso molecular. Con la primera se confirmo 

que el compuesto inductor no era un flavonoide y que la trigonelina tenia cierto 

efecto inductor (Fig. 6 y 7 del articulo). Con la segunda se encontré que el 

compuesto tenia un peso molecular entre 150 y 350 (Fig. 6). Para esta ultima 

columna no se incluyé como control un compuesto de mayor peso molecular, 

como un trisacdarido ya que no disponiamos de éste, lo cual habria ayudado a 

evaluar con mayor precision el peso de! compuesto. 

Ademas de cambiar la solucién nutritiva, otras condiciones que pueden 

contribuir para incrementar la cantidad del compuesto exudado por las plantas son 

las siguientes: 
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Fig. 6. Patrones de cromatografia de HPLC (High-presure liquid cromatography) en 

columnas C-18 de la fraccién polar (obtenida con cartuchos Sep-Pak C18 de 
Waters) del exudado de !a raiz de Phaseolus vulgaris. Eje Y: Unidades de 

absorcién. Eje X: Tiempo de retencién en minutos. * fracciones que promueven la 

actividad de B-glucuronidasa en la mutante CFN299-19. (A) Se muestran los picos 

que corresponden a ja naringenina y a la genisteina. (B) Cromatograma de la 

fraccién aislada con actividad de B-glucuronidasa obtenida en (A). Se muestra el 

pico que corresponde a la tigonelina, 5 

 



  

    

0-40 

0.35- 

0.30- 

0.25- 

3 
0.20- 

3 
° 
ow 
p 

Vi 
2 

0.15- 
a 
a. 

a ° 

: 
2 

0.10: = J 
Dp 
za 

+ 
a 

0.05: 
° 

0.00- 
TY *   
  
“3,00 4.00 6.00 8.00 "JO.00 12.00 14.00'16.00 18.00 20.00 

  

"9024.00 26.00 

Minutes 
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como controles). 
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-Inocular a la planta con microorganismos que no puedan catabolizar el 

compuesto. La presencia en la rizésfera de algunos microorganismos provoca una 

mayor exudacién, no sdélo porque se remueven algunos compuestos al 

catabolizarlos, sino también porque pueden lisar células de la raiz, producir 

hormonas y antibidticos que afectan la permeabilidad de la membrana, e inducir la 

sintesis de diversos compuestos (Hale y Moore, 1979; Phillips et al., 1992). 

-Obtener los exudados en el estadio de plantula, después de que han emergido 

las raices laterales. En varias leguminosas se ha observado que se favorece el 

crecimiento de su propia bacteria noduladora durante los primeros 10-12 dias 

después de la germinacién (Tschailachjan y Megrabjan, 1958, citado en van 

Egeraat, 1975). Ademas los exudados solubles en agua (como azucares, 

aminoacidos, flavonoides, acidos organicos, hormonas y vitaminas) que no 

requieren de energia metabdlica para ser liberados por Ja raiz, se exudan de la 

zona meristematica inmediatamente arriba de la cofia y por las rafces laterales 

j6venes sin pelos absorbentes (Curl y Truelove, 1986 y Peters y Long, 1988). 

-Usar una solucién nutritiva con diferentes concentracién de nutrientes. Se ha 

reportado que la limitacién de fierro y fosforo en el medio de cultivo de plantas 

provoca una mayor exudacién de azucares. 

-Obtener exudado de diferentes cultivares de frijol. Existen tres razas de frijol 

originadas en México clasificadas como: Durango, Jalisco y Mesoamérica (Singh 

et al., 1991). Hasta el momento sélo se han probado exudados de frijoles 

mesoamericanos. Podria ser que el compuesto inductor se encuentre en mayor 

cantidad en algun frijot de otra raza. 

De 114 compuestos analizados 10 indujeron un poco la transcripcién de los 

genes teu (Fig. 6 del articulo). La estructura quimica de estos compuestos son 
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poco similares entre si (Fig. 7). Tal vez algunos de ellos dieron induccién por ser 

similares a la trigonelina (que si induce a los genes teu) en que tienen un grupo 

amino y que son ciclicos. Es importante advertir que algunos tienen un papel 

biolégico en Ja planta: La glucosamina y la N-acetil-D-glucosamina son parte de la 

estructura del factor de nodulacién producido por la bacteria (Dénarié et al., 1996). 

La ciclodextrina aumenta el nimero de nédulos de trébol cuando se inocula con RA. 

leguminosarum bv trifolii (Abe et al., 1982); tal vez esto se deba a que las a- 

ciclodextrinas tienen la capacidad de quelar compuestos de defensa resultando en 

una proteccion de la bacteria contra reacciones de defensa de la planta (Gray et 

al., 1992). La uridina, compuesto encontrado en el estele de raiz de chicharo, 

induce {a divisién de celulas corticales (Smit et al., 1995). La trigonelina en la 

misma concentracién en que induce la expresién de los genes feu (1mM) es un 

inductor de nodD2 en A. meliloti (Phillips et al., 1992). Se ha visto que los genes 

del catabolismo de la trigonelina se encuentran inducidos en todos los pasos 

simbidticos, lo que sugiere que la trigonelina es una fuente de energia durante 

todo el proceso de asociacién (Boivin et al., 1991). Si en los nédulos de frijol 

también hubiera esa concentracién de trigonelina, tal vez se veria cierta induccién 

en los bacteroides, sin embargo no fue asi. 

Ademas del pRtrCFN299a, el pSim de la CFN299 también tiene la 

informacién genética necesaria para utilizar el compuesto inductor de los genes 

teu, ya que la cepa Apc (Agrobacterium tumefaciens GMI9023 con el pRtrCFN299c 

(pSim)) también lo remueve del exudado (Fig. 5 del articulo). Un amplicén de este 

plasmido (AMPRtrCFN299pc60) de 60 kb, que abarca fos genes nodD1. 

nodABCSU, nodlJ, nodHPQ, nifA, fixABC, nodD2, fixLJ (Mavingui et al., 1998) en la 
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GMI9023 y en E. coli DH5a no fue capaz de utilizar el compuesto (no se muestra). 

Esto pudiera ser porque los genes necesarios para utilizarlo al menos no estan 

completos en esa region. 

R. etli (CFN42) no tiene aparentemente una homoiogia estructural a tos 

genes teu de RA. tropici al hibridizar el DNA total de esta cepa con pMR19, clona 

que incluye los genes teuA y teuC1 (Fig. 1B), sin embargo es capaz de transportar 

y catabolizar e! compuesto inductor del exudado. La regién involucrada en estas 

funciones se encuentra en el plasmido simbidtico (pSim), ya que la cepa CFN42 

curada de éste (CFNX89) no puede usar el compuesto (Fig. 5 del articulo). 

Estamos interesados en identificar esta regién usando un grupo de 16 césmidos 

que abarcan todo el pSim de la CFN42 (Girard et al., 1991). Pudiera ser que asi 

como los genes del transporte y catabolismo de R. tropici son funcionales en E. coli 

DHSa (Fig. 5 del articulo), también los de A. etli lo sean. Esto facilitaria mucho el 

trabajo de clonacién y complementacién. En otro trabajo se habia observado que 

al transferir el pRtrCFN299a a la CFNA2, no se incrementaba la nodulacién del 

frijol (Martinez-Romero y Rosenblueth, 1990, ver apéndice V). Una explicacién a 

esto, podria ser que como la CFN42 ya puede utilizar este compuesto, no significa 

una ventaja el adquirir genes con la misma funci6n. 

En las bacterias que nodulan frijol existen dos vias de! transporte del 

compuesto de acuerdo a los resultados. Una via cuya informacién genética se 

encuentra en el pRtrCFN299a que es la misma del pRtrClAT899a, y otra cuya 

informacion esta en el pRetCFN42d (pSim) que podria ser ta misma de! 

pRtrCFN299c (pSim). El hecho de que se hayan generado dos vias alternas en 

estas bacterias puede significar que esta funcién es una ventaja competitiva reat 

31 

 



en la rizésfera det frijol. Con esta informacion se puede especular que el 

pRtrCFN299a (homdlogo al pRtrClAT899a) existia desde antes que se separaran 

tos linajes de A. tropici tipo A y B; en cambio los genes para utilizar este compuesto 

que estan en el pSim de !a CFN299, fueron adquiridos en forma horizontal. Esto se 

sugiere debido al razonamiento de que si ei tener dos formas alternas de 

transporte en lugar de una es mejor para la bacteria, le hubiera sido mas rapido a 

ésta obtener una duplicacién de los genes feu que generan una via alterna. 

En otros trabajos se ha discutido la semejanza entre los plasmidos 

simbidticos de tos dos tipos de A. tropici descritos, que inctuye la identidad de fos 

patrones de restriccién de los genes nifH (Martinez et al., 1991), del gene 

plasmidico de citrato sintasa (Pardo et al., 1994), la identidad de la secuencia de 

los genes nodHPQ (Laeremans et al., 1996; Folch-Mallol et al., 1996) la semejanza 

en los factores de nodulacién producidos por cepas de los dos tipos (Poupot et al., 

1993). Como diferencias se ha encontrado que el flavonoide genisteina es 

inductor de fa produccién de {os factores de nodulacién en cepas tipo A pero no en 

las tipo B (Martinez-Romero, 1996), y aqui se describe que el pSim de A. tropici 

tipo B no Hleva genes alternativos de transporte de exudados. 

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria muy cercana a Rhizobium y 

produce tumores en distintas plantas. La induccién de los genes de virulencia 

requiere de acetosiringona y de azucares (Stachel y Nester, 1986; Dessaux et al., 

1992). En Rhizobium también pudiera existir una doble sefial de la planta 

(flavonoides y azicares) para inducir los genes de nodulacién. £1 analisis de fos 

factores de nodulacién producidos por la cepa CIAT899-191 en comparacién con 

la CIAT899 en presencia de exudados de frijol seria una manera de evaluar esta 

posibilidad. En este caso el papel del compuesto exudado seria otro que el de una 
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fuente de carbono, que estimulara el crecimiento en la rizsfera. Esto también 

explicaria la disminucién en nodulacién observada con la mutante CIAT899-191. 

Anteriormente ya se habia observado que la CFN299-19 no tenia diferencias en el 

factor de nodulacién usando genisteina como inductor, pero esta cepa tiene un 

sistema alternativo de transporte del compuesto. 

Las proteinas periplasmicas de unién a azucares juegan un papel en 

quimiotaxis en E. coli, Salmonella, Azospirillum y Agrobacterium y también podria 

ser el caso de Ahizobium. La homoserina, el amindcido mas abundante en 

chicharo, es un quimioatrayente de R. leguminosarum bv. viciae (Armitage et al., 

1988). Todavia falta estudiar si las mutantes en los genes teu estan afectadas en 

quimiotaxis. Esto se podra hacer una vez que se haya identificado el compuesto 

inductor, ya que en !a mutante CIAT899-191 no se ha observado ninguna 

alteracién en la quimiotaxis hacia el exudado de raiz en un ensayo con agar suave 

(no mostrado). Las mutantes no son auxétrofas a los compuestos probados, lo cual 

puede indicar que el compuesto inductor, transportado por las proteinas Teu, no es 

ninguno de los probados hasta ahora; pero también podria ser que nunca se vaya 

a encontrar una auxotrofia y que el principal papel del compuesto inductor no sea 

de una fuente de carbono, sino tal vez como quimioatrayente para la bacteria o 

para que ésta reconozca la presencia de la planta en el suelo. O bien que este 

compuesto tenga un doble pape! como fuente de carbono y quimioatrayente o 

como fuente de carbono y para ayudar de alguna manera en la nodulacién. Un 

ejemplo de este Ultimo caso seria el de !a trigonelina producida por la planta, que 

a la vez que es una fuente de carbono y nitrégeno para RF. meliloti (Boivin et al., 

1991), es un inductor de la transcripcién de nodD2 (Phillips et al., 1992). 
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La identificaci6n de este compuesto y la descripcién de su papel en la 

interaccién con frijol que aqui se reporta, constituiran una contribuci6én valiosa en 

el conocimento de la simbiosis de frijol. 
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APENDICE 1. Deteccién de la actividad de B-glucuronidasa con X-Gluc. 

El método para hacer el ensayo es el siguiente (basado en Jefferson, 1987): 

1.- Se crece la bacteria 24 hrs en medio minimo (MM) (ver p. 9 del articulo). 

2.- Se prepara un medio 1:1 (MM: exudado de raiz de frijol). Se inocula con el 

cultivo crecido de manera que quede a una D.O de 0.1 (a 600 nm). Se crece con 

agitacién toda la noche. 

3.- Se centrifugan 50 pl del cultivo en microcentrifuga Eppendorf 2 min a 12000 

rpm/min y se resuspende la pastilla en 50 pl de NaHPO4 pH 7.0 con X-Gluc. La 

reaccion se incuba toda la noche a 37°C. Para hacer una solucién concentrada 

100X de X-Gluc, se toman 5 mg en 50 pt! de N,N-dimetil formamida. E1 color azul 

es caracteristico de fa hidrdlisis de X-Gluc por B-glucuronidasa (GUS). 
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APENDICE tl. Deteccion de la actividad de B-glucuronidasa con 4-MUG. 

Los ensayos con MUG se realizaron con la cepa CFN299-19 que tiene 

insertado el Tn5-gusA1 en el gene teuC1. El ensayo se hizo de la siguiente forma 

(basado en Gallagher, 1992 y Jefferson, 1987): 

1.- Se crece la bacteria toda la noche en MM. 

2.- Se reinocula en ef mismo medio diluyendo et cultivo y se crece hasta que tenga 

una D.O. de 0.4 (a 600 nm). 

3.- Se utiliza este cultivo para inocular el exudado o MM con el inductor (una 

fuente de carbono en este caso), en una proporcién 1:1, de modo que la D.O. del 

cultivo sera de 0.2. 

4.- Se incuba con agitacién durante 3 hrs. En este caso se probé hacerlo también 

a5 y 20 hrs, pero se observ6 que con exudados, la CFN299-19 tenia una mayor 

actividad de B-glucuronidasa (GUS) a las 3 hrs. 

5.- Cuando la incubacién es mayor de tres horas se ajusta a una misma D.O. para 

hacer el ensayo. Si no, de todas formas se mide !a D.O., que en general no varia 

mucho entre un tratamiento y otro. Si no se tiene una equivalencia del numero de 

células al que corresponde la D.O., sera necesario hacer diluciones y plateos para . 

hacer un conteo posterior. 

6.- Se toman 100 pt del cultivo y se lisan con 100 ul del buffer de extraccién GUS 

2X. Se pueden guardar las células a 4°C tapadas durante unos dias sin pérdida 

significativa de la actividad de GUS. 

7.- Se precalientan las células a 37°C, y se afiaden 100 pl de MUG 3 mM en buffer 

de extraccién, también precalentado. La concentracién final de 4-MUG sera de 

imM. Se incuban 20 min a 37°C. En este caso, el tiempo puede alargarse hasta 
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60 min, ya que la reaccién sigue siendo lineal durante este tiempo. 

8.- Para parar la reaccién, se toman 50 ul de ésta en 450 pl de NagWOg 0.2 M. Se 

puede guardar la reaccién tapada a 4°C, durante unos dias, sin pérdida 

significativa de la actividad de GUS. 

9.- El fluorocromo 4-metilumbeliferona (MU) producto de la hidrdlisis de 4-MUG por 

GUS se mide usando un fluorémetro (7 ex = 365 nm y A em = 460 nm). Para 

ajustario ver Gallagher (1992). Se reporta en nM MU/min/106células. 
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APENDICE Ill. Construccién de mutantes facZ. 

Para obtener las mutantes /acZ de la CFN299 y de la CIAT899 se hizo lo 

siguiente (ver figura p. 39): 

1.- Se clond el plasmido pMR16-3 (Fig. 1 de! articulo) en el vector suicida 

pJQ200SK (Quandt y Hynes, 1993), generando la clona pMRJQ16-3. 

2.- Se cloné el cassette Km-/acZ (pKOK6, Kokotek y Lotz, 1989) en el DNA del 

inserto de pMRJQ16-3. 

a). Se hicieron digestiones parciales del DNA de pMRJQ16-3 con Bgill, 

desfosfatando posteriormente. b). Se digirid el DNA de pKOK6 con BamHl. c). Una 

vez ligado el DNA de pMRJQ16-3 y de pKOKG6, se transformé en E. coli $17-1, se 

selecciond en LB Km39 Gmgq checando que fueran ApyooS. d). Se dedujo la 

localizacién y la orientacién digiriendo el DNA de las clonas con EcoRI-Hinaill. 

3.- Se obtuvieron recombinantes sencillas al conjugar la CFN299 y CIAT&99 con 

pJQMR16-3::/acZ por insercién. Se seleccionaron la CFN299 en PY Nalig Kmas, y 

la CIAT899 en PY Nalep Kmao. 

4.- Se obtuvo la insercién /acZ seleccionando en PY Sacarosa (12.5%) Km en las 

mismas concentraciones, checando que fueran Gmaos, para seleccionar 

positivamente aquellas que hubieran perdido e! vector, obteniendose asi las 

mutantes CFN299-191 y CIAT899-191. Se checo la localizacién hibridizando el 

DNA total de las mutantes digerido con EcoRI-Hindlll con las sondas /acZ y el 

inserto de pMR16-3. 

Abreviaturas: Km = kanamicina, Nal = dcido nalidixico, Ap = ampicilina, Gm = 

gentamicina, Cm = cloramfenicol, $ = sensible, el numero de los subindice de los 

antibidticos = concentracién en mg/l. 
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BamHI 

  

pMRI6-3 he SSOt=e kt 
Xbal\ BglK Gl IZ / Rot 

pJQ200SK 
5.4 kb 

  
Mapa estructural y fisico de pKOK6, pMR16-3 y pJQ200SK. Se sefalan los.sitios 
de restriccién usados para clonar. 
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APENDICE IV. Perfiles de hidrofobicidad, con una ventana.de 20 aminodcidos de 
las proteinas deducidas TeuB, TeuA, TeuC1, TeuC2, XyIB1 y XylB2. Eje Y: Indice 

de hidrofobicidad. Eje X: Numero de aminoacidos. Programa TMpred (Hofmann y 

Stoffel, 1993). 
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Rhizobium teguminosarum by. phascoli strain collections harbor helcrogencous groups of bacteria in which 

lwo main types of strains may be distinguished, differing both in the symbiotic plasmid and in the chromosome, 
We have analyzed under laboratory conditions the competitive abilities of the different types of Rhizobium 
strains capable of nodulating Phaseolus vulgaris 1. bean. R. leguminosarum by. phascoti type | strains 
{characterized by nif gene reiterations and a narrow host range) are more competitive than type I strains (that 
have a broad host range), and both types are more competitive than the promiscuous rhizobia isolated from 
other tropical legumes able to nudulate beans. Type 1 strains become even more competitive by the transfer of 

id from type I strain CFN299. This plasmid has been previously shown to 
enhance the sedulation and nitr fixation capabilities of Agrobacterium tumefaciens (cansconjugants 
carrying the Sym plasniid af steain CFN299. Other type IR. leguminosarum bv. phascoli transconjugants 
carrying two symbiotic plasmids (type I and type II) have been constructed. These strains have a diminished 
competitive ability. The increase of competitiveness obtained in some transconjugants seems to be a transient 

    
  

  

property. 

  

Fickd inoculation with Rhizebinm and Bradyrhizobium 
spp. may increase the yield of host legumes as a result of 

nodule formation in plant roots. In the nodules, the bacteria 
fix atmospheric nitrogen and export ammonium to the host 
legume, thus providing part of the nitrogen the plant re- 

quires. 
Among other factors, ficld legume inoculation with Rhize- 

bium and Bradyrhizobium spp. is mainly restricted by the 
presence in the soil of native strains capable of nodulating 
the host legumes (10, 27, 34). This is particularly evident in 
the sites of origin of host legumes, where specific rhizobia 
are abundant, e.g., Ritizabinm leguminosarum bv. phi 
in Mexican soils (1). Failure to introduce Rhizobitan str: 
may be overcome by the introduction of highly competitive 
strains or by using very high rates of application of inocu- 
lated strains (2, 22, 23). The latter is not economically 
feasible. The traditional method for obtaining Rhizobinn 
Strains with improved properties has been the selection of 
naturally occurring field isolates that best exhibit the trait 

desired. An alternative approach is to construct improved 
Rhizobium strains by genetic transfer of symbiotically favor- 
able determinants. 

Plasmid transfer may increase nodulation or nitrogen 
fixation in R. fegeminosarinn by. viciac strains (7), and (here 
is one report of a plasmid loss that improves symbiotic 
properties in Rhizebisn lori (28). In Rhizobiam meliloti, a 
nonsymbiotic plasmid enhances nodulstivn of the strains 

harborit This plasmid may be related lo a modification of 
exopolysaccharides vily lo some phages 

(36). Succinate-sensitive strains of Rhizobium spp. demon- 
strate increased symbiotic properties and increased conipel- 

itiveness for nodulation (39). 
The analysis of Rhizobium isolates from Phaseolus vil- 

garis nodules revealed two distinct types of strains (24, 26). 

The genctic relatedness of both types of strains has been 

established (3, 29). R. fegreninesarum bv. phascoli type 1 
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strains have multiple copies of the nitrogenase structural 
genes (26, 30), produce melaninc, and hybridize to the psi 
gene originally described in R. fegustinusarim by. phascoli 
(5). Type II strains have an extended host range for nodula- 
tion, They nodulate beans as well as Lescaena species (26). 
In this paper we analyze the competitive abilities of both 

lypes of strains originally isolated from bean nodules and 
present the genetic construction of R. fegeminosarum bv. 
phaseoli derivatives thal demonstrate enhanced competitive- 

ness for nodule formation. 

  

MATEREALS AND METIIODS 

Bactcrial strains. The bacteria used are listed in Table 1. 

Transconjugant strains were obtained as described cartier 

(25) by matings of donor strains (Tn5-meb derivatives) (35) 
ina 1:1 ratio with recipients with or withuul the helper strain 
HB101(pRK2013) (15). The transconjugants were selected 
for their resistance lo ncomycin (60 or 80 pg/ml) and purified 
as single colony isolates. 

Nodulation assays. Seeds of P. vidgaris cv. Negro Jamapa 
or Negro Argel were surface sterilized and germinated on 
0.8% (wt/vol) agar-water plates. Plant assays were per- 
formed al 28°C in 250-ml agar flasks or in vermiculite jars 
with Fahracus medium (14). Bacteria for inocula were grown 

in solid individual PY plates (26) und suspended in 10 mM 
MgSO,. Inoculum concentrations were determined by Avan 
and by total bacterial counts by usc of a Neubauer micri 
scope counting chamber. Cell numbers were adjusicd in 
suspensions to formulate the mixtures of inoculum strains, 

and final cel! numbers were verificd by scrially diluting the 
inocula in 10 mM MgSO,-0.01% (vol/vol) Tween 40 and 

plating on PY medium to count CFU. About 10” bacteria 
were added to each plant rootlel. Nilrogenase activity was 

measured by the acetylene reduction assay of whole roots 

(26), and total numbers of noduics were obtained from plants 

inoculated with individual strains. 
Identification of bacteria in competition assays. Surface- 

sterilized nodules were crushed in PY plates, and single 
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TABLE 1. Bacterial strains used in this study 

Strain Host plant Refevant characteristics* Source of 

R. leguminosarum bv. 
phaseoli type | 

CENA P. valgaris Sw’ derivative (100 wp/mnt) 0 
CFN42pb CENA2(PCEN2990::TaS-108) This study 
CFN42pa CENA2(pCFN2994::TaS-mob} 
CFN279 P. vndgaris % 
CFN279pb CFN27%pCFN299b::TaS-moh) This study 
Viking E P. vulgaris Sm’ derivative (100 ug/m) u 

Viking UpCFEN299b::TrS-mob) This study 
P. valyaris B. B. Bohloo! 

TALI82pb TALI82PCFN299b::TaS-nub) This study 
CFN402 P. vulgaris: This study 
CFNA2-18 CENA2:TnS-mub (in chromosome) S. Brom 

R. leguminosarum bv. 
phaseoli type HH 

CFN299 Pp. Sp* (100 pgm) 
CIATRID. Pp Rif’ (100 pag/mt) 
C051 P. vulgaris 
Cas22 P. vulgaris 
CPN2993 Donor strain CEN299, with TaS-mab in plasmid 

pb (225-kilubase non-Sym plasmid} 

Rhizobium strain 

    

  

CFN244 A. gibbosifolinm Nod* Fix* . valparic % 
CFN249 D. leparina Nod* Fix . vielgaris 6 
CFN265 L, esculenta Nod* Fix* . wulgaris %6 
CFN401 C. ternantea Nod* Fix” in P. vulgaris 3 
  

  * Sm, Streptomycin: Rif, rifampin: 

  

|. spectinomycin. 
* Sources: B. B. Bohlool. NifTAL Project, Pain, Hawaii, S. Brom, Departamento de Genética Molecular. Centra de Investigacin sobre Fijacién de Nitrégeno. 

Cuemavaca, Moreios, México; M. Tsai, Universidade de Sao Paulo. Sac Paulo, Brazil, 

colonies were picked and tested fur growth in selective 
media for strain identification as previously described (25). 

Statistical analysis. Four replicate jars (two plants per jar) 
were used per treatment, and these were arranged in a 

completely randomized design. Twenty randomly selected 
nodules from each jar were analyzed (10 per plant). In 
competition experiments, analyses of variance were done to 
compare the percentage-of nodules formed by the original 
and the derivative!strains. using angular transformation of 
percentage data. 

Profiles, purification, sind hybridization of plasmids. Ptas- 
mid patterns were visualized by the procedure of Eckhardt 

(13). Plasmid b from type II strain CFN299 was isolated from 
Agrobacterium tunefaciens A2 (25) by the procedure of 
Hirsch et al. (20). The plasmid was purified by CsCl density 
gradient centrifugation and was used as a probe for hybrid- 
ization against blots of plasmid profiles as described previ- 
ously (16). 

  

RESULTS 

Competitive abilities of strains of Rhizobium spp. that 
nodulate P. velgaris. Table 2 shows the percentage of P. 

vulgaris L. bean nodules formed by type | and type II strains 
inoculated at different ratios. Ala 1:1 ratio of inoculation, 
more than 90% of the nodules in the Negro Jamapa and in the 
Negro Arget bean cullivars were formed by type [ strains. 
Inocula with greater numbers of organisms of type IT strain 
CFN299 are needed to increase its percent nodule occu- 
pancy. The minimal number of organisms in the inoculum 
required to form one nodule in beans is similar for both 

lypes, around 4 to 20 bacteria per plant, as determined by 

inoculating serial dilutions of bacteria from both types of 
strains independently. Nodules appeared on day 4 after 
inoculation for both types of strains, and there was no 

significant difference in total number of nodules formed by 

type L or type II strains when tested independently (data not 
shown). 

There are various Rhizobium sp. strains isolated from 
tropical tegumes not closely retated (o beans that are able to 
form effective nodules in beans (26). These strains are 
genetically different from type L and type U1 isolates (29), and 
they may be recovered from bean nodules in field cultures 

(26). We tested the competitive abilities of some of these 

Strains. Strains CFN244, CFN249, CFN401, and CFN265, 

  

TARLE. 2. Competition of type I and type 11 strains for nodule 
occupancy in P. radparis L. bean 
  

  

Ratio inoculated Strains in inoculum Strains cccupying nodules (56) 

type Liype ID Type § Type Type t Type Mt Types) + 

ta CFNS2 CFNI99° 90 10 0 
CFN42 CIATRI9 100 0 0 
CFN279 CIATE99. (97 0 3 
CFN402 CIATI® 8=-77—— 10 R 

ing € C-OS1 100 0 0 
Card? 7S 9 25 
CFNI9 (98 2 0 

Viking 1 CIATE99.— 100 0 0 

us CFN42 CFN299 62 R 0 
1S CFN42 CFN299 42042 16 
12180 CFN4a2  CFN299 2 9 g 
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FIG. 1. (A) Plasmid profiles of parental type | and type IR. 
leguminosarum bv. phaseoli strains and transconjugants. Lancs: 1}. 
CFN279; 2, CEN279pb; 3. 34. 
Viking Ipb: 7, CEN42: 8. CEN42pb: 9. CFN42pb (7-month subcul- 
ture}; 10, type U donor strain CFN299. (B) Autoradiogram of the 
plasmid profites hybridized with purified plasmid b (225 kilobases) of 
CFN299. Molecular weight markers are indicated in kilobases. 

     
    

originally isolated from Macroptitium gibbosifolinm, Dalea 
feporina, Clitoria ternantea, and Leucaena esculenta, re- 

spectively, did not form any nodules when tested in a 1:1 

ratio in competition with any of the type | or type HI strains 

(data not shown). 

Nodutation and competitive abilities of type [ transconju- 
gant strains. Type [ R. feguminosarum by. phascoli CFN42, 
Viking 1, TAL 182, and CFN279 were genetically modified by 
the transfer of a 225-kilobase plasmid from type UL strain 
CFN299. The frequency of transfer of plasmid b [rom 
CFN2993 to type f strains was around 107* transconjugants 
per recipient when using TnS-meb. The plasmid patterns of 
the parental strains and transconjugants are presented in Fig. 

1, All transconjugants carried an additional plasmid corre- 
sponding (o plasmid pb of CFN299. 

Sixteen days after inoculation, (he avcrage numbers of 
nodules of 11 plants were 51.9 for parental strains and 72.7 

for transconjugant strains (per plant) in flasks. On average, 

therefore, 40% more nodules were obtained with the trans- 
conjugants on P. vulgaris both in flasks and in jars. Analysis 
of variance showed that the difference between the total 
number of nodules induced by transconjugants and the total 

TABLE 3. Competition of transconjugants and parental strains 
for nodule occupancy in P. vulgaris L. bean 
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TABLE 4. Bean nodule occupancy of strains and transconjugants 
OO 

mi ‘% of nodules showing 
Strains in inoculum 

  
  

  

      

occupancy by: 
Ratio 

Transcon —inocus Parent of Refer, 
trent jngamt- fated tMSEO ace Both SE 

reference reference ein strain 

CFNQ- il @) 100 80.0 
Viking | 

CFNA2- or 2 9 0 ERT 
Viking | 

CFN42- 100:1 ao 6 0 +33 

Il 
g li 9 1 0 #18 

CFN279pb 
Lilo Bs st 

Viking Ipb- L126 62 12 2125 
CFN279pb ot 
  

number induced by parental strains was highly significant (P 

0.01). The increase in nodulation efficiency may explain 
the significantly greater percentage of nodules formed by the 

transconjugants when tested in competition with the original 
strains in cultivars Negro Jamapa and Negro Argel (Table 3). 

In another type of experiment, the parental strain and the 

modified strain were each lested against a third strain (Table 
4). For example, while strain CFN42 did not form any 

nodules when tested with Viking f in a 1:1 ratio, strain 
CEN42pb formed approximately 15% of the total number of 
nodules when tested with Viking I under the same condi- 
tions. The ratio of CFN42 to Viking J must be increased 10- 

to 100-fold for CFN42 to form approximately 10% of the 
total nodules in the presence of Viking 1. Similar results were 
obtained with Viking | and Viking Ipb against the more 
compelitive strain CFN279pb (Table 4). 

Other transconjugants were obtained by the transfer of the 

symbiotic plasmid from R. leguminosarum bv. phaseoli lype 
[1 strain CFN299 to type 1 strains CFN42 and Viking {. Nine 
donor CFN299 derivalives were used, each harboring a 
different TnS-mob insertion in the symbiotic plasmid. All 
nine of the different transconjugants with double symbiotic 
plasmids (CFN42pc) strains had significantly reduced com- 
petitive abilities (Table 5). Plasmid a of CFN299 appeared to 

be more or less neutral in a type f background, since it did 
not significantly change the competitive ability of the strain 

harboring i , CFN42pa. This was also the case with a 
Tn§ insertion in the chromosome. indicating that Tn is not 
responsible for the effects on competition. 

            

  

  

_ Ratio Strains in inoculum Strains occupying nodules (56) 
inoculated 
(parent: oe poet . 

- Transcon- ‘Transcon- TABLE 5. Competition of derivatives and parental strains for 
Speer Pe jugamts PE Gugants ih SE nodule occupancy in P. vulgaris (bean) 

1) CFN42 CEN42pb 18 @ 6 8a Strains in inoculum” % of nodules showing occupancy by: 
CEN CEN 3 2 : Oe Parent Derivative Parent Derivative Both SE 

TALIB2 TALI82pb 35 a $24.0" CFN42  CFN42pc* 95 4 1 s1a 
CFNA2 — CFN4Q2pa “a 39 0 23.4 

2:1 CFN42 CFNA2pb 3B $5 7 £37 9 CFN42 CFNA218 50 40 10 £100 
Viking | Viking Ib 1S nm 1S 23.2" CFN@2 — CFNA2pb 18 67 is *Bae 
  

= Transconjugant texted after a Temonth subcutture, 
* Significently more nodules were formed by the Iransconjugant strain at 

the 97% confidence level. 
* Significantly more nodules were formed by the transconjugant strain at the 

98% confidence level, 

* Ratio inacutated (parent:derivative), 1:3. 
* Nine different derivatives were tested, each harboring the symbiotic 

plasmid of CFN299 with dillereal Ta5-mab insertions, 
* The derivative strain was significantly different from the parent strain af 

the 99% confidence level. 
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Instability of transconjugants, After a 7-month subculture. 
{he genetically modified strain CFN42pb no longer had 
enhanced competitiveness for nodule formation (Table 3). 

This instability was not related to the loss of plasmid b since 
both the resistance to neomycin and the plasmid profile in 
the (ransconjugant were maintained (Pig. 1). A new Crans- 

conjugant was constructed which again had the previously 
observed advantage for nodule formation (data not shown). 

  

  

DISCUSSION 

A majority (around 90%) of strains isolated from bean 
nodules in agricultural fields correspond to what we have 
designated R, feguminosarum by. phascoli type 1 strains (24, 
26). This greater prevalence may be due to the greater 
competitive ability of type E strains as compared with type II 
strains, as reported here, The greater competitive ability of 

type L over type El strains cannot be explained by a bacte- 

Tiocinogenic or bacteriostatic effect of type I over type IL 
strains {data nol shown). 

There is a wide range of competitive abil among lype 

1 strains. Strain CFN42 is a poor competitor, especiully 

against strain Viking [ (Table 4). Viking I has been described 
as a very good competitor in U.S. soils (31), and TALI82 is 
a good compctitor in Hawaiian soils (B. B. Bohlool, personal 
communication}. 

The competition of strains for nodulation on beans has 

been evatuated by de Oliveira and Graham by a different 
approach which uses a Fix” natural mutant as a reference 
strain (7a). Of 62 strains, 7 were identified as both superior in 
competitive ability and in nitrogen-fixing activity (7a). We 

analyzed five of these seven strains (data not shown) and 
found that alt five correspond to type 1 strains. 

Interstrain competition for nodule formation may not be a 
permanent or universal characteristic of a strain but rather a 

result of interactions among biolic (4, 10, 18, 33) and abiotic 
factors (6, 22, 42) which allow for the selection of particular 
genotypes (strains) best suited for nodule formation under 

certain conditions. Thus, inoculants derived from indigenous 
strains have ao advantage over introduced strains (9). A 
genera! characterisjic of type I isolates is their resistance to 

acid conditions, Rhizobium strains are normally very sensi- 
tive to acid conditions (40). In addition, some of the type II 
strains are able to grow at 37°C. At this temperature. most 
type [isolates do not grow (data not shown). One may 
predict that, in acid conditions gr at high temperatures, type 
It strains will have an advantage over type I strains in 

competition assays. 
fn another approach, it has been shown that the produc- 

tion of a toxin by Rhizobium strains allows them to be highly 
competitive by inhibiting the growth of other Rhizobinm 
strains (37, 38). A nodulation inhibition effect has been 
observed among R. leguntinasarum bv. viciae strains, and 
nodulation genes from the inhibiting bacteria seem to be 

responsible for this phenomenon (11, 12). It is impartant to 
identify other genetic markers that can give strains a setec- 

live advantage for competition. One of them seems to be 
plasmid b of strain CFN299. 

The biological explanation of how plasmid pb from an 
inherently tess compelitive type {1 strain could improve 
nodulation competiliveness of a more competitive type I 
‘strain must await further research. Type | and type II strains 
differ greatly both chromosomally and plasmidwise, and 
they may have different strategies for plant interaction and 
for nodulation, Whether plasmid b increases the copy num- 
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ber of any gene(s) involved in the nodulation or differentia- 
tion process or whether it alters the regutation or function of 
those genes or their products in type | strains is at present 

only a matter of speculation. 
In an A. Hamefaciens plasmidless strain, plasmid b allows 

transconjugants carrying the symbiotic plasmid of CFN299 
to nodulate faster, to form more nodules, and to fix more 
nitrogen in P. vidgaris L. bean. A. tunefaciens transconju- 

only the symbiotic plasmid have a 4-day delay for 
ion, form 30% of nodules, and fix around 10% of the 

nitrogen as compared with the original CFN299 strain. With 

plasmid b, on the other hand, there is only a 2-day delay 

before nodulation and transconjugants make 50% of the 

nodules and fix around 25% of the nitrogen that the original 
strain does (25). When plasmid b is transferred to type | R. 
leguminosarum by. phaseoli strains, nodulation efficiency 
and competiliveness for nodule formation improve. The 

nitrogen-fixing capacity of the nodules formed by the trans- 

conjugants remains unchanged or improves slightly (data not 

shown}. 
We have previously shown that type ] and type II symbi- 

otic plasmids belong to different incompatibility groups siace 
both plasmids are stably maintained in A. tmefaciens (25). 
R. leguminosarum bv. phaseoli type 1 strains, with two 
symbiotic plasmids with the same specificity (for bean nod- 
ulation), have a diminished competitive ability. Other re- 

ports indicate that there may be symbivtic interference in 

strains with double symbiotic plasmids (8, 19, 21, 32, 41). 
Genomic rearrangements have been reported to occur 

frequently in RX. feguminosarum bv. phaseoli (17). Al present 
stability could be related 

to the unstable enhanced competitiveness of transconjugants 
harboring plasmid pb. This instability may be an advantage 
from an ccological point of view because it allows further 
tatroductions of Rhizohinm stains into the soil. 

   

    

    

  

ACKNOWLEDGMENTS 

We thank Rafael Patacios for encouraging discussions, Lorenzo 
Segovia for reading the manuscript. P. Graham and M. Tsai for 
providing strains, A. Vargas and M. Tsai for providing seeds of 
cultivar Negro Argel, PRONASE (Productora Nacional de Semillas) 
for providing seeds of cultivar Negro Jamapa, and Alfonso Leija for 
help with the microscopic count of bacteria. 

Partial financial support for this research was provided by grant 
no. 96-5$42.01-523-B.600 from the U.S. Agency for {ntemational 
Development and by grant CU*-Q10S-MEXtA) fram La Commun- 
auté Economique Européenne. 

LITERATURE CITED 
1. Araujo, R. S., J. Maya-Flores, D. Barnes-McConnell, C. 

Yokoyama, F. B, Dazzo, and F. A. Bliss. 1986. Semienclased 
tube cultures of bean plants (Phaseolus vadgaris L.) for ennimer- 
ation of Rhizobium phaseoli by the most-prabable-number tech- 
nigue. Appl. Environ. Microbiol. 52:954-986. 

2. Beattie, G. A., and J. Handetsman. 1988. Nodutation campeti- 
tiveness of Rhizobium leruminosarum bv. phaseali ia the labo- 

. greenhouse, and field. p. 777. In H. Bothe, F. 3. de 
and W. E. Newton (ed.), Nitragen fixation: bundred 

years afler. Gustav Fischer Vertag. New York. 
3. Brom, S., E. Martinez, G. Davila, and R. Palacios. 1988. 

Narrow- and broad-host-range symbiolic plasmids of Rhizobinn 
spp. strains that nodulate Phaseolus vulgaris. Appl. Environ. 
Microbiol. $4:1280-1283. 

4. Aromfleld, £. S. P., 1. B. Sinba, and M. 5. Wolynetz. L9R6. 

Influence of location, hast cultivar, and inoculation on the 
composition of naturalized papulations af Rhizobinn metitari 
Medicagn sativa nodules. Appl. Environ. Microbiol. 5$:1077- 
10R4, 

  

     

    

    

  

 



238E 

   

     

    

    

   

  

2 

to. 

20. 

21. 

22. 

- Dowling, D. N.. U. 

. Eckhardt, T. 1978. A capid method for the identi 

. Handelsman, J., and W. J. Brill. 1985. 

. Harrison, 

MARTINEZ-ROMERO AND ROSENBLUETH 

    

asmid-linked Ridzebiiun phaseoti geo that 
ride production amd which is required for 

ion. Mol. Gen. Genet. 200-278-282. 

A.W. Ib. Johnston, and D. A, 

Impeavement of symbiotic properties in Rh 
arun by plasund transfer, J. Gen, Microbiol. 

    

29-1838, 
L.A., and P. 1. Graham, 1990. Evaluation of strain 

veness in Rhizobium leguminosarun bv. phaseoli us- 
ing a Nod* Fix” natural mutant. Arch. Microbiol, 153:305-310. 
Djordjevic, M. A.. W. ‘Zarkawski. Shine, and B. G. Rolfe. 

1983. Sym plasmid transfer {o various symbiotic mutants of 
Rhizobium mifalii, R. leguminosarien, and RK. mefitati. 3. Bac- 

terigl, £56:1035-1045, 
Dowdle, S. F., and B. 6. Bohlool. 1987. Intra- and interspe 
competition in Rhizobium fredii and Bradyrhizobium japonicum 
as indigenous and introduced organisms. Can. J. Microbiol. 
33:990-995. 
Dowling, D. N., and W. J. Broughton, 1986. Competition for 
nodulation of legumes. Annu. Rev. Microbiol. 40:131-157. 

ameey, J. Staniey, and W. J. Broughton. 
1987. Cloning of Rhizabivm leguminosarem genes for compet: 
itive nodulation blocking on peas. J. Bacteriot. 169:1345-1348. 

  

   

  

      

  

    

    

. Dowling, D. N., J. Stantey, and W. J, Broughton. 1989. Com- 
petitive nodulation blocking of Afghanistan pea is determincd 

by nedDABC and nodFE alicles in Ritzobian leguminosaruns. 

Mol. Gen. Genet. 216:170-174. 

  

tion of 
acid in bacteria. Plasmid 1:584-588.   plasmid deoxyribonucl 

. Bahracus, G. 1957, The infection of clover root hairs by nodule 
bacteria studied by a simple glass slide technique. J. Gen. 
Microbiol. 16:374-381.   

. Figorski, D. 11., and DO. R. Melinski. 1979. Replication of an 
origin-containing derivative of plasmid RK2 dependent on a 
plasmid function provided in trarts. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
F6:1648-1652. 

. Flores, M., V. Gonzalez, S. Brom, E. Martinez, D. Pitero, D. 
Romero, G. Davila, and R. Palacios. 1987. Reiterated DNA 
sequences in Rhizobium and Agrabactcrinm spp. J. Bacteriol, 
169:5782-S788. 

|. Flares, M., V. Gonzalez, M. A. Parda, A. Leija, E. Mactinez, D. 
Romero, D. Pinero, 
ins 

  

Davila, and R. Palacios. 1988, Genomic 
y in Rhizobium phaseuli, 3. Bacteriol, 170:1191-1196, 

rwinia herbicata iso- 

lates from alfalfa plants may play a role in nodulation of alfalfa 
by Rhizobien melifoti. Appt. Environ. Microbiol, 49:818-821. 

P., D.G. Jones, 0. H. D. Schunmann, J. W. Forster, 
and J. P. W. Young. 1988. Variation in Rhizobium leguminosa- 
rum bievar trifolii Sym plasmids and the association with 
effectiveness of nitrogen fixation. J. Gen. Microbiol. 134:2721- 

2730. 
Hirsch, P. R., M. Van Montagu, A. W. B. Jobasion, N. J 
Brewin, and J. Schefl. 1980. Physical identification of bacterio- 
cinogenic, nodulation and other ptasmids in strains of R. tegu- 
ininasaciem. J. Gen. Microbiol. 120:403-412. 
Jobnsion, A. W. B., 1. L. Beynon, A. V. Buchanan-Wollastan, 
S$. M. Setchefl, P. R. Hirsch, and J. E. Beringer. 1978. High 
frequency transfer of nodulating ability between strains and 
species of Rhizobium, Nature (London) 276:634-636. 
Kamicker, B. J., ant W. J. Brill. 1987. Methods to alter the 
recovery and nodule location of Brudyrhizohiue japonicum 
invculant strains on ficid-grown soybeans. Appt, Environ. Mi- 
erobiol. $3:1737-1742. 

    

  

    

  

  

   

23. 

24, 

2s. 

2h. 

cam 

2. 

29. 

0. 

‘SC 

6. 

a 

. 

v. 

4. 

42, 

|. Schippers, B., A. W. Bakker, and P. A. 

Arey. Environ. Micron. 

Kapusta, G., and D. L. Rouwenherst, 1973, Influence of inocu- 
lum size on Rhizobium japonicum serogroup distribution fre- 
quency in soybean nodules. Agron. J. 65:916-919. 
Martinez, M. Flores, S. Brom, D. Romero, G. Davila, and R. 

Patacies. 1988. Rhizobium phascati: a molecular genetics view. 
Ptant Soil 108:179-1R4. 

Martinez, E., R. Palacios, and F, Sdéachez. 1987. Nitrogen-fixing 

nodules induced by Axrabacteriun tumefaciens harboring 
Rhizobium phascoti plasmids. J. Bacteriol. 169:2828-2834. 

Martinez, E.. M. A. Pardo, R. Palacios, and M, A. Cevatlos. 

iteration of nitrogen fixation gene sequences and spec- 

ificity of Rhizobiunr in nodulation and nitrogen fixation in 
Phaseolus vulgaris. J. Gen, Miceobiot, 134:1779-1786. 
Meawad, H., and B. It. Bobloot. 1984. Competition among 
Rhizobium spp. for nodulation of Leucaena leucacephala in wo 
tropical soils. Appl. Environ. Microbiol. 48:5-9. 
Pankhurst, C. E., P. E. Macdonald, and J. M, Reeves. 1986. 

Enhanced nitrogen fixation and competitiveness for nodulation 
of Lotus peduaculatus by 4 plasmid-cured derivative of Rhizo- 
biten loti. 3, Gen. Microbiol. 132:2321-2328. 
Piiero, D., E. Martinez, and R. K. Selander, 1988. Genetic 
diversity and relationships among isolates of Rhizabinen legu- 
minasarian biovar phascoli. Appl. Environ. Microbiol. 54: 
2825-2832. 
Quinto. C., H. de La Vega, M. Flores, 1. Fernandex, T. Ballado, 

G. Soberén, and R. Palacios. 1982! Reiteration of nitrogen 
fixation gene sequences in Riizebium phascoli, Nature (Lon- 
don) 299:724-726, 

  

        

   

  

       

  

   
     

  

   

. Robert, F. M., and E. E., Schmidt. 1983. Population changes and 

persistence of Rhizobium phaseali in soil and chizospheres. 
Appl. Environ. Microbiol. 45:550-556. 

. Sadowsky, M. J., and 8. B. [ohlool. 1985. Differential expres- 
sion of the pea symbiotic plasmid pJBSJ1 in genetically dissim- 
ilar backgrounds. Symbiosis 1:325-138. 

  

M. Bakker. 1987. 
Interactions of deleterious and beneficial rhizosphere micro- 
organisms and the effect of cropping practices, Aanu. Rev. 
Phytopathol. 25:339-358. 

    

  

. Singleton, P. W., and §. W. Tavares. 1986, Inoculation response 
of legumes in relation 10 the aumber and effectiveness of 

indigenous rhizobium populations. Appl. Environ. Microbiol. 
$1:1013-1018. 
imon, R. 1984. High frequency mobilization of gram-negative 

bacterial replicons by the it vitro constructed TnS-mab trans- 

poson. Mal, Gen. Genet. 196:413-420. 

Toro, N., and J. Olivares. 1986. Characterization of a large 

plasmid of Rhizobium setites wolved in enhancing nodula- 

tion. Mol, Gen. Genet, 20. 

Triplett, £. W. 1988. Iso 

  

  

  

Luss, 
£1 of genes involved in nodut: 

competitiveness from Rhizobium fegumtinoxarum by. trifolii 
124. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 85:3810-3814. 
Triplett, E. W., and T. M. Barta. 1987. Trifolitoxin production 
and nodulation are necessary for the expression of superior 
nodulation competitiveness by Rhizubise leguminosarum bv. 
irifolii strain T24 on clover. Ptant Physiol, 85:335-342. 
Urban, J. 1988. Use of succinate-sensitive inoculants increases. 
nodute number and sced yields in legumes, p. 566, fat H. Bothe, 
F. 3. de Bruijn, and W. E. Newton (ed.), Nitrogen fixation: 
hundred years after. Gustav Fischer Vertag, New York. 

    
     

  

|. Vargas, A. A. T., and It. H. Graham, 1988. Phaseolus vidgaris 
cultivar and Rhizobium strain variation in acid-pH tolerance and 
nodulation under acid conditions. Field Crops Res. 19:91-101. 
Wang, C. L., J. E. Deringer, and P. R. Hirsch, 1986. Host plant 
effecis on hybrids of Rhizubium teguminosarum biovars viceae 

ifolii, J. Gen. Microbiol. 132:2063-2070. 
‘ r. 1972. Effect of soil temperature 

on Rhizobium japonicum serogsoup distribution in soybean 
nodules, Agron. J. 64:796-798. 

      

          

 



BIBLIOGRAFIA 

Abe M, Amemura A, Higashi S (1982) Studies on cyclic (1,2)-B-glucan obtained 

from periplasmic space of Rhizobium tnfolii cells. Plant Soil 64:315-324. 

Amarger N, Macheret V, Laguerre G (1997) Rhizobium gallicum sp. nov. and 

Rhizobium giardinii sp. nov. from Phaseolus vulgaris nodules. Int J Syst Bacteriol 

47:996-1006. 

Armitage JP, Gallagher A, Johnston AWB (1988) Comparison of the chemotactic 

behavior of Rhizobium leguminosarum with and without the nodulation plasmid. 

Molecular Microbiology 2:743-748. 

Bell AW, Buckel SD, Groarke JM, Hope JN, Kingsley DH, Hermodson MA (1986) 

The nucleotide sequences of the rbsD, rbsA, and rbsC genes of Escherichia coli 

K12. J Biol Chem 261:7652-7658. 

Bhagwat AA, Keister DL (1992) Identification and cloning of Bradyrhizobium 

japonicum genes expressed strain selectively in soil and rhizosphere. Appl 

Environ Microbiol 58:1490-1495. 

Boivin C, Barran LR, Malpica CA, Rosenberg C (1991) Genetic analysis of a region 

of the Rhizobium meliloti pSym plasmid specifying catabolism of trigonelline, a 

secondary metabolite present in legumes. J Bacteriol 173:2809-2817. 

Borthakur D, Soedarjo M (1998) Ahizobium genes required for mimosine 

degradation are induced by mimosine and are expressed in the Leucaena 

leucocephala nodules. 16th North American Conference on Symbiotic Nitrogen 

Fixation, Canctin Quintana Roo, México. 

Curl EA, Truelove B (1986). The Rhizosphere. Springer-Verlag (Berlin). 

Chuang §, Daniels DL, Blattner FR (1993) Global regulation of gene expression in 

Escherichia coli. J Bacteriol 175:2026-2036. 

David D, Domergue O, Pognonec P, Kahn D (1987) Transcription patterns of 

Rhizobium meliloti symbiotic plasmid pSym: identification of nifA-independent fix 

genes. J Bacteriol 169:2239-2244. 

De Maagd RA, Wiljffelman CA, Pees E, Lugtenberg BJJ (1988) Detection and 

subcellular localization of two Sym plasmid-dependent proteins of Rhizobium 

feguminosarum biovar viciae. J Bacteriol 170:4424-4427. 

Dénarié J, Debellé F, Promé JC (1996) Rhizobium lipo-chitooligosaccharide 

nodulation factors: signaling molecules mediating recognition and morphogenesis. 

Ann Rev Biochem 65:503-535. 

43 

 



Dessaux Y, Petit A, Tempe J (1992) Opines in Agrobacterium biology. En Verma D. 

PS (ed.) Molecular signals in plant-microbe communications. CRC Press, Boca 

Raton Fla. pp. 109-136. 

Djordjevic SP, Chen H, Batley M, Redmond JW, Rolfe BG (1987) Nitrogen fixation 

ability of exopolysaccharide synthesis mutants of Rhizobium sp strain NGR234 and 

Rhizobium trifolii is restored by the addition of homologous exopolysaccharides. J 

Bacteriol 169:53-60. 

Doyle JJ (1995) DNA data and legume phylogeny: a progress report. En: Crisp M 

and Doyle JJ (Eds.). Advances in Legume Systematics 7: Phylogeny. Royal Botanic 

Gardens, Kew pp. 11-30. 

Ehrmann M, Boyd D, Beckwith J (1990) Genetic analysis of membrane protein 

topology by a sandwich gene fusion approach. Proc Natl Acad Sci USA 87:7574- 

7578. 

Encamacion S, Mendoza G, Dunn M, Contreras S, Mora J (1998) Rhizobium etli in 

aerobic or fermentative metabolism induced proteins revetated by proteome 

analysis. 16th North American Conference on Symbiotic Nitrogen Fixation, Cancun, 

Quintana Roo, México. 

Fellay R, Perret X, Viprey V, Broughton WJ, Brenner S (1995) Organization of host- 

inducible transcripts on the symbiotic plasmid of Rhizobium sp. NGR234. Mo! 

Microbiol 16:657-667. 

Folch-Mallol JL, Marroqui S, Sousa C, Manyani H, Lépez-Lara IM, van Der Drift 

KMGM, Haverkamp J, Quinte C, Gil-Serrano A, Thomas-Oates JE, Spaink HP, 

Megias M (1996) Characterization of Rhizobium tropici CIAT899 nodulation factors: 

the role of nodH and nodPQ genes in their sulfation. Mo! Plant-Microbe Interact 

9:151-163. 

Froshauer S, Green GN, Boyd D, McGovern K, Beckwith J (1988) Genetic analysis 

of the membrane insertion and topology of MalF, a cytoplasmic membrane protein 

of Escherichia coli. J Mol Biol 200:501-511. 

Gallagher SR (1992) Quantitation of GUS activity by fluorometry. En: Gallagher SR 

(ed.) GUS Protocols. Using the GUS gene as a reporter of gene expression. 

Academic Press, San Diego pp 47-59. 

Geniaux E, Flores M, Palacios R, Martinez E (1995) Presence of megaplasmids in 

Rhizobium tropici and further evidence of differences between the two FR. tropici 

subtypes. Int J Syst Bacteriol 45:392-394. 

Girard ML, Flores M, Brom S, Romero D, Palacios R, Davila G (1991) Structural 

complexity of the symbiotic plasmid of Ahizobium feguminosarum bv. phaseoli. J. 

Bacteriol. 173:2411-2419. 

44 

 



Girard L, Valderrama B, Palacios R, Romero D, Davila G (1996) Transcriptional 
activity of the symbiotic plasmid of Ahizobium etli is affected by different 
environmental conditions. 142:2847-2856. 

Gray JX, de Maagd RA, Rolfe BG, Johnston AWB, Lugtenberg BJJ (1992) The role 
of the Rhizobium cell surface during symbiosis. En: Molecular Signals in Plant- 
Microbe Communications. Verma DPS (ed.), CRC Press, Boca Raton, Florida. pp 
359-376. 

Guerreiro N, Redmond JW, Rolfe BG, Djordjevic MA (1997) New Rhizobium 
leguminosarum flavonoid-induced proteins revealed by proteome analysis of 
differentially displayed proteins. Mo! Plant-Microbe Interact 10:506-516. 

Hale, MG, LD Moore (1979) Factors affecting root exudation tl: 1970-1978. 

Advances in Agronomy. Academic Press, Inc. 31:93-124. 

Hartwig UA, Joseph CM, Phillips DA (1991) Flavonoids released naturally from 
alfalfa seeds enhance growth rate of Rhizobium meliloti. Plant physiol 95:797-803. 

Hernandez-Lucas 1, Segovia L, Martinez-Romero £, Pueppke SG (1995) 
Phylogenetic relationships and host range of Ahizobium spp. that nodulate 
Phaseolus vulgaris L. Appl Environ Microbiol 61:2775-2779. 

Higgins ChF (1992) ABC transporters: from microorganisms to man. Annu Rev Cell 
Biol 8:67-113. 

Hofmann K, Stoffel W (1993) TMbase - a database of membrane-spanning protein 

segments. Biol Chem Hoppe-Seyler 347:166. 

Hubac C, Ferran J, Trémoliéres A, Kondorosi A (1994) Luteolin uptake by 

Rhizobium meliloti: evidence for several steps including an active extrusion 
process. Microbiol 140:2769-2774. 

Hynes MF, O'Connell MP (1990) Host plant effect on competition among strains of 

Rhizobium leguminosarum. Can J Microbiol! 36:864-869. 

James P (1997) Breakthroughs and views of genomes and proteomes. Biochem 

Biophys Res Comm 231:1-6 

Jefferson RA (1987) Assaying chimeric genes in plants: the GUS gene fusion 
system. Plant Mol Biol Reporter 5:387-405. 

Jordan DC (1984) Family Ill. Rhizobiaceae. En: Bergey's manual of systematic 

bacteriology. Krieg NR, Holt JG ed. pp 234-242. The Williams and Wilkins Co., 

Baltimore. 

45



Koening R, Gepts P (1989). Allozyme diversity in wild Phaseolus vulgaris: further 
evidence for two major centers of genetic diversity. Theo Appl Genet 78:809-817. 

Kokotek W, Lotz W (1989) Construction of a facZ-kanamycin-resistance cassette, 
useful for site-directed mutagenesis and as promoter probe. Gene 84:467-471. 

Krishnan HB, Pueppke SG (1993) Flavonoid inducers of nodulation genes 
stimulate Rhizobium fredii USDA257 to export proteins into the environment. Mol 
Plant-Microbe Interact 6:107-113. 

Laeremans T, Caluwaerts !, Verreth C, Rogel MA, Vanderleyden J, Martinez- 
Romero E (1996) Isolation and characterization of the Ahizobium tropici nod factor 

sulfation genes. Mol Plant-Microbe Interact 9:492-500. 

Long S (1997) Motecular/genetic studies of Ahizobium-plant signals and 
responses. 11th International Congress on Nitrogen Fixation, Paris, Francia. 

Martinez-Romero, E. (1994) Recent developments in Rhizobium taxonomy. Plant 

Soil 161:11-20. 

Martinez-Romero E (1996) Comments on Ahizobium systematics. Lessons from AL 
tropici and R. etli. En: Stacey G, Mullin B, Gresshoff PM (eds.) Biology of Plant- 
Microbe Interactions, St. Paul, MN: Intemational Society for Molecular Plant- 

Microbe Interactions, pp. 503-508. 

Martinez-Romero E, Caballero-Mellado J (1996) Rhizobium phylogenies and 

bacteria! genetic diversity. Crit Rev Plant Sci. 15:113-140. 

Martinez E, Flores M, Brom S, Romero D, Davila G, Palacios R (1988) Ahizobium 
phaseolf. A molecular genetics view. Plant Soil 108:179-184. 

Martinez E, Palacios R, Sdnchez F (1987) Nitrogen-fixing nodules induced by 
Agrobacterium tumefaciens harboring Rhizobium phaseoli plasmids. J Bacteriol 

169:2828-2834. 

Martinez E, Pardo MA, Palacios R, Cevallos MA (1985) Reiteration of nitrogen 

fixation gene sequences and specificity of Ahizobium in nodulation and nitrogen 

fixation in Phaseolus vulgaris. J Gen Microbiol 131:1779-1786. 

Martinez E, Romero D, Palacios A (1990) The Rhizobium Genome. Crit Rev Plant 

Sci 9:59-93. 

Martinez-Romero E, Segovia L, Martins Mercante F, Franco AA, Graham P, Pardo 

MA (1991) Rhizobium tropici, a novel species nodulating Phaseolus vulgaris L. 

beans and Leucaena sp. trees. Int J Syst Bacteriol 41:417-426. 

46



Mavingui P, Laeremans T, Flores M, Romero D, Martinez-Romero E, Palacios R 
(1998) Genes essential for Nod factor production and nodulation are located on a 
symbiotic amplicon (AMPRtrCFN299pc60). J Bacteriol 180: 

Milcamps A, Davey ME, Ragatz D, Struffi P, de Bruijn FJ (1998) Environmental 

control of gene expression in Rhizobium meliloti. En: Elmerich C, Kondorosi A, 
Newton WE (eds.). Biological Nitrogen Fixation for the 21st Century, Kluwer 
Academic Publishers, The Netherlands. p. 499. 

Murphy PJ, Heycke N, Trenz SP, Ratet P, de Bruijn FJ, Schell J (1988) Synthesis of 
an opine-like compound, a rhizopine, in alfalfa nodules is symbiotically regulated. 
Proc Nat! Acad Sci USA 85:9133-9137. 

Murphy PJ, Wexler W, Grzemski W, Rao JP, Gordon D (1995) Rhizopines - their 
role in symbiosis and competition. Soil Biol Biochem 27:525-529. 

Nakai K, Kanehisa M (1991) Expert system for predicting protein localization sites 

in Gram-negative bacteria. Proteins 11:95-110. 

Pardo MA, Lagunez J, Miranda J, Martinez E (1994) Nodulating ability of 
Rhizobium tropici is conditioned by a plasmid-encoded citrate synthase. Mol 
Microbiol 11:315-321. 

Peters NK, Long SR (1988) Alfatfa root exudates and compounds which promote or 
inhibit induction of Rhizobium meliloti nodulation genes. Ptant Physiot 88:396-400. 

Phillips DA, Joseph CM, Maxwell CA (1992) Trigonelline and stachydrine released 
from alfalfa seeds activate NodD2 protein in Rhizobium meliloti. Plant Physio! 

99:1526-1531. 

Phillips DA, Streit WR, Volpin H, Palumbo JD, Joseph CM, Sande ES, de Bruijn FJ, 
Kado Cl (1996) Plant regutation of bacterial root colonization. En: Stacey G, Mullin 

B, Gresshoff PM (eds). Biology of Ptant-Microbe Interactions. Int Soc Mo! Plant- 

Microbe Interac, St Paul, MN pp. 481-486. 

Poupot R, Martinez-Romero E, Promé JC (1993) Nodulation factors from Rhizobium 

tropici are sulfated or nonsulfated chitopentasaccharides containing an 

N-methyl-N- acylglucosaminyl terminus. Biochem 32:10430-10435. 

Poupot R, Martinez-Romero E, Gautier N, Promé JC (1995) Wild type Ahizobium 

etli, a bean symbiont, produces acetyl-fucosylated, N-methylated, and 

carbamoylated nodulation factors. J Biol Chem 270:6050-6055. 

Prinsen E, Chauvaux N, Schmidt J, John M, Wieneke U, Greet JD, Schell J, Van 

Onckelen H (1991) Stimulation of indole-3-acetic acid production in Rhizobium by 

flavonoids. FEBS 282:53-55. 

47 

 



Quandt J, Hynes MF (1993) Versatile suicide vectors which allow direct selection 
for gene replacement in Gram-negative bacteria. Gene 127:15-21. 
Roche P, Debellé F, Maillet F, Lerouge P, Faucher C, Truchet G, Dénarié J, Promé 
JC (1991) Molecular basis of symbiotic host specificity in Rhizobium meliloti: nodH 
and nodPQ genes encode the sulfation of lipo-oligosaccharide signals. Cell 
67:1131-1143. 

Rong L, Karcher SJ, O'Neal K, Hawes MC, Yerkes CD, Jayaswal RK, Hallberg CA, 
Gelvin SB (1990) picA, a novel plant-inducible locus on the Agrobacterium 

tumefaciens chromosome. J Bacterio! 172:5828-5836. 

Rong L, Karcher SJ, Gelvin SB (1991) Genetic and molecular analyses of picA, a 
plant-inducible focus on the Agrobacterium tumefaciens chromosome. J Bacteriol 

173:5110-5120. 

Sadowsky MJ, Olson ER, Foster VE, Kosslak RM, Verma DPS (1988) Two host- 
inducible genes of Ahizobium fredii and characterization of the inducing 
compound. J Bacteriol 170:171-178. 

Schultze M, Kondorosi A (1996) The role of Nod signal structures in the 
determination of host specificity in the Rhizobium-legume symbiosis. World J 
Microbiol Biotechnol 12:137-149. 

Scott-Craig JS, Guerinot ML, Chelm BK (1991) Isolation of Bradyrhizobium 
japonicum DNA sequences that are transcribed at high levels in bacteroids. Mol 

Gen Genet 228:356-360. 

Segovia L, Young JPW, Martinez-Romero E (1993) Reclassification of American 
Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli type | strains as Rhizobium etli sp. nov. 

Int J Syst Bacteriol! 43:374-377. 

Sharma SB, Signer ER (1990) Temporal and spatial regulation of the symbiotic 
genes of Rhizobium meliloti in plant revealed by transposon Tn5-gusA. Genes 
Develop 4:344-356. 

Singh SP, Gepts P, Debouck DG (1991) Races of common bean (Phaseolus 
vulgaris, fabaceae). En: Economic Botany 45:379-396. The New York Botanical 

Carden, Bronx, NY. 

Smit G, Koster CC, Schripsema J, Spaink HP, van Brussel AA (1995) Uridine, a cell 

division factor in pea roots. Plant Mol Biol 29:869-873. 

Smucker AJM, Safir GR (1986) Root and soil microbial interactions which influence 
the availability of photoassimilate carbon to the rhizosphere. En: Mitchell MJ, Nakas 
JP (eds.} Microbial and Faunal Interactions in Natural and Agroecosystems, 
Developments in Biogeochemistry. Martinus Nijhoff/Dr. Junk Publ. Podrecht. pp. 

203-204. 

48 

 



ESTA TERS Re orgs 
SMA BE LA BiBLOTEE: 

Soedarjo M, Borthakur D (1996) Mimosine produced by the tree-legume Leucaena 
provides growth advantages to some Rhizobium strains that utilize it as a source of 
carbon and nitrogen. Plant Soil, 186:87-92. 

Stachel SE, Nester EW (1986) The genetic and transcriptional organization of the 
vir region of the A6 Ti plasmid of Agrobacterium tumefaciens. EMBO J 5:1445- 
1454. 

Streit WR, Phillips D (1997) A biotin-regulated locus bioS, in a possible survival 
operon of Rhizobium meliloti. Mol Plant-Microbe Interact 10:933-937. 

Tschailachjan MCh, Megrabjan AA (1958) Einfluss der Wurzelausscheidungen von 
Leguminosen auf das Wachstum der Kndllchenbakterien. Nach Akad Wiss 

ArmenSSR. Biol. Landwirtsch. Wiss 11:3-11. 

Van Bastelaere E (1996) Isolation and characterization of plant-inducible genes in 
Azospirillum brasilense Sp7. (Tesis de Doctorado). Universidad Catdélica de 
Leuven, Bélgica. 

Van Bastelaere E, De Mot R, Michiels K, Vanderleyden J (1993) Differential gene 
expression in Azospirillum spp. by plant root exudates: analysis of protein profiles 
by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis. FEMS Microbiol 112:335- 

342. 

Van Egeraat AWSM (1975) The possible role of homoserine in the development of 
Rhizobium leguminosarum in the rhizosphere of pea seedlings. Plant Soil 42:381- 

386. 

Van Rhijn P, Desair J, Vlassak K, Vanderleyden J (1994) Functional analysis of 
nodD genes of Rhizobium tropici CIAT899. Mol Plant-Microbe Interact. 7:666-677. 

Vincent JM (1970) A manual for the practical study of root-nodule bacteria. IBP 

Handbook 15. Oxford: Blackwell Scientific Publications. 

Wilson KJ, Sessitsch A, Corbo JC, Giller KE, Akkermans ADL, Jefferson RA (1995) 

B-glucuronidase (GUS) transposons for ecological and genetic studies of rhizobia 

and other Gram-negative bacteria. Microbiol 141:1691-1705. 

49 

 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos
	Artículo
	Discusión
	Apéndices
	Bibliografía



