
Agrociencia. (1997) Vol 1. Nº 1. pago 44-49 

UN PLASMIDO DE Rhizobium foti INVOLUCRADO 
EN LA COMPETENCIA POR LA NODULACION 

P. Irisarri 
Aceptado: 17 de febrero de 1997 

RESUMEN 

La cepa U226 de Rhizobium ioti posee un único plásmido críptico de 220 Mdal. Con el objetivo de estudiar 
funciones codificados por este plásmido, se 10 marcó con Tn5-mob-sac y se sometió a la cepa a un tratamiento 
de cura de plásmido. Se evaluó el comportamiento de la cepa curada y la cepa salvaje en simbiosis con Lotus 
cOl71iculatus. La eliminación del plásrnido no afectó la infectividad ni la efectividad de la fijación de nitrógeno. 
Sin embargo, en plántulas de lotus inoculadas con diferentes proporciones de la cepa con el plásmido y la cepa 
curada, se encontró que la cepa portadora del plásmido ocupaba la mayoría de los nódulos. Esto indicaría que el 
plásmido de la cepa de R. loti U226 está involucrado en la competencia por la ocupación de los nódulos. 

PALABRAS CLAVE: competencia, plásmido, Rhizobium loti. 

SUMMARY 
A Rhizobíllln loti PLASMID INVOLVED IN NODULATION COMPETITIVENESS 

Rhizobium latí U226 strain harbors a megaplasmid of abont 220 MdaI. To investigate the possiblc role of this 
plasmid in the ability of the Rhizohium to form effective nodules, a plasmid-cufed derivative slrain was cons­
tructed using the Tn5-mah-sac systcm. The wild type and plasmid-cured strain were coupled in their ability to 
form a symbiosis with LotllS corniculatlls. There were no differences in the infectivity or the effectivity oí" the 
lwo bacterial strains. Nevertheless, when lotus plantlets were inoculated with a mixture of strains with and 
without plasmid, the strain harhoring the plasmid occupied the majority oí" the nodules. This result would indi­
cate that the plasmid from R. loti U226 is implicated in competence fOf nodule occupation. 

KEY WORDS: competitiveness, plasmid, Rhizahillm loti. 

INTRODUCCION 

Las bacterias del género Rhizobium formanuódulos fi­
jadores de nitrógeno en las raÍGes de leguminosas. En la 
mayoría de las especies de Rhizobium, los genes de la no­
dulación (noá) y los genes para la tijación de nitrógeno (nif 
y fix) están codificados en megaplásmidos denominados 
plásmidos simbióticos (pSym) (Rosemberg et al .• 1981). 
Poco se conoce sobre los plásmidos no simbióticos pre­
sentes en Rhizobium y es probable que tengan un papel 
significativo en la simbiosis y ecología de estas bacterias. 

Entre las propiedades conocidas codificadas por plás­
midos no simbióticos se encuentran la producción de bac­
teriocinas (Hirsch. 1980) y melanina (Cubo et al., 1988). 
En R. meliloti, plásmidos no simbióticos llevan los genes 
responsables de la síntesis de polisacáridos extracelulares 
(Hynes el al.. 1986). biosíntesis de tiamina (Finan el al., 
1986). transporte de dicarboxilatos (Watson et al., 1988), 
síntesis de ~-galactosidasa (Charles el al.. 1989). competi-
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tividad por la nodulación (Brornfield et al., 1985), sensibi­
lidad a fagos'(Corral el al .• 1975) y sobrevivcncia en suelo 
seco (Sanjuán y Olivares. 1988). 

La cura de plásmidos de R. leguminosarum bv. trifolií 
demostró que diferentes plásmidos estaban involucrados 
en la utilización de distintas fuentes de carbono e influen­
ciaban la movilidad, producción de lipopolisacáridos, uti­
lización de nitrato y actividad de enzimas específicas (Bal­
dani et al .• 1992). 

En R. fati, a diferencia de las otras especies del género 
Rhizobium, los genes simbióticos están localizados en 
el cromosoma (pankhurst et al.. 1983; Chua el al .• 1985; 
Monza et al., 1992) y hasta el momento no se conocen 
funciones codificadas porplásmidos. Con el objetivo de iden­
tificar algún fenotipo codificado por el plásmido de la cepa 
U226 de R. loti se obtuvo una cepa curada del plásmido y se 
comparó su comportamiento con el de la cepa salvaje. 

MATERIALES Y METODOS 

Cepas bacterianas y plásmidos 
Las cepas bacterianas y plásmidos se indican en la 

Tabla l. 
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j 
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I 
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Tabla l. Bacterias y plásmidos 

Cepas o Características 
plásmidos relevantes 

Rhizobium lati 
U226 Un plásmido críptico 

de 220 Mdal (pRlo226). 
Inoculante comercial 
para Iotus. 

Referencia 

Depl. Microbio!. 
Univ. New South 
Wales, Kensing­
ton, Australia 

PIA4 Derivada de U226 con Este trabajo. 
inserto Tn5-mob-sac en 

PIA4C 

el plásmido (=pRl04) 

Derivada de PIA4 
curada de pRl04 

Agrobacterium tumefaciens 
UBAPF2 RifR, sin plásmidos 

Escherichia coli 
S17-1 Ihi,pro,hsdR recA 

derivado de RP4 
integrado al cromosoma 

HBIOI pro, Zeu,thi,/ac y, endA 
recA hsdR hsdM StrR 

Plásmidos: 

pMH1701 pBR325::Tn5-mob-sac 
ApRCrnR 

pRK2013 KrnR,rep ColEl con 
funciones Ira de RK2 

Perfil de plásmidos 

Este trabajo 

H ynes el al., 
1985. 

Simon et al., 
1983. 

Boyery 
Roulland-
Dussoix, 1969. 

H ynes el al., 
1989. 

Figurski y 
Helinski, 1979. 

El control de los patrones plasmídicos se efectuó por 
electroforesis vertical en geles de agarosa 0,7%, según el 
método descripto por Eckhardt (1978) modificado para R. 
foti por Monza el al. (1992). 

Mutagénesis del plásmido con Tn5-moh-sac 
Para la mutagénesis por transposición se empleó la téc­

nica de conjugación descripta por Simon el al. (1986). La 
transferencia del plásmido pMH1701 se hizo desde la cepa 
donadora S 17.1 de Escherichia coZi a la cepa receptora 
U226 de R. ZOli. La selección de portadores del Tn5-mob­
sae se realizó en medio mínimo-agar (Vincent, 1975) con 

. 120 ¡.tg/rnL de kanamicina (km) (Fig. 1). 
Para seleccionar los transconjugantes que llevan la inser­

- ción del Tn5-mob-sac en el plá~mido, se evaluó la capaci-

dad de transferencia del plásmido marcado aAgrobaclerium 
tumefaciens cepa UBAPF2. La conjugación triparental se 
realizó según Ditta el al. (1980) y se utilizó el pRK20I3 
como plá,mido movilizador (Fig. 1). La selección de los 
transconjugantes se realizó en medio TY (Eeringer, 1974) 
con 150 ¡.tgIrnL de rifampicina (rf) y lOO ¡.tgIrnL de km. 

Un clon de la cepa U226 de R. Zoli con inserción plas­
mídica del Tn5-moh-sac, designado como PIA4, se some­
tió a tratamiento de cura del plásmido. 

R. JotiU226 E. coliSl1.1 

o-==- c() 
pMB17DI 

1 
Sel~clón J<mR 

Medio mínimo 

6 
A. tumefaciens UBAPF1 

U226 .. TuS-mob'sac x 

Tn'·mn'·,,, O j 
Selección KmR 

..-/ 

Rf" 

pRKZ013~h-''-' 

O 

E. coHHBlOl 

6 
UBAPF2 oon plásmido marcado de R. lotiU226 

Figura l. Esquema del marcaje con Tn5-mob-sac del 
plásmido de R.Zoli U226. Los tamaños relativos no se 

corresponden con los reales. 

Cura del plásmido 
La eliminación del plásmido marcado se realizó según 

el método descrito por Hynes el al. (1989) por plaqueo en 
medio TY con 5 glLitro de sacarosa e incubación a 36°C 
durante 3 días y luego otros 3 días a 28n C. Se comprobó la 
sensibilidad a km de las colonias emergentes y la pérdida 
del plásmido de esas colonias se confinuó por análisis del 
perfil plasmídico por electroforesis en geles de agarosa. 

Producción de bacteriocinas 
Se realizó según la técnica descripta por Pugsley y Oude­

ga (1987). Se evaluó la capacidad de producir bacteriocinas 
de la cepa PIA4 de R. lati frente a las cepas PIA4C y U226. 
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Condiciones de crecimiento de las plantas 
Para los ensayos en simbiosis se usó como leguminosa 

hospedadora L. corniculatus cv. San Gabriel. Las semillas 
se esterilizaron en superficie según Vincent (1970) y se 
pregerminaron en placas de Petri sobre papel de filtro hú­
medo. La siembra se realizó a razón de 3 plantas por tubo 
que contenía 20 mL de medio Iensen-agar 12% (Iensen, 
1942) o de 5 plantas porjarraLeonard con vcrmiculita como 
soporte y solución nutritiva de Rigaud y Puppo (1975). Las 
plantas crecieron en cámara de crecimiento con fotoperío­
do 16/8 h (luz/oscuridad), 500 ¡.¡E/m2 s- l (400-700 nm) de 
intensidad lumínica, 25/18°C de temperatura (día/noche). 
En todos 108 ensayos las plántulas fueron inoculadas a las 
24 horas después de la siembra. El diseño del experimento 
fue en parcelas al azar. 

Actividad nitrogenasa y producción de hidrógeno 
La actividad de la nitrogenasa se determinó midiendo 

por cromatografía gaseosa la capacidad de reducir acetile­
no a etileno (Hardy el al., 1973). El H2 producido por la 
nitrogenasa se midió por cromatografía gaseosa según Schu­
bert y Evans (1976). Para ambas determinaciones se utili­
zaron muestras de raíces noduladas de 5 plantas crecidas 
durante 30 días en jarras Leonard. • 

La eficiencia relativa se ca1culó según Schubert y Evans 
(1976) como: ER = 1 - H2 producido / acetileno reducido 
(ARA). 

Infectividad 
Se inocularon 12 tubos con la cepa U226 y 12 tubos con 

la cepa PIA4C a razón de 1 mL de inóculo por tubo. La 
concentración de los inóculos fue aproximadamente de 108 

células/mL. Se registró diariamente el número de nódulos 
fannados en cada planta. 

Competencia 
Plántulas de lotus se inocularon con mezclas de PIA4 y 

PlA4C en diferentes proporciones con una concentración 
celular de aproximadamente J08 células/mL. La proporción 
real de cada cepa en l~ mezcla de inoculación se estableció 
por conteo en placas de TY y TY con 120 ¡¡g/mL de km. 

El control se inoculó con las cepas U226 y PIA4 en pro­
porción 50:50. 

Los nódulos se cosecharon a las 8 semanas de la inocu­
lación y se desinfectaron superficialmente según Vincent 
(1970). Para determinar el pocentaje de nódulos ocupados 
por las distintas cepas se maceraron nódulos y se sembra­
ron en medio YEM con y sin km. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Mntagénesis del plásmido con Tn5-mob-sac 
Para mutagenizar el plásmido de la cepa U226 de R. loti 

se transfirió desde E. coli S17.1 el plásmido pMH1701, 
portador del transposón Tn5 con los genes sacB y sacR de 

AGROCIENCIA 

Bacillus subtilis. Estos genes confieren sensibilidad a sa­
carosa en bacterias Gram negativas y se han usado con éxito 
para curar plásmidos de diferentes tamaños en rizobios 
(Moenne-Leccoz et al., 1995). La ventaja de esta metodo­
logía es que permite la selección directa de los derivados 
curados que crecen en medio con sacarosa (Hynes y Me 
Gregor, 1990). La evaluación de 20 colonias resultantes de 
la conjugación triparental (A. tumefaciens UBAPF2 x R. 
loti PIA4 x E. coli HBlOl (pRK20l3)), reveló que el 85% 
de las inserciones eran plasmídicas dado que conferían re­
sistencia a km a A. tumefaciens UBAF2. Estos resultados 
indican que el plásmido de U226 constituiría un lugar pre­
ferencial para la inserción de Tn5-mob. Sin embargo, 
Hynes et al. (1989) encontraron que el Tn5-mob-sac se ubi­
caba en plásmidos y cromosoma con una frecuencia direc­
tamente proporcional al tamaño de los mismos. 

Eliminación del plásmido 
A partir de una colonia de la cepa PIA4 que lleva una 

inserción plasrnídica del Tn5-mob-sac se realizó siembra 
en medio YEM-agar con 5% de sacarosa y se incubó a 36°C. 
La pérdida de la resistencia a km de las colonias emergen­
tes en el 87% de los casos indica que la frecuencia de inac­
tivación de los genes sac sin pérdida de resistencia a km 
fue muy baja. El análisis del perfil de plásmidos de 22 co­
lonias sensibles a km permitió comprobar que en 16 colo­
nias se había perdido el plásmido. No pudo distinguirse 
por su movilidad electroforética el plásmido original de la 
cepa U226 de aquellos probablemente delecionados que 
provenían de colonias sensibles a km y que mantenían al 
plásrnido. 

Una colonia curada del plásmido a la que se denominó 
PIA4C, se seleccionó para realizar los ensayos en simbiosis. 

Eficiencia e infectividad 
Para evaluar la eficiencia de fIjación de nitrógeno, los 

parámetros de rendimiento considerados fueron mg peso 
seco de parte aérea/planta, rng peso fresco/nódulo y núme­
ro de nódulos/planta. Como se observa en la Tabla 2 no se 
evidenciaron diferencias significativas entre la producción 
de H2 y ARA de la cepa de R. loti U226 y su derivada 
curada de plásmido (PIA4C). Estos resultados difieren de 
10 encontrado por Pankhurst el al. (1986), en nódulos de 
L. pedunculatus inducidos por dos cepas de R. loti curadas 
de su plásmido donde las cepas curadas exhibieron mayo­
res valores de ARA respecto a las parentales. En R. meliloti 
SAF22 también se observó un aumento en la efectividad 
de fijación de nitrógeno con la pérdida de un plásrnido críp­
tico (Velásquez et al., 1995). 

La aparición del primer nódulo se evidenció 11 días 
después de la inoculación tanto para la cepa PIA4C como 
para U226. Cuarenta y cuatro días después de la inocula­
ción la cepa U226 había formado un número de nódulos 
por planta significativamente superior (P=0,05) que el 
formado por PIA4C (Fig. 2). El número de nódulos por 
planta formados por cada cepa no fue significativamente 
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Tabla 2. Eficiencia relativa de nódulos de L. corniculatus 
inducidos por las cepas U226 y PIA4C. 

Cepas 

U226 PIA4C 

H2 producido 
(¡.unollg PF.h) 2,7 ± 0,3 3,0 ±0,4 

C2H2 reducido 
(¡.unollg PF.h) 15,0 ± 3,0 12,3 ±0,7 

Eficiencia 
relativa 0,81 0,75 

Los valores corresponden a medias de 3 repeticiones ± des­
vío estándar. Las medias no difieren significativamente 
entre cepas (P = 0,05) 

5~U~2~2~6~+~P~IA74~C~---------------' 

4 

o 
Z 

1 

días después de la inoculación 

Figura 2. Cinética de la formación de nódulos en 
L. comiculatus en simbiosis con las cepas PIA4C y U226. 

diferente cuando los tiempos después de la inocula­
ción fueron inferiores a 40 días. En un plásmido críptico 
de la cepa GR4 de R. meliloti, Sanjuán y Olivares (1989) 
encontraron una región de 5Kb denontinada nIe (eficien­
cia de formación de nódulos). Los mutantes nIe mostra­
ron un atraso en el tiempo de nadulación respecto a la 
cepa salvaje y una disminución en la competitividad. La 
relación entre la velocidad de nodulación y la capacidad 
competitiva no está clara. Mientras algunos autores sos­
tienen que la velocidad de nadulación y la capacidad com­
petitiva están correlacionadas (Zdor y Pueppke, 1988), 
otros autores señalan que ambos caracteres no están rela­
cionados (Oliveira y Graham, 1990). 

Competencia 
En la Tabla 3 aparece el porcentaje de nódulos ocupa­

dos por cada una de las cepas y el porcentaje de cada una 
de el1as presente en el inoculante. 

Considerando la proporción en la mezcla de inocula­
ción, la cepa PIA4 ocupó un número de nódulos signifi­
cativamente superior al esperado. Se consideraron n6du­
los ocupados por la cepa PIA4 aquellos a partir de los 
cuales se obtuvieron colonias en medio YEM km 100 Ilg1 
rnL. Se estimó que la cepa PIA4C ocupó el resto de los 
nódulos y no se deterntinó el número de nódulos ocupa­
dos simultáneamente por ambas cepas. Pankhurs~ et al. 
(1986) inoculando L. pedunculatus con mezclas de cepas 
de R. loti con y sin plásntido, encontraron entre el 1 y el 
5% de nódulos ocupados por dos cepas. Para detectar la 
,doble ocupación de nódulos puede marcarse la cepa con 
una doble resistencia antibiótica. Esta estrategia tiene 

Tabla 3. Competitividad entre R. loti PIA4 y su derivado 
curado PIA4C por la nodulación en L. corniculatus. 

Inoculant. (%) Nódulos 
ocupados 

PIA4: PIA4C PIA4(%) 

100 : O 100 

74: 26 lOO 

54: 46 lOO 

24: 76 88 

O: lOO O 

PIA4 : 0226 (Control) PIA4(%) 

38: 62 40 . 

Nódulos 
ocupados 

PIA4C(%) 

O 

O 

O 

12 

100 

U226(%) 

60 

Nódulos 
testados 

80 

na 
na 
50 a 

61 

70 liS 

a El porcentaje de nódulos ocupados por cada cepa difiere 
significativamente del esperado si ambas cepas fuesen 
igualmente competitivas (P=O,Ol). 

ns Diferencias no significativas. 
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como inconveniente que puede alterar la capacidad 
competitiva ti otras propiedades simbióticas de la cepa 
(Brornfield et al., 1985). 

En otros rizobios se ha comprobado la codificación plas­
mídica de la competencia por la nodulación. En R. legumi­
nosal'um bv. phaseoli cepa CNF42, la competitividad dis­
minuía un 99% asociada a la pérdida de un plásmido (Brom 
et al., 1992). Barbour y Elkan (1989) encontraron que un 
plásmido de 197 Mdal estaba involucrado en la competiti­
vidad de la cepa de R. fredii USDA 206. A su vez, en la 
cepa IZ50 de R. meliloti, una mutación espontánea a rf así 
como la presencia de un plásmido no simbiótico favore­
cían la competitividad (Brornfield et al., 1985). Pankhurst 
et al. (1986) comunicaron que el aumento en la competiti­
vidad de dos cepas de R. loti curadas de su plásmido no 
estaba asociada a diferencias en el tiempo de generación, 
resistencia a flavolanos o aumento en el tamaño de los nó­
dulos, sino a un aumento en la capacidad de formar nódu­
los en L. pedunculatus. 

No se detectó producción de bacteriocinas por la cepa 
PIA4 de R. l"ti (datos no mostrados) y no se ha encon­
trado hasta la fecha una explicación sobre los mecanis­
mos que operan en la competencia por la nodulación en 
esta especie de rizobio. El rol de las bacteriocinas en la 
competencia se ha estudiado especialmente en R. legu­
minosarum bv. trifolii. La producción de trifolitoxina, 
bacteriocina producida por la cepa T24 de R. legumino­
sarum bv. trifolii, le confiere a esta cepa una alta com­
petitividad cuando se coinocula con una cepa sensible 
(Triplett, 1990). 

Las bases moleculares de la competitividad se están es­
tudiando en varios laboratorios, ya que las cepas de rizo­
bios seleccionadas por su alta eficiencia simbiótica, ten­
drían un escaso uso como inoculantes si fallan en la com­
petencia por la nodulación frente a las cepas nativas. 

Se ha considerado que la competencia por la nodula­
ci6n estaba limitada a los eventos primarios de la ini­
ciación del nódulo (Dowling y Broughton, 1986). Sin 
embargo, distintos resultados experimentales avalan la 
hipótesis que la competencia entre cepas sería en su 
mayor parte un fenómeno post-infección (Bohlool, 
1989). La expresión de los genes nfe de R. meliloti cepa 
GR4 es dependiente de NifA, lo que implica que su ex­
presión máxima se logra en estados avanzados del de­
sarrollo del nódulo (Sanjuán y Olivares, 1989). La pre­
sencia de estos genes en R. meliloti aumenta su compe­
titividad pero se desconoce el mecanismo-causante de 
este efecto. 

Todas las cepas capaces de nodular iniciarían sitios 
de infección pero serían desplazadas por las cepas más 
competitivas durante el crecimiento y desarrollo de los 
nódulos. 

Los resultados aquÍ obtenidos permiten suponer que el 
plásmido de la cepa U226 de R. loti contribuye a la simbio­
sis ya que la ausencia del mismo disminuye la competen­
cia por la nodulación en L. c011liculatus. 
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