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En el noreste de Meéxico existe una gran diversidad de leguminosas
nativas que son utilizadas en baja escala como forraje para el ganado caprino y
en algunos casos para el ganado vacuno. La rhizobia es un grupo de bacterias
del suelo que pueden formar nédulos fijadores de nitrégeno en plantas
leguminosas de una manera especifica, estos organismos pertenecen a cinco
generos del dominio Bacteria: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium y Sinorhizobium en la subdivision alfa de las protobacterias. El
presente estudio consistid en determinar la diversidad genética de la rhizobia
asociada a cuatro leguminosas arboreas de la region noreste de Mexico a
través dei empiec de la técnica de MLEE y perfiles de plasmidos por la técnica

de Eckharat modificada. Un total de 248 néduios fueron obtenidos de plantas de



Prosopis glandulosa L. (74), Acacia famesiana L (97), A. Amentacea L. (26) y
Leucaena leucocephala (52). Cerca de la mitad de los nédulos fueron perdidos
en el proceso de aislamiento (45%). 92 aislados fueron empleados para
realizar el estudio de la diversidad genética mediante el estudio de seis
enzimas: IDH, G6P, G2D, ALD, MDH Y PGM, se emplearon seis de las cepas
de referencia Bradyrhizobium japonicum, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium etli
(CFN42"), R. tropici Il A (CFN-299 "), 73'F (Sinorhizobium spp. Por definir
aislada de Acacia farnesiana) y 156'P (Sinorhizobium spp. Por definir aislado
también de Acacia). Se confirma una amplia diversidad genética de la rhizobia
asociada a leguminosas arboreas del noreste de México (H=0.824) y una
amplia diversidad de perfiles de plasmidos. Es probable que diferentes especies

de rhizobia se encuentren asociadas a estas leguminosas.
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ABSTRACT

Index Word: ribotyping, polymerase chain reaction, Prosopis, Multi Locus Enzyme

Electrophoresis, plasmid profile.

In the Northeast of Mexico exists a great diversity of native leguminous that are
used as forage for goats and in some cases for cows. Rhizobia are soil bacteria that
can form nodules, in which they fix nitrogen, on leguminous plants in a host-specific
way. The rhizobia belong to five genera of the domain bacteria: Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium in the alpha subdivision of
the protobacterium. The objective of the study was to assess the genetic diversity of
rhizobia associated to four leguminous tree of the northeast of Mexico trough the MLEE
and plasmid profile techniques. A total of 249 nodules were obtained from plants of
Prosopis glandulosa (74), Acacia farnesiana L. (97), A. amentacea L. (26) and
Leucaena leucocephala (52). Forty five percent of nodules was lost by the isolating
technique. A total of 92 isolates were analyzed for the determinations of genetic
diversity using six enzymes: IDH, G6P, G2D, ALD, MDH , PGM; Bradyrhizobium
Jjaponicum, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium etli (CFN42"), R. Tropici Il A (CFN-299"),
73F (Mesorhizobium spp.) and 156'P (unknown specie of Sinorhizobium spp. isolated
from Acacia were used as reference strains). The results confirm that there is a great
diversity of the rhizobia associated to leguminous trees in the notheast of México
(H=0.824) there is also diversity of plasmid profiles . It probable that different species of

rhizobia are associated to these leguminous.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La atmoésfera contiene aproximadamente 10'° Tm de N, gaseoso; el ciclo del N,
involucra la transformacion de aproximadamente 3X10° Tm de N, al afio. Sin embargo
la transformacioén (e.g. fijacion de N;) no es exclusivamente biolégica. Se estima que
los relampagos, contribuyen con un 10% del suministro mundial del N fijado. La
produccion de N fijjado por los fertilizantes quimicos contribuye con el 25% vy los
procesos biolégicos lo hacen con un 60%. De manera global, el consumo de
fertilizantes nitrogenados se incrementd de 8 a 17 kg ha” en tierras agricolas en un
periodo de 15 afos (1973-1988). El crecimiento significativo del uso de fertilizantes
nitrogenados ha ocurrido tanto en paises en vias de desarrollo como del primer mundo.
Se prevé que en el futuro se requerira de una gran cantidad de estos compuestos, sin
embargo, los precios de los mismos llegara a ser prohibitivo para los mas necesitados

(Zaharan, 1999).

Varios miembros de la familia de las leguminosas son de considerable
importancia econémica y ecolégica, debido en parte a su capacidad  para formar
simbiosis y fijar nitrégeno con bacterias de los generos Rhizobium y Bradyrhizobium
que son de los principales habitantes del suelo. De tal manera que el N suministrado
por parte de la rhizobia a las leguminosas reemplaza la costosa fijacion industrial de

nitrégeno.



La familia de las leguminosas es una de las mas grandes, agrupando unos 650
géneros y 18,000 especies a nivel mundial (Carranza y Villareal, 1997; ). En el noreste
de México existe una gran diversidad de leguminosas nativas que son utilizadas en
baja escala como alimento para el ganado caprino y en algunos casos para el ganado
vacuno. Entre las principales especies nativas se encuentra el “mezquite” (Prosopis
glandulosa L.), el “huizache” (Acacia farnesiana L.),"chaparro prieto” (A. amentacea L.)
y “leucaena’ (Leucaena leucocephala L.) recientemente introducida y adaptada a las
condiciones aridas. Esta area corresponde a una superficie de 4'189,718 hectareas de
las cuales el 24% es de riego; para esta superficie, se requieren 200 mil toneladas de
nitrégeno al afio para satisfacer las necesidades de los cultivos (Maldonado y Garza,

2000).

En el pasado, los estudios sobre la diversidad de rhizobia se han visto
obstruidos por las dificultades metodologicas respecto al muestreo, identificacion y
métodos disponibles para llevar a cabo el seguimiento de dichos organismos y sin
embargo se ha relacionado a éstos con una alta diversidad (Laguerre ef al.,, 1993,
Moreira et al, 1993). Se ha estimado que el nimero de especies bacterianas pudiera
estar por encima de 110, 000 de las cuales unicamente una fraccion de éstas han sido
identificadas y aun solamente unas cuantas estan siendo estudiadas o se encuentran

en centros de coleccion.

La diversidad microbiana y el efecto que el hombre ejerce sobre ésta por la
aplicacién excesiva de fertilizantes nitrogenados, siembras de monocultivos,
movimiento constante de suelo, etc.,, ha ocasionado que esta diversidad se vea

afectada con una disminucion considerable de rhizobios por gramo de suelo; por lo



tanto, se recomienda conocer y establecer medidas de control que se deberan seguir
y/o implementar, evitando reducir la diversidad genética de la rhizobia.

Con base en las anteriores consideraciones el presente trabajo tiene como
objetivo principal estimar la diversidad genética de las poblaciones nativas de rhizobia
asociadas a cuatro leguminosas del Noreste de México mediante las técnica de

movilidad electroforética de enzimas (MLEE) y perfiles de plasmidos.



1.1. Objetivo

Estimar la diversidad genética de las poblaciones nativas de rhizobia asociadas
a las leguminosas: "mezquite” Prosopis glandulosa, “huizache” Acacia farnesiana,
“chaparro prieto” A. amentacea y “leucaena” Leucaena leucocephala, con uso

agropecuario para el Noreste de México.

1.2. Hipétesis
Existe una gran diversidad genética de rhizobia que puede ser aprovechada

para la produccion de inoculantes.

1.3. Metas
Establecimiento de un cepario de rhizobia nativa asociado a leguminosas del

Noreste de México.

Contar con al menos cuatro cepas potenciales para uso como inoculantes en

ensayos de laboratorio y posteriormente de campo.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. El nitrégeno como elemento

Segun la teoria geoquimica, el nitrégeno que se encuentra ahora en la
atmésfera se integré en sus origenes en materia solida de la tierra en forma de nitratos
y compuestos amoniacales. Cuando la temperatura de la tierra se elevo, el nitrégeno
fue expulsado a la atmosfera donde permanecio principalmente en forma de amoniaco.
Como resultado de |a fotosintesis la atmdsfera se enriquecié de oxigeno y el amoniaco
se oxido convirtiéndose en nitrogeno elemental (Stevenson, 1965).

En los paises desarrollados, la agricultura es dependiente de los fertilizantes
quimicos y plaguicidas para alcanzar y mantener los altos rendimientos que son
posibles para las variedades de cultivos modernos. Sin embargo, reciente
documentacion de los efectos adversos de estos quimicos enfatizan la importancia de
desarrollar nuevos métodos de produccién que sean sustentables tanto en lo
agronémico como lo econémico (National Research Council, 1994).

El nitrégeno esta presente en un 78% de la atmosfera terrestre, la cual contiene
aproximadamente 10'° toneladas; lo anterior se debe a que el nitrégeno atmosférico
esta en forma molecular N2 (dinitrogeno) es un gas inerte. El ciclo del nitrogeno
involucra la transformacién de algunas 3X10° toneladas de N, por afio. Se estima que
los relampagos se encargan de fijar un 10% del nitrégeno en la atmosfera terrestre. La
industria de fertilizantes también provee de cantidades. La produccion mundial de

nitrégeno fijado por los fertilizantes quimicos representa alrededor del 25% de N; fijado



y aproximadamente el 60% se fija por los procesos biolégicos. Globalmente el
consumo de fertilizante en forma de nitrégeno se ha incrementado de 8 a 17 kg ha™.
Los requerimientos de fertilizante nitrogenados probablemente se incrementen en un
futuro cercano. Sin embargo, con la tecnologia actual para la produccién de
fertilizantes y los métodos ineficientes empleados para la aplicacion de los mismos, los
costos economicos y ecolégicos haran prohibitivos el uso de los fertilizantes (Zaharan,
1999).

Por mas de 100 afios, la fijacioén bioldégica de nitrogeno (FBN) ha captado la
atencion de los cientificos interesados en la nutricién mineral de la planta, y la fijacién
biolégica de nitrégeno no ha sido ampliamente explotada en la practica de la
agricultura. Sin embargo la FBN puede proveer nitrégeno a la agricultura de una
manera sustentable aprovechando el uso de los recursos renovables y manteniendo
un equilibrio con el medio ambiente. El mayor interés en la ecologia ha llamado la
atencion al hecho de que la fijacion biolégica de nitrogeno es ecolégicamente benigna
y esta es mayormente aprovechable, reduciendo el uso de combustibles fosiles y
pudiendo ser provechosa en la reforestacion y en la restauracién de los recursos
terrestres. La produccion de fertilizantes no es solamente un desgaste de energia y
dinero sino que también acarrea serios problemas de contaminacién, principalmente en
aguas subterraneas. La FBN seria de gran importancia debido a que el uso de
fertilizantes nitrogenados en niveles inaceptables ocasiona que exista contaminacién
del agua (incrementando concentraciones de nitratos toxicos en el agua empleada para
beber) y la eutroficacién de los lagos y los rios, asi como perdidas de mas del 50% por

deslaves (Zaharan, 1999).



2.2. Organismos fijadores de nitrégeno

Las bacterias que inducen nédulos fijadores de nitrégeno en asociacion con
plantas leguminosas (Familia fabaceae) todas pertenecen a la subdivisién alfa de las
protobacterias, pero representan al menos seis géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, y Allorhizobium (Velasquez et al.,
2001). En afos recientes, los estudios de poblaciones nativas de rhizobia aislada de
una variedad de hospederas naturales en todo el mundo, han revelado una
considerable diversidad genética y han llevado a la descripcion de dos nuevos
géneros: Azorhizobium y Allorhizobium; asi como varias especies nuevas de los
géneros Rhizobium, Mesorhizobium y Sinorhizobium (Lafay, y Burdon, 2001). Estos
organismos, reducen el dinitrbgeno a amonio por medio de la enzima nitrogenasa. La
nitrogenasa es inactivada irreversiblemente por el oxigeno, y en los procesos de
fijacion de nitrogeno usa grandes cantidades de energia. La actividad de la
nitrogenasa se determina mediante ensayo de reduccion del acetileno, el cual es
barato y sensible (Dunn, 1998).

Alrededor de 87 especies agrupadas en dos géneros del Dominio Archaea, 38
géneros de bacterias y 20 de cianobacterias pertenecientes al Dominio Bacteria que
se han identificados como organismos diazotroficos, es decir que pueden fijar

nitrégeno (Zaharan, 1999).

2.3. Fijacion biolégica de nitrogeno

La fijacion biologica del nitrégeno, se define como el proceso de reduccion del
nitrogeno atmosférico a amonio, realizada por un grupo de organismos procariotas
(rhizobios) los cuales han evolucionado sus complejos sistemas enzimaticos para la
reduccion del N, a NH,; estos microorganismos del suelo incluyen: los fijadores de

nitrogeno de vida libre que generan nitrégeno para su propio uso (Klebsiella); los



asociativos que estan cerca de la raiz (ej. Azospirillum); los simbiéticos que fijan
nitrébgeno asociados a las plantas y proveen a éstas de nitrogeno a cambio de carbono
y un habitat (nédulo), y por ultimo, los endosimbiéticos (por vivir dentro del hospedero
sin formar nédulos), como seria el caso de Acetobacter diazotrophicus en la cafia de
azucar (Asir Jr. et al, 2000 ). Esta variedad de microorganismos del suelo
corresponde al grupo de bacterias Gram negativas que estan simbiéticamente
asociadas con algunas especies de las familias Mimosaceae, Caesalpinaceae y
Fabaceae, las cuales en Mexico comprenden 84 géneros y ocho tribus (Perret et al.,

2000) y los actinomicetes asi como la bacteria Gram positiva Frankia que se asocia

con especies arbustivas y arboreas de crecimiento rapido.

Cuadro 1. Organismos fijadores de nitrégeno

Organismos no

Organismos simbioéticos

Organismos

simbidticos endosimbiodticos
Azotobacter Rhizobium Acetobacter vinelandi
Clostridium (R. etli, R. tropici, R. galegae, R. pueblae, A. diazotrophicus
Klebsiella R. leguminosarum, R. gallicum, R. guiardinii, Herbaspirillum seropedicae
Rhodospirillum R. mongolense, R. hainanense) H. rubribalbicans

Alga Verde-Azul Sinorhizobium

Azospirillum (S. meliloti, S. terangae, S. fredii, S. saheli, S.

arboris, S. kostiense

S. medicae)

Mesorhizobium

(M. huakuii, M. loti, M. ciceri, M. mediterraneum,
M. thianshanense, M. plurifarium)
Bradyrhizobium

B. japonicum, B. elkanii, B. liaoningense
Azorhizobium

A. caulinodans, A. rhizogenes

Modificado de Haukka, 1997.




El balance del ciclo del nitrégeno se encuentra a favor de la fijacién, ya que es
mayor que la desnitrificacion. La fijacion biologica de nitrégeno es una fuente eficiente
de nitrégeno. El nitrégeno total terrestre suministrado por esta fijacion gira alrededor de
139 a 175 millones de toneladas métricas de N; la asociacion simbidtica de cultivos
incluye del 25 al 30% (de 35 a 45 millones de Tm) y se cuenta con el 30% (45 millones
de toneladas de N) de praderas permanentes (Zaharan, 1999).

La contribucién en la fijacién de nitrégeno no simbidtica es modesta, pero ha
sido util para estudiar la bioquimica del proceso. A las algas azul-verdes se les atribuye
una fijacién de hasta 90 kg por hectarea por afio, pero para poder realizar la fijacion en
la superficie del suelo, necesitan de una temperatura de 27 a 35 °C y humedad
constante, condicion que solo se presenta naturalmente en contadas areas del mundo
(Quiroga, 1989).

Desde el punto de vista agricola, la cantidad fijada de nitrogeno anualmente

por bacterias no simbié6ticas es de 140 Tm (Sessitsch, 1997).

2.4. Descripcion general de la simbiosis de rhizobia

La rhizobia comprende bacterias Gram negativas aerobias obligadas que
pertenecen a la familia Rhizobiaceae. Estos microorganismos forman asociaciones
simbidticas en leguminosas, liquenes y algunas plantas maderables. El sistema mas
importante para la agricultura es la simbiosis leguminosas-rhizobia: la fijacion de N se
lleva acabo dentro de los nédulos después de la penetracion de la rhizobia por la raiz
(National Research Council, 1994). La simbiosis es inhibida si existe un exceso de
nitrato o amonio en el suelo (Caballero y Martinez, 1999). Dentro de los ndédulos las
bacterias se transforman en bacteroides que son células mas grandes de la rhizobia y

llevan a cabo la fijacion simbiotica de nitrégeno porque son capaces de formar la
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enzima nitrogenasa que es responsable de la conversion del nitrdgeno molecular en
amonio. Debido a esta simbiosis, la planta recibe nitrégeno que puede utilizar por si
misma, mientras que las bacterias utilizan moléculas de carbono que les proporciona la
planta (Fisher, 1994).

Existen muchos genes caracteristicos de la simbiosis de Rhizobium como por
ejemplo los genes nod, nol, nif y fix. Los noddulos eficientes, caracteristicamente
presentan un color rojizo debido a la presencia de una proteina llamada
leghemoglobina. Después de la fase de fijacion de nitrogeno, el color del nédulo llega a
ser verde debido a la conversién de leghemoglobina en biliverdina. La leghemoglobina
protege a la nitrogenasa de los altos niveles de oxigeno y evita la inacitvacion de ésta.
Cada tipo de Rhizobium presenta cierta especificidad en aquellas plantas con las que
es capaz de formar nddulos. Por ejemplo, Bradyrhizobium japonicum forma una
simbiosis con Glycine max, Rhizobium leguminosarum bv. viciae con Pisum sativum o
Vicia faba, Rhizobium (Sinorhizobium meliloti) con Medicago sativa y Azorhizobium
caulinodans con Sesbania rostrata. A. caulinodans es capaz de fijar nitrogeno también
fuera de su planta hospedera (Guttfert,1993).

Estudios previos sobre fertilizacion nitrogenada, indican que la presencia de alto
contenido de N disminuye el tamafio, numero y peso de los nédulos, asi como la
cantidad de nitrégeno atmosférico fijado (Caballero y Martinez, 1999; Vasquez-Arroyo,

1996).

2.41. La simbiosis. Las leguminosas tienen la capacidad de utilizar el
nitrégeno en forma de nitrato o amonio para la sintesis de compuestos nitrogenados
como los aminoacidos. En la simbiosis con la rhizobia, se forman nédulos en las raices,
en los cuales las bacterias simbidticas fijan el nitrogeno atmosférico que proporcionan

a la planta. Por ello, las leguminosas pueden crecer en suelos que no tienen suficiente
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nitrato o amonio para un desarrollo normal de la planta. Por lo que en lugar de abonos,
pueden utilizarse los rhizobios como inoculantes para mejorar el crecimiento de
leguminosas. Por otro lado, las bacterias utilizan a la planta y de esta forma, ambos

simbiontes tienen una ventaja en asociacion (Long, 1989).

2.4.2. Penetracion. En la penetracion de Rhizobium por el pelo radical, parece
haber un debilitamiento de la pared vegetal por accién de la poligalacturonidasa,
inducido por la bacteria. El polisacarido extracelular que produce la bacteria es capaz
de inducir la enzima, y dicha induccién esta determinada genéticamente por ciertos
plasmidos bacterianos. La infectividad podria estar también determinadas por lecitinas,
proteinas vegetales capaces de aglutinar especificamente a Rhizobium o a su

polisacarido (Dazzo y Hubbell, 1975)

2.4.3. El reconocimiento entre planta y rhizobia. Las raices de plantas
exudan compuestos organicos que inducen la expresion de genes rhizobiales que son
caracteristicos para el comienzo de la simbiosis. Uno de esos factores son los
flavonoides que producen una interaccién con la proteina codificada por el gen nodD.
La proteina NodD y las substancias flavonoides forman parte del reconocimiento
hospedero-especifico, debido a que no todos los flavonoides pueden interactuar con
una NodD de una especie bacteriana dada. Después, las proteinas codificadas por los
genes nod catalizan la formacion de los metabolitos nod. Esos son oligdmeros de N-

acetil glucosamina con algunas modificaciones quimicas (Fisher, 1994).

2.4.4. La infeccion. Durante la penetracion, y la simbiosis, las bacterias no
quedan alojadas directamente dentro del citoplasma de las células de la planta

hospedadora, sino que permanecen alojadas en 'vesiculas" rodeadas por una



membrana derivada de la membrana citoplasmatica de la célula de la planta (Alquimia,
1991). Las bacterias invaden las plantas mediante el desarrollo de cordones de
infeccion.

El canal de infeccion progresa en direccion del cortex radical, ramificandose y
atravesando las celulas del vegetal, con cuyo nucleo parece establecer alguna
relacion. Simultaneamente se produce una multiplicaciéon de las células del cortex, en
especial aquellas que son poliploides, dando lugar a la aparicién del nédulo (Cubero
1983). En un determinado momento, los cordones de infeccidén detienen su crecimiento
y descargan su contenido bacteriano en el interior de las células radicales.
Generalmente, las bacterias quedan englobadas en membranas de la célula vegetal,
formando vesiculas en el interior del citoplasma. Las bacterias pueden multiplicarse en
el interior de las vesiculas, que a su vez pueden dividirse llenando las células. La
invasion de las plantas se lleva a cabo por los pelos radicales. Las bacterias inducen
un encurvamiento o cayado de esos pelos, mediante el contacto con la planta y la
produccién de metabolitos nod. Finalmente, las bacterias sufren una serie de cambios
morfolégicos vy fisioldgicos, transformandose en bacteroides. Las células bacterianas se
agrandan y deforman tomando el aspecto de X, Y 6 T, y experimentan cambios en sus
enzimas respiratorias, adquiriendo la capacidad de fijar nitrégeno molecular por

sintesis de nitrogenasa.

2.4.5. Sintesis de la nitrogenasa. La nitrogenasa es la enzima responsable de
la reduccion de nitrégeno atmosférico a amonio en la simbiosis entre rhizobia y
leguminosa. Se compone de las proteinas NifH, NifD y NifK (por duplicado). La mayoria
de las nitrogenasas contienen un cofactor con Fe y Mo. Sin embargo, hay también
nitrogenasas que carecen de Mo y contienen Fe por ejemplo. Para la reduccién del

nitrogeno, se transportan electrones de la reductasa de la dinitrogenasa a la
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dinitrogenasa y finalmente al nitrégeno. EI amonio formado durante la fijacion del

nitrégeno es proporcionado a la planta en forma de aminoacidos (Long, 1989).

2.4.6. La hidrogenasa. Esta proteina que no es sintetizada por todas las
especies de la familia Rhizobiaceae, cataliza la reaccion de oxigeno con el hidrégeno
formado durante la fijacion del nitrégeno. De esta forma, reduce la concentracién del
hidrégeno y del oxigeno dentro del nédulo. Existen especies de Rhizobium que tienen
la posibilidad de utilizar la energia que resulta de esa reaccién para formar TFA

(Trifosfato de Adenosina) (Glttfert, 1993).

2.4.7. La hemoglobina. También aparece en el noédulo el pigmento rojo
leghemoglobina, localizado fuera del bacteroide, pero préoximo a la membrana que lo
envuelve. La leghemoglobina es una proteina con hierro unido a un grupo hemo y cuya
presencia guarda una estrecha relacion con la intensidad de la fijacion de nitrégeno,
aunqgue no participe en ella. Parece que su mision es evitar que las tensiones altas de
oxigeno inactiven a la nitrogenasa (Zapata y Danso, 1984).

Es una proteina que contiene una porcion hemo. La subunidad hemina es
formada por las bacteroides, mientras que la globina es formada por la planta. La
leghemoglobina, es responsable del color rojo de los nodulos activos. Sirve para limitar
la concentracion de oxigeno dentro del nodulo. De esta forma, los bacteroides reciben
suficiente oxigeno para sobrevivir y se evita que la nitrogenasa pueda ser inactivada

por el oxigeno (Bauer, 1998).

2.4.7. Genes nod. Se diferencian en genes comunes de nodulacién, nodA,
nodB y nodC, y en genes nod que son especificos del hospedero. Existe un

mecanismo de regulacion de los genes de la fijacion de nitrégeno con base en gen
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nodD. El producto de éste interactla con los flavonoides caracteristicos producidos por
la planta hospedera y por eso es responsable de la especificidad de la simbiosis.
Debido a la interaccion con los flavonoides, la proteina NodD activa la transcripcion de

genes. La expresion de estos genes es especifica para la simbiosis (Bauer, 1998).

2.4.8. Regulacion de la expresion de los genes simbiodticos. Los sistema
FixLJ, NifA y RpoN en Sinorhizobium meliloti tienen un mecanismo de regulacion de
expresion de genes con relacion a la concentracion de oxigeno. Las proteinas FixL y
FixJ tienen un papel importante en esta regulacién. FixL sé autofosforila y es capaz de
transferir el fosfato a FixJ. En caso de baja concentracion de oxigeno, se aumenta la
concentracion de FixJ fosforilada dentro de la célula. La proteina FixJ fosforilada activa
los genes NifA y otros genes. NifA es un regulador positivo de los genes necesarios
para la fijacion de nitrogeno. RpoN es un factor sigma, necesario para la transcripcién

eficaz de genes simbiéticos (Bauer, 1998).

2.5. Fijacion de nitrogeno en regiones aridas

Alrededor de la tercera parte de la superficie terrestre comprende climas aridos
y semiaridos. Los suelos de los desiertos se consideraban sin importancia
econémicamente, sin embargo durante tres decadas, la economia y la utilizacion de las
tierras aridas emergieron como un elemento critico improvisado para mantener el
suplemento alimenticio del mundo. Las tierras aridas en Egipto representan alrededor
del 97% del total del area del pais. En las areas desérticas prevalece un clima
sumamente arido, con altas temperaturas, baja humedad relativa, alta evaporacion, y
lluvia escasa (1.4 a 5.3 mm/ano). El desierto también comprende areas salinas; las
tierras salinas aridas y semiaridas de la superficie del mundo representan el 15%.

(Zaharan, 1999).
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A menudo la productividad de la planta en muchas regiones aridas se ve
limitada por la baja fertilidad de la tierra; por consiguiente, el volumen de nutrimentos
de la tierra debe ser considerado junto con la cantidad de humedad al seleccionar las
plantas para el desierto. Uno de los tratamientos sugeridos para reconstruir la fertilidad
de tierras del desierto esta dado por la aplicacion de una mezcla de sedimentos del
Nilo (arcilla) y el estiércol organico; sin embargo, esta sugerencia fue considerada una
solucién impractica para mejorar la fertilidad de las tierras del desierto, donde la gran
cantidad de sedimentos requerida para la mejora de areas grandes no estaba
disponible. La correccion de aplicacion deficiente de fertilizantes por medio de
productos organicos (por ejemplo las aguas negras y los estiércoles organicos
animales) es una estrategia que se ha adoptado en muchos paises en afios recientes.
La aplicacion de fertilizantes minerales, por ejemplo el fertilizante N, es una practica
comun para mejorar la fertilidad de la tierra, en paises desarrollados o en vias de
desarrollo; sin embargo, existe preocupaciéon por la contaminacion de nitratos en el
agua potable. No obstante, se sugiere que los fertilizantes nitrogenados sean utilizados
para aumentar el N en tierras pobres o tierras del desierto para lograr rendimientos
sustanciales de leguminosas cuando la fijacion de N2 sea incapaz de proveer N
suficiente para obtener el maximo rendimiento. La aplicacion de fertilizante N en las
regiones aridas, sin embargo, debe perfeccionarse para reducir sus efectos
marginales. La inclusién apropiada de nitrato en la fijacion de N2 en las legumbres
tolerantes aumentara al maximo el rendimiento de cosechas y también reducira las
pérdidas de N por lixiviacion (Zaharan, 1999).

La FBN es la principal forma de introducir N en los ecosistemas del desierto.
Las plantas actinorrizas en simbiosis por ejemplo: Frankia-Casuarina funcionan muy
bien en climas calientes, secos y salinos y fijan cantidades apreciables de N. Estas

especies sobreviven también y forman simbiosis efectivas en temperaturas altas y baja



16

humedad del suelo. Una nueva simbiosis de Frankia- Atriplex fue recientemente
descubierta; esta simbiosis es un mecanismo para fijar N2 (Zaharan, 1999). La
mayoria de las leguminosas son "hospederos especificos", es decir que sélo pueden
ser noduladas por algunas cepas de rhizobios. A su vez, para todos los géneros y en
algunos casos, especies de leguminosas, existen cepas de rizobios que producen
nodulacién, pero que difieren en la cantidad de nitrégeno fijado (Anénimo, 1997).

Las variedades mejoradas para tierras aridas tienen  mecanismos de
resistencia a sequia que les permiten crecer y sobrevivir en las areas con baja
disponibilidad de humedad. De hecho, la simbiosis  Rhizobium-leguminosa es
actualmente una de la mas importante ya que modifica el sistema que puede tener el
potencial para aumentar la entrada de N en las tierras aridas. Las plantas de las
leguminosas incluyen especies adaptadas a las condiciones aridas. Por ejemplo se
puede mencionar a Medicago sativa, Arachis hypogaea, Cyamposis tetragonoloba, y
especies de Melilotus; estas leguminosas contienen cepas adaptadas para condiciones
prevalecientes en las regiones aridas. Ademas de la sequia, el nimero y peso de
nodulos, asi como la fijacion de N2 ha sido evidentemente reducida. Para lograr una
simbiosis eficaz se requiere una leguminosa hospedera (ej. Rhizobia de Prosopis) en
las tierras del desierto y regiones aridas (Jenkins, et al. 1987; 1989). Los rhizobios
eficaces sean competitivos y capaces de emigrar bajo las condiciones de ausencia de
humedad. Esta podria ser una manera econémicamente factible de aumentar la
produccién de alfalfa (Medicago sativa) con relacion a las limitaciones ambientales o
disponibilidad del agua. La rhizobia que fueran mas eficaces para la fijacion de Nz, se
seleccionarian de la leguminosa hospedera y serian aquéllas que crezcan
rapidamente cuando la temperatura y condiciones de humedad no son favorables
(Johnson et al,, 1981). Estas asociaciones podrian ser en plantas anuales o perennes

(Zaharan, 1999).



2.6. Importancia de las leguminosas

EL Noreste de México, presenta una fisiografia de valles, sierras, bolsones,
llanuras y lagunas. Las rocas sedimentarias y calizas son las mas frecuentes. Los
suelos son de gran diversidad prevaleciendo los xerosoles y yermosoles. El clima es
semiarido en la mayor parte del territorio y templado en partes altas de las sierras. La
vegetacion dominante es matorrales, con algunos bosques y zacates en las sierras y
presentando también vegetacion alpina, subacuatica y riparia. (Carranza y Villareal,
1997).

Las leguminosas presentan una de las familias mas vastas del reino vegetal y
uno de los pocos grupos cosmopolitas en su distribucion. Agrupa unos 60 géneros y
18,000 especies a nivel mundial. En la Republica Mexicana las leguminosas ocupan un
segundo lugar en la flora fanerogamica con, aproximadamente, 130 géneros y 1,800
especies. Las Leguminosas conjuntamente con las Poaceas, son los grupos de planta

de mayor importancia economica en el mundo (Anénimo, 1998).

2.7. Ubicacion taxonémica de las leguminosas

Las leguminosas son arboles, arbustos o hierbas, erectas, rastreras, trepadoras
o volubles inermes (sin ningun tipo de espina o aguijéon) o armados con estipulas o
aguijones; estipulas persistentes o caedizas; hojas simples, pinnadas o bipinnadas
alternas o raramente opuestas, solas o en fasciculos; inflorescencia usualmente en
racimos, espigas, cabezuelas o paniculas, axilares o terminales; flores actinomorfas o
cigomorfas, bisexuales (en ocasiones unisexuales); bracteas y bractéolas
generalmente presentes; caliz valvado (prefloracion en la que en las distintas partes
que constituyen la yema o botén floral se tocan por sus bordes sin que ninguna de ellas

se coloque encima o debajo de la inmediata) o imbricado (con los margenes



sobrepuestos), con cinco lébulos fusionados en parte minima, en algunos géneros
cuatro lébulos por la fusién de dos lobulos libres (estambres unidos por los filamentos
formando un solo conjunto), corola tipicamente de cinco pétalos, estambres de 5-10 a
numerosos, libres monodelfos o diadelfos, anteras versatiles o erectas con dehiscencia
longitudinal o poricida; ovario supero unicarpelar, unilocular, évulos de uno a muchos:;
estilo y un estigma; fruto una legumbre (vaina), dehiscente o indehiscente de forma,
tamano y consistencia variables, semillas de una a numerosas, variando en forma y

tamano, casi o sin endospermo (Lanusse, 1997).

2.7.1. Descripcion del mezquite (Prosopis glandulosa)

Familia: Fabaceae (Leguminosas) Subfamilia: Mimosoideas, Género Prosopis,
muy antiguo con aproximadamente 45 especies en Ameérica del Sur, del Norte y
Central, Africa y oeste de Asia. La mayoria se concentra en zonas aridas y secas de
Sudameérica. Argentina es el centro de mayor diversidad, con veintisiete especies, de
las cuales 8 son arboles, 11 son de caracter endémico y 27 son arbustos o plantas
rastreras (Anonimo, 1997).

En el mundo, las especies arbéreas del género se encuentran desde el paralelo
38°S en Argentina y avanzan por una franja por el oeste en Chile, Bolivia, Peru,
llegando hasta Centroamérica y el sur de Estados Unidos. También se encuentran
especies abundantes en Paraguay y escasa presencia en el oeste de Uruguay y sur de
Brasil. Existen especies autoctonas en la India, Pakistan y noroeste de Africa
(Anénimo, 1997)

Corteza: pardo oscura, con fisuras profundas. A veces se ven manchas de un
liquido oscuro (goma), que brota de las heridas. Ramas: sin espinas, o con muy pocas,
flexibles, péndulas, de color oscuros. Inflorescencias y flores: flores pequefas,

perfumadas, reunidas en espigas cilindricas amarillentas con tintes rojizos, péndulas
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de 4-9 cm de largo por un cm de diametro. Hojas: erectas, caducas, de color verde
claro brillante durante la brotacidon primaveral, mas oscuro y opaco en otofio.
Bipinaticompuesta: del eje central, de 2-9 cm de largo, nacen de 1-2 (raramente tres)
pares de ejes laterales, de entre 2 y 9 cm de longitud. De estos ultimos nacen de 25-35
pares de hojas o foliolos de 3- 6 mm de longitud y 1-2 mm de ancho. La distancia entre
los foliolos es menor que el ancho de los mismos. Fruto: vaina cilindrica levemente
comprimida, morada, de 7-18 cm de largo y un cm de ancho, carnosa, dulce, con
artejos o "carocitos" rectangulares que encierran las semillas, de color marrén claro.
Entre semilla y semilla la vaina se hace mas angosta, tomando el conjunto un aspecto

similar al de un collar de cuentas (Anonimo, 1997).

2.7.2. Descripcion del huizache (Acacia farnesiana)

Familia Fabaceae, subfamilia: Mimosaceae, género Acacia farnesiana L.
sinénimos: Mimosa, Nombre comun: mimosa, Huizache, aromo. Lugar de origen:
Incierto. Al parecer originaria de Sudameérica y hoy dia difundida por todos los
continentes. Etimologia: Acacia, del griego akis =punta, aludiendo a las espinas de las
especies de acacias africanas, ya que las australianas normalmente carecen de ellas.
Farnesiana, alude a los jardines de Farnesio de Roma, de donde fue descrita.

Descripcién: Arbol o arbusto muy ramificado desde la base que alcanza 3-5 m
de altura. Tronco de corteza oscura y ramaje tortuoso en zigzag. Follaje semicaduco en
ocasiones. Hojas bipinnadas, con dos espinas blancas y rectas de 2-3 cm de longitud
en la base de las mismas. Cada hoja con 2-6 pares de pinas y éstas con 10-20 pares
de foliolos o pinulas de 3-8 mm de longitud, linear-oblongas, verdes, con el apice
obtuso o ligeramente agudo. Flores en glomeérulos axilares dispuestos en grupos de 2-
6 cabezuelas, de color amarillo dorado, fragantes, de 1-1.5 cm de diametro.

Pedunculos pubescentes de 1.5-2 cm de longitud. Florece de enero a mayo. Legumbre
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indehiscente, cilindrico-fusiforme, derecha o algo curvada, de color negruzco, de unos
5-9 cm de longitud. Cada fruto con 8-15 semillas insertas en una pulpa blanca y
dispuestas de manera oblicua en el mismo. Se reproduce por semillas. Especie muy
resistente a las condiciones adversas de suelo y humedad. Ideal para formar setos
vivos impenetrables por sus espinas. Se utiliza su flor en perfumeria. Suele cultivarse
como seto vivo en zonas de campo. La acacia es una especie arbérea dominante que
crece en suelos aridos y sitios secos inadecuados para los cultivos. Esta especie
estabiliza suelos arenosos y erosionados, proporcionando sombra, forraje, lefia, carbén
de lefia y goma. El Rhizobium que infecta acacia, es promiscuo para la infeccion,
puesto que se ha encontrado que la nodulacién puede darse por bacterias de
crecimiento rapido (Rhizobium) como de crecimiento lento (Bradyrhizobium), pero
especifico en su accion porgue su asociacion es efectiva con una determinada especie

de planta (Alarcén et al., 1997).

2.7.3. Descripcion de Leucaena (Leucaena leucocephala)

Familia Fabaceae, subfamilia: Mimosaceae, Género Leucaena leucocephala.
Es un arbol versatil fijador de nitrogeno; esta leguminosa de las tierras bajas tropicales
americanas circundo el globo hace cuatro siglos. Originaria de América La Leucaena
leucocephala (Lam.) estaba ampliamente difundida en México y Centro América al
momento de la llegada de los esparioles en 1520. Crece en diversos paises de
Ameérica Central y del Sur, habiendo sido introducida en las islas del Caribe, Hawai,
Australia, India, Indonesia, Malasia, Papua Nueva Guinea y otros paises del sudoeste
de Asia. Introducida en Africa en 1950 (Anonimo, 1997).

Se desarrolla en regiones con precipitaciones entre 600 y 1,700 mm por afo;
sin embargo, puede ser encontrada en regiones con precipitaciones en torno a 250

mm. Resiste a periodos de sequia superiores a 8 meses, y déficit hidrico anual de
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hasta 870 mm. Se restringe a los tropicos y subtrépicos, con temperaturas entre 10 y
40°C. Tolera parcialmente suelos salinos, desarrollandose en suelos bien drenados
con pH variando entre 5.5 y 8.5. No presenta buen desarrollo en suelos que contienen
alta cantidad de aluminio. Necesita calcio, fosforo, azufre, zinc, boro y molibdeno para
un buen desarrollo. Es recuperadora de terrenos degradados (Andénimo, 1997). Es un
arbusto siempre verde o arbol de 5-20 m de altura segun la variedad. Posee hojas
bipinnadas de 15-20 cm de largo, con 4-10 pares de pinas, cada una, con 5-20 pares
de foliolos; foliolos con 7-15 mm de largo y 3-4 mm de ancho. Numerosas flores
blancas se agrupan en capitulo globular de 1.5-3.0 cm de diametro, siendo de amplia
autopolinizacion. Los frutos son vainas, planas, de 12-18 cm de largo y 1.5-2.0 cm de
ancho, conteniendo 15 a 30 semillas. Semillas elipticas, achatadas, brillantes, de
coloracion café, con 6-8 mm de largo y 3-4 mm de ancho. Las especies varian
ampliamente de pequefios arbustos a hermosos arboles (20 m y 40 cm). Las hojas
tienen de 15-20 cm de largo y son compuestas bipinnadamente. Las flores son blancas
y en mazos de cerca de 150 flores. Es completamente autofértil y rara vez se cruza, lo
que lo hace muy semilloso, con 4-10 vainas por ramo. Las vainas color café cuelgan
verticalmente con cerca de 15 semillas por vaina. Hay de 10,000 a 20,000 semillas por
kilogramo. Se utiliza para el enriquecimiento y mejoramiento del suelo, sombra para
cultivos, control de erosién, alimentaciéon animal y produccién de energia. También se
usa en diversos sistemas agricolas como abono verde, alterando las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, por el aumento de la disponibilidad de
nitrégeno para los cultivos y el incremento de la materia organica. El sistema radical
desarrolla simbiosis con bacterias del género Rhizobium, las cuales fijjan hasta 400
kg/ha/afio de nitrogeno. Se asocian también a hongos (micorrizas). En la alimentacion
animal, frutos, follaje y ramas delgadas verdes son utilizados en la dieta de bovinos,

caprinos, porcinos y otros animales domeésticos. La cantidad de proteina bruta en las
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hojas es de 15.6%. Cuando es suministrada por sobre 20-30% del total de la dieta
animal puede causar problemas, en funcion de la presencia de mimosina (Anénimo,

1998).

2.7.4. Descripcion de “chaparro prieto” (Acacia amentacea)

Esta es una leguminosa perteneciente a la Familia Fabaceae, Subfamilia:
Mimosaceae, Género Acacia; es un arbusto o arbolillo de 3-4.5 metros de altura;
espinoso, con las espinas hasta de 5 cm de longitud; las hojas son bipinnadas con las
hojuelas oblongas de 1 cm de longitud; las flores son de color amarillo, de aroma
agradable, con numerosos estambres; el fruto es una vaina de 3 a 4 mm de ancho,
comprimida; se le atribuyen efectos curativos en el tratamiento de parasitos
intestinales. Esta es una leguminosa de gran necesidad de consumo de agua por lo
que requiere de 500 mm de lluvia al afio para poderse desarrollar. Se distribuye en los
estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas y San Luis Potosi. Su centro de origen se cree

que es de Brasil (Martinez, 1979).

2.8. Taxonomia de rhizobia

Se trata de una bacteria Gram negativa, de forma bacilar, de dimensiones
medias, normalmente 1-2 x 0.5 micras, y movil por la presencia de flagelos peritricos o
polares. Carece totalmente de formas especiales de resistencia, como esporas o
quistes, aunque se ha citado la posibilidad de formar capsulas y la existencia de ciertas
formas de resistencia al calor. Poseen a menudo vacuolas en el citoplasma y granulos
de poli-beta-hidroxibutirato (Cubero, 1983).

Actualmente la rhizobia esta dividida en 5 géneros: Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium (Nick et al., 1999).

Azorhizobium caulinodans, presenta una especie de nodulacion de tallo y es la Unica
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especie de éste genero (Dreyfus et al, 1988) citado por Nick y Lindstrom, (1994); la
Bradyrhizobia con especies de B. elankii (Kuykendall et al., 1992), B. japonicum
(Jordan, 1984) y B. liaoningense (Xu et al., 1995) éstas nodulan las raices pero son
bacterias de lento desarrollo, para un desarrollo rapido tenemos a Sinorhizobium con
las especies de S. fredii (Scholla y Elank, 1984), S. meliloti (Jordan, 1984), S. saheliy
S. terangaea corregido por de Lajudié et al (1994) , descrito como el miembro mas
nuevo de éste género tenemos a S. medicae. El género Mesorhizobium (Jarvis, et al.,
1997) consiste en las especies de M. loti (Jarvis et al., 1982), M. ciceri (Nour et al.,
1994), M. mediterraneum (Nour, et al, 1995), M. plurifarium (de Lajudie ef al., 1998) y
M. thianshanense (Chen et al, 1995). El género Rhizobium es filogenéticmante
heterogéneo con dos diferentes grupos: R. etli (Segovia ef al, 1993), R. gallicum
(Amarger et al., 1997), R. hainanense (Chen et al., 1997), R. leguminosarum (Jordan,
1984), R. mungolense (Van Berkum et al., 1998) y R. tropici (Martinez Romero et al.,

1991).

2.9. DIVERSIDAD GENETICA DE RHIZOBIA

La diversidad biolégica, comprende a todas las especies de plantas, animales,
microorganismos, al ecosistema y procesos ecologicos de los cuales forman parte
(McNeely et al.,, 1990). La diversidad genética es la suma total de informacién genética
contenida en los genes individuales de plantas, animales y microorganismos que
habitan la tierra (McNeely et al, 1990); se habla de una comunidad alfa cuando se
estudia la diversidad de especies dentro de un habitat o comunidad particular (Lincon
et al., 1995).

Una de las formas para demostrar la diversidad genética tanto de bacterias

como de eucariotas, es mediante el estudio de las variantes electroforéticas de
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enzimas, las cuales se han aplicado para el caso de Rhizobium (Segovia., et al, 1991)
sin embargo; ésta no se ha correlacionado con la efectividad de las cepas bajo
condiciones de invernadero. De manera general se ha considerado a Rhizobium como
uno de los géneros con la mas alta diversidad genética reportada donde H=0.860,
Bradyrhizobium con H=0.690, incluyendo a las bacterias bien estudiadas como
Escherichia coli H=0.520 (Martinez y Caballero, 1996). En Phaseolus vulgaris se ha
reportado la mas alta diversidad donde H=0.780 (Herrera et al., 1999).

Nuevos datos sobre diversidad estan acumulandose rapidamente: por ejemplo
la diversidad de la rhizobia asociada a L. leucocephala ha sido identificada en 12 tipos
de rDNA e incluyen a Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium. Nuevos linajes han
sido revelados por la caracterizacion de diversas poblaciones de Bradyrhizobium
asociados a diferentes hospederos. Todos esto datos indican la existencia de rhizobia
desconocida en la naturaleza y nuevas taxones seran esperada cuando se realicen
investigaciones sobre nuevos aislados o grupos (Tan et al., 2001).

Algunas leguminosas, como Prosopis, son nativas del continente Americano y
se les ha cultivado en otras regiones geograficas desde el siglo XV. La adaptacion de
estas leguminosas ha nuevos habitat puede incluir la nodulacién de sus raices por
diferentes géneros de rhizobia en cada suelo. De tal forma que es importante estudiar
la poblacién que nodulan Prosopis en grandes ecosistemas en Surameérica, porque los
simbiontes de éstos en Ameérica no se han estudiado ampliamente (Velasquez et al.,
2001).

Por los resultados encontrados y por los estudios de hibridizacion DNA-DNA se
concluye que las cepas aisladas de Prosopis en el estudio realizado por Velasquez et
al., (2001) constituyen una nueva especie del género Mesorhizobium. Una nueva
especie, Mesorhizobium chocoense sp. nov., es por lo tanto propuesta para aislados

de Prosopis de Chaco Arido (Argentina).
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La caracterizacion fenotipica de 48 aislados obtenidos de noédulos de cuatro
especies de Acacia (A. cyanophylla, A. gummifera, A. horrida y A. raddiana) que crecen
en suelos aridos y regiones del Sahara fueron estudiadas. La rhizobia fue muy diversa
con respecto a sus patrones de inoculacion cruzada, asi como sus propiedades
bioguimicas vy fisiolégicas. Los dendogramas obtenidos a través de analisis numérico
por computadora para 52 caracteristicas fenotipicas, demostraron que los aislados
podrian incluirse en cuatro grupos, bajo los niveles limitantes promedio de distancia de
0.85 y los cuales fueron muy diferentes a las cepas de referencia. Algunos aislados

interesantes para ensayos de inoculacion han sido identificados (Zerhari et al.,, 2000).

2.10. Especificidad al hospedero

En particular, por su gran importancia agricola, las leguminosas son el grupo
hasta el momento mas estudiado en cuanto a interacciones genéticas con sus
microorganismos asociados (Vasquez-Arroyo, 1996).

Una determinada cepa tiene una respuesta especifica al hospedero, tal como:
nodulacion efectiva o inefectiva; distribucion de nédulos en la planta, forma
caracteristica de los mismos y su coloracion e incluso morfologia coloniales inusuales.
Ninguna de esas caracteristicas, es de aplicacion general, aunque pueden ser Utiles
como criterios secundarios (Pastorini, 1992; Singleton y Tavares, 1986; Vincent, 1975).

Se han identificado los genes (nod) que controlan la infeccion especifica y
nodulacién de la planta hospedera. El evento de la infeccion inicial es regulado por la
proteina NodD o proteinas que activan la transcripcion de otros genes nod en
presencia de flavonoides producidos por el hospedero. La expresién de estos genes
comunes Yy especificos al hospedero resultan en la produccion de
lipoguitooligosacéarido (factores Nod) que actian como moléculas sefales

morfogenética en leguminosas especificas (Zhang et al., 2000).
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El primer reporte de variabilidad en la respuesta simbiética (nodulacién), de una
leguminosa hacia varias cepas de Rhizobium, fue realizado por Vorhees en 1915.
Posteriormente, Wilson et al. (1937) establecieron que los factores genéticos del
macrosimbionte estan involucrados en la respuesta y el desarrollo de la asociacion con
el hospedero (Cadwell y Vest, 1977) citado por Hungria y Neves, (1986).

Estudios previos en frijol indican que bajo condiciones de invernadero, existe
una mayor nodulacion, resultados que concuerdan con los trabajos publicados por
Duque et al, (1985); Hungria y Neves, (1986). Por otra parte, en el campo esto se
reduce, aun en suelos con adecuada humedad, lo que indica que no solamente el agua

es un factor determinante de la nodulacion (Vasquez-Arroyo, 1996).

2.11. Competencia entre las cepas para la formacion de nodulos

Las bacterias del suelo pueden colocarse en dos grandes grupos: las especies
nativas o autéctonas que son residentes verdaderos y los organismos invasores o
aléctonos. Las poblaciones nativas pueden presentarse en estados resistentes vy
perdurar por largos periodos sin tener actividad metabodlica, pero en determinado
momento, estas formas proliferan y participan en funciones bioquimicas de la
comunidad. Las especies aléctonas, por el contrario, no participan en manera
significativa en las actividades de la comunidad (Vasquez-Arroyo 1996).

Las diferentes cepas de rhizobia pueden diferir en su habilidad para
permanecer viables en suelo, para colonizar la rizosfera y para infectar y nodular una
leguminosa. La habilidad de una cepa de rhizobia para formar la mayor parte de los
nédulos de la planta, en presencia de otras cepas especificas, se conoce como
"competitividad". La competitividad es un factor clave que se debe considerar al

introducir inéculos con cepas especificas. En caso de no tomarse en cuenta lo anterior,
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es muy probable que, la cepa introducida no sea responsable de la formacion de la
mayoria de los nédulos (Schwinghamer, 1985).

La rhizobia en el suelo apenas sobreviven a temperaturas superiores a 35 °C
por encima de la cual pierden totalmente la capacidad de infectar y fijar N,. La bacteria
entra en la planta por intermedio de un pelo radicular, a través de un hilo de infeccién
llega asi a una célula interna de la raiz, se transforma en bacteroides y comienza su
multiplicacion. Es importante sefialar que cuando ocurre mas temprano el proceso de
formacion de ndédulos, éstos tendran mayor periodo de vida activa, por lo que
entregaran mayor cantidad de nitrégeno a las plantas, como asi también, habra mayor
cantidad de nitrégeno en los sectores radicales. Otro factor a tener en cuenta es la
ubicacion de los nédulos en la raiz. Los de mayor eficiencia son aquellos situados en el
cuello de la raiz, y los ubicados en el tercio superior de la misma (Lanusse, 1997).

Un problema critico, en todos los programas de seleccién de cepas, es la
competencia que se establece entre las cepas nativas y las cepas seleccionadas o
mejoradas que se trata de introducir (Gussin, et al. 1986).

La competencia por ocupar nédulos por las diferentes cepas rhizobiales es un
area compleja y controversial en los estudios de la simbiosis rhizobia-leguminosa.
Muchas variables ambientales participan asi como caracteristicas intrinsecas de la
rhizobia y determinantes genéticos del hospedero los cuales contribuyen a una buena
o mala dispersion de la cepa rhizobial para que una significativa proporcién de nédulos
bajo series de condiciones dada (Thies ef al., 1992). Factores ambientales que afectan
la competencia nodular incluyen la presencia de cepas nativas de rhizobia (Ham et al.,
1971), temperatura (Klusa et al., 1986), humedad (Boonkerd y Weaver, 1982), pH del
suelo (Dughri y Bottomely, 1983; 1984), disponibilidad de nitrégeno (Abaidoo et al.,
1990) contenido de nitrégeno en el suelo (Caballero y Martinez-Romero, 1999) y

antagonismo microbiano (Triplett y Barta, 1987).
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2.12. Metodologias para la caracterizacion de rhizobia.

Se han desarrollo de métodos moleculares usados para la clasificaciéon y
obtencién de la diversidad genética de las bacterias. La taxonomia y filogenia de las
bacterias esta basada increiblemente en las caracteristicas genotipicas, esto es, sobre
la constitucién genética de los organismos. El genomio bacterial esta dividido dentro
en dos partes: DNA cromosomal (también llamado como el fondo cromosomal) y el
plasmido DNA. Esta es aparentemente I|a filogenia de estos dos componentes; ésto
es interesante debido a que, en el desarrollo de rhizobia los genes del simbionte que
residen en plasmidos bacterianos presentan transferencia entre ellos. Asi en lugar de
ser una asociacion permanente, las combinaciones de plasmidos de fondo
cromosomatico pueden variar. Sin embargo, también se han demostrado la
transferencia en el simbionte de los genes localizados en el cromosoma (Sessitsch,
1997).

Graham y Parker (1966) desarrollaron un método para la caracterizacion de
cepas de Rhizobium, en base, a ciertas caracteristicas de crecimiento en laboratorio,
tales como requerimientos de pantotenato de calcio y tiamina, crecimiento a pH 4.5 y
9.5, crecimiento a 39°C, reduccion del nitrato, crecimiento en NaCl al 2%, produccién
de penicilina, tamafio de la colonia y la presencia 6 ausencia de granulos

metacromaticos.

2.12.1. Resistencia Intrinseca a antibioticos

Jocey et al (1979), desarrollaron un método para distinguir entre las diversas
cepas de una poblaciéon de Rhizobium. El método se basa en los diferentes patrones
de resistencia a varios antibiéticos que presenta cada cepa. De tal forma que una

manera de estimar la diversidad y caracterizacion de cepas rhizobiales es mediante la
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caracterizacion de aislados basados a su resistencia intrinseca a antibiéticos (RIA)
(Jocey et al,, 1979).

El empleo de cepas de Rhizobium resistentes a altas concentraciones de
antibioticos en estudios de ecologia fueron propuestos por Obaton (1971) citado por
Cooper (1979) y empleados por Danson et al., (1973) , La mas obvia aplicacion de la
técnica se da en los estudios de supervivencia, colonizacion y competitividad que son
procesos asociados con la induccion de cepas al suelo (Cooper, 1979).

Finalmente cabe destacar que si bien la metodologia de RIA es rapida y
econémica, esta no demuestra ser de gran utilidad, dado que se generan alta
variabilidad en los resultados como se puede constatar por nuestros resultados y
estudios previos, por lo tanto es practicamente de poco valor el empleo de la
caracterizacién de cepas mediante dicha metodologia y en caso de emplearse, debera
ser no como tal, sino trabajando con concentraciones minimas inhibitorias (MIC), las
cuales generan cambios en la agrupacién de cepas, tal y como se manifiesta por Van

Rossum et al., (1995).

2.12.2 Métodos serologicos

Tan importante como el conocimiento de que existe variabilidad en una
poblacién de Rhizobium, es la capacidad de distinguir una 6 varias cepas especificas
basandose en ciertas caracteristicas. Existe un cieto numero de métodos
bioguimicos, seroldgicos, etc., que permite establecer diferencias entre diversas cepas
y capacitan al investigador para reconocer la aparicion de cepas nuevas
(Dudman,1977).

Las técnicas seroldgicas de inmunodifusion han sido utilizadas en estudios de

campo y han demostrado ser mas precisas que las pruebas de aglutinzacion en la
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identificacion de cepas de Rhizobium. Dazzo y Hubbell (1975), emplearon la técnica de
inmunodifusion e inmunoelectroforesis, logrando discriminar entre el comportamiento
de cepas inefectivas y no efectivas de R. trifolii por diferencias antigénicas; asi mismo,
Van Rensbrug y Strijdom (1985), lo hicieron en R. leguminosarum.

Estudios realizados por Espinoza et al, (1989) encontraron que la técnica
convencional inmunoenzimatica (ELISA) en la que se emplean anticuerpos
policlonales, no se recomienda para la identificacion de cepas de R. leguminosarum bv.
phaseoli, debido a que las cepas comparten en mayor o menor frecuencia un alto

numero de antigenos.

2.12.3 Patrones de proteinas totales

Los patrones de proteinas se basan en la migracion diferencial electroforética
de las proteinas de acuerdo al tamafio de la molécula y de su carga. El procedimiento
consiste basicamente en destruir la célula mediante lisis, purificacion de las proteinas,
luego se suspende en un tampén para lograr una carga negativa de las mismas.
Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, se obtienen patrones de bandas
caracteristicos de cada cepa (Pastorini, 1992).

Los modelos de perfiles de proteinas son utiles para subdividir grupos
serolégicos de especies de rhizobia. Resultando una poderosa herramienta para
identificaciéon de cepas, sin embargo el procedimiento es laborioso (Vasquez-Arroyo,

1996).

2.12.4 Perfiles de Plasmidos
Una caracteristica general en las especies de rhizobia, es la existencia de una
gran cantidad de DNA extracromosomico en entidades denominadas plasmidos. Estos

varian en numero (1-10) y tamafio, pero en general son de alto peso molecular (de 100
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a 300 Mda). Ellos pueden constituir un gran porcentaje en el genoma celular, e.g. hasta
45% en el caso de R. et/i (Martinez y Palacios, 1990; Martinez-Romero, 1994). En la
mayoria de las especies rhizobiales la mayoria de los genes requeridos en el proceso
simbibtico estan localizados en plasmido, al cual generalmente se le conoce como
plasmido Sym o pSym. Sin embargo la mayoria de la rhizobia también presentan
plasmidos que nos son esenciales en el establecimiento de un estado simbiético
complejo, éstos se denominan no simbioticos o no plasmidos pSym o simplemente
megaplasmidos (Mercado y Toro, 1996). Existe una serie de funciones que se han
encontrado en los plasmidos no simbidticos como son: sintesis de bacteriocinas,
eficiencia de nodulacion, aumento o disminucién de la efectividad, genes simbioticos
reiterados, sintesis de exo y lipopolisacaridos, utilizacién de fuentes de carbono,
sintesis de melanina, aumento o disminucién del crecimiento bacteriano y
supervivencia bajo diferentes condiciones ambientales (Mercado y Toro,1996).

En rhizobia, los plasmidos contienen mas del 25% de la informacion genética
(Martinez et al., 1990) y el tamafio asi como la cantidad del numero de plasmidos varia
entre cepas. Usualmente el numero de plasmidos presentes va de dos a diez donde el
rango de peso molecular va de 30 a mas de 1000 Mda.

El plasmido mejor estudiado de la rhizobia es el plasmidos pSym, este
contienen genes simbidticos para la nodulacion y fijacion de nitrégeno. Otros
plasmidos ademas del pSym, puede contener genes que son necesarios para la
nodulacion efectiva (Hynes et al, 1986, Hynes and McGregor, 1990; Garcia de los
Santos et al, 1996). Sin embargo, no toda la rhizobia tiene estos genes simbidticos
localizados en un plasmido. Bradyrhizobia y Mesorhizobium loti tienen estos genes
simbidticos localizados en el cromosoma, aunque estos también contienen plasmidos

(Martinez et al., 1990; Thomas et al, 1994). Al momento se tiene un pequeno
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conocimiento de posibles plasmidos en mesorhizobia (Xu and Murooka, 1995; Zhang et
al, 1995).

En experimentos de laboratorio se ha podido comprobar que existe
transferencia del plasmido pSym entre cepas y especies rhizobiales (Martinez and

Caballero, 1996).

2.12.5 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

En la corta historia de la biologia molecular, el surgimiento de una nueva
téecnica (e.g. clonacion molecular, electroforesis en gel de pulso y campo) ha
transformado el pensamiento acerca del discernimiento tanto de problemas biolégicos
aplicados como fundamentales. La capacidad de aplicar segmentos especificos de
DNA, se ha hecho posible por la técnica de PCR (Erlich, 1989).

La PCR, es un método que se efectia in vifro de la sintesis enzimatica de
secuencias especificas de DNA, empleando dos oligonucleotidos como iniciadores, que
hibridizan con las hélices opuestas y flanquean la regidén de interés en el DNA blanco.
Una serie repetida de ciclos, involucra la desnaturalizacion de la plantilla (DNA),
alineamiento del iniciador y la extension de éste por medio de la enzima de DNA
polimerasa, resultando como tal una acumulacion exponencial del fragmento especifico
cuyas terminales son definidos por los extremos 5' de los iniciadores (Erlich, 1989).
Inicialmente se llevd a cabo empleando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de
Escherichia coli sin embargo, la enzima se inactiva por las altas temperaturas
empleadas y actualmente se emplea la Taq polimerasa (Taq) aislada de Thermophilus
acuaticus. En virtud de que el producto sintetizado por expresion del iniciador en un
ciclo puede servir como plantilla en el siguiente; el numero de copias de DNA blancos

se duplican en cada ciclo. Asi 20 ciclos de amplificacion, produciran alrededor de un
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millon de veces la amplificacion (Erlich, 1989) dicho método fue originalmente aplicado
en estudios de genética humana por Kary Mullis (Mullis y Faloona, 1987).

La técnica es de gran utilidad en la detecciéon rapida y especifica de bacterias
del suelo (Herrera et al,, 1999; Therefework et al., 1998), y caracterizacion de cepas
de Rhizobium (Zhang, et al., 1995; Haukka, 1997 y Sessitsch, 1997)

Para llevar a cabo una caracterizacion de cepas mediante esta metodologia es
conveniente, probar con un determinado numero de indicadores, los cuales pueden ser
al azar y se le denomina RAPD (polimorfismo del DNA Amplificado Aleatoriamente)

(Berg et al., 1994).

2.12.6 Movilidad Electroforética de Enzimas (MLEE)

La movilidad electroforética de enzimas se ha empleado por muchos afios en
genética eucariética. Hasta recientemente, se ha encontrado la utilidad de este método
para estudios reconocidos de taxonomia bacteriana y evolutiva; esta metodologia
permite ademas la identificacion de genotipos de una poblacion entre organismos
(Selander et al., 1986) identificacidon de nuevas especies (Martinez-Romero 1994) y la
clasificacion de otras especies han sido confirmadas con MLEE (Segovia et al,
1993).En México, se ha trabajado con esta metodologia, para determinar la estructura
y Diversidad Genética de las poblaciones de Rhizobium que nodulan frijol (Pifiero et al.,
1988; Segovia et al, 1993; Souza, 1990; Souza et al, 1994) y poblaciones no
nodulantes (Segovia, et al., 1991).

Las diferentes variantes de movilidad, denominadas electroformas o electrotipos
(ET's) para cada enzima, se numeran en orden decreciente de acuerdo a la movilidad,
siendo igualada con los alelos de los correspondientes locus de genes estructurales y

perfiles de electroformas para cada enzima. La técnica de electroforesis en gel de



almidon y tincion selectiva de enzima aplicada al estudio de la genética de poblaciones
y sistematica de bacterias ha sido descrita previamente por Selander et al., (1986).

La MLEE es una técnica basada en el polimorfismo de un numero significante
de genes encontrandose como codificacién en una serie de enzimas. Este método
detecta diferentes alelos de genes enzimas (isoenzimas). Las diferentes electroformas
para cada enzima reflejan diferentes alelos al gene correspondiente de cada locus de
la enzima, y los perfiles electromorfos para un numero de enzimas son identificados
como fenotipos multilocus o tipos electroforéticos (ET's) cual reflejo cromosomal de

genotipos (Selander et al., 1986).
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CAPITULO Ill

MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion del area de trabajo

El area de trabajo se encuentra ubicada en las instalaciones de la UAAAN en el
laboratorio de Microbiologia y en invernadero, en la Ciudad de Torreon, Coah., asi
como en el Centro de Investigacién sobre Fijacién de Nitrégeno en Cuernavaca,
Morelos.

La recoleccion de los nédulos en campo se realizé en la comarca Lagunera
situada entre los paralelos 24° 05’ y 26° 54’ latitud norte y entre los meridianos 101° 40°
y 104° 45’ de Grenwich, en los ejidos El Retiro y Aquiles Serdan y en el Municipio de
San Pedro Coah; asi como en suelo del Municipio de General Teran, Nuevo Leén, se
encuentra ubicado en la region sureste entre las coordenadas 25° 17" de latitud norte y

99° 10" de longitud este.

3.2. Ensayos de invernadero

3.2.1. Recoleccion de semilla de las especies a trabajar

Se recolectaron vainas para la obtencion de semilla de la cual se obtuvieron, 5
kg para huizache (Acacia farnesiana L.), 1 kg de semilla de “mezquite” (Prosopis
glandulosa y 500 g de “Leucaena” (Leucaena leucocephala Lam.). La recoleccién de
las semillas utilizada en el experimento de invernadero se realizé en los Municipios de

San Pedro, Matamoros y Torreén, Coah. Ademas se recibié semilla de Leucaena del
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laboratorio de tecnologia de semillas de la UAAAN. Saltillo, Coah. Asi como de la
empresa “Semillas Tlanepantla” en Villa Hermosa, Tabasco. Se recibieron 500 g de
semilla de Leucaena. La recoleccién se realizé durante los meses de mayo a Julio del

2000, manteniéndose las semillas en bolsas de papel con Captan 80.

3.2.2. Tratamiento de semillas

El tratamiento que se aplico a las semillas fue el mismo dia de las siembras, se
hizo con la finalidad de escarificarlas. Se depositaron 200 semillas de cada una de las
leguminosas por separado en matraces Erlenmeyer y se agregé 200 ml de acido
sulfurico concentrado de modo que se cubrieran las semillas y agitandose durante 10
minutos, enseguida se lavaron 5 veces las semillas con agua corriente para quitar el
exceso del acido y se procedié a la siembra, colocando 4 semillas por maceta en

contenedores de nieve secade 2 L..

3.2.3. Establecimiento de macetas con las especies nativas

Las semillas se sembraron en contenedores de nieve seca con capacidad de 2
L; los que se llenaron con arena de rio, la cual se esterilizé con Bromuro de Metilo. Se
establecieron 30 macetas por especie de leguminosa con 4 semillas por maceta; la
fecha de siembra fue del 25 de julio del 2000. Las macetas se mantuvieron 30 dias a
temperatura ambiente (temperatura promedio de 34°C), posteriormente pasaron al
invernadero manteniendo a temperatura constante de 40°C. Finalmente, se realizo una
segunda siembra el dia 1° de septiembre, estableciéndose 10 macetas para cada suelo
a la cual se le dio otro tiempo de escarificacion con H2SO4. A éste tratamiento de

escarificacion se le dio 8 minutos de tiempo. Los riegos se aplicaron cada tercer dia
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auxiliado de una regadera manual, las condiciones de manejo fueron similares en
cuanto a los riegos y siembra.

El propésito del establecimiento de las leguminosas es para estimar la
nodulacién por rhizobia a partir de tres diferentes suelos de La Comarca Lagunera en
tres leguminosas “Leucaena”, “Mezquite’, y "Huizache”. Aunque se trabajara con 4
especies de leguminosas, solamente se establecieron tres especies debido a la
importancia econdémica que tienen, logrando generar informacién, del tiempo que

tardan en nodular bajo condiciones controladas.

3.2.4. Preparacion de la solucion para inocular las macetas

La preparacion de las soluciones del suelo se realizé tomando 40 g de cada uno
de los suelo, los cuales se depositaron por separado en matraces; posteriormente, se
agregaron 360 ml de una solucion salina de NaCl al 85% estéril, logrando al final un
volumen de 400 ml por suelo. El numero de plantas de una misma especie inoculadas
con los diferentes suelos fue de treinta, de las cuales diez plantas fueron inoculadas
con un mismo suelo. Se tomaron 10 ml de la solucién y se vaciaron en cada una de las
macetas correspondientes, la operacién se repitio cuatro veces en un intervalo de
tiempo de 10 dias. La primera inoculacién se realizé inmediatamente después de la

siembra.

3.3. Variables evaluadas
Durante el desarrollo del presente trabajo, se realizaron las siguientes

determinaciones:
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3.3.1 Porcentaje de emergencia de semilla
Dos dias después de la siembra (dds), se observd diariamente la
emergencia de las plantulas de invernadero para tres de las especies, leucaena,
huizache y mezquite leguminosas que se establecieron, determinando el porcentaje y

el tiempo de emergencia.

3.3.2. Numero y distribucion de nodulos

Las plantas de invernadero se dividieron en 3 especies antes mencionadas de
las cuales se inocularon 3 suelos (el Retiro, Aquiles Serdan y San Pedro) por especie
induciendo a la nodulacion. Del total de nédulos de |a raiz de la planta, aquellos que se
encontraron en los primeros 5 cm del inicio de la misma fueron considerados como

nédulos de la corona; el resto se contabilizd como laterales.

3.3.3. Longitud y peso de la raiz
La altura de la raiz se midié en cm, a partir del cuello del tallo y el peso de la

raiz se realizo por medio de una balanza, el cual se realiz6 en fresco.

3.3.4. Analisis estadistico

Se utilizé el programa Statistical Analysis System (SAS), para la realizacion de
los analisis estadisticos de los diferentes suelos, asi como para analizar los datos de
nodulacion por medio de una correlacion, (1989-1996) by SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA. SAS (r) Proprietary Software Release 6.12 TS020. Licensed to UAAAN

UNIVERSITY, Site 0008979001.
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3.4. Analisis de suelo

Se realizo un analisis fisico-quimico a los suelos empleados para la inoculacion
de las macetas de invernadero en el que se incluyo pH, densidad aparente,
conductividad eléctrica, contenido de macro y micro elementos, clasificacion de los

suelos y contenido de materia organica.

3.5. Obtencion de nédulos

De invernadero fueron recolectados nédulos de nueve plantas de cada especie,
tres para cada suelo, a los 40, 49, 57 y 111 dds, se extrajeron las plantas y se lavaron
con agua natural para quitar el exceso de arena de la raiz, a continuacion se tomaron
los nédulos separando en tubos de ensayo los nédulos de la corona y de los laterales,

registrando él numero de estos asi como el tiempo de aparicion de los nédulos.

3.6. Determinacion del nimero mas probable (NMP) de rhizobia

Para la determinacion del NMP, se establecieron 63 macetas, el dia 26 de Mayo
del 2001, con la especie Phaseolus vulgaris, debido a su gran precocidad para
nodular y por su capacidad para hospedar a numerosas especies de rhizobia
(Comunicacion personal de la Dra. Esperanza Martinez Romero). La primer solucion
se preparé en un matraz conteniendo 30 g de suelo y 270 ml de agua destilada estéril,
y a partir de alli se tomaron 50 ml, 40 de los cuales se usaron para la inoculacién de
las 4 macetas y los 10 ml restantes se utilizaron para preparar las diluciones: 1:50,
1:250, 1:1250 y 1:6250. Los suelos que se emplearon fueron del Retiro, Aquiles
Serdan, Mpio. De San Pedro y de San Pedro, Coah. Esto con el objeto de inducir
nodulaciéon en las plantas y asi determinar el NMP segun la técnica de Brockwell

(1982).
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3.7. Ensayos de campo

3.7.1. Recoleccion de noédulos en campo

Para la obtencion de nddulos en campo, se realizé un muestreo en las areas
del Retiro, Aquiles Serdan, Mpio de San Pedro, asi como en San Pedro, Coah. y en
Monterrey, N.L. de acuerdo al formato para muestreo proporcionado por el INIFAP de
NL. El muestreo de plantas de “Mezquite”, “Leucaena” y “Huizache” se realizé en
plantas que presentaron una altura de 1.5 a 2 metros, debido a que las plantas
menores a esa altura no presentaban nodulacion; la técnica consistié en excavar 1.0
m alrededor de laraizy .75 a 1'm de profundidad, para no dafiar a ésta extrayéndose
toda la planta para contar la cantidad de nodulos totales por planta de los cuales se

analizé solamente el 15% segun lo propuesto por Moreira et al., (1993).

3.7.2. Almacenamiento de los nédulos
Los nodulos recolectados de cada planta fueron depositados en tubos de
ensaye conteniendo silica gel los cuales se etiquetaron para su rapida identificacion;

posteriormente fueron conservados en refrigeracion a 10°C durante 7 dias.

3.7.3. Esterilizacion de nodulos

La esterilizacion de nédulos se llevd a cabo mediante la técnica descrita por
Somasegaran y Hobell (1985), primeramente, como los noédulos fueron recolectados
directamente en campo y conservados en silica gel, se rehidrataron en agua destilada

estéril durante 30 minutos, posteriormente se lavaron con alcohol etilico al 70%,
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enseguida se agrego cloro al 25% dejandose reposar durante 5 minutos para después

enjuagarlos 8 veces con agua destilada esteéril.

3.8. Aislamiento de rhizobia.

Se tomé un nodulo con ayuda de las pinzas de diseccion y se agregé una gota
de agua destilada estéril encima del medio de cultivo “extracto de levadura y peptona”
(PY) utilizado para el crecimiento y desarrollo de la bacteria (Vincent, 1975) la
composicion del medio para un litro de agua es: 3 g de extracto de levadura, 5 g de
peptona caseina (Noel, et al, 1984). Se agregé 1 ml de calcio (0.14 mM) por cada 100
ml del medio de cultivo previamente esterilizado; el calcio se agregd al momento de
vaciar a las cajas Petri, al que se adicioné 20 mg L™ del antibiético cicloheximida
(Caballero and Martinez, 1999) las cajas fueron incubadas a 30°C.

Al tercer dia se procedi6 a reaislar la bacteria en el mismo medio conteniendo
20 mg L del antibiético &cido nalidixico, debido a que se presenté contaminacién en
las cajas (hongos y bacterias), sin embargo este antibiotico es selectivo de rhizobia.
Posteriormente se sembraron colonias aisladas en PY uUnicamente con ayuda de un
palillo de dientes para posteriormente estriar la superficie de las cajas incubandose a

una temperatura de 30°C. Esto se repitié hasta que se obtuvo en aislado puro en PY.

3.9. Inoculacion de plantas

Semillas de Phaseolus vulgaris fueron lavadas y esterilizadas con alcohol al
70% e hipoclorito de sodio al 40%, por separado (Martinez et al., 1985) y las semillas
se colocaron para su germinacion en cajas Petri conteniendo agar-agua al 1% e

incubando las cajas a 30°C durante 36 horas (Comunicacién personal con la Dra.
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Esperanza Martinez Romero). Las plantulas germinadas se inocularon con cada uno
de los aislados puros obtenidos, para la confirmacion de la rhizobia; este procedimiento
se hizo directamente de caja. En contenedores de nieve seca de 250 mi, tapados con
papel aluminio estéril se depositaron 7 g de algodon y se vaciaron 120 ml de la
solucién de Fahraeus (1957), la cual consiste en la preparacion de una solucién para
un litro conteniendo 10 ml de NaH2PO4 .2H20, 10 ml de KH2PO4, 10 ml de CaClz2, 10
ml de MgSO4. 7H20, 10 ml de Fe citratos y 1 ml de solucién traza (Martinez and
Rosenblueth, 1990). La inoculacién de las plantas se realizé de acuerdo a la
metodologia de Faraheus; se tomé una asada de una caja sembrada y se mezcl6é con
unas gotas de la solucion de Faraheus; con ayuda de unas pinzas estériles se tomo
una semilla germinada y se bafid la raiz con esta suspension de células,
posteriormente se depositd la semilla encima del algoddén mojado y se incubd durante

20 dias a 30°C. Este procedimiento se realizo para todos los aislados obtenidos.

3.10. Caracterizacion de los aislados de rhizobia

El analisis para identificacion y/o caracterizacién de rhizobia incluyé estudios
utilizando los protocolos establecidos de aislamiento de ADN como templado para la
técnica de PCR, definicién de especie asociada (s) a plantas nativas, preparaciéon de

lisados para MLEE y obtencion de perfiles de plasmidos.

3.10.1. Preparacion de lisados rhizobiales para movilidad electroforética
de enzimas (MLEE).

Se tomo6 una asada de cada uno de los aislados, los cuales fueron crecidos
durante la noche (0.D600nm=>1) en agitacion continua a 250 r.p.m. a 30°C en matraces

conteniendo 50 ml de PY, afiadiendo 500 pl de cloruro de calcio. Las células se
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cosecharon por centrifugacion a 8000 r.p.m. durante 10 min. El sobrenadante se
desecho y los tubos se dejaron en hielo, se adicionaron 300 ul de sulfato de magnesio
10 mM y la lisis celular se realizé adicionando 500 pl de sulfato de magnesio 10 mM,
en un tubo eppendorf de 1.5 ml, sé agregaron 10 mg de lisozima (1mg ml™"), enseguida
se agrego 50 pl de esta solucién a los tubos contenidos en hielo, y sometidos
posteriormente a dos ciclos de congelacién a =70°C por 10 minutos e incubandose
durante 10 minutos a temperatura ambiente para descongelacion.

El gel se cortd en rebanadas y estas se sumergieron en mezclas de reaccion
preparadas en el momento, se estudiaron 6 enzimas para la construccion de
dendogramas. Los sistemas electroforéticos buffer empleados y enzimas estudiadas
fueron: (1.1.1.42) IDH Isocitrato dehidrogenasa en trisma base 0.2M, pH 8.0; (1.1.1.44)
6GP Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, en trisma base pH 8.0; (1.4.1.1) ALD Alanina
dehidrogenasa, fosfato de sodio, pH 7.0; (1.1.1.37) MDH Malato deshidrogenasa, en
trisma base , pH 8.0; (1.4.1.4) GD2 Glutamato dehidrogenasa, en trisma base, pH 8.0;
(2.7.5.1) PGM Fosfoglucomutasa, en trisma base pH 8.0. (Selander et al,, 1986). Las
diferentes variantes de movilidad, denominadas electroformas o electrotipos (ET's)
para cada enzima se numeran en orden decreciente de acuerdo a la movilidad, siendo
igualadas en los alelos de los correspondientes locus de genes estructurales y perfiles
de electroformas para las seis enzimas. Los ET's fueron comparados con los
multilocus de los genotipos. Se elaboré un dendograma, mediante la construccion de
matrices de distancias, empleando el programa Unweigted Pair Group Method (UPGM)
con medias aritméticas, proporcionado por la unidad de Ribotipificacién del Centro de
Investigacion sobre Fijacion de Nitrogeno de la Universidad Autdonoma de Mexico, en

Cuernavaca, Morelos.
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3.10.2. determinacion de la diversidad genética

De acuerdo a los valores obtenidos del seguimiento enzimatico se pudo estimar
la media de la diversidad genética encontrada por locus; calculandose de la siguiente
manera. h=1- [ Xi?] [n/(n-1)], donde Xi es la frecuencia del i-ésimo alelo en el locus y
n es el numero de tipos electroforéticos (ET's) en la muestra, asi como la H que
representa a la media aritmética de h por encima de cada loci analizado (Martinez y

Caballero 1996).

3.10.3. Aislamiento de ADN como templado para la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se tomo una asada de células rhizobiales y se depositaron en tubos eppendorf
previamente etiquetados, éstos se numeraron de acuerdo a las cajas y se agregaron
50 yl de tween 20 (Martinez and Rosenblueth, 1990) (tween 20 es un detergente que
se prepara de la siguiente manera: se tomo una solucién madre concentrada (diluciéon
1:10) 10X de sulfato de magnesio 10 mM y se esterilizé en cada uno de los tubos y de
las cajas que contenian colonias aisladas se tomé una colonia con ayuda de un palillo
de dientes estéril el cual se introdujo dentro del tubo Eppendorf y se agitaron en el
vortex por 15 segundos.

Se tomaron 5 pl de cada uno de los tubos y se depositaron en cajas nuevas
conteniendo PY, cada una de éstas se etiquetd; se dejo secar la muestra y se estrié
para finalmente incubar a 30°C.

Los tubos Eppendorf conteniendo las células rhizobiales se calentaron en un
Termociclador (Perkin EImer mod. 480) durante 10 minutos a una temperatura de

95°C.
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En un volumen de reaccion de 100 pl se adicionan 80.2 ul de agua miliQ
esteril, 1ul de cada uno de los Primes fD1, rD1 (pm/u), 3ul de MgCl (50 mM) 10 pl del
buffer de reaccion10X (Selander, 1985), se agregan 0.8 pl de DNTP'S 10 mM, y 5 pl
de la enzima Taqg Polimerasa (Gibco). Se tomaron 5ul de DNA y agregan 95 ul de la
reaccion, se agregaron 3 gotas de aceite mineral; cada uno de los tubos se depositd
en el termociclador Perkin Elmer, para amplificar la subunidad ribosomal de los 16S
(1.5 Kb). Se utilizé el siguiente perfil de temperaturas para la amplificacion del PCR:
una temperatura inicial de desnaturalizacion de 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, 35
ciclos de 94°C 1 min., 35 ciclos de 57°C de 1 min., 35 ciclos de 72°C por 2 min, por

ultimo 1 ciclo de 72°C por 3 min. El tiempo de duracién del programa fue de 4 horas.

3.10.4. Cepas de Referencia de Rhizobium
Las cepas de referencia empleadas son las siguientes: CFN42" R. etli, CFN299 ™ R.
tropici tipo B, USDAQO6 B. japonicum, 73f (Sinorhizobium spp.) y 156°P (Sinorhizobium
spp. Por definir aislados de Acacia farnesiana) y Sinorhizobium meliloti, que se
proporcionaron gentilmente por la Dra. Esperanza Martinez Romero, de la unidad de
Ribotipificacion del Centro de Fijacion de Nitrégeno de la UNAM, en Cuernavaca,

Morelos; México.

3.10.5. Definicion de especie
Para la definicion de especie de rhizobia se empleo el procedimiento denominado
ribotipificacién, descrito por Schmidt, (1994), Laguerre et al,, (1994). Los genes de la
subunidad 16S fueron sometidos a restriccién, utilizando 12 pl del producto de
amplificacion del gen, se agrega 1.5 ul de buffer tris acetato 10X, 1.5 pl de cada una

de las enzimas que se emplearon (Rsa1, SAU3A1, Msp1, Hha1 y Hinf1) los cuales se
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incubaron a 37°C durante 10 horas. Se corrieron las muestras en un gel al 3% de
agarosa empleando tris acetato, se tifid con bromuro de etidio. Los patrones de
bandas generados por los diferentes aislados fueron comparados contra cinco cepas

rhizobiales de referencia.

3.10.6. Perfiles de Plasmidos

Se seleccionaron al azar 95 cepas representativas de los aislados obtenidos de
las diferentes localidades, para obtener los perfiles de plasmidos mediante el
procedimiento de Eckhardt (1978), modificado por Wheatcroft et al. (1990).

Se tomé una asada de células rhizobiales de cada una de las cajas
seleccionadas y se introdujo al tubo de ensayo que contenia 2 ml de PY liquido. El
procedimiento se realizd para cada uno de los aislados dejandose en agitacion toda la
noche a 30°C, hasta la densidad optica de 0.4 a 0.5 (A de 630 nm), se tomaron 200 pl
de cada uno de los tubos y se le agregd Sarkosil al 0.3% en tris boratos 1X, a
continuacién se centrifugaron a 8000 rpm en una microcentrifuga (Eppendorf 5415
Brinkman instruments). Se deseché el sobrenadante y a la pastilla celular se
suspendié en solucién EL (a 1 ml se le agrega unos gramos de lisozima). La
determinacion de los perfiles se realizd sobre geles de agarosa al 0.7%, incluyendo las

cepas de referencia de CFN42 T, CFN299 "y S. Meliloti.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

La capacidad de rhizobia y de algunas leguminosas para formar simbiosis y
transformar eficientemente el nitrogeno atmosférico en amonio y transferirlo al
hospedero; es de gran importancia econémica en la agricultura (Wolfgang et al.,
1998). El establecimiento de leguminosas es de gran ayuda para el suelo debido a que
provee a este de nitrégeno de una forma natural, evitando que el agua sufra
contaminacion por nitratos resultantes de aplicaciones excesivas de fertilizantes

nitrogenados (Ludwing et al.,, 1998), asi como para reducir costos de produccion

4.1. Ensayos de invernadero

Los datos de germinacion se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Porcentaje de emergencia de leguminosas de la primera siembra

UAAAN-UL 2001.
Dias despues de la siembra
Especie 2 3 4 5 6 z 8 9 10 11
L. leucocephala 10 30 40 60 67 83 93 97 97 97
P. glandulosa 0 0 0 0 67 67 20 30 50 60
A. farnesiana 0 0 3 10 27 30 43 53 67 70
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En éste cuadro se puede observar que la Leucaena alcanzo un 97% de germinacion en
nueve dias después de la siembra, en tanto que Prosopis glandulosa y Acacia
farnesiana solo germinaron el 60 y 70% de las semillas a los 11 dds respectivamente,

tratamiento que se creia adecuado para obtener la mayor germinacién en invernadero.

Cuadro 3. Porcentaje de emergencia segunda siembra

UAAAN-UL 2001.
Dias después de la siembra
Especie 2 3 4 o 6 7 8 9 10
L. leucocephala 0 0 60 80 90 90 90| 100| 100
P. glandulosa 0 30 30 40 60 70 90 90, 100
A. farnesiana 0 0 0 50 50 70 80( 100| 100

La siembra se realizo el dia 1 de septiembre del 2000. El tiempo 6ptimo que se
utilizo para la escarificacion con un 100% de germinacion fue a los 9 y 10 dias, con 8
minutos en agitacion con H2SO4 concentrado. Sin embargo los resultados de ambas
siembras son diferentes, debido quizas al hecho de que se dio tiempos diferentes de
escarificacion a las semillas, fechas de siembra distintas y se podria decir que lo mas
importante es que, la primer siembra estuvo 30 dias a temperatura ambiente, mientras
la segunda siembra estuvo todo el tiempo en condiciones de invernadero a 40°C.

Para Acacia farnesiana se requieren tiempos de 15-20 minutos en &cido
sulfurico concentrado para poder obtener un 92% de germinacion (Toledo, 2001;
comunicacion personal) lo cual difiere con los resultados obtenidos ya que en este
trabajo ocho minutos fue suficiente para obtener el 100% de germinacion en nueve
dias.

Obviamente, se reconoce que existe cierta relacién entre la excrecion de la raiz

y la colonizacion de la rizosfera por microorganismos y que es probable que los
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cambios cualitativos en los exudados radiculares durante el desarrollo de la planta se
reflejen en un cambio en la poblacién (proliferacion bacteriana en la superficie de la
raiz). Se ha encontrado que cuando la rhizobia se inocula a suelos estériles la
poblacion de ésto aumenta, no asi en suelos no estériles. Después de ser estimulado
por los exudados radicales estos microorganismos se convierten en una fuente
significativa de in6culo que permite la supervivencia y permanencia de las especies

rhizobiales aun después de la muerte de la planta (Aceves-Orozco, 1986).

Analisis de suelos
Los resultados de los analisis fisico-quimico se muestran en el cuadro 4.
Cuadro 4. Resultados fisico-quimico de los tres suelos de estudio de la Region

Lagunera. UAAAN-UL. 2001.

Clasificacion |N P Cu |Fe Zn Mn |Ca |Mg |[Na C.E |M.O |pH
Localidad | de suelo % ppm |ppm | ppm |[ppm [ppm |ppm |ppm |ppm
El Retiro Franco 0.19 |0.18 |0.57 |2.96 [1.80 |11.2 |479 |2.05 |2.91 |1.07 |0.89 |7.18
Aquiles Arcillo- 0.08 |0.11 |1.34 |4.40 |3.30 |12.0 |9.88 |2.88 |2.52 |162 |1.16 |7.25
Serdan arenoso
San Pedro | Migajon 0.09 |0.08 |2.02 |4.06 [1.34 |9.36 |17.2 |543 |17.3 |3.88 |1.18 |7.21

limoso

Promedio [0.12 |0.12 [3.93 |3.80 |2.14 (108 |10.6 |[3.45 [7.57 |6.57 |1.07 [7.21

El contenido de N total en el gjido Aquiles Serdan y en San Pedro, Coah. segun
las tablas de Echevest cae en la clasificacion de pobres, lo mismo puede decirse del
fésforo, lo cual podria ser benéfico para la simbiosis de la rhizobia segun lo manifiestan
Caballero y Martinez (1999). Sin embargo, en el ejido El Retiro el contenido de N,
pertenece a la categoria de medianamente pobre y para fésforo como medio, lo cual
podria interferir para que se estableciera simbiosis, sin embargo la literatura menciona
que el éxito para establecer simbiosis, depende principalmente de la cantidad de

fosforo, siendo un elemento indispensable para la activacion enzimatica y la nodulacion
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(Al Niemi et al., 1997). El éxito de un microorganismo en un habitat dado depende lo
extenso de éste y de la rapida respuesta fisiolégica a las condiciones ambientales
(Aceves-Orozco, 1986)

Boncompagni et al. (1999) mencionan que algunas cepas de Rhizobium y
Bradyrhizobium son sensibles a las altas concentraciones de sal, las que inhiben su

desarrollo.

Obtencion de nédulos de las plantas en invernadero

Las plantas en macetas crecieron lentamente y requirieron de cuatro a ocho
semanas para que se llevara a cabo el proceso de nodulacion y, asi poder obtener
aislados de la rhizobia asociada con las plantas. Se observo que la especie mas
precoz para nodular fue la Leucaena, pues a los 40 dias después de la siembra dds)
(cuadro 5) ya mostraba ndédulos mientras que A. farnesiana, fue de nodulacién
intermedia, pues requirid 45-50 dias dds, y por P. glandulosa presenté una nodulacién
a los 108 dds.

La interaccion simbiotica entre rhizobia y leguminosas resulta en la formacion
de un noédulo en la raiz donde se realiza la fijacion de nitrébgeno, es un proceso
especifico del hospedero. La especificidad del hospedero esta ampliamente
determinada por la estructura de moléculas sefial bacterianas llamadas factores Nod
(NF). Todos los NF son lipoguitooligosacaridos, por ejemplo los oligomeros de N-
acetilglucosamina, con enlaces de nitrogeno unidos al extremo no reductor del acido
graso (Ovtsyna, 2000). Modificaciones en éstos, pueden cambiar la respuesta
especifica de nodulacion de la hospedera.

Leucaena fue la Unica especie que presentd inicio de nodulacion a la cuarta
semana (28 dds), A. farnesiana inicié la nodulacion a los 38 dias dds y P. glandulosa;

la inici6¢ a los 108 dias dds.
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Cuadro 5. Promedio de nodulacién presentada bajo condiciones de Invernadero.

Especie | Loc. No. Corona | Laterales | Altura planta | Peso raiz | Nodulaciéon
planta (cm) (9) (dds)
L R 1 1 2 10 29 40
L A 1 0 2 11 245 40
L S 1 3 0 132 324 40
L R 2 2 0 12 29 49
L A 2 1 1 12.5 28.7 49
L S 2 2 2 13.5 29.5 49
L R 3 3 3 13 34.2 57
L A 3 1 2 12.9 31 57
L S 3 2 0 11.5 32.5 57
M R 1 0 0 7.5 32.4 40
M A 1 0 0 6 28.2 40
M S 1 0 0 6.2 20.7 40
M R 2 0 0 7.8 33.5 49
M A 2 0 0 6.5 29 49
M S 2 0 0 6.7 27.5 49
M R 3 0 0 7.5 29.8 57
M A 3 0 0 7.8 31 57
M S 3 0 0 7.3 325 57
H R 1 0 1 7.4 19.4 40
H A 1 0 0 8.2 21 40
H S 1 1 1 8.1 18.5 40
H R 2 0 0 7.6 20.5 49

Especie L= L. leucocephala M= P. glandulosa y H= A. farnesiana

Localidad R= El Retiro, A= Aquiles Serdan y S= San Pedro
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Cuadro 5. ......... continuacion.

H A 2 0 1 8 23.5 49
H S 2 1 1 7.9 22.8 49
H R 3 2 3 85 21.8 8¢
H A 3 3 3 8 27.5 57
H S 3 3 2 7.9 254 57
M R 1 0 2 .350 9.5 111
M A 2 1 1 .385 9.3 111
M S 3 0 0 420 10.5 111
M R 1 0 1 456 .2 111
M A 2 0 1 475 12.3 111
M S 3 0 2 435 11 111
M R 1 1 1 336 8.9 111
M A 2 1 0 .347 9.2 111
M S 3 1 0 375 9.8 111

Especie L= L. leucocephala M= P. glandulosa y H= A. farnesiana
Localidad R= El Retiro, A= Aquiles Serdan y S= San Pedro

1, 2y 3 = numero de planta.

Se realizd un andlisis de correlacion para comprobar si existia relacion entre
las variables de nodulos por planta, altura, peso de la raiz y periodo de inicio de
nodulos después de la siembra. Se encontraron diferencias significativas entre nédulos

por planta y altura de planta indicando que la altura influye en un 43.9% para la
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aparicion de nodulos en la planta. También se encontro diferencia significativa entre el
tiempo de aparicion de nodulos y el peso de la raiz, indicando que la nodulacion va
aumentando a medida que la raiz incrementa su peso ocurriendo una relaciéon positiva
entre estas dos variables, tal y como lo sefiala el coeficiente de determinacion
(61.58%).

Se considera que la nodulacidén es comun en leguminosas, sin embargo,
algunas especies no pueden ser infectadas por rhizobia y por consiguiente no puedan
fijar nitrégeno (Obaton, 1983). El 90% de los miembros de la subfamilia Papilinoideae
y Mimosideae tienen la capacidad de nodular; en las Cesalpinoideae solo el 30% de los
géneros nodulan; ésto demuestra que la fijacién de nitrogeno es un factor frecuente
pero no constante (Mellor, 1994). La interaccion compatible entre Rhizobium y la
leguminosa hospedera, culmina con la formacién de una nueva estructura en la planta,
el nédulo. La formacion de nédulos fijadores de N requiere de un proceso continuo de
dos vias, el reconocimiento celular y de sefiales entre rhizobia y la planta. Tales
procesos involucran la activacién secuencial y/o represiéon de genes codificados por la
planta y la bacteria (Michiels y Vanderleyden, 1994).

De acuerdo a los resultados presentados por Leidi y Rodriguez (2000) la
formacion de nédulos y tamafio de éstos se ven afectados por las concentraciones
altas de N, sin embargo las concentraciones altas de fésforo favorecen el desarrollo de
los mismos.

Toledo (2001, comunicacion personal) sefialoé que la Leucaena es una de las
especies precoces que nodulan a partir de la 4 semana, y en general las acacias
comienzan a nodular a partir de los 45 dias después de la siembra. Por otro lado el
Mezquite es una de las leguminosas de climas desérticos que nodulan tardiamente a
los 150 dias en campo aun cuando presentan condiciones desfavorables como

cambios fisioldgicos, incluyendo la pequefa disponibilidad de agua, bajo concentracion
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de nutrimentos en el suelo y altas temperaturas (Thomas et al, 1995). En invernadero
el mezquite comenzo a nodular a partir de los 110 dds.

Vasquez-Arroyo (1996) menciona que las condiciones climaticas y edaficas
afectan la nodulacién de las leguminosas en campo, mostrando una cantidad de
nédulos menor que los que se pueden obtener en condiciones de invernadero; ésto
concuerda con los resultados obtenidos. Sin embargo en condiciones de invernadero
para las especies desérticas no se puede decir lo mismo debido a que mezquite y
huizache presentaron muy poca nodulacién, un promedio de 5 nédulos por planta,
pero la Leucaena presentd una fuerte nodulacion 30 nodulos promedio por planta a

los 120 dds.

Namero mas probable de rhizobia
A continuacion se presenta el cuadro 6, con la informacién del NMP a los 35

dias después de la inoculacioén.

Cuadro No. 6. Obtencién de NMP de rhizobia g™ de suelo de tres sitios de La Regién

Lagunera. UAAAN-UL. 2001.

Sitio NMP de Rhizobia g ~
El Retiro 4,360
Aquiles Serdan 5,650
San Pedro, Coah. 28,200

De acuerdo a los resultados obtenidos, el suelo de San Pedro, Coah. mostro la
cantidad mas alta de rhizobia g ™' de suelo y el Retiro, Mpio. de San Pedro, la mas baja.
La presencia de cepas rhizobiales nativas es de gran importancia en virtud de
que al momento de realizar ensayos de inoculacion con cepas introducidas altamente

eficientes en fijar nitrogeno fallan por el alto numero de rhizobios presentes en el suelo,
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lo anterior concuerda con lo sefialado por Thies et al. (1992). Se ha sefalado que la
leguminosa hospedera es un factor importante en la determinaciéon de la poblacion
asociada. Los resultados, indican que existe una gran cantidad de microorganismos
que van desde 26,000 hasta 120,000 g™ de suelo determinados por el método de NMP

(Thurman and Bromfield, 1988).

4.2. Ensayos de campo
Recoleccion de nédulos en campo
Martinez et al. (1990) mencionan que el nhumero minimo de organismos para
nodular en frijol oscila en un rango de 4 a 20 bacterias por planta; a partir de cada
nddulo se obtendra una colonia de bacterias del mismo género pero podran ocupar el

nodulo una o mas cepas rhizobiales.

El cuadro 7 muestra los resultados obtenidos de la recoleccién de nédulos en
campo.

La localidad donde se encontré el mayor numero de nodulos recolectados en
campo fue El Retiro con 82 nédulos, 62 para Aquiles Serdan, 51 para San Pedro y 54
para Monterrey, N. L..

A pesar de que el NMP de rhizobios por g™ de suelo para el Retiro resulto ser él

' lo que se podria

mas bajo, se puede observar un mayor numero de nédulos planta”
explicar por la posibilidad de que la rhizobia esta adaptada a las condiciones adversas

del clima y suelo.



Cuadro 7. Recoleccion de nodulos en campo UAAAN-UL. 2001.

Numero de plantas
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Localidad |Especie| 1 2 3 4 5 6 Nédulos -
totales X

El Reito H 12 5 3 7 3 3 33 5.6
M 4 3 6 5 2 5 25 42

L 5 6 3 4 4 2 24 4.0

Aquiles H 4 6 8 6 6 3 33 55
M 5 8 4 5 3 4 29 49

San Pedro H 5 3 7 5 5 6 31 52
M 2 3 4 4 4 3 20 3.3

Monterrey L 5 4 4 3 6 6 28 4.6
C 2 4 5 5 4 6 26 4.3

Localidad R= El Retiro, A= Aquiles Serdan, S= San Pedro y M= Monterrey

Especie H= A. farnesiana, M= P. glandulosa, L= L. leucocephalay C= A. amentacea

Por el reducido numero de nodulos encontrados en planta, es posible que las

plantas estudiadas presenten un inhibidor de la nodulacién, mas que la presencia de

un activador, fenomeno demostrado en leguminosas por Lee et al, (1991).

El aborto de los cordones de infeccion es comun y varia dependiendo tanto del

hospedero como de la bacteria. En algunas asociaciones, por lo tanto unicamente el

1.5% de los cordones de infeccion llegan a formar nédulos (Irving et al., 2000).

Una vez desarrollados los nodulos, la aplicacion de N, puede causar la

inhibiciéon de su actividad fijadora de N2 y, provocar una senescencia prematura

(Rodriguez-Navarro, 1996). No obstante, existen diferencias entre las especies y

cultivares de leguminosas en cuanto a su sensibilidad a la adicién de NOs.
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Los ensayos de campo han demostrado que la nodulacion se reduce, aun
cuando los suelos presenten buenos niveles de humedad, lo que indica que no solo el
agua es un factor determinante en la nodulacioén (Tsaito et al., 1984), sino que, quizas
tambien estén involucrados otros factores biéticos y abiéticos del suelo como el pH,
arcillas, elementos quimicos (nitrégeno, fosforo, azufre, etc.), materia organica, entre
otros (Graham, 1990). Pereira et al., (1993), sefialan que el aumento de nédulos por
planta es el resultado de cierta disponibilidad fisiologica-genética de la planta para
presentar un mayor numero de sitios de nodulacién. Los componentes de la simbiosis y
nodulacion han sido obtenidos por genética clasica (StClair et al.,, 1986, 1988; Pereira

et al, 1989; 1993).

Aislamiento de rhizobia

En el cuadro 8 se presentan los aislados obtenidos para cada una de las
especies con las que se trabajo asi como para las localidades en donde se obtuvieron.

Del total de nodulos (249), solamente se logré obtener 137 aislados lo que
implica que debido a que la metodologia es destructiva, en este trabajo se tuvieron
pérdidas del 45% al momento de realizar los aislamientos, siendo este dato de
importancia practica para futuros experimentos para poder definir el numero de nédulos
por planta a seleccionar, principalmente para las especies estudiadas ya que la

informacién al respecto es limitada.



Cuadro 8. Aislados obtenidos

No. DE PLANTA Total
LOCALIDAD ESPECIE 1 2 3 4 5 6 aislados

Aquiles S. A. farnesiana 4 3 4 2 2 1 16
Aquiles S. P. glandulosa 1 1 2 2 2 1 9
El Retiro A. farnesiana 3 5 5 4 6 3 26
El Retiro P. glandulosa 2 3 1 2 1 1 10
El Retiro L. leucocephala 3 1 2 2 3 3 14
Monterrey L. leucocephala 2 2 1 2 4 5 16
Monterrey A. amentacea 1 3 1 3 3 3 14
San Pedro P. glandulosa 2 B 3 2 4 2 18
San Pedro A. farnesiana 3 3 2 2 3 1 14
137
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Caballero y Martinez (1999) en un estudio para determinar el efecto de la
fertilizacion sobre la diversidad genética de Rhizobium en frijol, aislaron 40 nédulos
con alrededor de 4 ndédulos por planta, por lo que el total de aislados obtenidos para
esta investigacién es cantidad suficiente para la continuacion del trabajo. Sin embargo
Herrera-Cervera et al. (1999), mencionan que ellos recolectaron 1000 noédulos para
aislamiento de los cuales se tomaron solamente 39 aislados para caracterizacion de
especies de rhizobia presentes en frijol en Espania.

Martinez y Rosenblueth (1990) analizaron 20 nédulos de 10 plantas, para
estudiar la competencia en nodulacion en el cultivo de frijol.

En el presente trabajo se recolectaron 249 nédulos, lograndose obtener 137
aislados puros, de éstos 38 aislados pertenecieron a P. glandulosa, 51 fueron de A.

farnesiana, 33 de L. leucocephalay 16 de A. amentacea.

Inoculacién de plantas

Una vez obtenidos los aislados a partir de nédulos, éstos fueron inoculados en
plantulas de frijol para confirmar su autenticidad, misma que a pesar de que resulte
negativa, no debera considerarse literalmente como que no es rhizobia, en virtud de
que la planta de frijol solamente se emplea como cultivo trampa. Por ser las
hospederas de nodulacion tardia los aislados pasaran al cepario rhizobial para futuras
investigaciones. En el cuadro 9 se muestran las plantas que se inocularon y el

resultado positivo y negativo de las mismas.
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Cuadro 9. Inoculacion de Plantas en solucion de Fahraeus (Fahraeus, 1957)

Aislado Nodulacion Aislado Nodulacién Aislado Nodulacion
Confirmada Confirmada confirmada
AA11 + AS43 + LM55 -
AA13 - AS44 - LM64 +
AA23 % AS51 + LR13a -
AA31 + AS53 + LR14 -
AA33 + AS54 + LR31 +
AA42 % CM11 + LR51 *
AR12 - CM21 - LR52 +
AR12 - CM22 + MA21 -
AR13 - CM36 - MA33 i
AR25 + CM43a - MA42 -
AR26 * CM44 + MAS51 ¥
AR51a + CM51 - MR33 ¥
AR52 + CM53 1 MR41 *
AR53 & CM61 + MR42 #
ARG61 + CM62 & MR52 #
ARB3 + CM62b - MS21 -
AS13 + LM25 + MS23 &
AS24 - LM31 - MS32 &
AS25 + LM42 - MS34
AS31 + LM43 + MS53 *
AS32 - LM52 + MS62 +

+ =Planta nodulada; - =planta no nodulada.

De acuerdo a los resultados obtenidos las plantas noduladas confirman que
pertenecen a rhizobia, no obstante las que no presentan nodulacién, no significa que

no sean especies de rhizobia debido a que P. vulgaris es una hospedera de amplio
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rango, pero no todas las especies la nodulan (comunicacion personal con la Dra.

Esperanza Martinez Romero, 2001).

Diversidad genética.

La movilidad electroforética de enzimas es una de las técnicas mas confiables
para la identificacion y caracterizacion de especies de rhizobia; por lo tanto, su uso
va mas alla de la descripcion de nuevas especies (Martinez et al.,, 1991; Pifiero et al,,
1988; Segovia ef al., 1993); diversidad genética (Barrera, ef al., 1997; Caballero y
Martinez, 1998; Wang, et al., 1999); asi como la reclasificacién de especies (Segovia

et al, 1993).

Los resultados de MLEE, obtenidos por el patrén de bandeo encontrado para
los aislados analizados de presentan en los cuadros del 10-13, con su correspondiente

dendograma (fig. 1-4).



Cuadro 10. Movilidad electroforética de enzimas No. 1
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CEPA | IDH 6GP IPO GD2 ALD MDH PGM
LR52 6.5 58 3 6.5 3.3 6
ARS53 6.5 58 3 6.5 3.3 6
LM22 6.3 55 1.0 6 3.3 6 6.2
MR42 6.8 6 3 6.8 3.3 5.8 6
MS53 7.5 7.5 2.9 5.5 2.7 6 6.2
MA33 6.5 5.8 3.3 6.5 3.3 5 4.8
AS51 6.3 5.5 -1.0 6.5 -1.0 6 52
LR51 55 4.3 4.3 4.3 3.3 6 5
MAS51 6.5 6 3.3 2.7 4 3.5
AA33a 5 5 4.7 3.7 S 3 3
AS13 9.5 9.5 -1.0 8.5 8.7 8 8
MR33 6 9.5 2.8 4.3 3.3 4 3.5
156'P 6.5 6 3.3 3.3 3.3 3.5 3.5
B.j -1.0 -1.0 2.9 -1.0 2.8 2.5
CFN42 5.3 4.8 3.8 6.4 4.8 4.8
S.m 6.5 6 3.3 2.9 -1.0 2.2 -1.0
LR52 6.5 5.8 3 6.5 3.3 6 6
LM22 6.3 55 -1.0 6 3.3 6 6.2
MS53 7.5 1.5 2.5 5.5 2.7 6 6.2
LR51 5.5 4.3 4.3 4.3 3.3 6 5
AA33a 5 5 4.7 3.7 i 3
AS13 9.5 9.5 -1.0 8.5 8.7 8
MR33 6 55 2.8 4.3 3.3 4 3:9
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Figura 1. Dendograma generado del analisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada a
cuatro leguminosas arbdreas del noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: S. melilot,
Bradyrhizobium japonicum (USDA-08) y Rhizobium etli (CFN 427)



Cuadro 11. Movilidad electroforética de Enzimas No. 2

CEPA IDH 6GP GD2 ALD MDH PGM
MS53 1 2.5 2.6 3 3.2 3
MA51 1 2.5 2.8 3.2 3 3
MR42a 3.5 55 5 5 4.8 5
MS62 1 25 2.3 2.8 6.5 6
AS22 9.5 9 9.3 8.5 5
AS13 7.5 6.3 6.2 6 4 4.5
AA33 8 8.3 7.5 7.3 1.5
ARS53b 7.5 7 7 6.8 58 5
CM62 3.2 52 4.5 4.8 5
CM44 7.5 7 7.3 6.5 6 5.5
LM25 7.5 6.8 6.8 7 6.5
LR31a 6.5 6.5 7 6.5
LR52b 6.3 6.2 6.5 7 6.5
156°P 7.8 7.6 7.4 7 6.5
S.M 7.5 6.5 4.5 6.3 58
CFN42 7 6.3 6 4 4.5
CFN299 8.5 6.3 58 5.8 3.3 3.7
B.J 6.7 5 4.5 2.5
MR42a 3.5 55 5 4.8 5
AS13 7.5 6.3 6.2 4 4.5
AR53 7.5 7 7 6.8 5.8
MA33 1 2.5 2.6 3 3.2
CM44 7.5 7 7.3 6.5 6 5.5
MS62 1 2.5 2.3 2.8 6.5 6
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Figura 2. Dendograma generado del analisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada
a cuatro leguminosas arbéreas del noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: un aislado de Acacia
(156°P, Sinorhizobium sp), S. meliloti, R. tropici tipo B (CFN-299") Bradyrhizobium japonicum (USDA-06) y Rhizobium
etli (CFN 427).



Cuadro 12. Movilidad electroforética de Enzimas No. 3

CEPA | IDH MDH GD2 IPO ALD 6GP PGM
AA42 7.5 3.5 4 2.8 3 3.5 3.5
AS25 7.5 2.5 3 2 4 3.5
AS53 7 3.8 3 < 2
MR41 7.0 < 6.8 5 4.5 4.3 3.5
MS42 6.8 6.5 5.5 4 3.5 2
ARS53 9.9 7.5 3.5 2.5 6.5 2
CM22 6 9 6.8 5 6.5 3.8
AA11 7 5 3.5 2.5 4.5 6.8 3
MS32 7.5 5 3.5 2.5 7 2.8
MR21 7.5 6 3.3 -1.0 g 2.8
AR44 6 6.5 3.9 2.8 3.5 6
CM62a | 7.5 6.5 4 2.8 30 6
ARS51a 6 5 2 3.5 6.5 3.2
CM53 7.5 5.5 3 2 7 2.8
LM25 7 6.5 3.3 2.3 6.7 2
LM22 6.8 6.8 3.2 2.3 6 2.8
CM61 6.5 6.5 3.1 2 3.5 6 2
ARS52 6.8 7.5 2.8 -1.0 2.5 7
B.J 7.3 7.5 3.3 2.3 3.5 of
156'P 7.5 7 3.5 2.5 3.5 8 4.5
CFN42 7.5 5.6 3.5 3 3.5 8 2
SM i 3.5 2.5 3 9 4.3
73F 3 3.3 2.5 2 8.5 E
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DENDOGRAMA 3
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Figura 3. Dendograma generado del analisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada a cuatro
leguminosas arbéreas del noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: S. meliloti, Rhizobium etli (CFN 427),
un aislado de Acacia (156°P, Sinorhizobium sp), 73f (Sinorhizobium sp.) y Bradyrhizobium japonicum (USDA-06).



Cuadro 13. Movilidad electroforética de Enzimas No. 4

CEPA IDH GD2 | MDH | ALD | PGM | 6GP
AA22 6.5 6.5 6 2.5
AS43 6 6 6 2
AR26 6.3 6.5 3 6 3
MR52 6.5 6.8 75 75 9 2.5
MS25 6.8 7 7.5 5 5 9
MA12 6 6 4 53 5.3 43
LM43 55 6.5 5 5 4
LR33 538 6 6.8 2 4
CM11 9 9 6.5 5 2
CM23 3 3 6.3 7 45 3
AA41 5 5 5.8 32 45
LM52 55 6 55 45
MS53 55 6.5 3 75 5 3
AA32 5.8 6.5 6.5 4 2.2 2.5
MA42 6 5 6.5 6 35 45
MS34 6.8 5.5 6 6 35 45
LM64 75 6.5 4 7 45 3
CFN299 | 85 6.8 9 73 48 45

156'P 7 6.8 5 7.3 4.8

SM 6.5 55 25 5.8 42

B. ] 6.8 6 6.8 5

CFN42 | 65 55 35 5 35
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Figura 4. Dendograma generado del analisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada a cuatro
leguminosas arbéreas del noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: S. meliloti, Rhizobium etli (CFN 42", un
aislado de Acacia (156°P, Sinorhizobium sp), 73°f (Sinorhizobium sp.) y Bradyrhizobium japonicum (USDA-06).
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Con los valores obtenidos de la movilidad enzimatica, se pudo estimar la
diversidad genética media por locus; calculandose de la siguiente manera: h= 1-[X Xi?]
[n/(n-1)], donde Xi es la frecuencia del i-ésimo alelo en el locus y n es él numero de
tipos electroforéticos (ET's) en la muestra, H representa la media aritmética de h para
cada loci analizado.

El total de ET's para los 81 aislados corridos fueron: 12, 9, 17 y 18
respectivamente para cada dendograma, estos Et's, solamente contienen un aislado,
sin embargo el MLEE2, presento dos electrotipos con dos aislados, lo que indica que
son cepas de rhizobia genéticamente idénticas. Cabe destacar que los aislados
pertenecen a mezquite de Aquiles Serdan (MA33, MA51) y huizache de San Pedro
(AS13) y leucaena del Retiro (LR31a) y Chaparro prieto (CM44) que son cepas
geneticamente identicas y que nodulan especies diferentes.

Los resultados indican que cepas de una misma especie pueden nodular al
menos dos hospederos diferentes. En general es reconocido que en la rhizobia existen
especies promiscuas con un amplio rango de hospederas (Hannin et al., 1999; Perro
et al, 2000; Spaink, 2000).

Se puede decir que Leucaena es una de las especies en las que se a
encontrado un amplio rango de hospederos (Wang et al, 1999). En anteriores
investigaciones se pudieron identificar miembros de los géneros Sinorhizobium,
Mesorhizobium y Rhizobium asociados con L. leucocephala (Martinez et al., 1991,
Lafay and Burdon, 1998; Gao ef al., 1994), datos que se pudieron cotejar puesto que
las especies asociadas a Leucaena fueron S. meliloti R. etli, dos cepa que se

encontraron en las cuatro especies estudiadas, asi como algunos Bradyrhizobium.

Asociaciones de R. fropici, R. etli, Bradyrhizobium, Sinorhizobium y las cepas

de 156'P con A. farnesiana y A. amentacea, fueron encontradas incluso también en P.
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glandulosa, comprobando que una misma cepa nodulan dos o mas especies, lo que
podria significar que las caracteristicas climaticas y edaficas de los suelos son
similares no existe gran variacion respecto a la diversidad genética encontrada en
ellos. Para las colectas de Monterrey se pudo observar que la tendencia de las
especies era muy similar a las especies encontradas en Los municipios de San Pedro
Coah.

En estudios realizados con aislados de acacias y Prosopis spp. en Sudan y
Kenya se reportaron principalmente especies de Sinorhizobium y Mesorhizobium
(Nick, et al., 1999). En estudios recientes Clapt, et al., (2001) aislaron cepas de
rhizobia de A. mangium y de Paraserianthes falcataria de diferentes regiones de
Indonesia, encontrando una asociacién principal de B. japonicum, B. elkanii, B. lupini,
B. lianoningense. Amora y Valdés (1992) encontraron que la rhizobia que nodula
Huizache es de crecimiento lento que se asocia a Bradyrhizobium, pero también se
encontraron especies de Sinorhizobium de crecimiento rapido (las colonias aisladas se
obtuvieron en 24 hrs).

Por los resultados encontrados de movilidad electroforética de enzimas, se
puede destacar las siguientes consideraciones para el caso de |a rhizobia asociada con
Acacia, dado que es de las especies que se cuenta con informacion. Apoyados por los
resultados encontrados por Lafay y Burdon (2001), quienes manifiestan que los
aislados obtenidos de nddulos de ésta, pertenecen a tres géneros de rhizobia, en
nuestro caso, creemos que es probable que se encuentren presentes los cuatro
géneros, dado que encontramos grupos de aislados que no presentan relacion con
alguna de las cepas de referencia evaluadas en las corridas de geles realizadas. La
tendencia antes sefialada se observa para los cuatro dendogramas, por ejemplo en la
figura 1, encontramos que uno de los aislados se encuentra agrupado con el género

Bradyrhizobium (AS51), otro a Sinorhizobium (AR53) y finaimente dos aislados que no
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tienen relacion con alguna de las cepas de referencia corridas (AA33a, AS13), cabe
notar que los aislados provienen de sitios diferentes (San Pedro, El Retiro, Aquiles
Serdan y San Pedro respectivamente). En el caso de la figura 2, se tienen dos aislados
(CM44 y LR31a) que se obtuvieron de diferente hospedera (Acacia y Leucaena
respectivamente) y se agrupa en Shinorhizobium, tres asilados que representan la
misma cepa (AS13, MA33, MA51) obtenidas de dos hospederas diferentes (Acacia y
Prosopis respectivamente); que se agrupan con Rhizobium fropici y con
Bradyrhizobium (AA33). En la figura tres, encontramos un aislado agrupado en S.
meliloti (AA11), dos a Rhizobium (AS25, AA42) y cuatro a Sinorhizobium spp especie
por definir que se obtuvo de Acacia (AR44, AA53, AR52, ARS53). La figura 4,
encontramos un aislados agrupado con Rhizobium (AA41), uno a Sinorhizobium
(CM11) y cinco asociados en un grupo diferente a las cepa de referencia empleadas en
el gel (CM23, AA22, AR26, AS43, AA32).

La diversidad genética media fue de H=0.824 que es muy alto, lo que indica que
cada aislado que se obtuvo fue una cepa diferente dentro de una misma planta y que
varias cepas nodulan la misma hospedera, contrario a lo que se encuentra para frijol en
un ambiente semiarido (H=0.105) (Vasquez et al., 1998). Para estudios posteriores en
esta area, sera necesario evaluar la capacidad fijadora de nitrogeno de los aislados,
dado que practicamente estos son diferentes de acuerdo a los resultados obtenidos
para cada MLEE1, 2, 3 y 4 siendo H=0.779, H=0.8, H=0.863 y H=0.856
respectivamente.

Por lo anterior, destaca el hecho de la confiabilidad de la técnica como un
sistema confiable para la caracterizacion y agrupamiento de aislados que se obtengan
de la rhizobia, asi mismo, es de esperarse que la diversidad genética sea tan alta,
dado que se ha demostrado que las leguminosas estudiadas presentan un amplio

rango de hospederos y los datos muestran que es posible que al menos es probable
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que los cuatro géneros de rhizobia Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium y
Rhizobium estén presentes en el area de estudio y que lo constatan estudios previos
con las diferentes leguminosas estudiadas (Martinez et al., 1991, Amora y Valdés,
1992; Gao et al.,, 1994, Lafay and Burdon, 1998; Nick, et al., 1999; Wang et al., 1999;

Clapt, et al., 2001; Lafay and Burdon, 2001),

Perfiles de Plasmidos

En el cuadro 14, se observan un total de 95 cepas que se corrieron para
obtener el numero de plasmidos presente, de los cuales 28 cepas (26.7%) no
presentaron plasmidos, 17 (11.3%) uno; 27 (25.7%) dos; 10 (9.5%) tres; 11 (10.5%)
cuatro; y 2 (1.9%) presentaron cinco. De los resultados obtenidos se puede destacar,
el hecho de que cepas que fueron aisladas de un mismo nodulo (colonias diferentes de
un mismo cultivo) por ejemplo AA31a y AA31b, la primera no presenta plasmidos
mientras, que la ultima presenta cuatro, este hecho también ocurre para AA11a y
AA1b; AR31 y AR31b; CM62a Y CM53b; esto probablemente indica que mas de una
cepa puede ocupar un mismo nodulo; hecho que experimentalmente se demostré en
el cultivo de frijol (Dr. Jesus Vasquez Arroyo comunicacion personal).

Por los resultados obtenidos, las cepas que presentan el mismo numero de
plasmidos no quiere decir que corresponden a la misma cepa, debido a que el peso y
distanciamiento de éstos varia; mas sin embargo si se presentaron cepas que
presentaban el mismo patron de plasmidos, podrian corresponden a la misma especie,
como sucede en las MA33, MA51 y AS13 y que se agrupan con |la especie de R. tropici
tipo B (figura 2), sin embargo, no es el Unico caso que se presentd, debido a que
tenemos otras cepas que presentan el mismo perfil y corresponden a AA43, AAS4 y

AR25; otro caso similar se presenta en las cepas AR44, CM61 y CM62a (Figura 3) que
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corresponderian a la especie por definir de Sinorhizobium spp. asociada a Acacia
(156°P). Otro caso se presenta de manera similar con la cepa MR42, que no presenta

plasmidos y también se asocia mas a la especie de Sinorhizobium spp. (figura 1).

Ribotipificacion

Los resultados se presentan en el cuadro 15 donde se observa que al menos
las cepas CM53, MS53 y AS25 no pertenecen a la especie de R. etli, de acuerdo con la
cepa de referencia empleada como control (CFN42), mismo que se confirma de
acuerdo con el resultado de la Figuras 1 y 3, dado que se agrupan dentro de la especie

de R. etli, pero diferente distancia genética entre una y otra respectivamente.



Cuadro 14. Numero de plasmidos encontrados

leguminosas del Noreste de México.

para rhizobia

aislado
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de cuatro

Cepa No. de Cepas No. de Cepas No. de Cepas No de
Plasmidos Plasmidos Plasmidos Plasmidos
AA31a 0 MS34 0 AR33 2 ARS52b 3
AA32 0 MS51a 0 AR22 2 AS53 3
AA33 0 MS61b 0 AR63b 2 CM42 3
AA41 0 AS22 2 CM43 3
AA11b 0 . AA11a 1 AS31 2 CM53a 3
AA21 0 AA23 1 CM22 2 CM62a 3
AR21 0 AR32 1 CM53b 2 LM42 3
AR23 0 AR42 1 CMé61 2 MR52 3
AR31 0 AR43 1 CM62b 2 MS12 3
AR31b 0 AR51a 1 LM13 2 MR21c 3
AR41 0 AR53 1 LR13a 2
AR51b 0 AR61 1 LR42 2 AA31b 4
AR54 0 AS51 1 MA21 2 AA43 4
ARG63a 0 LM12 1 MA33 2 AA54 4
CM53 0 LM33 1 MAS51 2 AR25 4
LR32 0 LR51 1 MR12 2 AR34 4
MA41 0 LR52a 1 MR21b 2 AR52a 4
MR11 0 MA42 1 MR42 2 AS54 4
MR21 0 MS43 1 MS21b 2 CFN299 4
MR33 0 MS52 1 MS23 2 LR44 4
MS11 0 MS61a 1 MS32 2 MS51b 4
MS33 0 MS42 2 MS62 4
MS13 0 AA22 2 MS62 2
MS21a 0 AA42 S.M 2 CFN42 5
MS22 0 AR11a 2 AA12 5




RIBOTIPIFICACION (PCR)

Cuadro 16. Patrén de ribotipificacién presentado por la digestion enzimatica.
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SAU3A1

RSA1

Hhif1

Hhal

CM53 MS53

CFN42 AS25

CM53

MS53 CFN42 AS25

CM53

MS53

CFN42 AS25

CM53 MS53

CFN42 AS25
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De acuerdo al patrén de datos presentado (Cuadro 16), se puede decir que la
cepa LM25 podria considerarse como perteneciente a alguna especie de
Sinorhizobium, diferente de S. meliloti y de acuerdo al patrén de bandeo presentado
por la cepa de referencia del presente estudio. No obstante la Figura 3 nos agrupa a
esta cepa con 73'f (cepa de Sinorhizobium spp. aislada de A. farnesiana, especie aln
no descrita) y también del grupo de B. japonicum, por lo cual, la anterior consideracion

debera tomarse con reserva.

Cuadro 17.  Patron de Ribotipificacion 2.

Patréon de Restriccion

SAU3A1 Hhif1 Rsau1

LM25 MR52 S.meliloti |LM25 MR52 S.meliloti |LM25 MR52 S.meliloti

De acuerdo con los resultados obtenidos por Laguerre ef al., (2001), quienes
apoya el punto de vista de que la transferencia lateral de genes a través de las
especies de rhizobia y de manera mas especifica, a través de los géneos Rhizobium y
Sinorhizobium tienen una funcién clave en la diversificacion y estructura de la
poblacién natural de la rhizobia, son un apoyo mas para considerar la gran diversidad

existente y que como se reconoce América es el centro de origen de éstas
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leguminosas (Acacia y Prosopis), se expligue la riqueza genética que aqui
encontramos.

Un sistema de integracion de genes con la funciéon especifica de facilitar el
intercambio de material genético se ha reportado que se encuentra ampliamente
distribuido en bacterias, junto con la evidencia de la presencia de genes funcionales
introducidos. El intercambio de genes de mantenimiento o de extensas secuencias son
fundamentales para el metabolismo bacterial, no se han documentado ampliamente,
aunque existen tentadores indicadores de esta posibilidad. El intercambio genético
representa mas del 5% del cromosoma bacteriano e involucra la mayoria de los genes
asociados con la simbiosis y se ha demostrado ocurre en la naturaleza (Young, 2001),

por lo gue se confirma lo antes planteado.
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CAPITULO VI

CONCLUSION

1.- Existe una amplia diversidad genética de rhizobia asociada a leguminosas
nativas que se estudiaron en el noreste de México especificamente en la

Regiéon Lagunera (H=0.824).

2.- Es probable que especies de rhizobia diferentes a las reportadas se

encuentren asociadas a leguminosas de la Region Lagunera.

3.- Las leguminosas estudiadas presentan una nodulacion de 5 nédulos por
planta para mezquite, 8 para las acacias y 30 nddulos para Leucaena
(nodulacion baja en comparacion con la reportada en la literatura bajo sistema

de invernadero).

4.- Las cepas aisladas son consideradas de crecimiento rapido (48 horas

segun los rangos de crecimiento establecido para bacterias).
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