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RESUMEN 

El cultivo de frijol en nuestro país es de vital importancia ya que es la fuente principal de 
proteínas para la población. Una característica importante de este cultivo es su capacidad de fys* 
nitrógeno atmosférico cuando se asocia con bacterias del género Rhizobium. En general, las 
investigaciones han sido enfocadas a tratar de incrementar la eficiencia de este sistema. Ski 
embargo, hasta el momento los resultados han tenido poco éxito, ya que el frijol sigue siendo una 
de las leguminosas con menor capacidad de fijar nitrógeno. El problema reside básicamente en la 
escasez de estudios ecológicos relacionados con los simbiontes. En ese sentido, se desconoce el 
papel que desempeñan en la economía del nitrógeno las poblaciones nativas, las cuales son 
ampliamente abundantes y diversas en los suelos de México. Adicionalmente, se piensa que las 
poblaciones nativas son las responsables del fracaso en la respuesta a la inoculación cuando se bañ 
utilizado cepas introducidas con alta capacidad de fijación de nitrógeno. El objetivo principal de 
este trabajo fue determinar en que medida las poblaciones nativas de Rhizobium contribuyen a ta 
fijación biológica de nitrógeno en México. Asimismo, se evaluó el efecto que tienen las prácticas 
agrícolas sobre la diversidad genética de Rhizobium. Finalmente, se e>5)loro la capacidad de las 
cepas nativas para establecer una selección preferencial por determinados genotipos de frijol. Un 
total de 59 aislados obtenidos de nodulos de tres genotipos de frijol ("Negro Querétaro", Flor de 
Mayo-M-38" y N-3-117"), cultivados en Feo. I. Madero, Dgo. fueron caracterizados por 
resistencia intrínseca a 12 antibióticos (RIA), Consensos Intergénicos Repetidos Enterobacteríales 
(ERIC)-PCR, análisis de PCR-RFLP s y Movilidad Electroforética de Enzimas (MLEE) de siete 
loci. Los resultados de campo empleando l5N expresados como el % de N en la planta proveniente 
de la atmósfera (%Ndda) oscilaron entre 19 y 46, donde el genotipo Bayo Victoria fue el mejor y 
FM-M-38 el más bajo. Asimismo, se encontraron diferencias significativas entre el número de 
nodulos de Negro Querétaro respecto a FM-M-38 y N-3-117. Por otra parte, los análisis de PCR-
RFLP's del gen 16S rRNA indicaron que la mayoría de los aislados pertenecen a la especie de 
Rhizobium etli Adicionalmente, a través de técnicas de resistencia a antibióticos y ERIC-PCR, se 
pudo observar una amplia diversidad de las cepas nativas, encontrándose hasta 3Q parrones 
diferentes. Sin embargo, los análisis de movilidad electroforética mostraron la existencia de un 
electrotipo sobresaliente (ET-l), el cual incluyó a 38 de los 48 cepas analizadas. Los estudios de 
competencia, empleado un trasneonjugante de Rhizobium tropici (CIAT-899; :gitsAio-B), 
indicaron las cepas nativas fueron diferentes en su capacidad competitiva. De lo anterior se 
concluye que: 1) la fijación de nitrógeno parece ser importante aun bajo condiciones de temporal 
2} Rhizobium etli es la especie dominante que nodula a los diferentes cultivares de frijol, 3) se 
observaron diferencia importantes en los diferentes métodos utilizados para caracterizar las cepas 
de Rhizobium, excepto para PCR-RFLP's y MLEE, 4) se observó una baja diversidad genética 
de Rhizobium (H=0.105) podría estar relacionada con las condiciones ambientales adversas de 
esta región y 5) Se observaron diferencias importantes en la capacidad competitiva (formación de 
nodulos) de las cepas de Rhizobium etli. 

Los resultados de este trabajo representan una contribución al conocimiento de la ecología 
de las poblaciones nativas de Rhizobium spp. Adickmakneate, se aportan elemeutos que permitirán 
reconsiderar el potencial de estas poblaciones en los programas del mejoramiento de la fijación 
biológica de nitrógeno en frijol. 



ABSTRACT 
la Mexico the common bean (Phaseoius vulgaris L.) crop, is considered as the main 

protein source for the human alimeutation. Au important characteristic of this legume is its 
capacity to nitrogen from the atmosphere when the plant interact with members of Rhizobium sp. 
The Effort for increase the seed production have been, adressed to improved the eficieocy of the 
symbiotic system. In this sense, the results have been not good, principally because the plant of 
bean is a legume poor of nitrogen fixation capacity. The basic problem reside in the scarcy of 
ecological studies in regard to simbionts. In this way, the role of the native strains in. the nitrogen 
economy to the plant is unknown, and this populations display a high both number and diversity. 
The principal objetives of this study were to evaluate the contribution of Rhizobium sp. native 
strains on the biological nitrogen fixation in Mexican field. So we evaluated the effect of the 
diverges agronomical practices under the genetic diversity of Rhizobium. Finally was explorer the 
capacity of native strains to establishment a preferencial selection by determined genotypes of 
beans. We are able to isolate 59 rhizobial strains obtained from Fco. I. Madero, Dgo fields from 
three genotypes "Negro Queretaro", 'Hor de Mayo-M-38" and "N-3-11". These strains were 
characterized by intrinsic antibiotic resitance (IAR), PCR using Enterobacterial Repetitive 
Integeoic Concensus (KRIC) primers, PCR-RFLP and analisis of Multilocus Enzyme 
Electrophoresis (MI.EE) by seven loci PCR-RFLP's analysis of I<5S rRNA gene showed that the 
most of strains belongs to Rhizobium ctli. The result by IAR showed 30 different patterns, its 
important to mention that only three patterns were common to the three genotypes studied. ERIC-
PCR also give a large number of patterns (32), however, there was ao correlation between both 
methods. On the other hand, by MLEE analysis indicated that 38 of the isolates belong at the same 
electrotype (ET-1), the rest correspond to seven ET's. The nitrogen fixing at field level showed a 
nitrogen derived from the atmosphere (Nd£a)= 19-46%, were the genotype Bayo Victoria gave the 
higher values while the Flor dc Mayo M-38 was the lower. Hie nodule number showed high 
variability and differences significatives has been found in 2Negro Queretaro" with respect to FM-
M-38 and N-3-117. In this way, are concluded that: i) N? fixation seems to be important even in 
rainfed conditions (%/Vdfa i 9-46 J ii) Rhizobium etii is the dominant species nodulanting common 
bean, iii) from the different methods by the characterization, a good correlation between MLEE 
and PCR-RFLPs was foud, iv) the low diversity of Rhizobium found in this study (0.105) could be 
related to the adverse environmental conditions in this region and v) Gene marker gusAia, was 
able to discriminated the competit ivity of native strains of Rhizobium etli associated to common 
bean-
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INTRODUCCION 

México es reconocido como centro de origen y domesticación del frijol (Phaseolus 

vulgaris L ) (Miranda, 1967) y, por ende, cuenta con una amplia diversidad de genotipos 

naturales; sin embargo, la producción de esta leguminosa es limitada. Es bien conocido que la 

producción de frijol depende de la asociación de la planta con especies nativas de Rhizobium, las 

cuales varian en especificidad de hospedero, efectividad de nodulación y fijación de nitrógeno 

(Araujo et al, 1986; González-Cu y López-Reyes. 1989; Pinero eí al, 1988; Aguüar-Zacarias. 

1990; Souza. 1990; Souza et al, 1994). 

Diversos estudios han permitido conocer que las cepas nativas son un obstáculo para 

encontrar una respuesta positiva a la inoculación. Los resultados obtenidos con cepas "elite" de 

Rhizobium sp durante el periodo 1973-1990, demostraron que únicamente el 11 % de los ensayos 

presentaron mayor rendimiento con respecto al tratamiento no inoculado. Esto indica que aún no 

es factible la explotación comercial de dicha estrategia bajo tales condiciones (Castellanos-Ramos 

et al., 1993), lo que apoya la idea que el incremento de las cepas nativas de Rhizobium, disminuye 

el porcentaje de éxito por las cepas introducidas (Thies et al,. 1992). Este hecho nos conduce a 

peusar que el primer paso para obtener éxito en la inoculación y poder incrementar el rendimiento 

de frijol, es identificar a las cepas dominantes de Rhizobium. Uno de los principales enfoques para 

conseguir este objetivo, es la búsqueda de marcadores genéticos y bioquímicos, que nos permitan 

tanto la identificación y medir la diversidad genética entre miembros de la misma especie. Entre las 

principales metodologías moleculares se encuentran: la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restricción del DNA (RFLPs), 

Amplificación al Azar de ADN polimórfico (RAPDs) y Movilidad Electroforética de Enzimas 

(MLEE) (Pinero et al 1988, Selander et al. 1986, Souza, 1990; Williams <?f a/., 1992; Souza et al. 

1994). 

A pesar de contar con una amplia riqueza de poblaciones nativas de Rhizobium asociadas a 

frijol, la información de la contribución de estas poblaciones a la economía del nitrógeno en la 

planta, es muy reducida. En nuestro país, aumentar la fijación biológica de nitrógeno (FBN) en 

fiijol, es de particular importancia, dado que esta leguminosa representa la principal fuente de 

proteína para la población (SAGAR, 1995), Las evaluaciones de la FBN utilizando el isótopo de 
15N, sobre diferentes genotipos de frijol, muestran que existen diferencias importantes en este 



atributo. Los porcentajes de N derivado de la atmósfera oscilan entre 4-69 % (Renie y Kemp, 

1983 a,b; Hardarson et al., 1993 ; Peña-Cabriales y Castellanos, 1993). Esto demuestra la 

importancia de estudiar tanto la planta hospedera, como a las poblaciones nativas de Rhizobium. 

Este tipo de estudios, nos permitirá responder a una serie de interrogantes fundamentales a 

cerca de la relación planta-bacteria; por ejemplo, ¿existe una preferencia selectiva por parte de 

genotipos de frijol hacia cepas de Rhizobium eficientes en fijar nitrógeno?, ¿cuál es la cantidad de 

nitrógeno que las poblaciones nativas de Rhizobium aportan a la planta de frijol?, ¿las diversas 

variedades de Rhizobium poseen la misma capacidad de competencia por nodular a la planta?. 

Responder a las interrogantes planteadas, nos permitirá conocer algunos aspectos sobre la 

ecología del sistema Rhizobium-fájol. Por lo anterior se propuso la »guíente hipótesis de trabajo. 

HIPOTESIS 

Las poblaciones nativas de Rhizobium sp asociadas a frijol llevan a cabo una interacción 

eficiente, particularmente en aquellos genotipos que se consideran buenos fijadores de N2, 

contribuyendo de manera significativa en la economía del N de la planta. Así mismo, las diversas 

prácticas culturales, tienden a disminuir la diversidad genética de dichas poblaciones nativas. 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer la contribución de las poblaciones nativas de Rhizobium sp. a la Fijación 

Biológica de Nitrígeno (FBN) en diferentes cultivares de frijol bajo condiciones de temporal. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Determinar la contribución de las poblaciones nativas de Rhizobium sp a la FBN en frijol bajo 

condiciones de temporal. 

2.- Conocer si las diferentes cepas nativas de Rhizobium sp establecen una selección preferencial 

por determinados genotipos de frijol. 

3.- Evaluar el efecto de las diferentes prácticas agrícolas, sobre la diversidad genética poblacional 

nativa de Rhizobium asociada a frijol 



ANTECEDENTES 

L-Cl Nitrógeno como Nutrimento y su Importancia Agrícola. 

El nitrógeno (N) es uno de los elementos mas importantes para la vida en nuestro planeta y 

puede existir en tres formas, molecular (gaseoso), orgánico e inorgánico. El N en su forma 

molecular, es el elemento más abundante de la atmósfera terrestre, pero éste se encuentra 

inaccesible para la mayoría de los organismos (Leliinger, 1978). De estas formas, en el suelo 

encontramos la forma orgánica (90%) e inorgánica (10%). Eu la forma orgánica, forma parte de 

macomoléculas y polímeros, principalmente como proteínas (30-40%), aminoazúcares (5-10%), 

purinas y/o pirimidinas (1-2 %) y en compuestos no identificares (50%). La forma inorgánica, 

generalmente se encuentra en un 10% como amonio, nitratos y N mineral (Fassbender, 1978). 

El mayor aporte del N en la agricultura se da a través de la adición de fertilizantes 

nitrogenados, el cual se obtiene por síntesis química y es adicionado en forma de nitratos, urea, 

sales de amonio, etc. (Black, 1975). La demanda de N en la agricultura mundial, se ha 

incrementado en una tasa, aproximadamente equivalente, al incremento de la población mundial, 

i.e. alrededor del 2%. Sin embargo, la cantidad de N disponible no se incrementa a dicha tasa, en 

virtud de la continua disminución de la capacidad de suministrar N de los suelos agrícola 

(Herridege y People, 1995). 

La mayoría de los sistemas agrícolas presentan una alta demanda de N. Por ejemplo, el 

arroz o trigo, requieren de 20-40 kg N ha'lTm~1 de grano. Los pastizales, comunmente utilizados 

como forraje para el coasumo de ganado asimilan más de 100 kg de N Ha'1. Una de las limitantes 

principales del rendimiento de estos sistemas es la disponibilidad de N en forma asimilable para la 

planta (People. 1994). 

En 1992, para la producción de 2,228 millones de Tm de granos y oleaginosas, fueron, 

empleadas 905 millones de Ha. Se ha estimado que para alcanzar estos niveles de producción se 

requerirán 80 millones de Tm de N, de las cuales, una proporción significativa, es reciclado del N 

residual de las leguminosas. El costo económico para solventar las necesidades de producción 

agrícola ascienden a $33,000 millones de dólares (S 400 dlls. ton ' l). De esta cantidad, la fijación 

biológica de nitrógeno (FBN) contribuye con el equivalente a $5,000 millones. Esto significa que 



si la FBN se mejorase un 15%, se lograría un ahorro equivalente a $ 1000 millones (Herridege y 

People. 1995). 

n . - Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN). 

La FBN es un proceso reductivo que depeude de la utilización de azúcares para la 

obtención de energía y compuestos reducidos (Atkins, 1986). Este proceso se pude generalizar de 

la siguiente manera: 

N2 +6e" + 12 ATP 2 NHj+ 12 ADP + 12 P 0 4 

La FBN es realizada por organismos procañotas y ésta se realiza en tres formas básicas, 

libre (Kiebsiella sp., Clostridium sp.)7 asociada no simbiótica (AzospiríUum sp., Acetobacter sp.) y 

asociada simbiótica (Rhizobtum sp.) (Sprent, 1979; Drevon. 1983). De estas formas, la fijación 

simbiótica es la mas importante desde el punto de vista de sus significancia agrícola., por tal 

motiva, se han realizado grandes esfuerzos para entender los mecanismos fundamentales de dicha 

interacción. 

IL1.- Fijación Simbiótica de Nitrógeno. 

El establecimiento de la simbiosis Rhizobium-Frijol o cualesquier otra leguminosa, es el 

resultado de una compleja secuencia de interacciones que culminan con la formación de un nodulo 

en la raí¿ Este es una estructura especializada, formado por vanos tipos de células altamente 

diferenciadas, entre las cuales se encuentran las céluas infectadas. Dentro de éstas células se 

encuentra una forma especial de Rhizobium, a las cuales se les denominan bacteroides y son los 

responsables de llevar a cabo la fijación de nitrógeno (Dart. 1977; Sánchez. 1985; Dowling y 

Broughton. 1988;Michelsy Vanerlryden. 1994). 

Se ha demostrado que la fijación de nitrógeno depende de un complejo multienzimático 

conocido como nitrogenasa (Phillips. 1980 ; Sánchez. 1985). Este complejo consta de dos tipos de 

componentes: componente I, en esta parte se localiza el sitio de unión y reducción del sustrato 



teniendo como cofactor al hierro-molibdeno y el componente II cuyo papel es el de reducir al 

componente I (Phillips. 1980; Roberty Brill.1981). 

El proceso de FBN es altamente reductor y es inhibido por O2, el cual es capturado por la 

leghemoglobina en los procesos simbióticos. Durante el proceso de fijación se libera H j en el 

nodulo y esta liberación, no se relaciona directamente con la tasa de actividad de la nitrogenasa, lo 

que probablemente indica que la actividad de una hidrogenasa que toma más Hj en las simbiosis 

efectivas sea determinante (Hungría y Neves, 1987; Pereira et ai, 1989). Las observaciones 

encontradas por Hungría y Neves (1987), indican que el hospedero también puede influir en <1 

metabolismo del H2, a pesar de que la eficiencia relativa (F.R, capacidad de reutilizar el H3 para la 

reducción de N2) encontrada en frijol, es mucho más baja que la de soya o caupi (0.99), no es una 

conclusión generalizada para considerarlo como la causa principal de la baja fijación de N. 

Desde el punto de vista energético, el proceso de fijación de nitrógeno consume de tres a 

cuatro veces más energía metabólica que la absorción y asimilación de N mineral (Atkins, 1986). 

De hecho, durante algunos períodos de crecimiento activo de la planta, del 30 al 50% de los 

carbohidratos producidos en la fotosíntesis neta diaria son consumidos por las raíces noduladas 

(Pete y Minch, 1980). Diversos estudios consideran que una de las principales limitantes del 

proceso de FBN es la disponibilidad de fotosintatos a los nodulos (Mahon, 1977 ; Hungría, 1988). 

La cantidad de N tomada del aire y fijada por las bacterias de diferentes leguminosas, es 

difícil calcular, esta varía debido a factores como: clase de leguminosas, grado de efectividad de la 

bacteria, condiciones del suelo y factores climáticos (Alexander, 1980; Castellanos-Ramos, 1992; 

Ferrera-Cerrato et ai. 1990; Graham, 1990; Hungría y Neves, 1987; Mellor, 1994; Peña-Cabriales 

et al. 1993). Sin embargo, se ha estimado que el aporte de N al suelo cultivados con leguminosas 

es de aproximadamente 12 millones de toneladas (Herrídege y People, 1995). 

Los sistemas simbióticos juegan un papel importante en los sistemas agrícolas ya que, 

además de reducir los costos de producción, evitan la contaminación de las aguas subterráneas, 

aumentan la producción de proteína (al incrementar la concentración de proteína de las 

leguminosas), contribuyen con N para cultivos sucesivos y fortalecer la fertilidad de los suelos 

(Hardarson, 1993b). Además, este sitema es el más estudiado por el potencial que representan en 

(a incorporación del N? al suelo y es la simbiosis /fó/¿c¿/u/K'leguminosa el grupo más explotado en 

la agricultura. Se ha estimado que alrededor del 44% del nitrógeno fijado por medios biológicos 



proviene de la citada asociación (Brill 1977). Sin embargo, entre las especies de leguminosas la 

capacidad de fijación de nitrógeno varía de 40-450 kg ha 1 año' l(FAO, 1984). 

En la agricultura, específicamente dos ejemplos de fijación biológica están siendo 

explotados de manera satisfactoria. Primeramente, las cianobacterias (algas azul-verdes) son de 

gran importancia en las áreas del cultivo del arroz a nivel mundial, seguidas por las bacterias del 

género Rhizohitim, que se encuentran representadas globalmente en zonas templadas, tropicales, 

forestales y suelos cultivables (Jones, 1991). 

HL- Fijación Biológica de Nitrógeno en Fríjol. 

México es reconocido como centro de origen y domesticación del frijol y por consecuencia 

cuenta con una amplia diversidad de genotipos (Miranda, 1967). En comparación con otras 

leguminsas de grano, el frijol se ha considerado como una planta pobre en la fijación de nitrógeno, 

lo cual podría ser debido a la baja ER de su simbiosis (Hungría y Neves, 1986a; Pbia y Muns, 

1987), simbiosis que depende del tipo de cultivar de frijol (Grakam y Rosas 1977; Hungría y 

Neves, 1986a; Phia y Muns. 1987; Grageda-Cabrera. 1990; Castellanos-Ramos, 1992; Hardarson 

et ai, 1993). De este modo, se ha reconocido que los genotipos de hábito trepador presentan una 

mayor capacidad de FBN (Graham y Rosas. 1977). Miranda (1967), demostró que la diversidad 

biológica del frijol se ha incrementado con la domesticación y algunos de los caracteres que han 

aumentado son: hábitos de crecimiento, tamaño de hojas, flores, frutos, semilla y color de la testa. 

La evaluación de la FBN depende de los parámetros evaluados y del estado fisiológico de 

la planta al momento de su determinación, por ejemplo madurez fisiológica, el índice de cosecha 

de N (ICN), proporción de N contenido en planta y en la semilla se ha encontrado por encima del 

70% en frijol común (Westermann et ai, 1985; Miranda, 1987, Miranda y Bliss, 1991) sin 

embargo, para otras leguminosas el contenido de N total en la semilla fue positivamente 

correlacionado con el N de la semilla derivado de la fijación de nitrógeno atmosférico. Los datos 

de StClair y col. (1988), mostraron correlación fenotípica positiva sobre N total fijado, N total de 

la planta y semilla, peso seco de follaje y rendimiento en grano del frijol. 

Experimentos a nivel de campo (realizados bajo las mismas condiciones de crecimiento 

clima, suelo y manejo), mostraron que la respuesta a la fijación simbiótica de nitrógeno es variable 



y que ésta depende del genotipo de que se trate. En este sentido, en 1989 López-Alcocer y coL 

evaluaron 360 genotipos de fiijol seleccionando 120; 58 por su capacidad simbiótica, 43 por 

rendimiento en grano y 19 por ambos parámetros. Los genotipos fueron seleccionados a partir de 

tratamientos inoculados + fósforo (40 kg ha*1) y testigos sin inocular + fósforo. Por otra parte, 

empleando la téncica de dilución isotópica de 15N, se han encontrado valores promedio de 35% del 

N derivado de la atmósfera (Ndda), con un máximo de 58% (Hardarson et al. 1993). Otros 

estudios han establecido en cuanto a la cantidad de N fijado, que este cultivo alcanza valores de 25 

a 71 kg de N ha*1 en un período de 100 a 120 días (Graham y Rosas. 1977; Habish e Isagh, 1974;), 

mientras que Renie y Kemp (1983 a,b) reportaron valores de hasta 125 kg de N fijado y 

porcentajes de hasta un 68 % Ndda, con un promedio de 51.8%. 

Hardarson y Danso (1993), señalan que para asegurar un manejo apropiado y óptimo 

beneficio de la simbiosis leguminosa-i^/zoó/M/n, es necesario realizar cuantificaciones de la 

cantidad de N fijado. No se cuenta con un método adecuado y correcto para determinar la fijación 

de N2 por leguminosas. Ninguno de los métodos actuales: rendimiento de N, diferencias de N, 15N, 

reducción de acetileno y solutos del »lema (ureidos) resultan satisfactorios, estos pueden 

depender de la disponibilidad y adecuada determinación de la fijación de N2 para cualesquier 

especie de leguminosa cultivada bajo todas las posibles variantes de suelo y ambientes. Cada 

método tiene ventajas únicas y limitaciones. En realidad cada método se ha empleado varias veces 

para evaluar la variación en fijación entre genotipos e identificar las lineas sobresalientes en 

programas de mejoramiento Hairidge y Peoples (1995). 

Los datos anteriores destacan la necesidad de implementar estudios interdisciplinarios en 

donde se involucre tanto a los cultivares de frijol, así como a las cepas nativo, para el desarrollar 

de programas dirigidos a incrementar la FBN. En el macrosimbionte, se han podido identificar 

genotipos con alta y pobre capacidad de fijación mientras que en el microsimbionte, los esfuerzos 

destinados a diferenciar cepas y poder llevar a cabo su seguimiento en condiciones naturales, no se 

ha puesto de manifiesto. En la definición de especies, las metodologías molecularesd Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) y RFLP's, están aportando un avance sustancial a la sistemátia 

bacteriana y mediante el empleo de genes reporteros, específicamente en el caso del gen de la 

glucuronidasa (GUS), se abre la oportunidad para realizar estudios de ecología de Rhizobium. 



IV.- Taxonomía de Rhizobium. 

Desde el punto de vista biológico, cuando se trabaja con una determinada población de 

organismos, el primer paso fundamental será el reconocer la especie de estudio de que se trata. 

De acuerdo con Jordán (1984), el género Rhizobium descrito por Frank en 1889, son 

bacilos de 0.5 a 0.9 por 1.2 a 3.0 jxm Contienen gránulos de poli-P-hidroxibutirato, móviles con 

2-6 flagelos peritricos o con un flagelo polar o subpolar, Gram-negaüvos, no forman esporas. 

Crecen sobre medios con carbohidratos generalmente acompañados de la producción de una gran 

cantidad de mucilago de polisacaiidos extracelulares. Son capaces de invadir los pelos radiculares 

de la leguminosas e incitar a la producción de nodulos. 

La sistemática bacteriana, se puede definir como el estudio científico de la diversidad de 

organismos y sus interrelaciones, con el objeta final de caracterizar y arreglar a éstos de una 

manera ordenada. La taxonomía también se usa como sinónimo para sistemática y consiste en la 

identificación, clasificación y nomenclatura. Al arreglo ordenado de unidades taxonómicas 

definidas (por ejemplo especie), se denomina clasificación. Una serie de diferentes métodos se 

emplean para la caracterización de un organismo, por lo tanto, una adecuada colección de datos, 

describe sus propiedades. Estas comprenden; características morfológicas, propiedades 

fisiológicas, composición química de la pared celular, membranas o contenidos genómicos de 

ácidos dexosirribonucleicos (ADN), contenidos de bases nitrogenadas guanina + citocina (G+C), 

perfiles de proteínas celulares totales, fragmentos de restricción del ADN y datos moleculares de 

secuencia (Ludwing y Schleifer, 1994). 

En un principio, las especies de bacterias que nodulaban raíces fueron asignadas a géneros 

muy diferentes Tabla 1 (Young, 1994). Esta situación inestable ha cambiada, tanto por el 

mejoramiento en la caracterización de las bacterias y por los cambios en la idea de la naturaleza de 

un género bacteriano, situación que se agrava por la lenta diseminación de la información 

científica. Durante varias décadas, se generó un periodo estacionario en la sistemática de (as 

bacterias que nodulan las raíces sin embargo, actualmente se encuentran en activa revisión, donde 

se destacan la valiosa participación del grupo mexicano del Centro de Investigación sobre Fijación 

de Nitrógeno en Cuernavaca, Mor. los cuales han propuestos dos nuevas especies de Rhizobium 

que nodulan frijol en Latinoamérica. Martínez-Romero et al. (1991), determinaro que la especie 



Rhizobium tropici es la que nodula frijol en regiones tropicales de Sudamérica, mientras que para 

el caso de México, se reconoce a la especie de Rhizobium eíli, como la responsable de nodular al 

frijol de America (Segovia et al., 1993) (Tabla 2). 

Tabla 1. Nombres asignados a las bacterias que nodulan raíces*. 

GENERO PROPUESTO FECHA 

Schinzia 1887 

Phytomixa 1886 

Cladochytrium 1888 

Bacillus 1888 

Bacterium 1890 

Rhizobium 1889 

Pasteuria 1891 

Rhizobacterium 1895 

Rhyzobium 1899 

Mycobacterium 1901 

Pseudomonas 1905 

Rhizomo/ias 1909 

* Adaptada de Young. 1994. 

El aislamiento de un microorganismo, se define como el procedimiento, mediante el cual 

una especie dada de microorganismo presente en una muestra particular se obtiene en cultivo puro 

(Singleton y Sainsbury, 1981), mientras que una cepa, se considera como una célula o población 

de célalas que tienen las características dadas de un tipo de microorganismo o de un género 

particular o especie (Singleton y Salisbury, 1981). 

Dentro de la especie de Rhizobium, la identificación de cepas es uno de los mayores 

problemas que se enfreta el investigador en experimentos de inoculación en campo. En todo los 

sitio donde aparezcan de manera natural o se cultiven regularmente las leguminosas, existen 



normalmente rhizobios que las nodulan. Por lo tanto, es aconsejable desarrollar técnicas simples 

que conlleven a identificar dichas cepas. Para que estos procedimientos sean útiles, deberán de ser 

Tabla 2. Cambios en la taxonomía de la familia Rhizobiaceae*. 

ESPECIES ANO DE PUBLICACION REFERENCIA 

Rhizobium 1889 Jordán, 1984 

R. leguminosarum 1879 Jordán, 1984 

bv. viciae, trijoli, phaseoli 1984 Jordán, 1984 

R. meliloti 1926 Jordán, 1984 

R. Ioti 1982 Jarvis etal, 1982 

R. fredii 1984 Scholla y Elkan, 1984 

R. galegae 1989 Lindstróm, 1989 

R. tropici 1991 Martínez-Romero etal, 1991 

R. huakii 1991 Chen et al, 1991 

R. etli 1993 Segovia et al, 1993 

R. terenga 1994 Lajudiee, 1994 Com. pers. 

R. shaeli 1994 Lajudiee, 1994 Com. pers. 

R. cicer 1995 ' Fernandez et al., 1995 

Bradyrhizobium 1942 Jordán, 1984 

B. japonicum 1896 Jordán, 1984 

B. eikanii 1992 Kuykendall etal. 1992 

Azorhizobium 1988 Dreyfus etal., 1988 

A. caulinodans 1988 Dreyfus etal, 1988 

Agrobacterium 1942 Jordán, 1984 

A. radiobacter 1902 Jordán, 1984 

A. rhizogenes 1930 Jordán, 1984 

A. vitis 1990 Kerr, 1990 

Phyllobacterium 1962 Jordán, 1984 

P. mirsinacearum 1962 Jordán, 1984 

P. rubiacearum 1962 Jordán, 1984 

* Adaptada de Young. 1994. 



específicos y confiables, peto lo suficientemente simples para ser aplicados a un gran número de 

cepas (Beringer, 1978). 

En algunos casos, el reconocimiento de cepas a nivel de laboratorio, puede realizarse por 

métodos tradicionales, sonsiderando las características morfológicas. Una determinada cepa tiene 

una respuesta específica al hospedero, tal como; nodulación efectiva o inefectiva; distribución de 

nodulos en la planta, forma característica de los mismos y su coloración e incluso morfologías 

coloniales inusuales. Ninguna de esas características, es de aplicación general, aunque pueden ser 

útiles como criterios secundarios (Pastorini, 1992; Singletou y Tavares, 1986 , Vincent, 1975). 

La identificación de cepas de Rhizobium que ocupan los nódulos, es obligada en estudios 

que tienen por objeto evaluar la competitividad y el efecto de las cepas específicas, sobre el 

desarrollo de las leguminosas (Kremer y Peterson, 1982). Dentro de los métodos más 

comúnmente empleados se tienen: i).- resistencia a antibióticos ("inducida" e intrínseca) y los ii).-

sero lógicos (aglutinación, inmunodifisión, inmunoüuotescencia y ELISA); iü).- Patrones de 

proteínas totales y perfiles de plásmidos y iv).- métodos moleculares REP y ERIC-PCR así como 

movilidad electroforética de enzimas (MLEE). 

El empleo de cepas de Rhizobium resistentes a alta concentración de antibióticos en 

estudios de ecología fueron propuestos por Obaton (1971) y empleados por Danso et al (1973), 

Brockwell et al. (1977) y Kuykendall y Weber (1978). La más obvia aplicación de la técnica se da 

en los estudios de sobrevivencia, colonización y competitividad que son procesos asociados con la 

introducción de cepas al suelo (Cooper, 1979). 

Por resistencia intrínseca a antibióticos (RIA), se demostró que existía una gran 

heterogeneidad, entre cepas de R leguminosarum, R. Phaseoli, R meliloti, y en Rhizobium del 

grupo caupí, el método ha sido cuestionado por ésta variabilidad (Kremer y Peterson, 1982; Stein 

etal., 1982; Chanway y Holl, 1986). 

La s ero logia, es una parte de la bioquímica que se encarga del estudio de las reacciones de 

antígeno anticuerpo. La serología de Rhizobium ha sido útil en la elucidación de las relaciones 

taxonómicas entre especies y en su identificación rápida, cuando se aislan de los nódulos (Dazzo y 

Hubbell, 1975). En general, se considerava que las técnicas serológicas son confiables en la 

identificación de Rhizobium, sin embargo, Espinoza-Victoria et al., (1989b) reportaron, que la 

técnica de aglutinación, pone de manifiesto una gran cantidad de reacciones cruzadas en R 



Ieguminosarum bv. phmeoli, lo que índica la existencia de un alto número de antígenos 

compartidos entre cepas de esta especie. 

Las técnicas serológicas de inmunodifusión han sido utilizadas en algunos estudios de campo 

y han demostrado ser más precisas que las pruebas de aglutinación en la identificación de cepas de 

Rhizobium (Kramer y Peterson, 1982). Dazzo y Hubell (1975), emplearon la técnica de 

inmunodifusión e inmunoelectroforesis, logrando discriminar entre el comportamiento de cepas 

inefectivas y no infectivas de R. trifohi por diferencias antigénicas Así mismo, Van Rensburg y 

Strijdom (1985), Ramos y Boddey (1987) lo hicieron en R. Ieguminosarum biovar phaseoli. 

Estucos realizados en México por Espinosa-Victoria el al. (1989a), encontraron que la 

técnica convencional inmunoenzimática (ELISA) empleando anticuerpos policlonales, no se 

recomiende para la identificación de cepas de R. Ieguminosarum. bv. phaseoli, debido a que las 

cepas comparte en mayor o menor frecuencia un alto número de antígenos con PM entre 10 y 117 

KDa, Por lo tanto, no se identificaron bandas antigénicas con características deseables es decir, 

específicas a la cepa y a alta concentración, que se tomara como base para la identificación de 

éstas. 

Los modelos de perfiles de proteínas son útiles para subdividir grupos serológicos de 

especies de rhizobios. Resulta ser una poderosa herramienta para la identificación de cepas, sin 

embargo, el procedimiento es laboriosos (Jackman, 1987; Pastorini, 1992). 

Resultados en los cuales se ha empleado la técnica de electroforesis en gel de 

poliacrilamida empleando el detergente duodecil sulfato de sodio de una dimensión (SDS-PAGE) 

fueron llevados a cabo pur Kamicker y Brill (1986), logrando distinguir mejor las cepas, que a 

través de la serotipificación en el caso de Bradyrhizobium japonicum. Para el caso de 11 cepas de 

Rhizobium que nodulan frijol en México (Espinoza-Victoria et al., 1989), se empleando 60 jig de 

proteína por carril en la electrofo tesis, el número de componentes (bandas), fue contrastablemente 

diferente entte algunos de los extractos, no obstante, se organizaron tres grupos principales: grupo 

A; CPMEX-2 (29 bandas) y CPMEX-120 (31), grupo B; CPMEX-1 (36), UMR1116 (36), 

UNRL899 (36) y CP-102 (37) y el grupo C; CPMEX-119 (41), CPMEX-129 <43), CPMEX-13I 

(43) y CP-4 (45). En los II extractos, se encontraron 71 componentes diferentes, siendo los de 

máximo y mínimo peso molecular los de 167 y 10 kO. Estudios similares realizados en Chiapas 

(Arredondo-Peter y Escamilla, 1993), emplearon 50 p.g de proteína por carril, encontraron un alto 



grado de similitud entre las cepas aisladas de las diferentes localidades comparadas. En estas 

cepas de estudio, CIES-110 y CIES-113, contienen un péptido de bajo peso molecular que no fue 

detectado en el grupo de cepas de referencia empleadas. 

Dentro de las diversas características presentes en la especie de Rhizobium se encuentra 

que cuentan con una gran cantidad de ADN extracromosómico en entidades denominadas 

plásmidos. Estos varían en número (1-10) y tamaño, pero en general son de alto peso molecular 

(100-300 megadaltones). Ellos pueden constituir un gran porcentaje del genoma celular, e.g. hasta 

45% en el caso de Rhizobium etli (Martínez-Romero y Palacios, 1990 ; Martínez-Romero, 1994). 

En la mayoría de las especies rhizobiales la mayoría de los genes requeridos en el proceso 

.simbiótico están localizados en un plásmido, al cual generalmente se le conoce como pLásmido 

Sym o ySym. Sin embargo, la mayoría de los rhizobios también presentan, plásmidos que no son 

esenciales en el establecimiento de un estado simbiótico complejo, éstos se denominan no 

simbióticos o no pSym o simplemente megaplásmidos. (Mercado-Blanco y Toro , 1996). Existe 

una serie de funciones que se han encontrado en los plásmidos no simbióticos como son: síntesis 

de bacterocininas, eficiencia de nodulación, aumento o disminución de la efectividad, genes 

simbióticos reiterados, síntesis de exo y lipopolisaciridos, utilización de fuentes de carbono, 

síntesis de raelanjna, aumento o disminución del crecimiento bacteriano y supervivencia bajo 

diferentes condiciones ambientales Mercado-Blanco y Toro (1996). 

Los perfiles de plásmidos para las diferentes especies de rhizobios es muy diverso, en el 

caso de Rhizobium que nodulan frijol, una amplia diversidad se ha puesto de manifiesto (Martínez 

y Palacios, 1988; Brom et al., 1988, 1990; Quinto et al., 1982; Romero et al, 1988; Martínez-

Romero et al, 1991; Segovia et a!., 1993), al igual que para Rhizobium leguminosarum biovar 

viciae (Brockman y Bezdicek, 1989). 

En la corta historia de la biología molecular, el surgimiento de una nueva técnica (e.g., 

Southern blotting, clonación molecular, elcctroforesis eo gcl de pulso y campo) han transformado 

las formas en que se pensaba acerca del discernimiento tanto de problemas biológicos aplicados 

como fundamentales. La capacidad de amplificar segmentos específicos de ADN, se ha hecho 

posible por la técnica de PCR, la cual representa una de las metodologías que han generado tales 

cambio*.(Erlich, 1989). 



La PCR, es un metodo que se efectúa in vitro de la síntesis enzimàtica de secuencias 

específicas de ADN, empleando dos oligonucleotido s como iniciadores, que hibridizan con las 

hélices opuestas y flanquean la región de interés en el ADN blanco. Una serie repetida de ciclos, 

involucra la desnaturalización de la plantilla (ADN), alineamiento del iniciador y la extensión de 

este por medio de la enzima ADN polimerasa, resultando como tal, una acumulación exponencial 

del fragmento específico cuyas terminales son definidos por los extremos 5' de los iniciadores 

(Erlich, 1989), dicho método fue inventado por Kary Mullís y originalmente aplicado en estudios 

de genética humana (Mullís y Faloona, 1987). 

Para llevar a cabo una caracterización de cepas, mediante esta metodología, es conveniente, 

probar con un determinado número de iniciadores, los cuales cuales pueden ser al azar (Berg et al 

1994; Kay et al, 1994) denominado RAPD (de ADN Polimorfico Amplificado aleatoriamente), o 

bien ser más específicos para el género y/o especies de interés, como se muestra en la Tabla 3. 

Tabla 3. Iniciadores utilizados para la amplificación por PCR en la familia Rhizobiaceae. 

Iniciador Secuencia 5' a 3' Referencia 
REPIR-I IIIICGICGICATCIGGC De Bruijn. 1992 
REP2-I ICGICTTATCIGGCCTAC 
ERICIR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAT 
ERIC2 AAGTAAGTG ACTG G GTG AG C G 

GCTAGTTGGTGGGGTAA Willems y Collins, 
GCCATCTCAGTTCGGATTG 1993 

Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC Young y col. 1991 
Y2 CCCACTGCTCCTCCCGTAGGAGT 
G1 GAAGTCGTAACAAGG Jensen y col. 1993 
L1 CAAGGCATCCCAACCGT 
fD1 
rD1 

ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
cccg g gatccaag cttAAGGAGGTG ATC CAG CC 

Weinsburg ycol. 
1991 

RP04 GGAAGTCGCC Richardson ycol. 
RP05 AGTCGTCCCC 1995 
RP01 AATTTTCAAGCGTCGTGCCA 
n¡fH1 AAGTGC GTGG AGTCC GGTGG Eardly ycol. 1992 
nifH2 GTTCGGCAAGCATCTGCTCG 
nifH3 GCCAACAACATCGCCAGGGGTAT 

2 TGCGCCGAATATGCGG Rossum y col. 1995 
4 GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGC 



De Bruija (1992), consideró que dentro del grupo de bacterias Gram-negativas, se 

encuentran concensos de ADN repetido, secuencias de Palindroraes Extragenicos Repetidos 

(REP) y Consensos Intergéuicos Repetidos en Enterobacteriales (ERIC) y éstos, se han empleado 

con PCR para estudiar cepas de Rhizobium meliiati, encontrándose que resultaron ser altamente 

específicos para cada cepa. Ambos métodos REP y ERIC-PCR generaron grupos similares, 

considerándose que dichos métodos son útiles para la identificación y clasificación de cepas 

bacterianas. Resultados similares fueron encontrados por Sadowsky y Mowad (1995) y por Judd 

et ai (1993), éstos, señalan que el procedimiento es adecuado para la diferenciación de 

serogrupos genéticamente relacionados, como en el caso de Bradyrhizobium japonicum y B. 

elkanii Sin embargo, es necesario que se considere que deberá optimizar las condiciones bajo las 

cuales se lleven a cabo las amplificaciones de ADN ( Versaloric et al. 1994) y considerar que el 

emplea de un par de iniciadores no podrá ser de amplio espectro para poder caracterizar una 

amplia gama de especies dentro del género Rhizobium o Bradyrhizobium. 

Finalmente, la movilidad electrofbrética de enzimas se ha empleado por muchos años en 

genética eucariótica. Hasta recientemente, se ha encontrado la utilidad de este método para 

estudios reconocidos de taxonomía bacteriana y evolutiva. Los datos proporcionados por esta 

metodología permiten además de la identificación de genotipos en una población, establecer las 

estimaciones de las relaciones entre organismos (Selander et ai, 1985). Nuevas especies han sido 

reconocidas (Selander et ai, 1986) y la clasificación de otras especies han sido confirmadas con 

MLEE (Segovia et al, 1993). 

Mediante MLEE, se identificaron 17 tipos electroforéticos (ETs) en 95 aislados de 

Bradyrhizobium recuperados de las cuatro hospederas, la mayoría de los aislados (73%) 

estuvieron representados por dos ETs (2 y 3), los cuales dominaron los nodulos de las 

leguminosas Lupinus aíbiis, Ormthopus compresus y Macroptihum atropurpuream (Bottomley et 

al 1994). 

Segovia et ai (1991), determinaron la estructura genética de una población de Rhizobium 

legumiriosarum bv. phaseoli no simbiótica, por MLEE de ocho loci. Las cepas no simbióticas 

fueron aisladas de rizósfera de frijol y caracterizadas por crecimiento en medios diferenciales y a 

diferentes temperaturas, resistencia intrínseca a antibióticos, falta de homología del gen ruftx y su 

incapacidad para formar nodulos con frijol. 



V.- Especificidad del hospedero. 

El poder obtener una nodulación exclusiva por una cepa altamente fijadora de nitrógeno en 

las leguminosas es una de las alternativas que se ha buscado por largo tiempo, sin embargo, los 

resultados no se han logrado y se continúan realizando grandes esfuerzos con tales propósitos. 

Dentro de los diversos mecanismos, seencuentra en elstduio de los factores de adhesióna la raíz, 

genes de compatibilidad al hospedero y restricción de la nodulación. 

V.I .- Adhesión a la raíz. En el proceso de interacción simbiótica, se da un proceso 

específico de atracción entre el microsimbionte y la planta. Dicha especificidad es expresada en 

una etapa temprana del proceso de infección y resulta de múltiples interacciones de los productos 

de la bacteria y la planta. Dentro de ésta, se han sugerido a las lectinas de la raíz, como un 

determinante importante de la especificidad al hospedero. Díaz et al. (1989), señalan que 

diferentes grupos de leguminosas producen lectinas, las cuales difieren en su especificidad de 

unión a carbohidratos bacterianos. 

La busqueda de una explicación para el mecanismo(s) responsable para definir la 

especificidad de la interacción simbiótica en las leguminosas, se están avocando al estudio de 

señales üpooligosacáridas rhizobiales (moléculas señal de nodulación o factor Nod) las cuales, en 

forma pura, son capaces de inducir la formación de primordios de nodulos y también completar las 

estructuras de nodulos en plantas hospederas. Sin embargo, se ha demostrado que aun y cuando 

determinadas cepas tanto de R. loti y R. eíli presentan idénticos factores de nodulación, aquí las 

diferencias en tipos de hospederas no se encuentran en la estructura del factor Nod (Schultze y 

Kondorosi ,1995). 

V.2.- Compatibilidad del hospedero. Dentro de los diferentes sistemas simbióticos, 

se ha estudiado la variación y la preferencia por cepas de Rhizobium en y eutre cultivares de trébol 

blanco, donde por diversos estudios se ha demostrado que existe un gen específico del hospedero 

(Jones y Hardarson,1979). En estudios realizados en trébol, se encontró que el cultivar (CV) 

S100, fue casi exclusivamente nodulado por la cepa 75Str y fue más efectiva que 33spc de igual 

forma, los Cvs. S184 y Pajbjerg prefiere a la cepa 33Spc la cual fue más efectiva en ambos. En 

líneas homogéneas derivadas de estolones de los tres genotipos, se encontró una preferencia más 



uniformes para una determinada cepa de Rhizobium. La correlación encontrada entre la 

preferencia por plantas derivadas de semillas y las derivadas de estolones, demostraron que ésta 

preferencia se encuentra genéticamente controlada por el hospedero, siendo además, un carácter 

heredable, como se demostró por los resultados encontrados por Hardarson y Jones (1979), 

quienes realizaron cruzas entre cultivares de trébol con un amplio margen de preferencia por cepas 

de Rhizobium. Los resultados demostraron que la herencia del carácter es altamente aditivo y sin 

dominancia o efecto maternal, caso contrario a lo que se encontró para chícharo por Lie y 

Timmermans (1983). En el caso de trébol, se señala que un mecanismo no específico adicional 

permite la adherencia selectiva rhizobial en grandes cantidades Hardarson (1984). Los 

carbohidratos unidos a proteínas como la trifolina, puede estar involucrado en el proceso de 

reconocimiento especifico. Dicho reconocimiento, podría explicar la variación encontrada en su 

preferencia por R trifolii. 

Bromfield (1984), evaluó bajo condiciones de invernadero, la variación en la preferencia por 

cepas de Rhizobium en y entre cultivares de M. sativa y plantas cultivadas enjarras de Leonar en 

dos suelos diferentes. Los resultados indicaron, una considerable variabilidad en la preferencia por 

el hospedero entre plantas en los diferentes cultivares, pero no entre cultivares. Los cvs. de M. 

sativa, consistentemente presentan la misma preferencia por la cepa de R. meliloto en cada uno de 

los inoculos en particular. Sin embargo, estos resultados contrastan con los reportes en los cuales 

se involucra a Tri/olium spp. (Jones y Hardarson, 1979; Hardarson y Jones, 1979) y M. sativa 

(Hardarson et al, 1981; 1982, Heichel et ai., 1984) que indican diferente preferencia por especie o 

cultivar para una cepas especifica de Rhizobium en una mezcla de inoculo. Tales variaciones se 

podrían esperar, debido a que los cv. de M. sativa empleados, fueron de polinización cruzada y 

como tal cada uno consiste de distintas poblaciones de plantas heterogeneas genéticamente. Esto 

puede indicar que el tipo de suelo o la población nativa, influye en la preferencia por el hospedero 

(Bromfield, 1984). 

Mediante estudios de biología molecular (Innes et al, 1985, Djordjevic et al, 1985, 1986) 

se determinó la existencia de tres loci (designadas como regiones: DI, IV y V), las cuales son las 

responsables de establecer la clase de hospedera. Mutaciones en las regiones específicas del gen 

nod afectaron la capacidad de la nodulación en tréboL La introducción a R. leguminosarum de 

fragmentos de ADN, extienden la clase de hospederos. Cuando se realizó únicamente la 



introducción de la. región IV a la. cepa ANU843 curada de plásmido sim, se encontró una marcada 

recuperación del proceso de encurvamiento del pelo radical, pero no de los eventos de infección o 

aparición de nodulos. Unicamente se recupera el fenotipo silvestre en la cepa ANU843 curada del 

plásmido, cuando se introducen las tres regiones. 

V.3.- Restricción de la nodulación. Una de las posibles formas de incrementar los 

rendimientos en las leguminosas mediante la explotación biotecnológica de Rhizabium, es la 

generación de genotipos que presenten una restricción por las cepas nativas y sean nodulados 

únicamente por la cepa inoculada. Diversos estudios empleando el sistema de "raíz dividida" en 

trébol, se ha encontrado que el retardo en la aplicación del inoculo en uno y otro lado de la raíz, 

dispara una respuesta de supresión en la formación de nodulos (Sarget et al., 1987). Mediante 

dicho modelo, se ha puesto de manifiesto que la respuesta de supresión está aparentemente bajo el 

control de la planta hospedera (Akao et al., 1994, Djordlevic cía/., 1985, 1986; Inneseí ai, 1985; 

Mclrver et al, 1989). 

En la soya (Gtycine max), se ha determinado que la planta hospedera presenta mecanismos 

que restringen la nodulación por determinadas cepas de Bradyrhizobium japonicum. Estudios en 

los cuales se han empleado diversos genotipos inoculados con diferentes grupos de B. japonicum, 

han permitido definir a aquellos que presentan un efecto preferencial por una determinada cepa 

con mayor eficiencia (Lohrke et al. 1995; Cregan y Keyser 1986; Cregan et al. 1989; Cregan y 

Sadowsky, 1989; Ferrey et al, 1994; Keyser y Cregan, 1987; Pierce y Bauer, 1983; Prach et al., 

1994 ; Sadowsky et al. 1991; Sadowsky y Cregan ,1992; Sadowsky et al. 1995; Weismar et al. 

1990). 

Sadowsky et ai 1995, demostraron que la restricción de la nodulación está controlada por 

el hospedero y es autónoma para la raíz e independiente de algún factor probablemente expresado 

en tallo. En otros trabajos (Detves et al., 1986) se señalan que la no nodulación y la 

supernodulación se disparan esta controlada por parte la raíz, en Gtycine max cv. Bragg. Asi 

mismo, Sadowsky y col. (1995), encontraron que la temperatura afectó la restricción de la 

nodulación controlada por el hospedero y que ésta, no está relacionada con la cepa infectante. Los 

resultados encontrados, están de acuerdo con los reportados por Lie (1984), quien señala que las 

diferencias en temperatura afectan la interacción de cepas específicas de R. leguminosarum en 



chícharo y en éste caso un gen dominante (jy/nl), condiciona la restricción de la nodulación 

sensible a la temperatura. 

Actualmente se conoce que las cepas de R- meliloti inducen nodulos efectivos únicamente eu 

las especies de Medicago, Mellilotus y Trigonella. Mediante mutagénesis con Tn5, se han 

establecido dos grupos de genes nod específicos a las especies de R. meliloti (Regiones IHa y 

UTb) en la cepa RCR2011. A través de diversos experimentos se ha demostrado que éstas regiones 

están involucradas en (a especificidad al hospedero por el encurvamiento del pelo radical y la 

formación de cordón de infección (Debelle y Sharman, 1986). 

VL- Diversidad genética de Rhizobium. 

La diversidad biológica, comprende a toda las especies de plantas, animales, 

microorganimsos, al ecosistema y procesos ecológicos de los cuales forman parte (McNeely et al., 

199Q). La diversidad genética; es la suma total de información genética contenida en los genes 

individuales de plantas, animales y microorganismos que habitan la tierra (McNeely et ai, 1990), 

se habla de una comunidad alfa, cuando se estudia la diversidad de especies dentro de un habitat o 

comunidad particular (Lincoln«/ 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 actividad enzimática, las 

cuales se han aplicado para el caso de Rhizobium (Segovia et ai, 1991) sin embargo; ésta no se ha 

correlacionado con la efectividad de las cepas bajo condiciones de invernadero. De manera 

general, se ha considerada a Rhizobium como uno de los géneros con la más alta diversidad 

genética reportada, incluyendo a especies de bacterias bien estudiadas como la Escherichia coli. 

Esta diversidad cromosómica, sugiere en el caso de Rhizobium que nodulan frijol común es una 

mezcla polifilética de cepas (Romero et al, 1988). Por el contrario, los estudios de Rhizobium 

asociados a Phaseolus coccíneas, presentaron un bajo nivel de intercambio genético con otras 

poblaciones del suelo y una baja diversidad en términos de variación en los pesos moleculares de 

las proteínas (ArTedondo-Peter y Escamilla, 1993). Sin embargo, ésta se atribuyo a que los 

aislados fueron obteuidos de una estrecha área geográfica del sureste mexicano, resultados 



similares fueron encontradas por Young (1935), en estudios realizados en Inglaterra, empleando 

estudios de movilidad electroforética de enzimas. 

En México, se lia trabajado con esta metodología, para determinar la estructura y diversidad 

genética de las poblaciones de Rhizabium que nodulan frijol (Piflero et ai, 1988; Segovia et al., 

1993; Souza, 1990; Sousa et ai, 1994) y poblaciones no nodulantes (Segovia et ai, 1991). Se 

cousidera que los sitios probables de domesticación, presentaran una alta diversidad de rhizobios. 

En esta enorme poza genética, se podrá encontrar cepas capaces de fijar N2 y nodular leguminosas 

en diferentes hábitat y con alta eficiencia (Souza et ai, 1994). Así mismo; se ha encontrarodo una 

amplia diversidad genética y diferencias entre poblaciones de Rhizobium sobre una pequeña escala 

espacial y temporal, de manera que la presencia de recombinaciones indican que en estas 

bacterias, los nuevos genes podrían fácilmente escapar a la población nativa, lo cual sugiere que la 

recuperación y éxito de una cepa particular modificada e introducida de Rhizobium etli puede ser 

muy bajo Souza et al. (1994). 

Normalmente, muy poca o ninguna variación se encuentra dentro de la secuencia genética de 

la subunidad 16S del ácido ribonucleico ribosomal (RNAr) en una especie, pero diferentes 

especies generalmente presentan secuencias diferentes. No todos los genes o macromoléculas son 

marcadores filogenéticos útiles y no todas las moléculas marcadoras filogenéticas son útiles para el 

análisis de grupos de bacterias con fines filogenéticos (Schleifer y Ludwing, 1994). Sin embargo, 

recientemente se ha considerado la posibilidad de que en el caso de Rhizobium, por transferencia 

horizontal de los genes ribosomales, éstos esten participando de tal manera que sean los 

responsables de la amplia diversidad genética para éste tipo de especie en particular (Eardly et ai, 

1995; Ueda etai, 1995). 

VIL- Poblaciones Nativas de Rhizobium y Competencia. 

Las bacterias del suelo pueden colocarse en dos grandes grupos: las especies nativas o 

autóctonas que son residentes verdaderos y los organismos invasores o alóctonos. Las poblaciones 

nativas pueden presentarse en estados resistentes y perdurar por largos periodos sin tener 

actividad metabólica, pero en determinado momento, estas formas proliferan y participan en 



funciones bioquímicas de la comunidad. Las especies alóctonas, por el contrarío, no participan de 

manera significativa en las actividades de la comunidad (Alexander, 1980). 

Un problema económicamente importante en la ecología microbiana, concierne a la 

eficiencia de los inoculantes rhizobiales en la formación de nodulos fijadores de nitrógeno en 

leguminosas de cultivo como la soya, el trébol y la alfalfa. Alguna cepas pueden incrementar 

significativamente la fijación bajo condiciones controladas. Sin embargo, mejorar dicha fijación 

bajo condiciones de cultivo por dichas cepas han fallado, generalmente como resultado de la 

presencia de cepas nativas, las cuales l i m i t a n la nodulación de las cepas introducidas. Este 

problema es referido como problema de competencia de Rhizobium. Genetistas moleculares estaa 

dirigiendo el problema en dos perspectivas. Primero, el hospedero específico de la rhizobia esta 

siendo caracterizado con el objetivo final de desarrollar cepas que puedan nodular específicamente 

a un genotipo hospedero. Segundo, las bases genéticas de competividad están siendo estudiadas, 

donde determinantes genéticos de ésta han sido aislados y su integración estable al gcnoma de 

cepas superiores en fijación de nitrógeno se está llevando a cabo. Diversos fenotipos se han 

identificado que juegan un papel importante en la competitividad incluyendo antibiosis, motilidad, 

rapidez de nodulación, características de superficie celular y eficiente nodulación (Triplett y 

Sadowsky, 1992). 

La competencia por ocupar nodulos por las diferentes cepas rhizobiales es un área 

compleja y contioversial en los estudios de la simbiosis Rhrzobrum-leguminosa. Muchas variables 

ambientales participan,así como características intrínsecas de los rhizobios y determinantes 

genéticos del hospedero las cuales contribuyen para una satisfactoria o falla de la cepa rhizobial 

para ocupar significativa proporción de nodulos, bajo una serie dada de condiciones (Thies et al, 

1992), siendo además la nodulación una de las características importantes que se deberán 

considerar dentro de los programas para incrementar la fijación de nitrógeno (Hardarson, 1993b). 

Factores ambientales que afectan la competencia nodular incluyen la presencia de cepas 

nativas de rhizobia (Bohlool y Shmidt, 1973; Wever y Frederick, 1974asb; Thies et al, 1991), tipo 

de suelo (Ham et al., 1971), temperatura (Klusa et al, 1986), humedad (Boonkered y Weaver, 

1982), pH del suelo (Duhng y Bottomley, 1983,1984), disponibilidad de N (Abaidoo et al, 1990) 

y antagonismo microbiano (Triplett y Barra, 1987). 



En México se cuenca con una gran diversidad de cepas nativas de Rhizobium (Pinero et al., 

1988 ; Segovia et al, 1991 ; Souza, 1990 ; Souza et al, 1994) y con una amplia variabilidad en 

efectividad. Se ha señalado por Alexander (1980), que el 75% del total de las cepas nativas de 

Rhizobium no son efectivas, sin embargo, dicho porcentaje no correponde del todo con lo 

reportado en otros trabajos, como en Ruanda, donde se han encontrado que el 75% de cepas 

nativas fueron eficientes (19% altamente efectivas y 58% efectivas) en el cultivo de frijol (Lalalde 

et al,. 1990). En México se han encontrado valores de 77.3% para R leguminosarum (Mendoza-

Gamboa. 1987) y para Turquía y Jordania se encontraron valores promedio superiores al 50 % 

(Moawad y Beck. 1991). 

La fijación de nitrógeno en ecosistemas agrícolas raramente se limita por la ausencia de 

microorganismo efectivos en fijar N2, más bien se limita debido a la carencia por parte de estos 

microorganismos de atributos que les permitan tener una buena capacidad saprofítica (Alexander, 

1985). Se ha demostrado que las cepas nativas de R. leguminosarum bv. phaseoli son saprofíticas 

y competitivas (Aguilar-Zacarías, 1990), donde el intercambio genético natural parece determinar 

en parte, la amplia gama de cepas y a la vez la efectividad (Brotn et al, 1991 ; 1992). 

Weiser et al. (1985), señalaron que una satisfactoria nodulación e incremento del 

rendimiento en grano de frijol (Phaseolus vulgaris L.), no se le observó después de la inoculación 

con R. phaseoli. Las cepas inoculadas produjeron un mayor número de nodulos, tejido nodular y 

tamaño en relación a las cepas nativas. El desarrollo nodular temprano puede proveer N para un 

vigoroso crecimiento vegetativo y soportar altos rendimientos. Los resultados indicaron que la 

nodulación del frijol por la inoculación con una o más cepas en mezcla, podrán aumentar los 

rendimientos en grano en aquellos suelos aun conteniendo cepas nativas y altos niveles de N. 

Pineda y Kipe-Nolt (1990), observaron que al inocular cepas nativas se incrementó la 

nodulación y los rendimientos de frijol de 1654 a 2224 kg ha'1, los cuales fueron similares al 

aplicar 180 Kg ha"1 de N como Urea (2477 kg ha'1). 

Lalalde et al, (1990), aislaron 48 cepas de R leguminosarum. bv. phaseoli de nodulos de 

frijol cultivado en 32 diferentes suelos de 22 diferentes localidades en Ruanda. La efectividad de 

las cepas fue estimada en invernadero por la determinación de materia seca y N total, después de 

seis semanas de crecimiento. De las cepas evaluadas, 19, 58 y 23 % fueron consideradas como 

muy efectivas, efectiva e inefectivas respectivamente. Resultados estadísticamente significativos se 



encontraron entre materia seca y N total. Por ejemplo, por balance de N se determinó que en 

presencia de una cepa muy efectiva, más del 86% del N presente en los brotes provieue de la 

fijación de nitrógeno. 

Las características de la rhizobia que pueden influir el resultado de la competencia 

incluyen: compativilidad del genotipo hospedero ( Keyser y Kregan, 1987), motilidad y respuesta 

quimiotáctica (Hunter y Fahringer, 1980; Wadisirisuk et al, 1989), capacidad para adherirse a la 

raíz e iniciar la formación de nodulos (Dart, 1977). 

Para el caso de México, existe un amplio rango de capacidad competitiva entre cepas de 

tipo I (R. etli) CFN-42, la cual es una cepa pobte competidora especialmente si se le compara con 

Viking 1, ésta ha sido descrita como una buena competidora para suelos de Estados Unidos y 

TAL-182 lo es para suelos de Hawaii. Se considera importante el identificar marcadores genéticos 

que proporcionen a la cepa una ventaja selectiva para competir y al parecer los estudios realizados 

con el plásmido b de las cepas de R. tropici CFN-299, podría ser considerado (Martínez-Romero y 

Roscnblueth, 1990). Sin embargo, la tendencia a ocupar un mayor número de nodulos por una 

determinada cepa empleada como inoculante, está directamente influenciada por la concentración 

del inoculo bajo condiciones controladas (George y Robert, 1992). En estudios de campo no se 

tienen evidencias de que la competitividad de la cepa este en función del número de células en la 

rizosfera (Abaidoo etal.. 1990;Moawad«tal., 1984; Robert y Schmidt, 1983), 

Las poblaciones de Rhizobium en el campo son fenotípica y genéticamente diversas y son 

muy adaptables como un todo. Se cuenta con evidencias de que las características de especificidad 

al huésped entre rhizobios de rápido crecimiento y la nodulación, se encuentran en un plásmido y 

además se segregan a subpoblaciones (Young. 1985; Soberón-Chavez et al., 1988). Por ejemplo, 

Young (1985) encontró en un área de 100 m2 sembrados con Medicado sativa (sin inocular), 45 

cepas diferentes en 100 plantas tomadas al azar y concluyó que los Rhizobium aislados, 

representan poblaciones diferentes las cuales pueden llevar diferentes determinantes del tipos de 

hospederos, en virtud de la posibilidad de intercambio genético en el suelo, lo cual ha sido 

confirmado por diversos autores (Singleton y Tavares, 1986; Schofield et ai., 1987; Veal et ai, 

1992) 

Los resultados experimentales realizados en diferentes sistemas simbióticos indican 

que los plásmidos juegan un papel importante en el proceso de la nodulación, ya que la 



transferencia de éstos ha demostrado incrementan la nodulación o fijación de nitrógeno en R. 

teguminosarum bv. viciae (DeJonj et ai, 1982) y se ha reportado que la pérdida de un plásmido 

mejora las propiedades simbióticas de Rhtzobium loti (Pankhurst et al, 1986). En R. meliloti, un 

plásmido no simbiótico aumentó la nodulación de esta cepa, dicho plásmido pudiera estar 

relacionado con la modificación en la síntesis de exopolisacaridos y conferir sensibilidad a algunos 

fagos (Toro y Olivares, 1986), así mismo, algunas cepas sensibles a succinato han demostrado 

tener propiedades simbióticas de incrementar competitividad por nodulación (Urban, 1988). 

Se han reportado para el caso de México en alfalfa, una eficiente relación simbiótica entre 

las cepas nativas predominantes y la especificidad por la variedad de alfalfa, la cual se ha 

mantenido en la región del Bajío Guanajuatense por muchos años (OLalde, 1986). Es posible' 

esperar encontrar una situación similar para el caso del cultivo de frijol para las diferentes zonas 

agroecológicas del país, donde el cultivo prácticamente se originó con la agricultura. 

4.9. Mareaje genético de Bhizobium con el gen GUS. 

Un problema que impide la satisfactoria aplicación de inoculantes rhizobiales, es el conocer 

el destino que la bacteria sigue en el campo. Directamente no se puede ver y distinguir cepas 

individuales de rhizobía. Tampoco es factible determinar que nodulos se formaron por la cepa 

inoculada, excepto en raros casos, donde una de las cepas rhizobiales produce un pigmento tal 

como la melanina (Eaglesham et al, 1982 ; Cubo et ai, 1988). 

Para estudiar el establecimiento y supervivencia del inoculo, es necesario detectar y 

cuantificar la cepa inoculada en el campo. Esto, invariablemente se alcanza a través del uso de 

marcadores moleculares; es decir moléculas que sirven para distinguir una especie o cepas de 

otras. Dos de los factores claves limitantes para la solución de estos marcadores serán : el nivel de 

discriminación deseado y la tecnología disponible (Wilson, 1995a). 

Existen además diversas consideraciones que deberán ser tomadas en cuenta para la 

elección de un marcador, la primera es que los ensayos esten disponibles para su utilización. Estos 

deberán ser simples técnicamente, altamente sensibles y disponibles, ya que estos podrán ser 

utilizados rutinariamente en el campo de la ecología más que para uso de laboratorios con altas 

tecnologías. Así mismo, se deberá considerar el aspecto del efecto ecológico del gen introducido, 



las modificaciones al ambiente deberán ser mínimas si se va a utilizar el gen en estudios de 

ecología y finalmente, en virtud de que un gen marcador por definición origina organismos 

alterados genéticamente, deberá ser importante considerar la posible trasnferencia de genes de los 

organismos transformados y considerar el riesgo que tales organismos podrán crear al ser éstos 

liberados al ambiente (Wilson, 1995a). 

Recientemente se ha desarrollado un sistema que utiliza el gen gusA, que codifica para la 

enzima hidrolítica GUS (p-glucuronidasa) (Jefferson el al., 1986), como marcador para estudios 

de capacidad de competencia entre cepas de Rhizobium (Wilson et al., 1991, Wilson et al, 

1995b). Los nodulos ocupados en la raíz por la cepa marcada, se podrán identificar por el 

desarrollo de un producto coloreado, después de que el sistema radical se someta a un sustrato 

apropiado para la enzima. 

El marcador GUS, en comparación con otros sistemas, es altamente factible para estudios 

de ecología. El ensayo es extremadamente simple, el sistema radical se saca del suelo se incuba en 

una solución amortiguadora de fosfatos que contiene el sustrato para GUS, X-glc-A(Acido, 5-

Bromo-4-Cloro-3-Indolil-p-D-Glucurónico) (Tabla 4). La enzima rompe el compuesto XglcA 

para liberar un derivado indoxilo, que dimeriza hasta formar un precicpitado índigo (Wilson. 

1995a, Sessitsch, 1995)(Figura 2). 

La enzima GUS, opuede romper una amplia gama de sustratos además del X-glcA, 

ladro liza tantos compuestos aglicones -la fracción indoxilo del XglcA- que se conjugen (Jefferson 

y Wilson. 1991, Wilson el al, 1995b). 

Ensayos cuantitativos para poblaciones de bacterias del suelo que dependen de GUS, como 

un marcador de selección, producen colonias coloreadas. Así mismo, en cultivo puro, ensayos 

cuantitiativos de la enzima se pueden llevar a cabo, empleando sustratos que use GUS y que 

alcancen a general color (p-Nitrofenol Glucurónido, pNPG) o productos fluorescentes (pMetil-

Umbeferil-Glucurónico, MUG) (Jefferson y Wilson, 1991). 

Finalmente, los sustratos glucuróoicos normalmente no se encuentran en las plantas o 

bacterias. Por lo tanto, GUS es poco probable que interfiera con algún proceso metabólico central 

de la céluaL (Wilson, 1995a), 

Dado que el frijol es uno de los principales alimentos de la población de nuestro país se 

justifican todos los esfuerzos destinados ha incrementar la producción. Una de las alternativas es 



hacer más eficiente la fijación de N en éste cultivo. Se ha demostrado que lograr incrementos de 

un 10% en la capacidad de fijación de N2, representaría un ahorro económico significativo. No 

obstante los esfuerzos realizados, de las diversas investigaciones encaminadas a incrementar la 

FBN, el éxito esperado no se ha logrado. 

Uno de los problemas más importantes están relacionados con la presencia de cepas nativas 

de Ehtzobium en los suelos de México. Se coaoce que las cepas nativas son altamente 

competitivas pero inefectivas en fijar N2. Así mismo, éstas logran desplazar a cepas de Rhizobium 

introducidas que han sido seleccionadas por su alta capacidad de fijación de N?. 

Los resultados de este trabajo contribuyen de manera significativa a comprender el 

comportamiento de las cepas nativas y deberán ser tomadas en cuenta en investigaciones futuras. 

OH 
Acido g l u c o r ó n i c o 
5-br<»roo-4-doro-ind<>il 

Acido glucorónicu Fracción indoll 

Il ime ríz ación 
oxidütiva de la 
fracción induil 

(.precipicado azul) 

Figura 1 Ruptura de GUS al X-glucA para generar un derivado indol, el cual espontáneamente dimeríza para 

formar un precipitado azul. (Tomada de VWIson, 1995], 



Tabla 4. Genes marcadores disponibles de uso potencial en la ecología de Rhizobium sp* 

GENES PRODUCTO HIDROLISIS 

gusA f^-GIucuronidasa hidrólisis de una variedad de 

sustratos ghic uro nidos que genere 

productos de color o fluorescentes 

lucZ |3-galactosidasa hidrólidid de una variedad de 

sustratos glucuronidos que genere 

productos de color o fluorescentes 

phoA Fosfatasa alcalina Hidrolisa una variedad de sustratos 

fosfatados para que genere productos 

de color 

xyiE Catecol-2-3 dioxigenasa Convierte catecoles (incoloros) a 2-

hidroximnconico semialdehido 

(amarillo brillante) 

tfdA 2,4, diclorofenociacétato Convierte fenoxiacetato a fenol 

luxAB, ¡uc Luciferasa la actividad luciferasa lleva a la 

producción de luz y requiere de una 

larga cadena de aldehidos como 

sustrato y O2 y una fuente de 

equivalente reductor 

• Adaptada de Wilson 1995. 



MATERIALES Y METODOS. 

L Material Vegetal. Las variedades de frijol (Phaseoitis vulgaris L.) empleadas para 

ensayos preliminares de invernadero fueron: Canario-101, Puebla-152, Flor de Mayo Bajio 

(FMB), Flor de Mayo-M-38 (FM-M-38), Bayo Victoria, Pinto Villa, Negro Criollo, Wisconsin-

21-58 y N-3-117, para los experimentos de campo: zona templada húmeda (Guanajuato): Canario-

101, FMB, Criollo (alubia), CIAT-333 y zona templada semiárida (Durango): Pinto Villa, Bayo 

Victoria, Negro Querétaro y Fio Grande. Así mismo, se emplearon como cultivo buen fijador de 

nitrógeno a FM-M-38 (Acosta-gallegos et ai 1995) adecuada para las condiciones de riego y de 

buen temporal y como pobre fijador, la linea N-3-U7 estimados por técnicas isotópicas de I5N 

(Castellanos-Ramos comunicación personal). 

Las pruebas isotópicas para determinar la fijación de nitrógeno, se realizaron de acuerdo a 

lo reportado por Hardarson (1985). En el presente estudio, se empleó como cultivo de referencia 

(CR), una gramínea: Cebada cultivar "Chihuahua", la cual se utiliza en condicones de temporal y 

con un ciclo de cultivo similar al de frijol. Así mismo, se utilizó la línea experimental de frijol no 

nodulante Nod-125 (Davis et ai 1988), obtenida por mutación química del cultivar "RIZ-30". Las 

semillas de frijol y cebada fueron obtenidas de los campos experimentales del INIFAP-Celaya y 

Durango. 

II.-Lii sayos de Invernadero. Se sembraron los nueve genotipos de frijol en Jarras de Leonard 

modificadas, empleando suelo no estéril de Irapuato y recipientes de plástico con capacidad de 

750 mi y solución libre de nitrógeno de Sadman con la siguiente composición: solución de hierro, 

FeS04.7H20 5.0 g; ácido cítrico 5.0 g; agua destilada 1000 mi; solución de micronutrientes 

compuesta por: (g/1) CuS0,.5H20, 0.157; ZnS04 .7H20, 0.440; M n S O ^ H j O , 3.076; (NR,) 

2M07O2.4H2O 0.020; H3BO3 2.26. Por cada 10 l de agua desionizada de solución se añaden: KC1 

0.99 g, MgSOd.7 H7CJ 3.285 g; K2HPO* 2.32 g solución de hierro 3.33 mi, solución de 

micronutrientes 3.33 mi, KN03 0.421 g, CaS04 5.262 g. A los 42 días despues de la siembra 

(dds), se cosechó la planta completa y se determinaron los parámetros de nodulación (número y 

peso), así como peso seco de la planta. 



Experimentos de Campo con 15>". Durante el ciclo Primavera-Verano de 1994, se establecieron 

cuatro experimentos de campo de frijol para dos zonas agroecológicas del país: Zona Templada 

Húmeda (Guanajuato) y Zona Templada Semiárida (Durango). Se seleccionaron dos sitios por 

zona, de acuerdo a la regionalización agroecológica de cada estado: óptima y marginales para el 

cultivo. Los sitios para Guanajuato fueron: Dolores Hidalgo (óptima) y San Diego De La Unión 

(marginal); Para Durango: Súchil (óptima) y Francisco I. Madero (marginal). Por ser zonas de 

cultivo de temporal, solamente fue posible obtener resultados de Dolores Hidalgo y Francisco I. 

Madero, debido a la escasez de lluvia. Las siembra se efectuaron el 12 de junio en Dolores 

Hidalgo y 18 de Junio en Feo. I. Madero, Dgo. 

Los experimentos se fertilizaron con 10 kg N ha'1 en forma de sulfato de amonio en 

solución al momento de la siembra, conteniendo 10,075 % de átomos en exceso (a.e.) de l5N y 

aplicado en franja de 1.5 m a lo largo del surco en todos los tratamientos. Asimismo se aplicó 

fósforo (60 kg ha'1) en forma de superfosfato triple al momento de la siembra. 

Los experimentos se diseñaron como bloques completamente azar con cuatro repeticiones. 

Cada tratamiento se sembró en un parcela experimental de 5 x 0.76 m y una distancia entre plantas 

de 10 cm, la cebada fue sembrada a chorrillo. La microparcela útil, constó de un surco 1.5 por 

0.76 m Para las determinaciones de rendimiento en grano y paja, se utilizaron dos surcos por 

tratamiento sembrados por separados en el mismo sitio experimental, se siguieron las prácticas de 

cultivo recomendadas para cada región. 

La distribución de tratamientos se presentan en la fig. (2). 
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Figura 2. Croquis de distribución de tratamientos en campo. 

Parámetros analizados. 

- Nodulación (número y peso de nodulos). 
- Caracterización de Rhizobium asociados a frijol: 

a).- Definición de especie por ribotipificación y RFLP. 

b).- Caracterización por resistencia intrínseca de antibióticos. 
c).' REP y ERIC-PCR 
d).- Multilocus de enzimas 

e).- Perfiles de plásmidos por el método de Eckardt (1978) 
f).- Patrón de proteínas totales por SDS-PAGE, 

• Determinación de materia seca (grano y paja). 

- Porcentaje de N total. 
- Rendimiento de N. 

- Determinación de N fijado, mediante el método de dilución isotópica. 



Porcentaje de N derivado del suelo (% Ndds) 

- Porcentaje de N derivado del fertilizante (% Nddf). 

• Actividad de reducción de acetileno, bajo condiciones de invernadero. 

A continuación se da una descripción de las metodologías empleadas. 

Nodulación. A los 50 días después de la siembra en la parcela experimental no marcada, se 

sacaron dos plantas completas por tratamiento y se determinó su número y peso. Los nodulos 

fueron preservados en un tubo conteniendo sulfato de calcio como desecante, para su posterior 

análisis microbiológico. 

Aislamiento de cepas nativas. Del total de nodulos de cada tratamiento (dos plantas) se 

seleccionó al azar el 15 % del total de nodulos de tres genotipos: "Flor de Mayo-M-38"; "Negro 

Querétaro" (buenos fijadores) y la línea "N-3-117" (pobre fijadora). Los nodulos obtenidos, se 

esterilizaron superficialmente de acuerdo con la metodología propuesta por Somasegaran y Hoben 

(1985). Los aislados fueron purificados y con ellos se efectuaron las pruebas presuntivas para 

establecer que son Rhizobium, de acuerdo con lo propuesto por Martínez et al. (1991); Segovia et 

al.. (1993) y Somasegaran y Hubel (1985). Estas consistieron en: observación morfológica 

mediante tinción Gram, crecimiento en medio mínimo suplementado con lactosa (MMlac), 

extracto levadura y peptona (PY) conteniendo el antibiótico de ácido naliedixico (100 [ig m i ' ) 

incubados a 28 °C y en agar Luria incubados a 37 °C, prueba de (S-lactamasa, utilizando como 

control positivo a la especie de Agrobacterium tume/ascieras(PTl-C58) proporcionada por el 

Laboratotio de Ingeniería Genética de ClNVESTAV Unidad Irapuato.Los aislados fueron 

mantenidos en tubos con ELMA a 4 "C. 

Patrones de Resistencia Intrínseca a Antibióticos. Cada uno del total de 59 aislados fueron 

crecidos en caldo extracto de levadura manitol e incubados en baño metabólico a 250 rpm durante 

24 horas a 30 °C. Se inocularon 100 jil del cultivo de toda la noche y se colocó un multidisco (con 

12 seusidiscos. Sanofi Pasteur México) sobre la superficie seca de la caja petri inoculada por 

duplicado e incubadas a 28 °C durante 24-72 h. Los antibióticos evaluados fueron: amikacina 30 



|ig ml ' l , ampicilina 10, cefalotina 30, cefatriaxona 30, cloranfenicol 30, dicloxacilina l, enoxacina 

10, eritromicina 15, gentamicina 10, netilmicina 30, trinetroprin-sulfametoxazol 25 y penicilina 10 

U (unidades). 

Aislamiento de DNA como templado para la técnica de PCR. Una asada de células rizobiales 

crecidas por 12 h se resuspendieron en 50 [il de TE pH 8.0 (Sambrook et al. 1989), en tubos 

eppendorf de 1.5 mi perforados de la tapa, se colocaron a -70 °C por 4-5 minutos y en seguida 

transferidos en hielo por un minuto, de nuevo, se colocaron en agua en ebullición por dos minutos, 

a continuación son colocados sobre hielo por un minuto y finalmente sobre agua en ebullición por 

2 minutos. Las células se centrifugan a 12,000 rpm por dos minutos y el sobrenadante se transfirió 

en tubos eppendorf y almacenados a 4 °C. 

Iniciadores R E P y ERIC-PCR empleados. Se utilizaron como iniciadores aquellos descritos por 

De Bruija (1992), (Tabla 3). El DNA fue amplificado empleando 2 (il de DNA como templado, 

colocado en un una solución bufer IX (de una solución concentrada 10X, obtenida de la compañía 

Gibco). Ties mM de MgCk, 200 iiM (de cada uno) de dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 2 a 4 | lM (si 

solamente se empleara solamente un iniciador) y 2 U de Taq DNA polimerasa (Gibco) en un 

volumen de reacción de 26 fil Se utilizó un termociclador Perkin-Elmer (GeneAmp PCR System 

9600), utilizando el siguiente perfil de temperaturas: una temperatura inicial de desnaturalización 

de 95 °C por un minuto, seguido de 30 ciclos de desnaturalización por 20 segundos a 94 °C, 

alineamiento por 30 segundos a 40 "C y extensión por 2 minutos a 72 °C y una extensión final por 

4 minutos a 72 °C. El volumen total de la reacción de amplificación, se corrió en un gel de agarosa 

al 1.5 % teñido con bromuro de etidio (0.5 fig mi ' ' ) . Se empleó como marcador de peso 

molecular, el DNA del fago digerido con las enzimas EcoRI y HindHI. El patrón de bandas 

generado por cada aislado fue comparado entre sí con el resto de los aislados (un total de 14 

muestras se analizaron por gel). Aquellos aislados que presentaron el mismo patrón en geles 

diferentes, fueron comparados entre sí, corriéndolos en un mismo gel y bajo las mismas 

condiciones de corrimiento. A los geles se les tomaron fotografía para fines comparativos. 



Definición de especie de Rhizobium asociada(s) a frijol. Para la definición de especie de 

Rhizobium, se utilizó el procedimiento de tipificación ribosomal, descrito por Schmidt, (1994), 

Laguerre et al., (1994). Los genes de la subunidad 16S fueron amplificados, utilizando, ocho |xl 

de DNA como templado en el bufer IX (de una solución concentrada 10 X Gibco), 3 mM de 

MgC12, 200 ni (de cada uno) dDATP, dCTP, dGTP, dTTP; 2 jxM de cada uno de los iniciadores 

rDl y fDl así como 2 U de Taq DNA polimerasa (Gibco) en un volumen de reacción de 100 |iL 

Se utilizó el mismo termocicladoc citado y el siguiente perfil de temperaturas: una 

desnaturalización inicial a 95 °C por l minuto, seguido de 30 ciclos por 20 segundos a 94 °C, 

alineamiento por 30 segundos a 55 °C y extensión por 1 minuto a 72 °C con una extensión final de 

4 minutos a 72 X . Ocho |xl del producto de la reacción fueron analizados en un gel de agarosa al 

1% teñido con bromuro de etidio (0.5 |¿g mi"'). 

Trece microlitros de el producto de reacción de amplificación fue digerido con las enzimas 

de restricción Haein, AluI, Taql y MspI de acuerdo con las especificaciones del fabricante 

(Gibco) en un volumen de reacción de 20 p l El volumen total de reacción fue analizado en un gel 

de agarosa de 2.5 % teñido con bromuro de etidio. Los patrones de bandas generados por los 

diferentes aislados fueron comparados con cinco cepas rizobiales de referencia R leguminosarum 

bv, viciae VF39, R. eíli, R tropici 1IA (CFN-299) y UB (CIAT-899), R. meliloti 2001. 
i 

Cepas de referencia de Rhizobium. Diferentes cepas de colección de Rhizobium como referencia 

fueron proporcionadas amablemente por la doctora Esperanza Martínez Romero del Centro de 

Investigación sobre Fijación de Nitrógeno de la Universidad Autónoma de México, Cuemavaca, 

Morelos México. Las cepas fueron: Rhizobium leguminosarum biovar viciae VF39, R meliloti 

2001 y 41, R. etli CFN42 y R. tropici IIA (CFN-299) y ITB (CIAT-899), R trifolii USDA-2159, 

R leguminosarum bv, phaseoli (aislado de Inglaterra, spl8). « 

Preparación de lisados para MLEE. Cada uno de los 45 aislados fueron crecidos durante la 

noche en agitación continua a 250 rpm a 30 °C en matraces conteniendo 30 mi de medio PY, 

sup[ementado con 5.3 mM de cloruro de calcio. Las células fueron cosechadas por centrifugación 

a 6000 X g durante 10 min a 4 X . La pastilla fue resuspcndida en 300 fil de sulfato de magnesio 



10 mM, se adicionó 50 |il de liso zima (I mg mi ) y se mantiene a temperatura ambiente durante 

10 min. Enseguida, se colocan a -70 X por 15 minutos y de nuevo se dejan a temperatura 

ambiente por 5 min, nuevamente se colocaron a -70 °C por 15 min, se sacan y mantienen a 4 °C 

para su análisis. Se almacenan a -70 °C. La técnica de electroforesis en gel de almidón y tinción 

selectiva de enzimas aplicada al estudio de la genética de poblaciones y sistemática de bacterias ha 

sido descrita previamente por Selander et ai, (1986). Se estudiaron diez enzimas, solamentese 

consideraron siete para construcción de dendogramas. Los sistemas electroforéticos, bufer 

empleados y enzimas estudiadas fueron los siguientes: Tris citrato, pH 6.7 (6-fosfogluconato 

deshidrogenasa, NAD Malato deshidrogenasa), Tris citrato, pH 8.0 (Iasocitrato deshidrogenasa, 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa); Borato, pH 8.2 (Indofenol oxidasa, Fosfoglucomutasa); Tris 

acetato, pH 7.5 (D-L alanina deshidrogenasa) (Selander et ai 1986). 

Las diferentes variantes de movilidad , denominadas electrofomias o electrotipos (TE's) 

para cada enzima, se numeran en orden decreciente de acuerdo a la movilidad, siendo igualadas 

con los alelos de los correspondientes locus de genes estructurales y perfiles de eletroformas para 

la siete enzimas. Los ETs fueron comparados con los multilocus de los genotipos. Se elaboró un 

den. do grama, mediante la construcción de matrices de distancias, empleando el programa 

Unweigted Pair Group Method (UPGM) con medias aritméticas, proporcionado por el Centro de 

Investigación sobre Fijación de Nitrógeno de la Universidad Autónoma de México, de 

Cuemavaca, Morelos. 

Obtención de perfiles de plásmidos. Se seleccionaron cepas representativas de los grupos 

obtenidos por MLEE : Q4, Q5, Q7, Q15, Q16, Q19, Q22, Q24, F l l , NIO, N14, se incluyeron 

cepas obtenidas de CALI Colombia ; CIAT-613, CIAT-632 y CIAT-CR-477B a á como las cepas 

proporcionadas por Dra. Esperanza Martínez Romera : CIAT-899, CFN-299, CFN-42, Chag4 y 

CFN-299 aislada de nodulo. Se utilizó el procedimiento de Eckard (1978), modificado por 

Wheatcroft et ai (1990). 

Determinación de perfiles de proteínas por Electroforesis en Gelea de Poliacrilamida con 

Duodecíl Sulfato de Sodio en Una dimensión (ID-SDS-PAGE). Se sleccionaron las cepas 

representativas de los principales grupos obtenidos por MLEE : Q5, Q15, Q16, Q24, F5, F8, F15, 



NIO y N14 se incluyeron los aislados Europeos c b l l y cbl4 así como las cepas de 

referencia :CIAT-899, CFN-299, CFN-42, R meiibti-41, R trifolii. Las determinaciones de 

patrón de bandas de proteínas totales de cada uno de los aislados, fueron realizadas de acuerdo 

con la metodología propuesta por Laemmli (1970). Cada uno de los aislados fue crecido en caldo 

PY hasta una densidad óptica de 0.9 (X de 630 nm). Se tomó un mi de cada cepa y se centrifugó a 

12,000 rpm en micro centrifuga (Eppendorf centrifuge 5415 C Brinkmann Instruments), se 

desecho el sobrenandante, la pastilla celular se re suspendió en 200 pl de agua bidestilada estéril. 

Se adicionó 200 \¡1 de solución de muestra (Buffer Tris 1M pH 6.8; 0.31 mi , SDS 2.0 mi; 

GliceroL 1.0 mi; 2-p-Mercaptoetanol 0.5 mi; agua bidestilada 1.34 mi). Calentar a ebullición en 

baño Mana por 5 min. Se prepararon los geles de policarilamida, de acuerdo con las 

especificaciones del fabricante y a una concentración del 10 % de la poliacrilamida. Se utilizaron 

como marcadores de peso molecular a-macroglobulinas (170 KDa), (3-galactosidasa (116.4), 

Fcuctosa-6P-quinasa (85.2), glutamato deshidrogenas» (55.6), aldolasa (39.2), triosa fosfato 

isomerasa (26.6), Inhibidor de tripsina (20.1) obtenidos de Boehringer Mannheim Biochenical. Se 

corrió la electroforesis a 15 mA paTa el gel concentrador y a 20 mA para el separador, hasta que el 

colorante de referencia llegue al borde inferior del geL Se riñeron los geles por 20 minutos en azul 

de Coomasie, se eliminó la solución de tinción y se agrega la de destinción I (Metanol 100 mi, ác. 

acético 20 mi y agua bidestilada, 80 mi) hasta cubrir el gel, dejándose desteñir por 20 min en 

agitación suave. Se cambió la solución de destinción por destinción II (ácido acético 70 mi, 

metanol 50 mi, agua bidestilada 930 mi) dejando en agitación suave por 20 min. Se eliminó la 

solución y se dejó en agua durante 12 horas en agitación suave. Se colocaron los geles entre dos 

hojas de celofán y dejaron secar a temperatura ambiente. 

Se elaboró una recta de regresión para la determinación de los pesos moleculares, mediante 

la migración relativa (Mr) de los marcadores de peso molecular empleados. 

Actividad de Reducción de Acetileno. La técnica de reducción de acetileno (ARA),se 

utilizó como una medida indirecta de la actividad de la enzima nitrogenasa en las plantas de fríjol 

noduladas bajo condiciones de invernadero, siguiendo lo propuesto porDait el ai., (1972). 

Se seleccionaron las cepas representativas de los principales grupos obtenidos por ERIC-

PCR de los genotipos "Flor de Mayo-M-38", "Negro Querétaro" y "N-3-117"; las cuales fueron: 



F3, F4,Fll , Q14, Q17, Q21, N7, NL1, y N13. La letra inicial corresponde a aislados obtenidos de 

los tres genotipos antes citados respectivamente. Semillas de cada uno de éstos fueron incubadas 

en agar agua al 1.0 % a 30 °C por 3-4 días. Se sembraron dos semillas por jarra de Leonar 

modificada, empleando recipientes de 750 mi, con arena estéril como sustrato y empleando una 

solución libre de nitrógeno de Sadman. Las cepas fueron incubada en CELM por 24 horas y 

cosechadas en su fase logarítmica de crecimiento. Se inocularon por triplicado cada tratamiento 

coa LO mi del inoculo. 

A los 47 días después de la inoculación, se sacaron las plantas completas y se separó la raíz, 

se removió el suelo cuidadosamente tratando que las plantas conserven el total de sus nodulos. El 

sistema radical se separó de su parte aérea y se colocó en frascos de vidrio con capacidad de 660 

cnP (se colocó en el centro un septo de hule), sellando la tapa herméticamente con parafilm, del 

frasco se extrajo el 10 % de su volumen total, remplazándolo inmediatamente con el mismo 

volumen de acetileno. 

Las muestras se incubaron por un periodo de una h a temperatura ambiente (28 °C). En 

seguida, el contenido de etileno generado por la reducción de acetileno se determinó al inyectar 

un mi de gas de la muestra en un cromatógrafo de gases (Hewlett Packard serie 5800) 

acondicionado con una columna porapack N y de un detector de ionización de flama,, utilizando 

nitrógeno como gas acarreador. 

Las condiciones del cromatógrafo fueron las siguientes: 

- Homo a una temperatura de 100 °C. 

- Detector e inyector a una temperatura de 120 °C. 

- Flujos: N2 30 mi min'l 

H j 35 mi irrin'l 

Aire 450 mi min'l 

Para calcular la cantidad de etileno liberado en las muestras, se realizó una curva patrón de 

etileno, en las cuales se establecieron cantidades definidas de moles de éste gas para un área bajo 

la curva determinado. Para estimar el número de moles, se empleó la ecuación general de los 

gases: 



PV = nRT 

Donde: P = Presión en atmósferas. 

V = Volumen en 1 

n = Número de moles. 

R = Constante de los gases 0.082056 1 atm mol"1. 

T = Temperatura en °K. 

Estableciéndose la siguiente línea de regresión: 

Y = y b(x-x) 

Y = .OOlx- 0.7 

Teniendo una relación: 

Y = bx, donde: Y - Area 

x - Número de moles, 

b = Pendiente. 

Los resultados se expresan como jiMol de C2H4 planta ' h 

Así mismo, se determinó el peso seco del follaje y de nodulos (mg). 

Mareaje de cepas de Rhizobinm con el gen Gus. Paralelamente a los estudios de biología 

molecular, se llevaron a cabo experimentos para la obtención de cepas marcadas con el gen GUS, 

de acuedo con el portocolo desarrollado por la Dra. Angela Sessitsch de la IAEA\FAO, 1995. 

Determinación de Materia Seca. El material vegetal se cosechó de un área de 0.72 m de la 

parte del bloque marcado isotópicamente. Las plantas de frijol se dividieron en grano y paja, este 

material se colocó ©a bolsas de papel y se secaron en homo (Modelo HSCF, serie HSCHME) a 70 

°C por un periodo de 48 h. Posteriormente, las muestras se pesaron y molieron en un molino 

(Thomas Willey Mili Lab) que contenía una malla con poro de un mm de diámetro, estas se 

almacenaron para su análisis posterior. 



Rendimiento de Nitrógeno. Este parámetro se determinó multiplicando el rendimiento de 

materia seca por el porcentaje de nitrógeno en la planta determinado por el método KjeldahJ. 

Determinación del nitrógeno fijado por el método de dilución isotópica. El grado en el cual el 
l5N es detectado en la planta, provee una estimación de la proporción de N de la planta derivado 

de la fijación, se considera un método directo de cuantificar el nitrógeno fijado. 

Este método involucra el crecimiento de plantas no fijadoras de nitrógeno (CR) en suelos 

enriquecidos con fertilizantes que contienen ' N y se basa en la dilución diferencial entre el N y el 

nitrógeno fijado por la planta 

La determinación del nitrógeno fijado se basa en que el N del cultivo de referencia solo 

puede provenir del fertilizante y del N del suelo, mientras que para el cultivo fijador de N2, éste 

puede provenir del fertilizante, del suelo y de la atmósfera a través de la fijación. 

Los valores que se deben medir y las fórmulas empleadas para determinar los porcentajes 

de n derivado de la atmósfera (% Ndda), derivado del fertilizante (% Nddf) y derivado del suelo 

(% Ndds) son las siguientes: 

1 - Materia seca de paja y grano en kg ha ' : 

M.S. = [M.S. (g m*3) por parcela útil X 10,000 (tu ha'1)] /1000 (g). 

2 - Porcentaje de N en paja y grano . 

3.- Porcentaje de N a.e. en paja y grano, así como el contenido de N del 

fertilizante. 

4.- Rendimiento de N (kg ha ') de paja y grano: 

R. N = [M.S. de la parte de la planta X % de N total] /100. 

5 - % N derivado del fertilizante 

% Nddf = [% 15N a.e. de la muestra de la planta / % l5N a.e. del fertilizante] x 100. 



6.- Rendimiento de N del fertilizante ( Kg ha '): 

R N del F. = R. N (kg ha"1) x % Nddf 

7.- Promedio del % Nddf para la planta completa: 

%Nddf (P.P.) = [(R. N del F partes de la planta) / ( R . N partes de la planta)] x 100. 

8.- Porcentajede N derivado de la atmósfera. 

% Ndda = [1- (% Nddf cultivo fijador/ % Nddf cultivo no fijador)] x 100. 

9.- Nitrógeno fijado (kg ha l ) : 

N2 fijado = [% Ndda x Total de N en el cultivo fijador] / 100. 

10.- % Ndda = [1- ( % I5N a.e. cultivo fijador / % 15N a.e. cultivo no fijador)] xlOO. 

% Ndda = [1- (% 15N ddf cultivo fijador/ % 15N ddf cultivo no fijador)] x 100. 

El % N a.e. en las distintas partes de la planta fue determinado por medio de un 

espectómetro de emisión NOI-6e. Aquí, se asume que la proporción de nitrógeno disponible del 

suelo y del fertilizante es la misma para el cultivo fijador y no fijador, además de que deben tener 

perfiles similares de toma de nutrimentos, especialmente en la toma de nitrógeno (Hardarson, 

1985). 

Análisis estadístico. Una vez concluido el trabajo experimental, se organizaron los datos 

obtenidos de los distintos parámetros evaluados y se procedió a su análisis estadístico. A los 

resultados obtenidos se les aplico, análisis de varíanza, de acuerdo al diseño experimental de 

bloques completamente al azar, comparación de medias cuando existieron diferencias estadísticas 

significativas; así como análisis de regresión lineal cuando se realizaron curvas patrón y 

correlación de las diferentes variables involucradas en el proceso de fijación de nitrógeno. 



RESULTADOS 

ENSAYO DE INVERNADERO 

El objetivo de los estudios en invernadero, fue evaluar la capacidad de nodulación de la» 
cepas nativas de Rhizobium sp. en respuesta a diferentes genotipos de frijoL Los resultados 
obtenidos para el número y peso seco de nodulos (promedio de dos plantas por tratamiento), 
mostraron la existencia de diferencias significativas entre los diferentes tratamierntos (genotipos), 
destacando, para peso seco de nodulos, los genotipos "Canario-101" y "Puebla-152" y 4 
promedio más bajo correspondió al "Negro Criollo". Para la variable del número de nodulos, 
nuevamente los mejores promedios correspondieron a los genotipos "Canario-101" y "Puetta-
152", mientras quelos genotipos "N-3-117" y "Winsconsin" presentaron los valores más bajos 
(Tabla 5). 

Tabla 5. Respuesta a la nodulación por cepas nativas de Rhizobium sp. en nueve genotipos de 
frijol bajo condiciones de invernadero 42 días después de la siembra. 

GENOTIPOS Peso Seco de 

Nodulos (mg)1 

Peso Específico 

de Nodulo (mg) 

Número de 

Nodulos1 

Peso Seco del 

Follaje (g)1 

Canario-101 410a 1.0a 402a 2.9a 
Puebla-152 290b 0.97a 294b 2.6a 

Pinto Villa 260c 1.75a 150d 3.1a 

FM-M-38 250c 1.25a 200c 2.0a 

FMB 220c 1.07a 218c 2.3a 

N-3-117 220c 1.93a 114e 2.5a 

Bayo Victoria 190d 0.97a 194c 1.7a 

Wisconsin 190d 1.67a l l4e 1.7a 

Negro Criollo 120e 1.05a USe 1.4a 

PROMEDIO 239 130 200 2.15 
1 = Promedio de dos plantas. 
Los valores seguidos de las mismas letras no difieren estadísticamente. Tuckey ( a - 0.05). 

Sin embargo, en este caso, la nodulación no tuvo efecto sobre el peso del follaje, dado que 
el genotipo '"Pinto Villa", presentó el mejor promedio, mientras que el más bajo fue para "NegM 

Criollo". 



Experimentos de campo con ISN. 

El propósito del experimento fue medir la capacidad de fijación de nitrógeno de las cepas 

nativas de Rhizobium sp. asociadas a diferentes genotipos de frijol, bajo condiciones de temporal. 

En los experimentos de campo en Francisco I. Madero, Dgo., encontramos nodulación 
efectiva, (nodulos color rosa), donde los valores mas altos se encintraron en los genotipos "Rio 
Grande" y "Pinto Villa" con 250 y 201 nodulos, respectivamente. Cabe señalar que los genotipos 
caracterizados como buen fijador ("FM-M-38") y pobre fijador ("N-3-117) presentaron valores de 
104 y 96 respectivamente, siendo diferentes estadísticamente en comparación con los demás 
(Tabla 6). 

Tabla 6 Respuesta a la nodulación por cepas nativas de Rhizobium sp. en diferentes genotipos de 

frijol cultivados bajo condiciones de temporal en Francisco I. Madero, Dgo. 

GENOTIPOS No. de Nodulos das 
plantas"1 

Peso Seco de 
Nodulos (mg) 

RioGrande 251a 261a 

Pinto Villa 202b 223a 

Negro Querétaro 163b 253a 

Bayo Victoria 123e 248a 

FM-M-38 105e 13 le 

N-3-117 96e 210b 

PROMEDIOS 157 221 
Los valores seguidos de las mismas letras, no difieren estadísticamente 
Tuckey ( a = 0 05). 

En cuanto al peso seco de los nodulos, los genotipos "Río grande" y "Negro Querétaro", 
presentaron los valores mas altos (261 y 253 mg respectivamente), mientras que los más bajos 
correspondieron a "FM-M-38" y "N-3-117". Cabe destacar que el genotipo 4<N-3«117" aún y 
cuando fue el mas pobre en número de nodulos, éstos presentaron el mayor peso, indicativo de 
nodulos más grandes (Tabla 6). 

Por otra parte, los resultadob de campo realizados en Dolores Hidalgo, Gto. demostraron 

que la capacidad de nodulación fiir muy reducida e ineficiente (nodulos pequeños, < 2mm de 

diámetro y de color blanco); por tanto, la determinación del peso seco fue innecesaria, así como 



para los estudios de la caracterización de la población rhizobial asociada a los diferentes 

genotipos. 

Determinación de materia seca. 

Para el experimento de campo de Francisco I. Madero, Dgo., los resultados de rendimiento 

en paja y grano, no presentaron diferencias significativas A pesar de ello, para la producción en 

grano, destacaron los genotipos "Pinto Villa" y "Rio Grande" con 516 y 506 Kg ha"1 

respectivamente y, nuevamente, el menor valor correspondió al genotipo "N-3-IV7" con 432 Kg 

ha"'. Los mejores rendimientos en paja correspondieron para "FM-M-38" y "Negro Querétaro" 

con 1306 y 1183 kg ha" respectivamente, mientras que el valor más bajo fue para "Pinto Villa" 

con 763 (Tabla 7). 

Tabla 7. Rendimiento de paja y grano en seis genotipos de frijol cultivados en temporal en 
Francisco I. Madero, Dgo. 

PAJA GRANO 
GENOTIPOS k g h a 1 

FM-M-38 1,306ns 472ns 
N-3-117 1,188 435 
Negro Querétaro 1,183 535 
Río Grande 1,111 506 
Bayo Victoria 1,022 440 
Pinto Villa 763 516 

PROMEDIO 1,128 483 
NS= No significativas 

Para el caso del experimento en Dolores Hidalgo, Gto., se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas. En la producción de paja, los mejores valores correspondieron a los 

genotipos "Criollo" y "FM-M-38" y el promedio más bajo lo presentó "Flor de Mayo Bajío" 

(FMB). Para el caso de grano, los genotipos "FM-M-38" y 'TMB" presentaron la mas alta 

producción. El promedio más bajo fue para el genotipo "CIAT-333" (Tabla 8). 



Tabla 8. Rendimiento de paja y grano en seis genotipos de frijol sembrados bajo condiciones de 

temporal en Dolores Hidalgo, Oto. 

PAJA GRANO 
GENOTIPOS k s ha 1 

Criollo (alubia) 981a 323d 
FM-M-38 950a 810a 
N-3-117 694b 399c 
Canario-101 560c 414c 

CIAT-333 479d 281 e 
Nod-125 462d- 283e 
Flor de Mayo Bajío 403e 602b 

P r o m e d i o 647 4 4 5 
Prueba estadística igual que la Tabla 5. 

Coatenido de N total. 

Los resultados de contenido de N total en frijol, tanto en paja como grano indican que para 

el experimento de campo en Feo. I. Madero, Dgo., los promedios fueron diferentes 

significalrvamente entre los geaotipos (P=Q.0l), donde los mejores valores en paja, 

correspondieron a "Negro Querétaro" y "Rio Grande", por el contrario el genotipo que presentó el 

valor más bajo fue "N-3-117". Así mismo, para el contenido de N en grano, existieron diferencias 

entre tratamientos (P-^0.001). Los mejores valores lo presentaron "Negro Querétaro" y "FM-M-

38" con 4.9 %, mientras que el genotipo "Pinto Villa", presentó el valor más bajo con 4.3 % 

(Tabla 9). Para el caso de Dolores Hidalgo, los resultados indican qie los genotipos fueron 

diferentes significativamente para esta característica, tanto en paja como en grano, los valores 

superiores los presentaron [os genotipos "CIAT-333" y "Criollo", mientras que el valor más bajo 

lo fue para el genotipo "Flor de Mayo Bajio". Respecto al contenido de N en grano, los valores 

superiores fueron para los genotipos "CIAT-333" y "N-3-117" y el valor inferior le correspondió 

al cultivar ""Flor de Mayo Bajío" (Tabla 10). 



Tabla 9. Contenido de N total en paja y grano en seis genotipos de frijol cultivado bajo 

condiciones de temporal, en Francisco I. Madero, Dgo. 

PAJA GRANO 
GENOTIPOS % de N total 

Neqro Querétaro 2.0 a 4.9a 
Rio Grande l.oab 4.5a 
Bayo Victoria 1.7ab 4.4a 
Nod-125 1.7ab 4.5a 
Pinto Villa 1.6ab 4.3a 
N-3-117 1.6ab 4.5a 
FM-M-38 1.4b 4.9a 

PROMEDIO 1.68 4.57 
Los valores seguidos de Las cusmas letras, no difieren estadísticamente Tuckey (ct = 0.05). 

Tabla 10. Contenido de N total de seis genotipos de frijol cultivado bajo condiciones de temporal 

en Dolores Hidalgo, Otto. 

PAJA GRANO 
GENOTIPOS % de N total 

CIAT-333 4.07a 7.09ab 
Criollo (alubia) 3.96a 6.43bc 
Nod-125 3.65ab 7.28a 
N-3-117 3.27abc 7.09ab 
FM-M-38 3.07abe 6.69abc 
Canario-101 2.45cd 6.61bc 

Flor de Mayo Bajío 1.74d 6 23c 
PROMEDIO 3.17 6.77 

Los valores seguidos de Las mismas letras, no difieren estadísticamente Tuckey ( a = 0.05). 

Fijación de nitrógeno. 

Porcentajes de nitrógeno fijado. Dado que las diferencias estadísticas entre tratamientos 

(Genotipos) no fueron significativas, solamente se señalan las tendencias observadas. Es 

importante destacar que el cultivo de Cebada (variedad Chihuahua), fue empleada como cultivo de 

referencia para establecer los cálculos correspondientes. 



En la Tabla 11, se presentan los porcentajes de nitrógeno que provienen de la atmósfera, 

tanto para paja como grano para frijol sembrado bajo condiciones de temporal en Durango. El 

genotipo "Río Grande" fue el mejor fijador en paja, mientras que los genotipos: "FM-M-38" y 

"N-3-117", presentaron los promedios más bajos. Para el caso de grano, de nueva cuenta el 

genotipo "Bayo Victoria", resultó el mejor fijador, mientras que "N-3-117" fue el más bajo. Como 

se pudo, observar los valores fueron consistentes y cabe señalar que el genotipo "FM-M-38", que 

es reconocido como bueu fijador bajo las coadiciones previamente descritas, se comportó como 

un pobre fijador. 

Tabla 11. Nitrógeno derivado de la atmósfera por cepas de Rhizobium sp. en seis genotipos de 

frijol sembrados bajo condiciones de temporal en Feo. I. Madero, Dgo. 

GENOTIPO PAJA GRANO PLANTA 

% Ndda 

Rio Grande 48ns 4 Ins 46ns 

Pinto Villa 36 24 32 

Negro Querétaro 30 21 27 

Bayo Victoria 29 22 25 

N-3-117 22 14 20 

FM-M-38 19 16 19 

PROMEDIOS 21 23 28 

NS= No significativo 



Rendimiento de nitrógeno. 

En cuanto a los resultados de los rendimientos de nitrógeno, así como la producción de 

grano (kg ha"1), el mejor promedio correspondió a "Negro Querétaro", mientras que el más bajo lo 

fue para "Pinto Villa". Para el caso de grano, el mejor promedio fue para "Negro Querétaro" y el 

más bajo para el genotipo pobre fijador "N-3-117" (Tabla 12). 

Tabla 12. Rendimiento de N en grano y producción de grano de seis genotipos de frijol cultivados 

de temporal en Francisco I. Madero, Dge. 

GENOTIPO GRANO (kg ha"1) 

RENDIMIENTO DE N RENDIMIENTO 

Negro Querétaro 23ns 535ns 

Río Grande 21 506 

N-3-117 20 435 

FM-M-38 19 472 

Bayo Victoria 18 440 

Pinto Villa 17 516 

PROMEDIO 20 484 

NS= No significativo 

II. Caracterización de los aislados. 

a).- Ribotipificación por PCR-RFLP's. Los resultados obtenidos por esta metodología, 

indicaron que la mayoría de las cepas de Rhizabtum asociadas a tres genotipos de frijol, 

pertenecen a R. etli, tal es el caso para el genotipo "FM-M-38", mientras que en "Negro 

Querétaro", un aislado resultó ser R. ¡ropici HA, característico de la cepa de referencia CFN-299. 

Asi mismo, solamente un aislado no fue definido a nivel de especie (Tabla 13). 



Tabla 13. Especies de Rhizobium asociadas a frijol, mediante el análisis de PCR-RFLP del gen de 

la subunidad 16S RNAr. 

GENOTIPO No. de aislados R. etli R. tropici ND. 

Negro Querétaro 24 21 1 2 

FM-M-38 15 14 0 1 

N-3-117 14 8 0 6 

ND = No determinadas 

b). Caracterización por RIA Las cepas nativas de Rhizobium mostraron gran variabilidad en los 

patrones de resistencia a los antibióticos probados. De esta manera, se obtuvo un total de 40 

patrones diferentes, donde los aislados a partir del genotipo "Negro Querétaro" mostraron alta 

variabilidad con 16, mientras que el genotipo "N-3-117" presentó solo 11. Los valores obtenidos 

no difieren significativamente de un genotipo a otro (Tabla 14). Pero, cuando se analizaron los 

patrones de RIA comunes, destacaron tres de ellos (Tabla 15). Una característica importante en la 

resistencia a antibióticos fue que la mayoría de los aislados fueron resistentes a la penicilina (10 U) 

y sensibles a cefiiaxoua (30 pg) y amikacina (30 ^g). 

Tabla 14. Caracterización por resistencia intrínseca a antibióticos de aislados de Rhizobium 

obtenidos de tres genotipos de frijol sembrados bajo temporal en Durango. 

GENOTIPOS No. DE 

AISLADOS 

PATRONES PORCENTAJE 

Negro Querétaro 26 16 40 

FM-M-38 18 13 33 

N-3-117 15 11 27 



Tabla 15. Patrones en común de RIA para los tres genotipos de frijol en estadio. 

PATRONES 1 No. DE AISLADOS PORCENTAJE 

RIA-I 12 20 

RIA-II 
• 

7 12 

R i A - m 3 5 

37 

c). Caracterización por ERIC-PCR. En la Tabla 16, se presentan los diferentes patronal 

obtenidos por ERIC-PCR, para los tres genotipos de frijol estudiados. De nueva cuenta, el 

genotipo ''Negro Querétaro" presentó el mayor número de patrones, mientras que FM-M-38, fue 

el más bajo. Al igual que para RIA, no se observan diferencias significativas entre los genotipos. 

Cabe destacar que se redujo el número de patrones (33) respecto a los obtenidos por RIA (40), 

dado que cada patrón de ERIC, presento un mayor número de aislados. Por otra parte, no se 

encontró patrones en común para los tres genotipos, a diferencia de los que se encontró por RIA. 

Tabla 16, Caracterización por ERIC-PCR de aislados de Rhizoblum obtenidos de tres 

genotipos de frijol de temporal en Durango. 

GENOTIPOS PATRONES PORCENTAJE 

Negro Querétaro 13 41 

FM-M-38 9 25 

N-3-117 11 34 



c). Movilidad electroforética de enzimas (MLEE). Un total de 48 aislados fueron estudiados, se 

incluyeron tres cepas de referencia Bra-5, CFN-299 y CFN-42. Los aislados fueron agrupados en 

ocho electrotipos (ET's), donde sobresale el ET-1, en el cual se incluye a un total de 38 aislados 

(tanto obtenidos de Q, F ó N) obtenidos de los tres genotipos de frijol de estudio, asi mismo, en 

dicho grupo se incluye a la cepa de referencia de Rhizobium etii CFN-42. Se observó que aislados 

obtenidos del genotipo "Negro Querétaro", se encontró representado en seis de los ocho 

electrotipos (Tabla 17). 

Tabla 17. Caracterización de 48 aislados de Rhizobium obtenidos a partir de tres genotipos de 

frijol sembrados bajo condiciones de temporal en Feo. L Madero, Dgo, 

ELECTROTIPOS AISLADOS PORCENTAJE 

ET-1 38* + CFN-42 84 

ET-2 Q-14, N10 4 

ET-3 Q15 2 

ET-4 Q16 2 

ET-5 Q19 2 

ET-Ó Q22 2 

ET-7 N14 2 

ET-8 F5 2 

* Se incluyen al resto de aislados de F, N y Q. 



A través de los resultados de movilidad electroforética, se generó un dendograma de las 

siete enzimas evaluadas, en los cuales se incluyen los diferentes electrodos. Se puede observar en 

términos de distancias genética que, con excepción del ET en el cual se incluye F5, los diferentes 

ET, presentan una reducida distancia entre un grupo y otro, lo cual indica una estrecha relación 

genética entre los aislados (Figura 3). Con los valores de distancia genética, se cálculo la 

diversidad genética (H), bajo la siguiente ecuación: 

h= (1-E x¡2 ) [n/n-1] 

donde H es la media aritmética de h (diversidad genética por locus), x¿2= es la frecuencia del 

iésimo alelo y n es el número de aislados. El valor de H resultó ser una de las más reducida 

(H=0.105) reportada, para la especie en estudio, R etli. 

De igual forma y de manera comparativa, se presenta el dendograma generado por la 

movilidad electroforética de cuatro enzimas, en el estudio que incluye a los aislados obtenidos en 

el Estado de Durango y en Viena. Austria (cepas proporcionadas por la Dra. Angela Sessitsch) en 

el cual se observa la separación de los diferentes aislados de acuerdo con su procedencia, Durango 

y Europa (clave cb), excepto en el caso del ET en el cual se incluyen a los aislados Q19 y Q22, el 

cual se mezcla con el grupo Europeo (Figura 4). 
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Figura 3. Dendograma de aislados de Rfitzobium obtenidos de tres genotipos de frijol, 
basandose en la movilidad electroforética. 
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Figura 4. Dendograma de asilados de RAiízob/um que nodulan fríjol obtenidos de Durango y 

Viena, Austria (clave cb). 



«). Perfil de plásmidos. 

En la figura S, se presentan los perfiles de plásmidos de un grupo representativo de 10 

cepas de Rhizobium, obtenidas de los genotipos en estudio. Como se pudo observar, existe una 

amplia variabilidad de patrones, dado que no se encontró patrón similar entre los 20 que fueron 

analizados, se incluyeron las cepas de referencia de R etli (CFN-42), de R tropici (CFN-299), así 

como cepas de referencia proporcionadas por el Centro de Investigación en Agricultura Tropical 

de Cali, Colombia. 

1 2 3 4 5 « 7 * • W l l t 3 1 * M 1 5 W l t l * l * 3 t 

Figura 5. Perfil de plásmidos de diferentes cepas de Rhizobium asociadas a frijol. Carril 1, 
Q15; 2, Q16; 3, Q24; 4, N10; 5, F11; 6. CtAT-613; 7, CIAT-632; 8, CFN-299 tipo 
silvestre; 9, CIAT-CR-477B; 10, CFN-42; 11, CFN-299 reaislada de nodulo; 12, CIAT-
899; 13, Chag 4; 14. Q4; 15, Q5; 16, Q7; 17. Q19; 18, 022; 19, Q15; 20, Q16. 

0. Perfiles de proteínas totales (ID-SDS-PAGE), 

De las 16 diferentes cepas analizadas presentaron un total de 58 bandas diferentes, donde 

los intervalos de pesos moleculares oscilaron entre 17-135 kDa, lo cual indica la variabilidad tanto 

en número y pesos molecular de diversas bandas entre cada uno de los aislados; aún en aquellos 

caso como por ejemplo, Q5, F8, F15 y Q24, los cuales se consideran como un mismo electcotipo y 

por lo tanto representan un grupo genético definido. 



Actividad reductora de acetileno. 

Estos easayos fueron realizados en cepas representativas de cada grupo caracterizado por 

EFIC-PCR. Los resultados de actividad reductora de acetileno, indicaron diferencias altamente 

significativas entre tratamientos (cepas) y genotipos de frijol. Los valores de etileno producidos 

(jiM de etileno planta'1 h l ) , oscilaron de 0.4 a 6.0. El mejor cultivar lo fue TM-M-38", siendo 

éste nodulado por la mayoría de las cepas, mientras que "N-3-117", fue intermedio y el más pobre 

fijador fue "Negro Querétaro". De igual forma, las cepas QZ1 y Q14, fueron las mejores con el 

genotipo FM-M-38, N-3-1L7. Así mismo, la cepa Q17 lo fue para con el genotipo "N-3-117" y 

las cepas F l l y Q17 con 'TVegro Querctaro" Cabe señalarse, que la mayoría de las cepas no 

mostraron un efecto preferencial con el hospedero del cual originalmente estas fueron aisladas 

(Figura 6). 

6.2.7. Competencia de cepas nativas de Rhizobium. 

El propósito de los estudios de competencia fue determinar la capacidad de tres cepas 

nativas para la formación de nodulos cuando éstas se inoculan en una frriyrpa proporción. Para tal 

efecto, se inocularon las cepas nativas y una transconjugante con el gen GUS. Los resultados de 

estabilidad a la nodulación de cepas transconjugante de Rhizobium bajo condiciones controladas, 

mostraron que la cepa CIAT-899::g«jAio-B, fue estable y nodulo de manera similar que la cepa 

paterna carente del gen GUS, tanto a 10 como a los 15 días después de la siembra. Cabe señalar 

que se obtuvieron transconjugantes de Q19 y CFN-42, así como de Oax-32, obteniéndose una 

mayor dificultad en el trasnconjugante de CFN-42 (Figura 7). 

En la Tabla 18, se presentan los resultados de competencia en la formación de nodulos por 

las cepas nativas y el transconjugante CIAT-899::£í¿sAio-B. Diferencias significativas entre 

tratamientos (cepas nativas) fueron encontradas, empleando el cultivar '"Negro Querétaro" como 

hospedero. Las cepas Q16 y Q19, sobresalen por su alta capacidad para competir y desplazar a la 

cepa introducida, mientras que Q21 fue una pobre competidora. Asi mismo, el número de nodulos 

formados por la cepa Q21, se redujo de manera significativa en comparación con las buenas 

competidoras a pesar de haberse utilizado un alto nivel de inoculo. 
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PANEL C 

Figura 7. Formación de nodulos a los 10 (Panel A) y 15 días después de la inoculación (Panel 
B) de la cepa transconjugante CIAT-899::giysA10-B. El Panel C muestra la 
comparación de los nodulos formados por la transconjugante con y sin el gen gus. 

Tabla 18. Número de nodulos formados en el cultivar "Negro Querétaro" en competencia para 

determinar la abilidad competitiva de tres cepas nativas contra la cepa transconjugante 

CIAT-899-gitsAio-B. 

CEPAS INOCULACION 

SIMPLE 

INOCULACION EN MEZCLA 1:1 

(No. de Nodulos) 

CEPA NATIVA CIAT-899g7¿sAio-B 

Q16 107a 96a 4a 

Q19 108a 103a 7a 

Q22 67b 24b 43b 

ClAT-899£Z¿sA,o-B 90a 



DISCUSIÓN 

En nuestro país, el frijol (Phaseoius vulgaris L ) es considerado la principal fuente de 

protema para consumo humano. La superficie cultivada con esta leguminosa es de 

aproximadamente 2 millones de has., de las cuales el 85% se siembra bajo condiciones de 

temporal, hecho que repercute en la limitada producción de semilla. Los esfuerzos por incrementar 

la producción de grano, se han basado en la selección de genotipos de frijol adaptados a diversos 

ecosistemas agrícolas (capaces de fijar mayores cantidades de nitrógeno y tolerantes a sequía, 

principalmente) pero no existe un programa de mejoramiento con bacterias fijadoras de nitrógeno. 

En ese sentido, los estudios microbiológicos se han dirigido a la selección de cepas de Rhizobium 

altamente fijadoras de nitrógeno. Sin embargo, basta el momento no se ha logrado el éxito 

esperado, debido, principalmente, a la carencia de estudios relacionados con la ecología de los 

simbiontes. Un ejemplo de lo anterior está representado por las cepas nativas presentes en los 

suelos mexicanos, de las cuales se ha hipotetizado que compiten activamente con las cepas 

introducidas. A este respecto es poca la información generada en nuestro país, en virtud de las 

dificultades metodológicas que implican dichas estudios. 

La información generada en este trabajo, contribuye al entendimiento del sistema 

Rhizobium-frijol desde una perspectiva agroecológica. 

Nodulación. La nodulación es un fenómeno común entre los miembros de las leguminosas; sin 

embargo, este evento no se lleva al cabo en la todas las familias, demostrando que la nodulación y 

fijación de nitrógeno es un factor frecuente, pero no obligatorio (Obaton, 1983; Mellor, 1994). En 

este sentido, nuestros experimentos a nivel de invernadero y campo fueron conducidos bajo dos 

premisas importantes; 1) utilizar genotipo de reconocida capacidad de fijación de nitrógeno, como 

lo son Puebla-152. FM-M-38 y Negro Querétaro -buenos- y malos fijadores como el genotipo N-

3-117; y 2) el uso de genotipos comerciales adaptadas a las áreas de estudio. Los resultados 

obtenidos demuestran que existe una gran variabilidad de respuesta a la nodulación y que ésta no 

se reflejó en el rendimiento de biomasa (follaje) ni de grano. Este comportamiento se demostró 

para los genotipos Puebla 152 y Negro Criolla donde el primero presentó 290 nódulos contra 120 

del segundo, pero el rendimiento de follaje fue estadísticamente igual con 2.6 g y 1.4 g, 



respectivamente (Tabla 3-7). Estos resultados son muy semejantes a los obtenidos en trabajos 

previos donde se resalta la diferencia de nodulación entre diversos genotipos y que ésta no siempre 

va acompañada de mayor biomasa (Duques eral., 1985; Hungría y Neves, 1986; 1987). 

De acuerdo a nuestros resultados de respuesta a la nodulación bajo condiciones de campo, 

el genotipo "Negro Querétaro" reconocido como buen fijador (Hardarsou et ai, 1993), presentó 

una mayor nodulación con respecto al pobre fijador "N-3-117", mientras que "Bayo Victoria" de 

desconocida capacidad de fijación, presentó la más alta nodulación y el mayor porcentaje de N 

derivado de la atmósfera (Tablas 6 y 11). Estos resultados concuerdan con las observaciones que 

los genotipos reconocidos como buenos fijadores, por ejemplo líPuebla-152" y "Riz-30" presentan 

una mayor nodulación en comparación a pobres fijadores, como "Salinac" y "Rio Tibagi" (StClair 

et ai 1988; Muñoz et al. 1989; Pereira et ai. 1989; Grageda-Cabrera, 1990). En cuanto a las 

características de los nodulos, las plantas con mayor cantidad de nodulos presentaron un menor 

peso específico. Estos resultados que concuerdan con lo reportado por Phia y Munns, (1987) para 

diferentes variedades de frijol, mientras que para soya se reporta lo contrario esto es, se requiere 

de un menor número de nodulos y por lo tanto de mayor peso para mejorar la FBN {Phia y 

Munns, 1984), de igual forma se han presentado casos similares para frijol (Duque et al., 1985; 

Hungría y Nevcs, 1985; Tsai et ai, 1993). Los ensayos en campo han demostrado que la 

nodulación se reduce, aun y cuando los suelos presentan buenos niveles de humedad, lo que indica 

que no solamente el agua es un factor determinante de la nodulación (Tsaito et ai, 1984), y que, 

quizás, también esten involucrados otros factores bióticos y abióticos del suelo como el pH, 

arcillas, elementos químicos (nitrógeno, fosforo, azufre, etc.), materia orgánica, etc. (Graham, 

1990). De esta manera, Pereira et al. (1993), señalan que aumento en el número de nódulos/planta 

es el resultado de cierta disponibilidad fisiológica-genética de la planta para presentar un mayor 

número de sitios a nodulación. Los componentes de la simbiosis y nodulación han sido obtenidos 

por genética clásica (StClairetal , 1986, 1988; Pereira etai, 1989; 1993). 

La formación de nodulos fijadores de N requiere de un proceso continuo de dos 

vías, el reconocimiento celular y de señales entre el procaríota y la planta. Tales procesos 

involucran la activación secuencial y/o represión de genes codificados por la planta y la bacteria 

(Michiels y Vanderleyden, 1994). Se ha propuesto, que el aumento en la nodulación y fijación de 

nitrógeno pueden ser una alternativa para incrementar los rendimientos con respecto a 



leguminosas que son noduladas normalmente, como en el caso de soya. Sin embargo, los estudios 

con mutantes hipemodulantes (NOD4 y NOD 1-3) no han resultado superiores agronómicamente 

con respecto a los cultivares comerciales "Williams-32" y "Habbit-87", lo que sugiere que 

posiblemente estos mutantes presentan una característica deletérea que reprime algún beneficio 

presente cuando se aumenta U nodulación (Prach et a¡. 1994). A pesar de que los valores 

obtenidos de nodulación, revelan diferencias entre los genotipos evaluados, esta variable no se vió 

reflejada en los rendimientos de biomasa y grano. Sin embargo, Pessanha et al. (1972), señalan 

que el efecto de la nodulación al no incrementar el rendimiento, pueda ser debido a un 

desequilibrio fisiológico, dado como un mecanismo común de resistencia del hospedero a la 

infección de sus raíces. Otra posible explicación podría ser que la limitación de agua influya en la 

disponobilidad de sitios para nodulación y peso específico de los nodulos, en la absorción de N 

(Saito et al, 1984) y en el transporte de nutrimientos (Hungría y Franco, 1988; Padilla-Ramirez, 

1989, Castellanos-Ramos, 1992; Peña-Cabriales y Castellanos, 1993; Castellanos et al, 1996). 

En el caso de soya, la nodulación está regulada por factores internos y externos de los tejidos de la 

planta. Lee y col (1991), demostraron a través del intercambio de injertos de mutantes 

hipemodulantes en cultivares comerciales normales, que la supemodulación es debida a la ausencia 

de un inhibidor de la nodulación mas que la presencia de un activador del desarrollo de nodulos. 

En el caso del frijol, se ha demostrado que la presencia de la bacteria dentro del nodulo es 

indispensable para que se déla supreáón de la nodulación (George y Robert, 1991). 

Rendimiento de materia seca (paja y grado). El comportamiento de los diversos genotipos en 

la producción de paja y grano fue muy variable para los dos sitios de estudio, variabilidad que no 

fiie estadísticamente significativa en el Estada de Durango pero sí en Guanajuato (Tablas 7 y 8). 

Estos resultados están de acuerdo con los reportados para el área de estudio por diversos 

investigadores (Quintero et al., 1983; Acosta-Gallegos y Rosales. 1989; Anieta-Montiel et ai, 

1990; Castellanos-Ramos et al, 1990; Ochoa-Marquez, 1990; Padilla-Ramirez et al., 1990; Vega-

Segovia. 1990; Castellanos-Ramos. 1992). Dada la variabilidad existente para la acumulación de 

materia seca y distribución de la misma en los diferentes órganos, se considera de gran utilidad 

determinar los factores que influyen sobre el rendimiento en grano en los diferentes genotipos. En 

el caso de soya y frijol, uno de los factores que influyen en la producción de materia seca están 



relacionadas coa el metabolismo y la interacción cepa de Rhizobium versus cultivar son los 

responsables de los bajos índices de cosecha reportados (Hungría y Neves, 1987) y esto se podría 

atribuir al transporte de N. Por otra paite, Molina-Garcia (1975), señala que es posible que el N 

del suelo afecte la producción de materia seca o el rendimiento en grano sin embargo, el aumento 

de materia seca es debido a la aplicación de N al suelo, la cual no se manifiesta en los rendimientos 

en grano, resultados que se han puesto de manifiesto en virtud de que la acumulación de N difiere 

significativamente entre las especies de leguminosas, en todas las etapas de crecimiento en el 

campo (George y Singleton, 1992). Esto explicaría, en parte, en virtud de que existen cultivares 

de frijol que no realizan una eficiente removilización del nitrógeno almacenado en las partes 

vegetativas hacia el grano y por otra parte, quizás de nueva cuenta, la limitante agua sea otro de 

los factores que limiten los rendimientos y que se explica por los resultados publicados por 

Castellanos-Ramos (1996) y por los bajos índices de cosecha reportados y encontrados en nuestro 

trabajo, donde el mejor cultivar lo fue "Pinto Villa" (0.33), mientras que FM-M-38 fue el más bajo 

(0.25). 

Los promedios de rendimiento de los cultivares empleados en este trabajo, no sobrepasan 

Los 600 kg ha'1 y sin embargo, se han considerado como los más adecuados para la principal área 

productora de frijol en México (Norte-Centro) (Ochoa-Márquez, 1990), donde los materiales de 

hábitos precoces y de precocidad intermedia, han resultado ser los mejores productores, lo cual no 

es ana característica que favorezca a la FBN. Esto debido a que, si bien es posible obtener 

genotipos precoces coa buena fijación, los mejores fijadores, son de ciclos largos (Puebla-152 por 

ejemplo) y esto en general es la tendencia reportada por diversas investigaciones para el caso de 

frijol (Graham, 198l;GrahamyRosas, 1977;Paterson€ía/., 1983;PhiayMunns, 1987b). 

Porcentaje de N2 derivado de la atmósfera. Los valores de fijación de nitrógeno encontrados 

constatan la variabilidad genética y bioquímica de los diversos genotipos, los promedios oscilaron 

entre 19-47 % Ndda, estos valores son superiores a los reportados por Castellanos et al (1996), 

para frijol sometido a estres hídrico durante todo el ciclo o solamente en la etapa reproductora (11 

y 9 % Ndda respectivamente). Unicamente el genotipo "Rio Grande", superó al promedio 

reportado por los mismos autores para plantas con adecuada humedad (43 %Ndda), sin embargo, 

al igual que para el caso de la nodulación los valores de fijación no se reflejaron en incremento en 

los rendimientos de grano, pero si en la fijación de nitrógeno por cada genotipo (Tabla 7 y 11). 



Para México, se ha demostrado que existe una amplia variabilidad para fijación de nitrógeno, los 

promedios oscilan de 4-59 %Ndda bajo condiciones de riego (Grageda-Cabrera, 1990, 

Castellanos, 1992; Peña-Cabriales y Castellanos, 1993; Peña-Cabríales et al. 1993; Hardarson et 

al. 1993) y en algunos casos amulando sequía en campo (Castellanos et al. 1996). 

Las cantidades de N2 fijado por una leguminosa, dependen de la eficiencia de la simbiosis, 

pero esta limitada genéticamente por el crecimiento de la planta y condiciones ambientales, 

principalmente por el estado de N en el suelo (Phia y Munns, 1987b). 

Caracterización de los aislados de Rhizobium asociados a frijol. El empleo de técnicas 

moleculares en la sistemática microbiana, ha incrementado el soporte para una mejor comprensión 

de las relaciones entre los organismos y genera información relevante para la clasificación de 

microorganismos de acuerdo a su origen natural. Los análisis comparativos de secuencias de 

ácidos ribonucleicos ribosomales (RNAr) o los genes correspondientes, son protocolos 

comunmente empleados para la filogenia microbiana. Por su contenido de información 

filogenética, las diferencias de las estructuras primarias de regiones conservadas de RNAr generan 

sitios blanco susceptibles a la hibridación con sondas específicas (Holbe et al., 1988; Rascuña et 

al., 1994; Fani et al., 1994; Ludwing y Schleifer, 1994). 

En nuestro estudio, los resultados de los PCR-RFLP's permitió confirmar que la especie 

que nodulan frijol es Rhizobium eth. Nuestros resultados son apoyados por Laguerre et al. (1993, 

1994), mismos que están contribuyendo a la definición a nivel de especies de Rhizobium que 

nodulan leguminosas (Sessitch, et ai 1996). De igual forma, ésta metodología nos permitió 

discriminar a seis aislados que no presentaron las características de morfología colonial y 

codulación de frijol separarlas y considerarlas como contaminantes (Tabla 13), demostrándose con 

esto que las herramientas moleculares en el análisis de regiones genéticas estables, son marcadores 

moleculares adecuados que se podrán emplear por un mayor número de laboratorios, con lo cual 

generará que se pueda comprender y entende mejor las relaciones filogenéticas con otros 

Rhizobium que nodulan frijol en otras áreas. 

El panorama para una taxonomía comprensiv a de Rhizobium es complicada, en virtud de la 

enorme diversidad genética, que se ha reportado para las especies de bacterias capaces de nodular 

frijol (Phaseolus vutgaris). Actualmente dos especies de Rhizobium: R. tropici (Martínez-Romero 



et ai., 1991) y R etli (Segovia et ai, 1993) se han reconocido que nodulan frijol en América 

Latina. Por otra parte, se ha considerado que la especie de R. Uguminosarum biovar phaseoli 

(Jordán, 1984), predomine para Europa y recientemente Rhizobium sp R602sp ha sido descrita 

como especie nueva (Laguerre et ai, 1993; 1994). Bajo condiciones de laboratorio, el cultivo de 

fiijo! es nodulado poruña amplia gama de rizobios (Bromfiels y Barran, 1990; Eardly et ai., 1985; 

Sadowsky et ai, 1988) los cuales en muchos casos inducen nodulos inefectivos. 

Por otra parte, una vez que se ha definido la especie de estudio, dentro de la misma se 

encuentra una amplia gama de cepas. El poder distinguir una de otra, también es importante. A 

travésde las técnicas tradicionalesde resistencia a antibióticos, nuestros resultados indicaron la 

presencia de una amplia diversidad de patrones diferentes (Tabla 14) eu los aislados de Rhizobium 

obtenidos de los tres cultivares de estudio, resultados que concuerdan con los reportados por 

diversos autores (Kremer y Peterson, 1982; Stein et ai, 1982; Chanway y Hoü, 1986; Aguilar-

Zacarias, 1990). Aguilar-Zacarias (1990) llevó a cabo estudios con poblaciones nativas de 

Rhizobium sp en Zacatecas y encontró que un cultivar comercial puede ser nodulado hasta por 

doce diferentes cepas, resultado que también fue observado en el presente estudio para el caso del 

genotipo "Negro Querétaro", donde se observó una mayor diversidad de cepas, no solamente por 

la determinación de antibióticos, también lo fue por ERIC-PCR, MLEE y perfil de plásmidos. Es 

importante destacar que en la población analizada (59 aislados), tres patrones de resistencia, 

fueron comunes a los tres cultivares estudiados, lo que representó el 37% del total. Por el 

contrario, Aguilar-Zacarias (1990), encontró pocos patrones altamente representados que 

predominen en un área de detnninada, esto atribuido poíblemente a una alta densidad de la 

rizosfera o en el suelo. Se ha señalado por Tliurman y Bromfield (1988) que la leguminosa 

hospedera es un factor importante en la determinación de la población asociada. Nuestros 

resultados, indicaron que existe una gran cantidad de microorganismos (65,000 g de suela) como 

se determinó por el método del Número Mas Probable NMP y se confirma por Aguilar-Zacarias 

Í1990) para el caso de Zacatecas. 

La técnica de PCR, está resultando de gran utilidad en la detección rápida y específica de 

bacterias del suelo (Picard et ai 1992;), caracterización de cepas de Rhizobium (Laguerre et 

ai., 1993; Lunge et al. 1994), identificación específica de cepas en los inoculantes (Tas et al,. 

1995), ocurrencia de nodulos (Tas et al. 1996), relaciones filogenéticas (Ueda et al, 1995; Young 



et ai L991), Para llevar a cabo una caracterización de cepas, mediante esta metodología, es 

conveniente, probar can un determinado número de iniciadores, los cuales pueden ser al azar 

denominado RAPD o bien ser más específicos para el género y/o especies de interés (Berg et al. 

1994; K s y e t a i , 1994) (Tabla 3). 

De Bruijn (1992), consideró que dentro del grupo de bacterias Gram-negativas, se 

encuentra distribuido ADN consenso repetido, secuencias de Palíndromes Extragenicos Repetidos 

(REP) y Consensos Intergénicos Repetidos en Enterobacteriales(ERIC) y éstos, se emplearon 

coa PCR para estudiar cepas de Rhizobium meliloto, encontrándose que resultaron ser altamente 

específicos para cada cepa. Ambos métodos REP y ERIC-PCR generaron grupos similares, 

considerándose que dichos métodos son útiles para la identificación y clasificación de cepas 

bacterianas. Resultados similares fueron encontrados por Sadowsky y Mowad (1995) y por Judd 

et al. (1993), quienes señalan que el procedimiento es adecuado para la diferenciación de 

serogrupos genéticamente relacionados, como en el caso de Bradyrhizobium japonicum y B. 

etkanii. Judd etal. (1993), encontraron que empleando REP+ER1C como iniciadores en la técnica 

de PCR, se lograron los resultados antes señalados en cepas de Bradyrhizobium spp. ampliamente 

diversas, sin embargo, esto no permite considerarlo como un medio apropiado para la clasificación 

de éstas, en virtud del número relativamente bajo de consensos encontrados en algunas de las 

cepas de bradyrhizobia. Sin embargo, es necesario que se considere que deberá de optimizarse las 

coadiciones bajo las cuales se llevarán a cabo las amplificaciones de ADN (Versaloric et al 1994), 

y considerar que el empleo de un par de iniciadores no podrá ser de amplio espectro para poder 

caracterizar una amplia gama de especies dentro del género Rhizobium o Bradyrhizobium sin 

embargo, para el caso de la definición de especies, al menos a nivel de los diferentes rizobios, el 

empleo de un par de iniciadores (rDl y fDl ) son suficientes para generar patrones de restricción 

definidos de acuerdo con la especie, empleándose como máximo siete enzimas diferentes de 

restricción (De Bruijn, 1992: Laguerre etal., 1994) 

Mediante esta metodología, nuestros resultados mostraron una amplia diversidad de 

patroaes diferentes (Tabla 16) para los aislados obtenidos de los tres cultivares de estudio, 

destacándose que no se encontró en este caso, ningún patrón en común para los tres cultivares. Lo 

cual pone de manifiesto, la gran diversidad que en Rhizobium asociado a frijol pueden ser 

obtenidos dependiendo de las metodologías empleadas y que están de acuerdo con los resultados 



publicados por diversos autores (Pinero et al, 1988; Souza., 1990; Segovia et al., 1991; Demezas 

et al, 1991; Souza et al, 1994; Early et al, 1995). Resultados que son apoyados por la amplía 

diversidad de cepas nativas obtenidas de trébol, haba, chícharo y alfalfa determinados por Sessitch 

et al (1996), cuando se empleó REP-PCR. Por otra paite, debe destacarse que de acuerdo a 

nuestras resultados no existe correlación entre los grupos obtenidos por RIA y ERIC-PCR, 

resultados que* están de acuerdo con los publicados por Van Rossum et al (1995), quienes 

trabajaron con un gran número de cepas y concentración de antibióticos, así como por Svenning et 

al (1995), quienes caracteiizaion las poblaciones rizobiales asociadas a trébol blanco tanto por 

REP como ERIC-PCR. Esto resultados pone de manifiesto que el análisis molecular (genotipo), 

oo corresponde con el análisis fenotípico (RIA), dado que en general, la resistencia a los 

antibióticos se localizan en las entidades extiacromosómicas denominadas plásmidos. 

Si bien es cierto que las herramientas moleculares nos ayudan a definir problemas 

taxonómicos, y de caracterización de cepas, también es cierto que en ocasioues y de manera 

específica, en el caso de Rhizobium asociados a frijol no se ha encontrado o definido, iniciadores 

que sean de uso generalizado, para llevar a cabo una discriminación de cepas de manera apropiada, 

ya que si bien en nuestro caso se emplearon cuatro diferentes iniciadores, los mejores resultados 

fueron obtenidos con ERIC2, mientras que para el caso de Rhizobium asociados a frijol en 

Austria, lo fueron con RPOl tanto por Sessitsch et al. (1996), de igual forma por Richardson et 

al (1995) en Rhizobium sp.. Otra de las posibles causas de tal variabilidad, es la transferencia 

horizontal de genes (Flores et al, 1988; García de Los Santos et al. 1996; Mercado Blanco y 

Toro, 1996). Además de que se ha argumentado que los elementos repetitivos, cambian más 

rápido, que el genoma como un todo (Martínez-Romero, 1994). 

Para el caso de la Bradiihizobia, la situación es diferente, en virtud de que el proceso de 

fijación de nitrógeno se encuentra inserto en el cromosoma y no se tiene marcada interferencia por 

los plásmidos, con lo cual se han generado resulatdos de caracterización REP y ERIC-PCR que 

correlacionan entre sí, así como por otros procedimientos de caracterización (perfil de proteínas o 

análisis de ácidos grasos totales entre otros) (Zhan et al .,1995; Nick et al, 1995). 

Como se indicó en otro apartado, la clasificación bacteriana se puede basar en 

características fenotípicas y/o genotípicas, sin embargo, recientemente el subcomite de la 

taxonomía de Rhizobiaceae, propuso recomendaciones taxonómicas en las que se incluyan los 



estándares mínimos, involucrando para ello: tres características genotípicas (homología 

ADN:ADN, RNAr y RFLP's), tres características fenotípicas (propiedades simbióticas, 

características de cultivo y morfológicas) y una característica mixta (MLEE) (Graham et al, 

1991). 

En nuestros resultados, a pesar de que solamente 45 aislados se emplearon para los análisis 

de MLEE, se determinaron (ocho ET'S) electroferotipos, lo cual demuestra una reducida 

diversidad, a pesar de que el tamaño de muestra es pequeño, pero significativa si consideramos 

los criterios señalados por Gordon et a l , (1995), dado que ésta es representativa de una región 

altamente productora de frijol y sobrepasa a los tamaños de muestra considerados por otros 

autores en el caso de México (Piñero et a l , 1988; Segovia et a., 1991). De nuestros resultados es 

de destacar, la presencia de un electroferotipo dominante (ET-1), ello no necesariamente indica 

que las cepas que pertenecen a éste grupo cromosómico dominante, sea altamente efectivo, 

resultados similares se han reportado para el caso de R. legutninosarum biovar trifolii (Leung et 

al, 1994a,b,c). 

En diversas localidades de México (Puebla, Hidalgo y Morelos principalmente) se han 

realizado estudios de movilidad electroforética para determinar la estructura y diversidad genética 

de las poblaciones de Rhizobium que nodulan frijol común (Piñero et al, 1988; Souza, 1992; 

Segovia et al, 1993; Souza et al, 1994) y poblaciones no nodulantes (Segovia et al, 1991). En 

esta enorme riqueza genética, se podrán encontrar cepas capaces de fijar N2 y nodular leguminosas 

en diferentes hábitats y con alta eficiencia (Souza et al, 1994). Asimismo, se ha encontrado una 

amplia diversidad genética y diferencias entre poblaciones sobre una pequeña escala espacial y 

temporal al igual que la presencia de recombinantes, lo que indica que en estas bacterias los 

nuevos genes podrían fácilmente escaparse de la población, lo que sugiere que la recuperación y 

éxito de una cepa particular modificada e introducida de Rhizobium etli puede ser muy baja 

(Souza et al, 1994). Si consideramos éstas regiones, con nuestra área de estudio, contrastan con 

respecto a los estudios previos en las condiciones climatológicas, siendo aquellas más benévolas 

para el cultivo, que la semiárida, región a la cual pertenece Feo. I. Dgo. 

Por otra parte, esta metodología mostró una buena correlación con los análisis de la 

subunidad 16S del rRNA, resultados que concuerdan con los publicados por Sessitsch et al, 

(1996) para el caso de frijol, sin embargo, se ha reportado que en el caso de Bradyihizobia, 



también se ha reportado resultados similares (Bottomley et al.y 1994), confirmando con esto la 

utilidad futura de la técnica. 

Empleando los parámetros de distancia genética, los resultados mostraron que la estructura 

cromosómica de la población rizobial que nodula frijol es clonal y están de acuerdo con diversos 

estudios (Piñero et al., 1988; Demezas et ai, 1991; Martínez-Romero et al., 1991; Segovía et ai, 

1993; Souza et., 1994; Gordon et al., 1995). Así mismo, se determinó una reducida variación 

polimorfica para las diferentes enzimas evaluadas como consecuencia, se encontró la diversidad 

más baja reportada para esta especie (H=0.105). Una distancia genética de 0.23, establecen que 

una sustitución en uno o más codones se ha llevado a cabo en un 23% de el loci genético, lo cual 

indica que esto es una impresionante divergencia genética (Dobzhansky, 1978), esto es lo que se 

ha indicado para el género de Drosophila. 

Por otra parte, las electroformas pueden estar provistas de una clase especial de variantes. 

Si la carga electrostática es un carácter adaptativo importante de las proteínas, las electroformas 

pueden ser raras, comparadas con variantes que no afectan la carga de polipéptidos (Avala, 1978). 

Aun y cuando la diversidad genética reportada en la literatura para R etli es de las más 

altas (H=0.691), que la previamente reportada para alguna simple especie de bacteria bien 

estudiada, incluyendo Escherichia coli (Piñero et al., 1988), hasta ahora no se ha considerado la 

influencia de las condiciones ambientales sobre dicha diversidad. En este estudio podrían ser la 

sequía y el uso de monocultivo como los posibles responsables de reducir dicha diversidad 

genética y que los resultados encontrados por Aguilar-Zacaria (1990), indicaron que en aquel 

suelo en el cual se utilizó una alta dosis de fertilización (120 kg N ha'1) como sulfato de amonio, se 

registró el menor número de patrones de RIA. estos son algunos elementos que nos hacen pensar 

en lo planteado por Sombroeck (1994) quien señala "el monocultivo, con altas tasas de entrada de 

fertilizantes minerales y control químico de enfermedades y plagas, disminuirán la diversidad de 

especies, tanto en la superficie como bajo del suelo, o en el último de los casos las inactivan 

(Rhizobium y micorrízas)". 

Por otra parte, Flores et al. (1988), señalan que bajo condiciones de estres en nuestro caso 

sequía) o manipulación genética, las células rhizobiales presentan rearreglos genéticos y además 

reducen el intercambio genético, lo cual podría ser una explicación para la obtención de una 

diversidad baja (solamente dos ET s), de igual forma, otro factor como los señalados por Young 



(1985), es quizá la estrecha base geográfica de sus muestras y la ausencia de manera natural del 

frijol en Inglaterra, los responsables de una baja diversidad. 

Las predicciones de que las adaptaciones a diferentes hábitats pueden alterar 

significativamente las secuencias de aminoácidos, particularmente en el caso de enzimas 

reguladoras moduladas alostéricamente, surge el hecho de sá ésta variabilidad, detectada por 

ensayos electroforéticos, refleja la adaptación diferencial que sobre las consideraciones fisiológicas 

se han llegado a suponer (Johnson, 1978). Si en realidad, las variantes en movilidad 

electroforéticas reflejan adaptaciones diferenciales, entonces, se podrá predecir que dicha 

variabilidad correlacionará con diversidad ambiental, esto es, que el número de nichos disponibles 

de alguna manera señalan la variabilidad. Un gran numero de estudios reportan correlación entre 

niveles de variabilidad entre proteínas y latitud, diversidad de especies entre otras. No es claro, si 

la variabilidad en los trópicos se podría ver como reflejo de estabilidad de algún factor ambiental 

tal como temperatura, o variación de algún factor, tal como diversidad de alimento disponible 

(Johnson, 1978). El punto de vista más aceptado es que, el polimorfismo se mantiene en una 

población natural por alguna forma de selección balanceada. Se propone que la selección no actúa 

sobre loci polimórficos individuales, por el contrario lo hace sobre fenotipos metabólicos 

integrados, ya que el polimofismo se selecciona específicamente porque este amortigua la 

integración funcional de perturbaciones ambientales (Johnsosn, 1978), y con ello posiblemente sea 

la base para una posible explicación de la existencia de micronichos que sean llenados por un 

grupo cromosomico el ET1 definido de Rhizobium que nodula frijol en Durango, dadas las 

condiciones agroecológicas que prevalecen para dicha área. 

Por otra parte, el hospedero, parece jugar un papel importante en la diversidad genética 

encontrada. Así, en el caso de R. meliloti, se han determinado dos grupos diferentes (A y B) y en 

el grupo B, parece estar restringido a las especies de Medicago anuales cultivadas, mientras que 

las cepas de la subdivisión A l se aislaron de una serie de Medicago anuales y perenes y son 

aparentemente cosmopolitas (Gordon et al., 1995). Sin embargo, en nuestro estudio, tal situación 

no parece operar, al contrario tal parece que el uso del monocultivo tiende a reducir la diversidad 

genética. 

Los análisis con cepas desprovistas (curadas) de plásmidos de R. leguminosarum biovar 

viciae (Hynes, 1990), R. eíli (Brom etal., 1992) y R. fredii (Barbour y Elkan, 1990), han 



demostrado que las secuencias requeridas para alcanzar los niveles de competencia de las cepas 

están distribuidos entre diversos plásmidos no simbióticos (nopSym). La capacidad simbiótica de 

las cepas rhizobiales, depende de la interacción de un gran número de factores, algunos de los 

cuales están directamente involucrados en el proceso, mientras que otros lo hacen indirectamente. 

Las secuencias genéticas relacionadas con esta serie de factores están distribuidas entre los 

diferentes plásmidos (García de los Santos et al, 1996). Asimismo, Mercado-Blanco y Toro 

(1996), señalan que grandes nopsyft autotrasmisibles están ligados con la síntesis de 

bacteriocininas y que lo más probable es que afecten la competencia. En el caso de R. eíli, Brom et 

ai, (1992), señalan que el plásmido e se requiere para mostrar la competencia de la cepa tipo 

silvestre CFN-42. Mientras que en R leguminosarum biovai trifolii, los plásmidos crípticos 

(napfyro), afectan las características simbióticas. Por ejemplo el pRtrW14-2a, parece incrementar 

la aodulación y el curado del plásmidos pRtrW8-7b resulta en un retardo en la formación de 

nodulos. En R meiihíi, se ha demostrado que los genes de origen de nopSym están directamente 

involucrados en la eficiencia nodular (Toro y Olivares, 1986) 

Tal y como se ha señalado por otros trabajos, Rhizobium presenta una diversidad en 

cuanto al número y tamaño de plásmidos (Aguilar-Zacarias, 1990; Martínez-Romero et al, 1991; 

Segovia et al, 1993), lo cual se constata por los resultados obtenidos en el presente estudio 

(Figura 5) y los cuales probablemente son el resultado de los constantes rearreglos que en estas 

población se esten llevando a cabo año con año, donde el estres (escasez de agua) es una de (as 

razones que lo explicase. Por el contrario Scwaudt (1989), estudiando la estabilidad de plásmidos 

de R. phaseoli encontró que de 752 aislado, solamente uno presentó un perfil diferente, indicando 

que los perfiles permanecen sin al pasar por la planta. En nuestro estudio, la diversidad de 

patrones encontrados posiblemente son los responsables de la alta diversidad de resistencia a los 

antibióticos, en virtud de la correlación observada entre los perfiles de plásmidos y patrones 

diferentes de resistencia a antibióticos con las cepas evaluadas, donde solamente los aislados Q4 y 

Q22 que pertenecen a un mismo grupo de RIA, no presentaron el mismo perfil de plásmidos. Sin 

embargo, tal y como se señala por Van Rossum et al. (1995), en el sentido de que las 

características fenotípicas y genéticas pueden estar o no correlacionadas, ya que si bien una alta 

relación en el rADN es un p re-requisito, esto no necesariamente nos llevará a altos valores de 

similitud entre perfiles de RAPD, de proteínas y utilización de substratos. 



La variabilidad de plásmidos nos indica que estos podrían juegar un papel importante en la 

caracterización y definición de una determinada cepa, en virtud de que una de las características 

sobresalientes de esta bacteria es su capacidad simbiótica y que no se ha consignado para las 

poblaciones nativas en conjunto con los hospederos y que debería de reconsiderar la posible 

validez para definir una cepa. 

Los modelos de perfiles de proteínas son útiles en la subdivisión de grupos serológicos de 

diferentes especies de rízobia, resulta ser una poderosa herramienta, para identificar cepas, sin 

embargo el procedimiento es laborioso (Jactaran, 1987; Pastorini, 1992). Así mismo se ha 

propuesto que el método se base en el procedimiento de Lammli para una apropiada 

estandarización de la técnica. Se ha considerado también que la electroforesis en geles de 

poliacrilamida en dos dimensiones ofrece una mejor resolución, ésta es considerablemente poco 

práctica para manejar un gran número de cepas y se dificulta su estandarización (Jackman, 1987). 

Resultados obtenidos por Roberts et al., (1980), lograron diferenciar grupos rhizobiales de 

crecimiento rápido (grupo II), los cuales se encontraban completamente relacionados y lueron 

muy diferentes a los de crecimiento rápido (grupo I), éstos fueron difícil de distinguir con claridad 

ea virtud de la amplia diversidad mostrada, especialmente entre el grupo de los rhizobios que 

aodulan frijol Esta metodología a resultado ser satisfactoria para la definición de especies de 

Rhizobium, cuando se emplea como marcador a una proteína específica como lo es la enzima 

ghitamato sintetasa O (Taboada et al., 1996). 

Resultados en los cuales se ha utilizado PAGE-SDS de una dimensión, lograron establecer 

una mejor diferenciación a nivel de cepas dentro de un mismo serogrupo para Bradyrhizobium 

japonicum (Kamicker y Brill, 1986; Brosckman y Bezdicek, 1989). 

Los resultados indican,, al igual que en el caso de MLEE, que cuando se analiza las 

características genéticas como un todo, es un indicativo del comportamiento como tal del 

organismo, ello lo demuestra resultados encontrados para las diferentes cepas analizadas, 

indicando que el genotipo correspondió con el perfil de proteínas encontradas para el 

procedimiento establecido. Sin embargo, la metodología es complicada en función de la 

estandarización y procesamiento de muestra. Los rangos de peso molecular fueron de 135 hasta 

15 Kilodaltones, los cuales concuerdan con los publicados por Espinosa-Victoria et al. (1989 ) 

para rhizobios que nodulan frijol y por Arredondo-Peter y Escamilla (1993), donde en este último 



caso, empleando cepas diferentes de otras localidades obtenidas por el Centro de Investigación 

Sobre Fijación de Nitrógeno en Cuemavaca, Mor. los patrones de bandeo fueron muy diferentes 

catre cada una de las localidades. 

Finalmente, cabe señalar que por los diferentes métodos de caracterización de cepas 

utilizados, se pone de manifiesto que el análisis de microorganismos simbióticos, en el caso de 

Rhizobium o Bradyrhizoblum, la caracterización cromosómica (MLEE), en apariencia, 
y 

relativamente simple, pone de manifiesto las dificultades existentes para una clara definición a nivel 

de cepa, en virtud de no correlacionar con los diferentes métodos empleados, esto probablemente 

se deba a la presencia de plásmidos, como un factor principal que interfiere, asi como a la 

dificultad de encontrar un sistema de estandarización universal para el procesamiento de las 

nuestras, al someterse a la diversidad de métodos disponibles, para definir una cepa o especie en 

particular. 

Actividad Reductora de Acetileno (ARA). Los ensayos de reducción de acetileno con cepas 

seleccionadas de los grupos representativos de ERIC-PCR, demostraron que pocos de los aislados 

presentaron altos valores de actividad reductora de acetileno, así mismo, que los aislados 

obtenidos de un mismo genotipo, no necesariamente se comportaron mejor con su 

correspondiente cultivar bajo condiciones de invernadero, estos resultados están de acuerdo con 

los reportados por Leung et al., (1994 a,b) para A legununosarum biovar trifolii. Unicamente un 

aislado en el cultivar "Negro Querétaro" (Q17) presentó el valor más alto de ARA, mientras que 

los otros dos Q14 y Q21 presentaron valores bajos (Figura 6). Así mismo, los resultados de 

caracterización con ERIC-PCR mostraron que Q14 y Q21, tienen un patroneen común y están 

compuestos cada uno de varios aislados, indicándose con ello que la ocurrencia de una cepa 

ineficiente es frecuente de acuerdo a las condiciones de estudio. 

Por otra parte, Nutman (1984), señala que para el caso de la simbiosis en trébol, la 

efectividad está influida por múltiples genes, dicha característica es heredada de manera compleja, 

asociada con nodulación temprana y la formación de gran cantidad de tejido persistente 

conteniendo bacteroides. Mientras que Soberon-Chávez y coL (1988), encontraron más cambios 

estructurales del plásmido sym, generando nuevos rearreglos que afectan tanto a genes nif y 

modificación de la expresión de la capacidad de nodulación, mientras que Brom y col (1988) 



jflflalan que diferentes tipos de plásmidos sym, pueden conferir una determinada capacidad para 

establecer simbiosis eficiente. Estas consideraciones se pueden constatar por el hecho de que 

patrones diferentes de perfiles de plásmidos fueron obtenidos en nuestros resultados, mientras que 

Wheatcroft et al. (1990), señalan que las modificaciones de las estructuras superenrrolladas del 

ADN pueden ser responsables del desarrollo del nodulo y para la expresión de genes simbióticos 

es el caso de R. melüoti. 

Los resultados obtenidos de la diversidad genética, nos indican que en el área de estudio, 

existe un electroópo que predomina (ET-1) desde el punto de vista genético, pero desde el punto 

de vista simbiótico, existe una amplia diversidad, la cual se demuestra en virtud de que las cepas 

seleccionadas por ERIC-PCR, pertenecen a dicho electrotípo y presentaron diferentes perfiles de 

plásmidos al igual que cuando se emplean métodos tradicionales o moleculares, con éstos y los 

resultados obtenidos del invernadero, nos hace suponer que el comportamiento simbiótico 

dependerá de las condiciones experimentales a que sea sometido el microorganismo. 

Competencia entre Cepas Nativas de Rhizobium y cepa trauscoujugaate CIAT-

899:;£«jAirB, Se conoce que las leguminosas permiten a las cepas ihizobiales homologas 

pwetrar y subsecuentemente desarrollar nodulos, mientras que cepas heterólogas y otras bacterias 

del suelo no se les permite la entrada. La penetración de los pelos radicales se encuentra bajo el 

control de la planta y la bacteria. Se considera que las infecciones son transitorias y ocurren más 

rápidamente en la zona de alargamiento de la raíz y la zona de pelos radicales emergentes más 

pequeños (Vanee, 1983). Sin embargo, George y Robert (1992), señalaron que la competencia 

pirece ser un carácter flexible, pero únicamente entre aquellas cepas que poseen una capacidad 

básica para competir, podrán alcanzar una significativa ocupación de nodulos en planta. La 

plasticidad de la competencia puede ser únicamente observada bajo condiciones controladas. No 

se tiene evidencia de que la competencia de las cepas en el campo este en función del número de 

células en la rizosfera (Abaido et al18990; Moawad et al., 1984; Robert y Schmidt, 1983), 

además de que muchas variable* ambientales, características intrínsecas de la rhizobia y 

determinantes genéticos del hospedero contribuyen a una satisfactoria o falla de la cepas rizobiales 

para ocupar una significativa proporción de nodulos, bajo una serie de condiciones dadas (Thies et 

ai, 1992) Nuestros resultados de competencia mostraron que das de las tres cepas evaluadas 



fiieronmas competitivas que la CIAT-899::^u.sAl(rB (Tabla 18). La cepa Q21 (R etli), resultó ser 

pobre competidora, dado que por cada nodulo formado por ésta, se formaran dos por CIAT-

899::¿u?A|<rB, resultados similares se encontraron en estudios de competencia entre otras cepas 

donde las pertenecientes a la especie R. etli resultaron ser menos competidoras (Martínez-Romero 

yRoseabhieth. 1990). 

Se ha demostrado que en el caso de chícharo, del cv Afganistán la nodulación por una cepa 

acidulante de Rhizobium puede ser suprimida por la presencia de una cepa no nodulante. Así 

mismo, se ha encontrado en el caso de R meliloti, que la formación de nodulos por un 

determinado número de cepas, se define por su capacidad para competir por los sitios de 

nodulación de otra (Lie et al, 1982). Streeter (1994), señaló que, aunque las estimaciones de 

respuesta a la inoculación varían año con año, la mayoría de sus resultados indican que entre 5-

10% de los nodulos serán formados por la cepa inoculada el primer año. La aparente competencia 

de las cepas puede variar dependiendo de el genotipo hospedero. 

El empleo de marcadores moleculares, tal como el gen gusA-io, se considera de particular 

importancia para estudios de ecología de Rhizobium (Wilson et ai, 1994; Akkermans etai, 1994; 

Wilson et ai, 1995; Sessitsch et al., 1996). Esta metodología tiene una serie de ventajas en 

estudios de competencia en comparación con otras como lo son: resistencia a antibióticos 

inducida (Bushby, 1981; Turco et ai, 1986), anticuerpos fluorescentes, etc. (Schmidt, et al, 

1976). Los resultados indicaron que existe variabilidad de competencia entre cepas nativas y las 

inoculadas, cuando se inoculan en pareja. El aislado Q21 fue significativamente menos competitivo 

que Q16 y Q19, asi mismo se observa que existe una tendencia en cuanto al mismo número de 

nodulos formados, tanto en la inoculación simple, como en inoculación en mezcla, empleando el 

miaño número de células, lo caul al parecer indica que el hospedero deja un número definido de 

sitios disponibles pata que sean ocupados por las células rhizobiales al parecer, cuando la cepa es 

menas competitiva, se reduce el número de nodulos o bien la planta induce una respuesta de 

restricción de la nodulación. Resultados de este tipo se han observado para el caso de soya 

(Cregan y Keyser, 1986 ; Keyser y Kregan, 1987 ; Cregan y Sadowsky, 1989 ; Cregan et al, 

1989; Sadowsky et al, 1991 ; Sadowsky y Kregan, 1992 ; Ferrey et ai, 1994 ; Lohrke et ai, 

1995; Sadowsky et ai, 1995). Sin embargo, en el caso de frijol se ha considerado como una 

especie muy promiscua, la cual puede ser nodulada por un número alto de cepas diferentes de 



Aizobia y por tanto se cree que no presente una especificidad por un determinado tipo de cepa 

(Martínez-Romero et ai., 1991; Hernández-Lucas et ai., 1995). 

Es claro que la relación /í/j/zo&rwm-leguminosa juega un papel preponderante en el 

ciclo del N, donde el proceso de nodulación y FBN dependerán del tipo de planta y flora nativa. 

Asimismo, una mayor nodulación no es una garantía de un incremento en biomasa ni semilla aún y 

cuando se incremente la FBN. 

De manera global, el trabajo aporta elementos importantes que permiten reconsiderar a las 

cepas nativas de Rhizobium asociadas a frijol, como una alternativa que permitiré mejorar los 

rendimientos del cultivo en México. Es indudable que los estudios de las relaciones genáicas entre 

las Rhizobium sp. y de éstos con los genotipos comerciales de frijol, resultará una valiosa 

alternativa para utilizar, de una manera mas razonada y segura, los inoculantes en frijol, 

empleando algunas cepas nativas de las zonas productoras del grano. 



CONCLUSIONES. 

1,. La fijación de nitrógeno en frijol bajo condiciones de temporal, expresado como %Ndda fue de 

19-46 %, lo cual representan de 8 a 25 kg de N fijado ha"1 

2.' Rhizobium etli es la especie dominante. 

3.- No se observó correlación entre los diferentes métodos empleados para caracterizar los 

aislados de Rhizobium sp. excepto para PCR-RFLP y MLEE. 

4- Se observó una baja diversidad genérica para Rhizobium (H=0.105). Esto podría estar 

relacionado con las condiciones adversas de la región de estudio. 

5- Las cepas nativas de Rhizobium Q16 y Q19, íüeron competitivas, mientras que Q21, resultó 

pobre competidora y formó un menor número de nodulos en el genotipo "Negro 

Querétaro" con respecto a la cepa C1AT-899 : :gus AurB 



PERSPECTIVAS 
Ante la necesidad alimentaria mundial y el crecimiento de la población, resulta imperativo 

incrementar los rendimientos de los cultivos básicos. Dentro de las alternativas para lograrlo se 

acueatra el uso de los fertilizantes nitrogenados, como alternativa inmediata, sin embargo, el 

proceso biológico de suministro "económico'Vecológico de N a través de una interacción 

simbiótica, jugará un papel determinante, no solamente para incrementar los rendimientos de los 

cultivos, sino para aminorar el deterioro del suelo, la contaminación por nitratos y el consumo de 

energéticos, mediante la poduccióu de fertilizantes nitrogenados. 

En México se cuenta con una enorme riqueza de flora, dentro de las cuales se encuentran 

lis leguminosas, las cuales deberán ser consideradas ampliamente como alternativas de solución 

Altura para mejorar e incrementar los rendimientos de cultivos y tener suelos más fértiles. 

Para el caso específico de frijol, se deberá contemplar un programa de mejoramiento 

genético, en el cual se cousiderea los potenciales de rendimiento así como fijación biológica de 

nitrógeno, que conlleven a incrementar al menas ea un 30% los rendimientos y tasas de fijación, 

con respecto a los promedios reportados para las diferentes zonas agroecológicas del país. 

Los problemas específicos que pueden ser resueltos son: potencial de fijación biológica de 

nitrógeno y uso eficiente de fertilizantes de los principales genotipos de frijol actualmente 

utilizados, de igual forma, el uso potencial de las poblaciones nativa como potenciales inoculautes 

así como evaluar el efecto de la incorporación de los residuos de frijol en rotación con gramíneas. 
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Abstract 

A field experiment under rainfed conditions was conducted in Durango, Mexico, to 
assess N2-fixation of three cultivara of common bean (Pkaseolus vulgaris L.) using 
'^-methodology. In addition, diversity of rhizobial isolates obtained from nodules of 
the different plant genotypes was evaluated by intrinsic antibiotic resistance (IAR), 
PCR using enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) primers, PCR-
RFLP analysis of the 16S rRNA gene and multilocus enzyme electrophoresis 
(MLEE). Selected isolates were used to determine acetylenc reduction and 
competitive ability under greenhouse conditions. The three cultivare tested did not 
show high variation in N2-fixation, the %Ndfa values ranged from 18.6 to 26.5. 
Variability in N2-fixation efficiency among various native rhizobial isolates was 
shown to be very high and our results indicate that differences in competitive abilitiy 
exist also. PCR-RFLP of the 16S rRNA gene and MLEE revealed that most of the 
isolates are belonging to the species R. etli. Intrinsic antibiotic resistance analysis and 
ERIC-PCR showed high diversity among isolates. In contrast, cur results using MLEE 
show low genetic diversity (H= 0.105). 



Introduction 

Phasealus vulgaris L., the common bean, represents the main source of protein for the 

Mexican people (SAGAR, 1995). Enhancement of its nitrogen-fixing capacity is thus 

a major agronomic goal. The capacity to fix N2 is variable among different genotypes 

of common bean, ranging from 4 to 59 % nitrogen derived from the atmosphere 

(Hardarson et al., 1993, Peña-Cabrialcs and Castellanos, 1993; Pefla-Cabriales ct al., 

1993). Breeding programmes with the objective of enhancing nitrogen fixation and 

yield of common bean are based on this variability. Crop responses to inoculation 

with selected strains of Rhizobium are often low, frequently due to the high 

competitive ability of native strains. In a survey conducted by Castellanos-Ramos et 

al. (1993), on field trials during the period 1972 - 1992, only 12% of the trials showed 

a statistically significant response to inoculation with elite strains. These observations 

as well as reports demonstrating the large number and diversity of rhizobial strains 

nodulating common bean in Mexican soils (Aguilar-Zacarias, 1990; Piñero et al. 

1988; Araujo el al., 1986) suggest that the problem is complex. Thus, we decided (1) 

to assess N2 fixation capacity of three cultivars of Phasealus vulgaris under rainfed 

conditions using the 13N methodology; (ii) to isolate and characterize indigenous 

rhizobial strains nodulating different plant genotypes in a region of Mexico in which 

common bean production is high and (iii) to determine ^- f ixa t ion and competitive 

ability of selected isolates. 

Material* and Methods 

Field experiment and ,5N methodology. A field experiment was conducted at the 

experimental station of INIFAP in Fco. I. Madero Durango, Mexico. The sandy soil 

had a pH of 6.8 and the organic matter content was 1.04%. Three common bean 

(,Phaseolus vulgaris L.) cultivars were planted: Flor de Mayo-M-38 (FM), Negro 



Quer&aro (Q) and N-3-117 (N). Two non-nodulating crops , barley and non-

nodulating common bean (Nod-125, Davis et al., 1988), were used as reference crops 

for the ,5N analysis. The experiment was set up using a randomized block design with 

four replicates. Each genotype was planted in 5 m rows with 10 cm spacing between 

plants and 76 cm between rows and a l5N-labelled subplot of 1.5 m rows. After 

planting, 10 kg N ha"1 as ammonium sulphate solution (10.075% a.e.) was applied to 

the labelled plots. The plots were harvested at physiological maturity (96 days after 

planting) and the plaints were separated into straw and seed, which together were taken 

to represent total dry matter production. Samples were milled and the nitrogen content 

was determined by the Kjehldahl procedure (FAO/OIEA, 1937). The percentage 

nitrogen fixed was calculated using the ISN dilution method (Hardarson, 1990) based 

on the ,SN atom excess data obtained by emission spectrometry. 

Strain isolation. A total of 53 Rhtzobium isolates from eight bean plants were 

obtained as described by Somasegaran and Hoben (1985) from nodules isolated from 

flowering plants. Nodules were immersed for 30 sec in 70% ethanol, transferred to 

0.1% HgClj, soaked for 3 min and rinsed five times with sterile water. Then, the 

nodules were crushed with a glass rod in a drop of sterile water. Loops of the nodule 

suspension were streaked out on yeast mannitol agar (YMA) plates containing Congo 

red or Bromothymol blue. 

Intrinsic Antibiotic Resistance Patterns (1AR). Each isolate was grown in yeast 

mannitol broth (YMS) for 24 h at 30°C. 100 of each culture were plated on a YMA 

plate. Multidisks (12 Sensidisks; Sanofi, Diagnostico Pasteur, Mexico) were placed on 

the surface and incubated at 28°C for 24 to 48 h. The antibiotics used were: amikacyn 

30 Mgi ampicillin 10 ng, cephalotine 30 pg, cephatrioxone 30 pg, chloramphenicol 30 

^g, dicloxaciline 1 ng, enoxacine 10 ng, erythromycin 15 Mg> gentamycin 10 ¿ig, 

nctilmycin 30 ng, penicillin 10 U, trimethropin-sulphafureaole 25 ng. 



Isolation of template DNA for Polymerase Chain Reactions (PCR). A loop of cells 

grown overnight was resuspended in 50 [il TE, held at -70°C for 4 min, placed on ice 

for 1 min and put for 2 min in a boiling waterbath. Then, the cells were put on ice for 

I min and boiled for 2 min. Finally, the cell debris was centrifuged at 12000 rpm for 2 

min, and'the supernatant was used for the PCR reactions (Sessitsch et al., 1996). 

PCR using repetitive primers. Enterobacterial repetitive intergenic consensus 

(ERIC) primers (de Bruijn, 1992) were used to fingerprint native rhizobial strains. 
t 

PCR amplifications were performed in a total reaction volume of 25 containing 1 x 

PCR reaction buffer (50 mM KC1; 20 mM Tris.HCl, pH 8.0), 200 pM each of dATP, 

dCTP, dGTP and dTTP (Pharmacia-LKB), 3 mM MgCl2 :4 [o.M ERIC2 primer, 2 [d of 

cell extract and 2 U Taq DNA polymerase (Gibco, BRL). All amplifications were 

performed with a Perkin-Elmer thermocycler (Gene-Amp PCR System 9600) using 

the following temperature cycle: initial denatitration at 95°C for 1 min, followed by 30 

cyclcs of 20 sec denaturation at 94°C, 30 sec annealing at 40°C and 2 min extension at 

72°C. The total reaction volumes were examined by electrophoresis on 1.5% agarose 

gels. 

PCR-RFLP analysis of the 16S rRNA gene. PCR amplification of the 16S rRNA 

gene and the RFLP analysis was performed as described by Laguerre et al. (1994). 

PCR conditions were as outlined above using a 100 nl reaction volume with 8 pi cell 

extract and 0.1 ^M primers rDl and fDl (Weisburg et al., 1991). Initial denaturation 

for 1 min at 95cC was followed by 30 cycles of 50s denaturation at 94°C, 1 min 

annealing at 48°C and 2 min extension at 72°C and a final extension step of 4 min at 

72°C. Aliquots of 13 ¿il of the amplified DNA were digested with the restriction 

enzymes Hae III, Alu\, Taq I and Mspl (Gibco, BRL). The resulting DNA fragments 

were analyzed by horizontal agarose gel electrophoresis in 2.5% agarose gels. 



Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). Starch gel electrophoresis and 

selective staining of enzymes was done as described by Selandcr et al. (1986). Seven 

engines wete assayed as follows: NAD-malate dehydrogenase (1.1.1.38) and 

xanthine-dehydrogenase (1.1.1.204) in tris-citrate, pH 6.7, isocitrate dehydrogenase 

(1.1.1.42) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (1.1.1.49) in tris-citrate, pH 8.0, 

phosphoglucomutase (2.7.6.1) and indophenol oxidase (1.11.1.7) in borate, pH 8.2, D-

L alanine dehydrogenase (1.4.1.1) in tris-acetate, pH 7.5. 

Mobility variants (electromorphs) of each enzyme, numbered in order of decreasing 

anodal mobility were equated with alleles of the corresponding structural gene. 

Electromorphic profiles for the seven enzymes (ETs) were equated with multilocus 

genotypes. 

Acetylene reduction activity. Rhizobial isolates representing the nine patterns 

obtained by ERIC-PCR were grown in YEM broth for 24 h. Seeds of the three 
£ 

cultivars were inoculated with 9 x 1 0 cells per seed of selected rhizobial isolates (N7, 

N i l , N13, F3, F4, F U , Q14, Q17 and Q21). Plants were grown in Leonard jars using 

sand as support and a nitrogen-free nutrient solution (Vincent, 1970) and they were 

removed 47 days after planting. The roots were placed in 650 ml glass containers to 

assess the acetylene reduction using the technique described by Dart et al. (1972). 

Acetylene reduction activity wab determined using a gas chrumatograph with an flame 

ionization detector and a type N Poropack column. 

Competition experiment. A competition experiment was carried out in a growth 

chamber (Conviron) at 19 - 22°C and 14 h photoperiod, where the cultivar Negro 

Queretaro was grown in pots containing sand. The plants were inoculated seven days 

after sowing using single inoculations of strains CIAT899::gus/410 B (Sessitsch et al., 

1996), Q16, Q19 or Q21 or mixed inoculations (1:1) of CIAT899::gwX10 B in ; 

combination with either Q16, Q19 or Q21. In all treatments, 6 x 108 cells were applied 

per seed. Plants were harvested 12 days after inoculation and roots were stained as 



described previously (Wilson et al., 1995; Sessitsch et al., 1996) in order to determine 

nodule occupancy of the guj/4-markcd strain. 

Results 

Field experiment. During the experiments the climatic conditions were benign and no 

stresses were recorded. The mean %Ndfa was 22 and the %Ndfas ranged from 26.5 

for cv. Negro Queretaro to 18.6 and 20.0 for cvs. FM-M-38 and N-3-117, 

respectively. These data correlated well with the nodule numbers as Negro Queretaro 

formed on average 82 nodules per plant while FM-M-38 and N-3-117 formed 52 and 

48, respectively (Table 1). 

IARs of native rhizobial strains. Twenty-eight different intrinsic antibiotic 

resistance patterns were obtained. (Tables 2, 3 and 4 show the groupings for each 

cultivar) Two major groups were mainly composed of isolates obtained from the 

cultivars Q and FM. The identifying codes given to the rhizobial isolates show the 

plant genotype from which the strain was isolated. 

PCR using repetitive primers. ERJC-PCR gave a large number (26) of patterns 

(Table 2, 3 and 4). All isolates obtained from different cultivars formed distinct 

patterns. 

PCR-RFLP of the 16S rRNA gene. This analysis was performed in order to classify 

the isolated rhizobia from common beans into species. The DNA fragment patterns 

obtained were compared with those from reference strains of various species of 

Rhizobium. Two different patterns were found. One isolate, Q3, showed the same 



profile as R. tropici type IIA strain CFN299, while the majority of the isolates showed 

the same pattern as R. etli. 

Multilocus enzyme electrophoresis. Forty-five isolates were analyzed by MI.EE in 

order to obtain information on the genetic diversity of the isolates. 83 % of the isolates 

and two strains of R. etli including type strain CFN42 showed the same electrotype 

(ET-1), 17% showed seven different patterns. A mean genetic diversity (H) of 0.105 

was calculated. 

Acetylene reduction assay. Nine isolates obtained from the different cultivars which 

were different by ERJC-PCR, were used to inoculate three plant genotypes and the 

acetylene reduction of the resulting nodules was measured. Amounts of ethylene 

produced (pM of ethylene plant"1 h"1) ranged from 0.35 to 6.5. Isolates from a given 

plant genotype did not display improved performance with the corresponding cultivar 

(Fig. 1). 

Competition experiment. The competetive abilities of three strains isolated from cv. 

Negro Queretaro against R. tropici strain CIAT899: :gusA 10 B were evaluated. The 

isolates tested had different IAR and ERIC-PCR patterns (Tables 1, 3 and 4). Isolate 

Q21 was less competitive than isolates Q16 and Q19 and formed significantly less 

nodules in the single inoculation treatment (Table 5). 



Discussion 

Common beans are an important food crop in the Americas and have a high genetic 

variability for N2-fixation (Bliss, 1993; Hardarson et al., 1993; Pefta-Cabriales and 

Castellanos, 1993; Peña-Cabriales et al., 1993). The mean %Ndfa (22%) obtained in 

this study is lower than the values reported previously (Castellanos et al., 1996) for 

well-watered plants (42% Ndfa) but higher than fur plants exposed to draught during 

the reproductive stage (8.6% Ndfa). The three cultivare tested did not show high 

variation in Nj-fixation (%Ndfa values ranged from 18.6 to 26.5). Higher variation 

was reported by Hardarson et al. (1993). In that study in two states of Mexico, 37 bean 

cultivars were tested for their N2 fixation and %Ndfa ranged from 0 to 58%. The same 

study revealed that the line Negro Queretaro was one of the best performing lines 

when grown in [rapuato, Mexico, with a %Ndfa of 50. In our experiments, when the 

same line was grown in Durango, Mexico, the %Ndfa was only 26.5%. Nevertheless, 

the cv. Negro Queretaro performed better than the other cvs. tested. The acetylene 

reduction assays of selected indigenous strains confirmed these findings. Few of the 

isolates tested showed high acetylene reduction activity and isolates from a given 

plant genotype did not necessaril} show better performance with the corresponding 

cultivar. Only one isolate obtained from the cv. Negro Queretaro, Q17, had a high Nz-

fixation capacity while the other two isolates, Q14 and Q21, performed poorly on that 

cultivar. Furthermore, ER1C-PCR results showed that Q14 and Q21 have the same 

PCR pattern in common with with many other nodule isolates, indicating perhaps, that 

the nodule occupancy of inefficient strains is high. As variability in N2-fixation 

efficiency among various native rhizobial isolates in combination with different plant 

genotypes was shown to be extremely high, competitive ability has to be considered 

carefully. Our competition experiment also indicated variability in competitive ability 

among different native strains. Isolate Q21 showed significantly lower competitive 

ability than Q16 and Q19 in competing with R. tropici strain ClAT899::#us/tl0 B. 

Nevertheless, competitive abilities against other indigenous, adapted strains might be 



different. Our results indicate that differences among native strains in competition as 

well as in N2-fixation exist. It would be interesting to perform competition 

experiments with a larger number of isolates under the same conditions as those 

prevalent in the field from which the isolates were originally obtained. 

Intrinsic antibiotic resistance analysis showed high diversity among isolates as was 

previously reported by Aguilar-Zacanas (1990) with a commercial bean line grown in 

the state of Zacatecas, Mexico. ERIC-PCR also showed high diversity, but there was 

no correlation between the antibiotic resistance grouping and ERIC-PCR analysis. 

Similar results were obtained by van Rossum et al. (1995) on a wide range of 

Bradyrhizobium strains. PCR-RFLP of the 16S rRNA gene and MLEE revealed that 

most of the isolates are R. etli. This is in agreement with previous studies on Mexican 

rhizobial populations nodulating common bean (Segovia et al., 1993). High genomic 

instability was reported in R. etli (Brom et al., 1991; Flores et al., 1988) perhaps 

contributing to the diversity of this species. In contrast, using MLEE, our results 

showed low genetic diversity among the rhizobial isolates (H-0.105). The majority of 

these values correspond to a single electrophoretic type. Values of diversity of 

common bean nodulating rhizobia reported in the literature range from H=0.4 to 0.6 

(Souza et al., 1994; Segovia et al., 1991; Demezas et al., 1991; Souza et al., 1990; 

Piñero et al., 1988; Eardly et al., 1995). Souza et al. (1994) analysed five populations 

of R. etli from Morelos, Mexico, and found a total genetic diversity of 11=0.487. The 

authors also suggested that environmental constraints for nodulation may reduce the 

genetic diversity. Similar observations have been made with indigenous soil 

populations of R. leguminosarum bv. trifolii (Leung et. al. 1994a, b and c). The reason 

why only a limited diversity of the R. etli population is encountered in nodules in this 

region remains to be established and may be related to environmental constraints 

existing in this area. 

Analysis of the genetic diversity of rhizobial strains in combination with symbiotic 

performance and competitive behaviour may allow the identification of strains useful 

for agricultural purposes. Our data suggest that among the native populations, we 



might find successful inoculant strains and further experiments will show whether this 

approach can improve N2-fixation in common beans. 
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Table 1. Nodule number, % N derived from athmosphere (%Ndfa), % N derived from 
fertilizer (%Ndff) and % N derived firom soil (VoNdfs) in three cultivars of common 
bean (Phaseolus vulgaris L.) grown in Francisco I., Madero Durango, Mexico, during 
the spring and summer 1994. 

Cultivar %Ndfa %Ndff VoNdfs 

Nodule 

number 

Negro Queretaro 26.5a 7.6a 65.9a 82a 

FM-M-38 18.6a 8.6" 72.8a ,52b 

N-3-117 20.la 8.7a 71.2a 48b 

Means (within one column) are not significantly different from each other at P = 0.05 share the same 
letters as superscripts. 



Table 2. Intrinsic antibiotic resistance patterns, ERIC-PCR profiles and MLEE 
groupings of rhizobial isolates obtained from the Phaseolus vulgaris L. cultivar Negro 
Queretaro. 

Rhizobial isolate IAR ERIC-PCR MLEE 

Qi IAR-1 PCR-1 MLEE-1 

Q2 IAR-2 PCR-1 MLEE-1 

Q3 IAR-3 PCR-2 n.a.* 

Q4 IAR-2 PCR-3 MLEE-1 

Q5 IAR-2 PCR-3 MLEE-l 

Q6 IAR-4 PCR-4 MLEE-1 

Q7 IAR-5 PCR-5 MLEE-1 

Q8 IAR-6 PCR-3 MLEE-1 

Q9 IAR-7 PCR-3 MLEE-1 

Q10 IAR-8 PCR-6 MLEE-1 

Q12 IAR-9 PCR-7 MLEE-1 

QI3 IAR-10 PCR-8 MLEE-1 

Q14 IAR-11 PCR-7 MLEE-2 

Q15 IAR12 PCR-7 MLEE-3 

Q16 IAR-7 PCR-9 MLEE-4 

Q17 . IAR-7 PCR-10 MLEE-1 

Q18 IAR-13 PCR-10 MLEE-1 

Q19 IAR-14 PCR-7 MLEE-5 

Q20 IAR-2 PCR-7 MLEE-1 

Q21 IAR-12 PCR-11 n.a. 

Q22 IAR-2 PCR-11 MLEE-1 
Q23 IAR-7 PCR-12 MLEE-1 

Q24 IAR-15 PCR-11 MLEE-1 
Q25 IAR-16 PCR-7 MLEE-1 

Q26 IAR-17 PCR-13 MLEE-1 

n.a. significates not analysed 



Table 3. Intrinsic antibiotic resistance patterns, EK1C-PCR profiles and MLEE 
groupings of rhizobial isolates obtained from the Phaseolus vulgaris L. cultivai Flor 
de Mayo-M-38. 

Rhizobial isolate IAR ERIC-PCR MLEE 

FMl IAR-1 PCR-I MLEE- i 

FM2 IAR-2 PCR-2 MLEE-1 
FM3 IAR-3 PCR-2 MLEE-1 
FM4 IAR-4 PCR-3 MI.F.F.-l 

FM5 IAR-5 PCR-4 MLEE-6 
FM6 IAR-6 PCR-2 MLEE-1 

FM7 1AR-7 PCR-5 MLEE-1 

FM8 IAR-8 PCR-2 MLEE-1 

FM9 IAR-9 PCR-2 MLEE-1 

FMIO IAR-5 PCR-6 MLEE-1 

FMl 1 IAR-5 PCR-7 MLEE-1 

FMl 2 IAR-10 PCR-7 MLEE-1 

FMl 3 IAR-5 PCR-3 MLEE-1 

FMl 4 IAR-5 PCR-7 MLEE-1 

FMl 5 IAR-11 PCR-8 MLEE-1 

FM16 IAR-3 PCR-9 MLEE-1 
FMl 7 IAR-12 PCR-10 MLEE-1 
FMl 8 IAR-12 PCR-ll MLEE-1 



Table 4. Intrinsic antibiotic resistance patterns, ERIC-PCR profiles and MLEE 
groupings of rhizobial isolates obtained from the Pkaseolus vulgaris L. cultivar N-3-
117. 

Rhizobial isolate IAR ERIC-PCR MLEE 

N1 IAR-1 PCR-1 MLEE-1 
N7 IAR-2 PCR-2 MLEE-1 
N8 IAR-3 PCR-3 MLEE-1 
N9 IAR-4 PCR-4 MLEE-1 

NIO IAR-5 PCR-5 MLEE-2 
Ni l 1AR-5 PCR-6 MLEE-1 

N12 IAR -6 PCR-7 MLEE-1 
N13 IAR-5 PCR-7 MLEE-1 

N14 IAR-7 PCR-6 MLEE-3 
N15 IAR-7 PCR-8 MLEE-1 



Table 5. Number of riodules formed on cv. Negro Queretaro in a competition 

experiment to determine the competitive ability of three native isolates against strain 

C[AT899::gw*4lOB. 

STRAIN NODULE NUMBER PLANT"1 

Single inoculation 1:1 Mixed inoculation 

GUS-markcd Unmarked strain 

strain * 

Q16 107a 4b 96a 

QI9 108a 7b 103a 

Q21 67b 43a 24b 

CIAT899::gaji4lO B 90a 

Means (within one column) that are not significantly different from each other at P = 0.05 share the 
same letters as superscripts. 



Fig. 1 Effect of common bean cultivar and rhizobial strain on acetylene reduction 
activity at flowering. 
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