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RESUMEN

Fl cultivo de frijol en nuestro pais es de vital importancia ya que es la fuente principal de
proteinas para 18 poblacién. Una caracteristice impartante de este cultivo es su capacidad de fijw
nitrogeno atmosférice cuanda se asocia con bacterias del peénero Rhizobium. En general, las
mvestigaciones han sido enfocadas a tratar de incrementar la eficiencia de este sistema. Sin
embargo, hasta el momento los resultados han tenido poco exito, ya que ¢l fiijol sigue siendo una
de las leguminosas con menor capacidad de fijar nitrogeno. El problema reside basicamente en la
escasez de estudios ecologicos relacionados con los sumbioutes. Ea ese sentido, se desconoce el
papel que desempedan en la economia del nitrgeno las poblaciones nativas, las cuales som
ampliamente abuadantes y diversas en los suelos de México. Adicionalmente, se piensa que las
poblaciones nativas son las responsables del fracase en la respuesta a la inoculacion cuando se han
utilizado cepas introducidas con alta capacidad de fijacién de nitrogeno. El abjetive principal de
este trabajo fue determinar en que medida las poblaciones nativas de Rhizobium contribuyen a ba
fijacién bioldgica de nitrégeno en México. Asimismo, se evalua el efecto que tienen las pricticss
agricolas sobre 1a diversidad genética de Rhizobiwn. Finglmente, se explord la capacidad de las
cepas nativas para establecer una seleccion preferencial por determinados genatipos de frijol. Un
total de 59 nislados obtenidos de nadulos de tres genotipos de frijol (“Negro Querétara”, Flor de
Mayo-M-38" y N-3-117"), cultivades en Fco. I. Madero, Dgo. fueron caracterizados por
resistencia intrinseca a 12 antibioticos (RIA), Consensos [ntergénicos Repetidos Enterobactenales
(ERIC)-PCR, analisis de PCR-RFLP’s y Movilidad Electroforética de Enzimas (MLEE) de siete
loci. Los resultados de campo empleando "N expresados como el % de N en la planta proveniente
de la atmosfera (%Ndda) oscilaron entre 19 y 46, doade el genotipo Bayo Victona fue ¢l mejor y
FM-M-38 el mas bajo. Asimismo, se encontraron diferencias significativas emtre ¢l niumero de
nodulos de Negro Querétaro respecto a FM-M-38 y N-3-117. Par otra parte, los analisis de PCR-
RFLP’s del gen 16S rRNA indicaron que la mayoria de los aislados pértenecen a la especie de
Rhizabium etli Adicionalmente, a través de técnicas de resistencia a antibioticos y ERIC-PCR, se
pudo observar una amplia diversidad de las cepas nativas, encontrindose hasta 30 patrones
diferentes. Sin embargo, los analisis de movilidad electreforética mostraron la existencia de un
electrotipo sabresaliente (ET-1), el cual incluyo a 38 de los 48 cepas analizadas. Los estudios de
competencia, ewmpleado un  trasnconjugante de Rhizebium tropici (CIAT-899::gusA-B),
indicaron las cepas nativas fueron diferentes en su capacidad competitiva. De lo anterior se
concluye que: 1) la fijacién de nitrégeno parece ser unportante aun bajo condicioues de temporal
2) Rhizobium etlt ¢s la especie dominante que nodula a los diferentes cultivares de frijol, 3) se
observaron diferencia importantes en Jos diferentes métodos utilizados para caracterizar las cepas
de Rhizobium, excepto para PCR-RFLP’s y MLEE, 4) se abservd una baja diversidad genetica
de Rhizobium (H=0.105) podria estar relacionada con las condiciones ambientales adversas de
esta region y 5) Se ohservaron diferencias importantes en la capacidad competitiva (formacion de
noduloes) de las cepas de RAizobium etli.

Los resultados de este trabajo representan una coatribucidu al conocimiento de la ecolugta
de las poblaciones wativas de Rhizobium spp. Adicionalmente, se aportan e{ementos que permitiran
reconsiderar el potencial de estas poblaciones en los programas del mejoramiento de la fijacion
biologica de nitrogeno en frijol.
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ABSTRACT

[n Méxicy the common bean (Phaseolus vulgaris L.) crop, is considered as the main
protein source for the human almentation. An 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 eficiency 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 i the scarcy of
ecalogical studies in regard ta simbionts. In this way, the role of the native strains in the nitrogen
ecanomy to the plant is unknawn, and this populations display a high both number and diversity.
The principal objetives of this study were to evaluate the contnibution of Rhizobium sp. native
strains on the biological nitrogen fixation in Mexican field. So we evaluated the eifect of the
diverses agronomical practices under the genetic diversity of Rhizobium. Finally was explorer the
capacity of mative strains to establishment a preferencial selection by determined genotypes of
beans. We are able to isolate 59 rhizabial strains obtamed from Fco. I. Madero, Dgo fields from
three genotypes ‘Negro Querétaro”, ‘Tlor de Mayo-M-38" and ‘“N-3-11". These strains were
characterized by intrinsic antibiotic resitance (IAR), PCR using Enterobacterial Repetitive
Integenic Concensus (ERIC) primers, PCR-RFLP and analisis of Multilocus Fnzyme
Electrophoresis (MILEE) by seven loci. PCR-RFLP’s analysis of 168 TRNA gene shawed that the
most of strains belongs to Rhizobium erli. The result by IAR showed 30 different pattems, 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 no comrelation 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 atmospliere (Ndfa)= 19-46%, were the genotype Bayo Victoria gave the
higher values while the Flor dec Mayo M-38 was the lower. The nodule number showed high
vanability and differences significatives has been found in 2ZNegro Queretaro™ with respect to FM-
M-38 and N-3-117. In this way, are concluded that : i) N; fixation seems to be mportant even m
ramfed coaditions (%Ndfa 19-46). i) Ruzobium etli is the dominaut species nodulanting common
bean, iii) from the different methods by the characterization, a good correlation between MLEE
and PCR-RFLPs was foud, 1v) the low diversity of RAaizobium found i this study (0.105) could be
related to the adverse environmental conditions in this region and v) Gene marker gusA;, was
able to discriminated the campetitivity of native strains of Rhizobium etli associated to common
bean.
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ABREVIATURAS

3.e.= Atomos en exceso

ERIC= Consensos Intergénicos Repetidos Enterobacteriales
CR = Cultive de reterencia

cv = Cultivar

H = Diversidad genética

S$DS = Duodecil sultaty de sodio

ER = Eficiencia Relativa

PAGE= Electroforesis en gel de poliacrilamida
ET = Electrotipos

PY = Extracto de levadura y peptona

ELMA = Extracto de levadura mamitol

FBN= Fijacion Biologica de Nitrogeno

GUS = Glucuronidasa

NHI = Indice de Cosecha de N

MMlac = Medio minimo con lactosa

N= Nitrogeno

MLEE= Mavilidad electroforética de enzimas
REP = Palindromas Extragénicos Repetidos

RFLP = Polimorfismo en la Longitud de los Fragmeutos de Restriccion del DNA

%Ndda = Porcentaje de N derivado de la atmdsfera
%Nddf = Porcentaje de N derivado del fertilizante
% Ndds= Porceataje de N degvado del suelo

PCR = Reaccion en Cadena de la Palimerasa
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INTRODUCCION

México es reconocido camo centro de origen y domesticacién del frijol (Phaseolus
vulgaris L) (Miranda, 1967) y, por ende, cuenta con una amplia diversidad de genotipos
naturales; sin embargo, la produccion de esta leguminosa es limitada. Es bien comacide que la
produccion de frijol depende de la asociacion de la planta con especies nativas de Rhizobium, las
cuales varian en especificidad de hospedero, efectividad de nodulacion y fijacion de nitrogeno
(Araujo et al., 1986; Gonzalez-Cu y Lopez-Reyes. 1989, Pifero ef al, 1988; Aguilar-Zacarias,
1990; Souza. 1990; Souza et al., 1994),

Diversos estudios han permitido conocer que las cepas mativas son un obsticulo para
encontrar una respuesta positiva a la inoculacion. Los resultados obtenidos con cepas “elite” de
Rhizobium sp duraute el periodo 1975-1990, demostraron que tmcamente el 11 % de los ensayos
presentaron mayor rendimiento con respecto al tratamiento no inoculado. Esto indica que aim no
es factible la explotacion comercial de dicha estrategia bajo tales condiciones {Castellanos-Ramos
et al., 1993), lo que apoya la idea que ¢l incremento de las cepas nativas de Rhizobium, dismimuye
el porcentaje de éxito por las cepas introducidas (Thies e al,. 1992). Este hecho nos conduce a
peusar que el primer paso para obtener €xito en la moculacion y poder mcrementar el rendimiento
de fiijol, es identificar a las cepas dominantes de Rhizobium. Uno de los principales enfoques para
couseguir este objetivo, es la busqueda de marcadores genéticos y bioquimicos, que n0s permitan
tanto la identificacion y medir la diversidad genética entre miembros de la misma especie. Entre las
principales metodologias moleculares se encuentran: la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion del DNA (RFLPs),
Anmplificacion al Azar de ADN polimarfico (RAPDs) y Mowilidad Electroforética de Enzimas
(MLEE) (Pifiero et a/. 1988, Selander et a/. 1986, Souza, 1990; Williams et @/., 1992; Souza et al.
1994).

A pesar de contar con una amplia riqueza de poblaciones nativas de Rhizobium asociadas a
frijol, la informacion de la contribucion de estas poblaciones a la economia del nitrogeno en la
planta, es muy reducida. En nuestro pais, aumentar la fijacion biologica de nitrogeno (FBN) en
frijol, es de particular importancia, dado que esta leguminosa representa la principal fuente de
proteina para la poblacidu (SAGAR, 1995). Las evaluaciones de la FBN utilizando el 1s0topo de

N sobre diferentes genatipos de frijol, muestran que existen diferencias importantes en este
; 2 p Y q Lmp



atributo. Los porcentajes de N derivado de la atmosfera oscilan entre 4-69 % (Renie y Kemp,
1983 a,b; Hardarson ef al, 1993 ; Peiia-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 permitira responder a una serie de mterrogantes fiundamentales a
cerca de la relacion planta-bacteria; por ejemplo, ;existe una preferencia selectiva por parte de
genotipos de frijol hacia cepas de Rhizobium eficientes en fijar nitrogeno?, jcual es la cantidad de
nitrégeno 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 permitira conocer algunos aspectos sobre la

ecologia del sistema Rhizobium-frijol. Por lo anterior se propuso la siguiente hipotesis de frébajo_

HIPOTESIS
Las poblaciones nativas de Rhizobium sp asociadas a frijol ilevan a cabo una interaccion
eficiente, particularmente en aquellos genotipos que se comsideran buenos fijadores de N,
contribuyendo de manera significativa en la economia del N de la planta. Asi mismo, las diversas

practicas culturales, tienden a disminuir la diversidad genética de dichas pablaciones nativas.

OBJETIVO GENERAL

Conocer la contribucion de las poblaciones nativas de Rhizobium sp. a la Fijacion

Biologica de Nitrigeno (FBN) en diferentes cultivares de frijol bajo condiciones de temporal.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la contribucion de las poblaciones nativas de Rhizobium sp 2 la FBN en frijol bajo

condiciones de temporal.

2.- Conocer si las diferentes cepas nativas de Rhizobium sp establecen una seleccion preferencial
por determmados genotipos de frijol.
3.- Evaluar el efecto de las diferentes practicas agricolas, sobre la diversidad genética poblacional
nativa de Rhizobium asociada a frijol.



ANTECEDENTES

L-El Nitrégeno como Nutrimeato y su lmportancia Agricola.

El nitrogeno (N) es uno de los elementos mas importantes para la vida en nuestro planeta y
puede existir en tres formas, molecular (gaseoso), organico ¢ morganico. El N en su forma
molecular, es el elemento mis abundante de la atmésfera terrestre, pero éste se encuentrg
inaccesible para la mayoria de los organismos (Lchinger, 1978). De estas formas, en el suelo
sucoutramas la forma orgaaica (90%) ¢ inorganica (10%). En la forma organica, forma parte de
macomoléculas y polimeros, principalmente como proteinas (30-40%), aminoazicares (5-10%),
purinas y/o pirimidinas (1-2 %) y en compuestos no identificables (50%). La forma inorganica,
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 adicion de fertilizantes
nitrogenados, el cual se obtiene por sintesis quimica y es adicionado en forma de nitratos, urea,
sales de amonio, etc. (Black, 1975). La demanda de N en la agricaltura mundial, se ha
incremeatado en una tasa, aproximadamente equivalente, al incremento de la poblacion mundial,
i.e. alrededor del 2%. Sin embargo, la cantidad de N disponible no se incremeunta a dicha tasa, en
virtud de la continua disminucién de la capacidad de suministrar N de los suelos agricola
(Herndege y People, 1995).

La mayoria de los sistemas agricolas presentan una alta demanda de N. Por ejemplo, el
arroz o trigo, tequieren de 20-40 kg N ha'Tm'' de grano. Los pastizales, comunmente utilizados
como forraje para el consumo de ganado asimilan mwas de 100 kg de N Ha''. Una de las limitantes
principales del rendimieuto de estas sistemas es la disponibilidad de N en forma asimilablc para la
planta (People. 1994).

En 1992, para la produccion de 2,228 millones de Tm de granos y oleaginosas, fueton
empleadas 905 millones de Ha. Se ha estimado que para alcarzar estos niveles de produccion s¢
requeriran 30 millones de Tm de N, de las cuales, una proporcion significativa, es reciclado del N
residual de las leguminosas. El costo econdmico para solventar las necesidades de produccidn
agricola ascienden a $33,000 millones de délares (S 400 dlls. ton ). De esta cantidad, 1a fijacién

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



si la FBN se mejorase un 15%, se lograria un ahorro equivalente a3 § 1000 milloues (Herndege y
Peaple. 1995).

IL- Fijacion Biolagica de Nitragenov (FBN).

La FBN es ua proceso reductive que depende de la utilizacion de azicares para la
obtencion de energia y compuestos reducidos (Atkins, 1986). Este proceso s¢ pude generalizar de
la siguiente manera;

N, +6¢ + 12 ATP — 2 NH,+ 12 ADP + 12 PQ,

La FBN es realizada por organismos procariotas y €sta se realiza en tres formas basicas,
libre (Kiehsiefla sp., Clastridium sp.), asociada no simbiotica (Azospirillum sp., Acetobacter sp.) y
asaciada simbiotica (Rhuzobiwn sp.) (Spreat, 1979; Drevon. 1983). De estas formas, la fijacion
simbidtica es la mas importante desde el punto de vista de sus significancia agricola, por tal
motivo, se han realizado grandes esfuerzos para entender los mecanismos fundamentales de dicha

imteraccion,

II.1.- Fijacién Simbigtica de Nitrdgeno.

El establecimiento de la simbiosis RAizobium-Frijol o cualesquier otra legurmninosa, es el
resultado de una compleja secuencia de interacciones que culminan con la formacion de un nodulo
en la raiz. Este es una estructura especializada, formado por varios tipos de celulas altamente
diferenciadas, entre las cuales se encuentran las céluas infectadas. Dentro de éstas células se
eucuentra una forma especial de RAizobrum, a las cuales se les denominan bacteroides y son los
responsables de llevar a cabo la fiyacion de mitcdogeno (Dart. 1977; Sanchez 1935; Dowling y
Broughcon. 1988; Michels y Vanerlryden. 1994).

Se ha demostrado que la fijacion de nitrogeno depende de un complejo multienzimatico
conocido como nitrogenasa (Phillips. 1980 ; Sanchez. 1985). Este complejo consta de dos tipos de

componentes: componente L en esta parte se localiza el sitio de union y reduccion del sustrato



teniendo como cofactor al hierro-molibdeno y ¢l componente I cuyo papel es el de reducir al
componente I (Phillips. 1930; Robert y Brill. 1981).

El proceso de FBN es altamente reductor y es inhibido par O, el cual es capturado por la
leghemoglobina en los procesos simbidticos. Durante el proceso de fijacion se libera H; en el
nddulo y esta liberacion, no se relaciona directamente con la tasa de actividad de la nitrogenasa, lo
que probablemente indica que la actividad de una hidrogenasa que toma mas H; en las simbiosis
efectivas sea determinante (Hungria y Neves, 1937; Pereira et al, 1989). Las observaciones
encontradas por Hungria y Neves (1987), indican que el hospedero también puede influir en el
metabolismo del H;, a pesar de que la eficiencia celativa (ER, capacidad de reucilizar el H; para la
reduccidn de N,) encontrada en frijol, es mucho mis baja que la de soya o caupi (0.99), no es una
conclusion generalizada para considerarlo como la causa principal de [a baja Gjacion de N,

Desde el puato de vista energético, ¢l praceso de fijacion de nitrogeno consume de tres a
cuatro veces mas energia metabolica que lu absorcidn y asimilacion de N mineral (Atkins, 1986).
De hecho, durante algunos periodos de crecimiento activo de la planta, del 30 al 50% de los
carbohidratos producidos en la fotosintesis neta diaria son consumidos por las raices 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 nddulos (Mahon, 1977 ; Hungria, 1988).

La cantidad de N tomada del aire y fijada por las bacterias de diferentes leguminosas, €s
dificil calcular, esta varia debido a factores como: clase de leguminosas, grada de efectividad de la
bacteria, condiciones del suelo y factores climaticos (Alexander, 1980, Castellanos-Ramos, 1992;
Ferrera-Cerrato ef al. 1990; Graham, 1990; Hungria v Neves, 1987; Mellor, 1994; Peiia-Cabriales
ef al. 1993). Sin embargo, se ha estimado que ¢l aporte de N al suelo cultivados con legumiuosas
es de aproximadamente 12 millones de toneladas (Herridege y People, 1995).

Los sistemas simbioticos juegan un papel importante en los sistemas agricolas ya que,
ademis de reducir los costos de produccion, evitan la contaminacion de las aguas subterraneas,
aumentan la produccion de proteina (al incrementar la concentracion de proteina de las
leguminosas), contribuyen con N para cultivos sucesivos y fortalecer la fertilidad de los suelas
(Hardarson, 1993b). Ademas, este sitema ¢s el mis estudiado por el potencial que representan en
la incorporacion del N; al suelo y es la simbiosis Rhtizobium-leguminasa el grupo mis explotado en
la agricultura. Se ha estimado que alrededor del 44% del nitrogeno fijado por medios biolagicas



proviete de la citada asociacidn (Brill 1977). Sin embargo, entre las especies de leguminosas {a
capacidad de fijacion de aitrogeno varia de 40-450 kg ha™ aio™ (FAQ, 1984).

En la agricultura, especificamente dos ejemplas de fijacidn bicldgica estdn siendo
explotados de manera satisfactoria. Primeramente, las cianobacteras (algas azul-verdes) son de
gran unportaucia en las dreas del cultivo del arroz a nivel mundial, segwidas por las bacterias del
génera Rhizabium, que se encuentran representadas globalmente en zonas templadas, tropicales,

forestales y suelos cultivables (Jones, 1991),
ITI.- Fijacion Bioldgica de Nitrgeno en Frijol.

- México es reconocido come centra de origen y domesticacion del frijol y por consecuencia
cuenta con upa amplia diversidad de genotipos (Miranda, 1967). En comparacidn con otras
leguminsas de grano, el fiijol se ha cousiderado como una planta pebre en la fijacion de nitrégeno,
lo cual podria ser debido a la baja ER de su simbiosis (Hungria y Neves, 1986a; Phia y Muns,
1987), simbiysis que depende del tipo de cultivar de frijol (Graham y Rosas 1977; Hungria y
Neves, 1986a; Phia y Muns. 1987; Grageda-Cabrera. 1990; Castellanos-Ramos, 1992; Hardarson
et al.,, 1993). De este modo, se ha reconocido que los genotipos de habito trepador presentan una
mayor capacidad de FBN (Graham y Rosas. 1977). Miranda {1967), demostrd que la diversidad
biologica ds! fiijol se ha mcrementado con la domesticacion y algunos de los caracteres que han
aumentado son: habitos de crecimiento, tamaio de hojas, flores, frutos, semilla y color de Ia testa.

La evaluacién de la FBN depende de los parametros evaluados y del estado fisioldgico de
la planta al momento de su determinacion, por e¢jemplo madurez fisiologica, el indice de casecha
de N (ICN), proporcion de N contenido sn planta y en la semilla se ha encontrado por encima del
70% en frijol comin (Westermann ef @i, 1985; Miranda, 1987, Miranda y'Bliss, 1991) sin
embarpo, para otras leguminosas el contenido de N total en la semilla fue positivamente
correlacionado con ¢l N de la sewilla dedvado de la fijacion de nitrGgeno atmosferico. Los datos
de StClair y col. (1988), mostraron correlacion fenotipica positiva sobre N total fijado, N total de
la planta y semilla, peso seco de follaje y readimiento en grano del frijol.

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

clima, suelo y manejo), mostraron que [a respuesta a la fijacion simbiotica de nitrdgeno es variable



y que €sta depende del genotipo de que se trate. En este sentido, en 1989 Lopez-Alcocer y col
evaluaron 360 genotipos de frijol seleccionando 120; 58 por su capacidad simbiotica, 43 por
rendimiento en grano y 19 por ambos parametros. Los genotipos fueron seleccionados a partir de
tratamientos inoculados + fosforo (40 kg ha™) y testigos sin inocular + fosforo. Por otra parte,
empleando la téncica de dilucién isotopica de N, se han encontrado valores promedio de 35% del
N derivado de la atmésfera (Ndda), con un maximo de 58% (Hardarson er 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™ en un periodo de 100 a 120 dias (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), sefialan que para asegurar un mangjo apropiado y Optimo
beneficio de la simbiosis leguminosa-Rhizobium, €s necesario realizar cuantificaciones de la
cantidad de N fijado. No se cuenta con un método adecuado y correcto para determinar la fijacion
de N, por leguminosas. Ninguno de los métodos actuales: rendimiento de N, diferencias de N, N,
reduccion de acetileno y solutos del xilema (ureidos) resultan satisfactorios, estos pueden
depender de la disponibilidad y adecuada determinacion de la fijacion de N, para cualesquier
especie de leguminosa cultivada bajo todas las posibles variantes de suelo y ambientes, Cada
meétodo tiene ventajas Ginicas y limitaciones. En realidad cada método se ha empleado varias veces
para evaluar la variacién en fijacién entre genotipos e identificar las lineas sobresalientes en
programas de mejoramiento Harridge y Peoples (1995).

Los datos anteriores destacan la necesidad de implementar estudios interdisciplinarios en
donde se mvolucre tanto a los cultivares de frijol, asi 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 fijacion 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 definicion de especies, las metodologias molecularesd Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y RFLP’s, estan aportando un avance sustancial a la sistematia
bacteriana y mediante el empleo de genes reporteros, especificamente en el caso del gen de la

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



IV.- Taxonomia de Rhizobium.

Desde el puato de vista bioldgica, cuando se trabaja con uaa determinada poblacidn de
organismos, el primer paso fundamental sera el reconocer la especie de estudio de que se trata.

De acuerdo con Jordan (1984), el género Rhizobium descrito por Frank en 1889, son
bacilos de 0.5 2 0.9 por 1.2 a2 3.0 um. Contienen grinulos de poli-[~hidroxibutirato, maviles con
2-6 flagelos peritricos o con um flagelo pular o subpolar, Gram-negatives, no forman esporas.
Crecen sobre medios con carbohidratos generalmente acompaiiados de la praduccién de una gran
cantidad de mwucilago de polisacaridos extracelulares. Son capaces de invadir los pelos radiculares
de la leguminosas e incitar a la produccion de nédulos.

La sistemdtica bacteriana, se puede definir como el estudio cientifico de la diversidad de
orgamsmos y sus interrelaciones, con el objeta final de caracterizar y arreglar a estos de unma
manera ordenada. La taxonomia también se usa como sindénimo para sistematica y consiste en la
identificacion, clasificacion y nomenclatura. Al arreglo ordenado de unidades taxondmicas
definidas (por ejemplo especie), se denomina clasificacion. Una serie de diferentes métodos se
emplean para la caracterizacion de un organismo, por lo taato, una adecuada c¢oleccion de datos,
descnbe sus propiedades. Estas comprendenm: caracteristicas morfolOgicas, propiedades
fisiolégicas, composicidn quimica de la pared celular, membranas o contenidos gendmicos de
acidos dexosirtibonucleicos (ADN), contenidos de bases nitrogenadas guanina + citocina (G+C),
perfiles de proteinas celulares totales, frapmentos de restnccion del ADN y datos meleculares de
secuencia (Ludwing y Schleifer, 1994).

Eu un principio, las especies de bacterias que nodulaban raices fueron asignadas a géneras
muy diferentes Tabla 1 (Young, 1994). Esta situacion inestable ha cambiada, tanto por el
mejoramiento en la caracterizacion de las bacterias y por los cambios en la idea de Ia naturaleza de
un geénero bacteriano, situacidn que se agrava por la lenta diseminacion de la mformacion
cientifica. Durante varas décadas, se generd un periodo estacionario en la sistemdtica de las
bacterias que nodulan las raices sin embargo, actualmente se encuentran en activa revisiéu, dande
se destacan la valiosa participacion del grupu mexicano del Centro de Investigucion sobre Fijacion
de Nitrggeno en Cuernavaca, Mor. los cuales han propuestos dos nuevas especies de Rhizobium

que nodulan frijol en Latinoameérca. Martinez-Romero ef al. (1991), determinaro que la especie



Rhuzobium #ropici es la que nodula frifol en regiones tropicales de Sudamérica, mientras que para
el caso de México, se reconace a la especie de Rhizohium etli, como la responsable de nodular al
frijol de America (Segovia et al., 1993) (Tabla 2).

Tabla 1. Nombres asignados a las bacterias que nodulan raices™,

GENERO PROPUESTO FECHA
Schinzia 1887
Phytontixa 1886
Cladochytrium 1588
Bacillus 1888
Bacierium 1890
Rhizobium 1889
Pasteuria 1891
Rhizobacterium 1895
Rhyzobium 1899
Mycabacterium 1901
Pseudomonas 1905
Rhizomonas 1909

* Adaprada de Young, 1994.

El aislamiento d¢ un microorganismo, se define cumo el procedimiento, mediante el cual
una especie dada de microorganismo presente en una muestra particular se obtiene en cultivo puro
(Singleton y Samsbury, 1981), mientras que una cepa, se cousidera como una c€lula o poblacion
de células que ticnen las caracteristicas dadas de un tipo de microorganismo o de un género
particular o especie (Singleton y Salisbury, 1931).

Dentro de la especie de Rhizobium, la identificacion de cepas es uno de los mayores
problemas que se enfreta el investigador en expenimentos de inoculacién en campo. En todo los

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



nortalmente rhizobios que las nodulan. Por lo tanto, es aconsejable desarrollar técuicas simples

que conlleven a identificar dichas cepas. Para que estos procedimientos sean utiles, deberan de ser

Tabla 2. Cambios en la taxonomia de la familia Rhizobiaceac™.

ESPECIES ANO DE PUBLICACION REFERENCIA
Rhizobium 1389 Jordan, 1984
R leguminosarum 1879 Jordan, 1984
bv. viciae, trifoli, phaseoli 1984 Jordan, 1984
R meliloti 1926 Jordan, 1984
R lori 1982 Jarvis et al., 1982
R fredii 1984 Scholla y Elkan, 1984
R galegae 1989 Lindstrom, 1989
R tropici 1991 Martinez-Romero et al., 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 ez al., 1995
Bradyrhizobiym 1942 Jordan, 1984
B. japonicum 1896 . |Jordan, 1984
B. elkanii 1992 Kuykendall et al. 1992
Azorhizobium 1988 Dreyfus et al., 1988
A. caulinodans 1988 Dreyfus et al., 1988
Agrobacterium 1942 Jordan, 1984
A. radiobacter 1902 Jordan, 1984
A. rhizogenes 1930 Jordan, 1984
A. vitis 1990 Kerr, 1990
Phyllobacterium 1962 Jordan, 1984
P. mirsinacearum 1962 Jordan, 1984
P. rubiacearum 1962 Jordan, 1984

* Adaptada de Young, 1994
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especificos y confiables, pero lo suficientemente simples para ser 2plicados a an gran nmero de
cepas (Beringer, 1978).

En algunos casos, el reconocimiente de cepas a nivel de laboratorio, puede realizarse por
métodos tradicionales, sonsiderando las caracteristicas morfoldgicas. Una determinada cepa tiene
una respuesta especifica al hospedero, tal como: nodulacion efectiva o inefectiva; distribucion de
nodulos en la planta, forma caracteristica de los mismos y su coloracion e incluso morfologias
coloniales musuales. Ninguna de esas caracteristicas, es de aplicacion general, aunque pueden ser
utiles como criterios secundarios (Pastarmi, 1992; Singleton y Tavares, 1986 , Viicent, 1975).

La identificacion de cepas de Rhizobiwm que ocupan los nddulos, es obligada en estudios
que tienen por objeto evaluar la competitividad y el efecto de las cepas especificas, sobre el
desarrollo de las leguminosas (Kremer y Peterson, 1982). Dentro de los meétodos mas
comunmente empleados se tienen: i).- resistencia a antibidticos ("inducida" ¢ intrinseca) y los ii).-
serologicos (aghutinaciou, mmunodifision, inmunofluorescencia y ELISA); ii).- Patrones de
proteinas totales y perfiles de plismidos y iv).- métodos moleculares REP y ERIC-PCR asi como
movilidad electroforética de enzimas (MLEE).

El empleo de cepa;s de Rhizobium resistentes a alta comcentracion de amtibidticos en
estudios de ecologia fueron propuestos por Obaton (1971) y empleados por Danso et al. (1973),
Brockwell ef al. (1977) y Kuykendall y Weber {(1978). La mas obvia aplicacion de la técnica se da
en los estudios de sobrevivencia, colonizacion y competitividad que son procesos asociados con la
introduccién de cepas al suelo (Cooper, 1979).

Por resistencia intrinseca a antibioticos {RlA), se demostrd gue existia una gran
heterogeneidad, entre cepas de R leguminosarum, R. Phaseoli, R. meliloti, y en Rhizobium del
grupo caupi, el metodo ha sido cuestionado por é€sta variabilidad (Kremer y Peterson, 1982; Stein
etal, 1982; Chanway y Holl, 1936).

La seralogia, es una parte de la bioquimica que se encarga del estudio de las reacciounes de
antigeno anticuerpo. La serologia de Rhizobium ha sido util en la elucidacion de las relaciones
taxonomicas entre especies y en su identificacion rapida, cuando se aislan de los nddulos (Dazzo y
Hubbell, 1975). En general, se considerava que las técunicas serologicas son confiables en la
identificacion de Rhizobium; sin embargo, Espinoza-Victora ef al, (1989b) reportaron que la

técnica de aglutinacidn, pone de manifiesto una gran cantidad de reacciones cruzadas em R
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leguminosarum bv. phaseoli, lo que imdica la existencia de un alto numero de antigenos
compartidos entre cepas de esta especie.

Las técnicas serologicas de inmunodifusion han sido utilizadas en algunos estudios de campo
y han demostrado ser mas precisas que las pruebas de aglutinacion en la identificacion de cepas de
Rhizobium (Kramer y Peterson, 1982). Dazzo y Hubell (1975), emplearvn la técmica de
inmunodifusion e inmunoelectroforesis, logrando discriminar entre el comportamiento de cepas
inefectivas y no infectivas de R #ifolii por diferencias antigénicas Asi mismo, Van Rensburg y
Strijdom (1985), Ramos y Boddey (1937) lo hicieron en R leguminasarum biovar phaseoli.

Estudios realizados en México por Espinosa-Victoria et al. (1989a), encontraron que la
técoica convencional inmunoenzimitica (ELISA) empleando anticuerpos policlonales, no se
recomiende para la identificacion de cepas de R. leguminosarum. bv. phaseoli, dehido a que las
cepas comparte en mayor o0 menor frecuencia un alto nimero de antigenos con PM entre 10 y 117
KDa, Por lo tanto, no se idemtiticaron bandas antigénicas con caracteristicas deseables es decir,
especificas a la cepa y a alta concentracion, que se tomara como base para la identificacion de
¢stas.

Las modelos de perfiles de protemas son tutiles para subdividir grupos serologicos de
especies de thizobios. Resulta ser una poderosa herramienta para la identificacion de cepas, sin
embargu, el procedimiento es laboriosos (Jackman, 1987, Pastoriny, 1992).

Resultados en los cuales s¢ ba cmpleado la técunica de slectroforesis en gel de
poliacrilamida empleando el detergente duodecil sulfato de sodio de una dimensidn (SDS-PAGE)
fueron llevados a cabo pur Kamicker y Brll (1936), logrande distinguir mejor las cepas, que a
través de la seratipificacion en el caso de Bradyrhizabium japonicum. Para ¢l caso de 11 cepas de
Rhizobium yue nodulan fnjcl en México (Espinoza-Victoriu e @/, 1989), se empleando 60 pg de
proteina por carril en la electroforesis, el nimero de componentes (bandas), fue coatrastablemente
diferentc entte algunos de los extractos, no obstaute, se organizaron tres grupos principales: grupo
A; CPMEX-2 (29 bandas) y CPMEX-120 (31), grupo B; CPMEX-1 (36), UMRI116 (36),
UNR1899 (36) y CP-102 (37) v el grupo C; CPMEX-119 (41), CPMEX-129 (43), CPMEX-131
(43) y CP-4 (45). En los 11 extractos, s¢ cncontraron 71 componentes diferentes, siendo los de
maxime y minimo peso molecular los de 167 y 10 kID. Estudios similares realizados en Chiapas

(Arredondo-Peter y Escamilla, 1993), emplearon S0 pug de proteina por carril, encontraron un alto
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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 caracteristicas prescntes en la especie de Rhizabium se encuentra
que cuentan com una gran cantidad de ADN extracromosomico em entidades denominadas
plismides. Estas vardan en nimera (1-10) y tamaiio, pero en general son de alto peso molecular
(100-300 megadzltones). Ellos pueden constituir ua gran porcentaje del genoma celular, ¢.g. hasta
45% en el caso de Rhizobium etli (Martinez- Romero y Palacios, 1990 ; Martinez-Romero, 1994),
En la mayaria de las especies rhizobiales la mayoria de los genes requeridos em el proceso
simbidtico estan localizados en un plismido, al cual generaimente se le conoce como plismido
Sym o pSym. Sin embargo, la mayora de los rhizobios también presentan, plasmidos que no son
esenciales en el establecimiento de un estado simbidtico complejo, éstos se denomman no
simbioticos 0 0o pSym o simplemente megaplasmidos. (Mercado-Blanco y Toro , 1996). Existe
una serie de funciones que se han encontrado en los plismidos no simbidticos coma son : sintesis
de bacterocininas, eficiencia de nodulacién, aumento o disminucion de la efectividad, genmes
sunbidticos reiterados, siatesis de exo y lipopolisacanidos, utilizacién de fuentes de carbono,
sintesis de¢ melanina, aumento o disminucion del crecimicnto bacteriano y supervivencia bajo
diferentes condiciones ambientales Mercado-Blanco y Toro (1996).

Los perfiles de plasmidos para las diferentes especies de rhizobios es muy diverso, en el
caso de Rhizohium que nodulan frijol, una amplia diversidad se ha puesto de manifiesto (Martinez
y Palacios, 1948, Brom et al., 1988, 1990; Qunto ef af, 1982; Romero ef al, 1988; Martinez-
Romero ef al., 1991, Segovia ef al., 1993), al igual que para Rhizobium leguminosarum biovar
vicige (Brockman y Bezdicek, 1989).

En la corta lustoria de la biologia molecular, el surgimiento de upa nueva técnica (e.g.,
Southern blotting, clonacion molecular, electroforesis en gel de pulso y campo) han tcansformado
las formas en que se pensaba acerca del discernimiento tauto de problemas biologicos aplicados
como fundamentales. La capacidad de amplificar segmentos especificos de ADN, se ha hecho
posible por la técnica de PCR, la cual represcnta una de las metodologias que han generado tales

cambiog (Erlich, 1939).



14

La PCR, es un método que se efectua in vitro de la sintesis enzimatica de secuencias
especificas de ADN, empleando dos oligonucleotidos como iniciadores, que hibridizan con las
hélices opuestas y flanquean la region de interés en el ADN blanco. Una serie repetida de ciclos,
involucra la desnaturalizacion de la plantilla (ADN), alineamiento del iniciador y la extensién de
este por medio de la enzima ADN polimerasa, resultando como tal, una acumulacion exponencial
del fragmento especifico cuyas terminales son definidos por los extremos 5' de los iniciadores
(Erlich, 1989), dicho método fue inventado por Kary Mullis y originalmente aplicado en estudios
de genética humana (Mullis y Faloona, 1987).

Para llevar a cabo una caracterizacion de cepas, mediante esta metodologia, es conveniente,
probar con un determinado ntmero de iniciadores, los cuales cuales pueden ser al azar (Berg ef al.

1994; Kay et a/,1994) denominado RAPD {(de ADN Polimérfico Amplificado aleatoriamente), o

bien ser mas especificos para el género y/o especies de inter€s, como se mmestra en la Tabla 3.

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

Iniciador Secuencia 5'a 3' Referencia
REPIR-I INICGICGICATCIGGC De Bruijn. 1992
REP2-I ICGICTTATCIGGCCTAC
ERICIR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAT
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGTGAGCG

' GCTAGTTGGTGGGGTAA Willems y Collins,
GCCATCTCAGTTCGGATTG 1993
Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC Young y col. 1991
Y2 CCCACTGCTCCTCCCGTAGGAGT
G1 GAAGTCGTAACAAGG Jensen y col. 1993
L1 CAAGGCATCCCAACCGT
fD1 ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weinshurg y col.
rD1 cccgggatccaagettAAGGAGGTGATCCAGCC 1991
RPO4 GGAAGTCGCC Richardson y col.
RPOS5 AGTCGTCCCC 1995
RPO1 AATTTTCAAGCGTCGTGCCA
nifH1 AAGTGCGTGGAGTCCGGTGG Eardly y col. 1992
nifH2 GTTCGGCAAGCATCTGCTCG
nifH3 GCCAACAACATCGCCAGGGGTAT
2 TGCGCCGAATATGCGG Rossum y col. 1995
4 GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGC
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De Brujn (1992), considera que dentro del grupo de bacterias Gram-negativas, se
encuentran concensos de ADN repetido, secuencias de Palindromes Extragenicos Repetidos
(REP) y Consensos Intergénicos Repetidos en Enterobacteriales (ERIC) y ¢stos, se han empleado
con PCR para estudiar cepas de Rhizobium meliiati, encontrandose que resultaron ser altamente
especificos para cada cepa. Ambos meétodos REP y ERIC-PCR generaron grupos similares,
considerandose que dichos meétodos son utiles para la identificacion y clasificacion de cepas
bacterianas. Resultados similares fueron encontrados por Sadowsky y Mowad (1995) y por Judd
et al. (1993), éstos, sedalan que ¢l procedimiento es adecuado para la diferenciacion de
serogrupos gencticamente relacionados, como en ¢l caso de Bradyrhizobium japonicum y B.
efkarnii. Sin embargo, es necesaric que se cousidere que deberd optimizar las condiciones bajo las
cuales se llevea a ¢abo las amplificaciones de ADN ( Versaloric ef a/. 1994) y coansiderar que el
empiea de un par de iniciadores no podra ser de amplio espectro para poder caracterizar una
amplia gama de especies dentro del género Rhlzobmﬁz 0 Bradyrhizobium.

Finalmeate, la movilidad electroforética de enzimas se ha empleado por muches aiios en
genética eucaridtica. Hasta rccientemente, se ha emcontrado la utilidad de este método para
estudios reconocidos de taxonomia bacteriana y evolutiva. Los datos proporcionados por esta
metodologia permiuten ademas de la identificacion de genotipos en una poblacion, establecer las
estimaciones de las relaciones entre arganismos (Selander ef al., 1985). Nuevas especies haa sido
reconocidas (Selander e: al, 1936) y la clasificacion de otras especies han sido cunfirmadas con
MLEE (Segovia ef af., 1993).

Mediante MLEE, se identificaron 17 tipos electroforéticos (ET's) en 95 aislados de
Bradyrhizobium recuperados de las cuatro hospederas, la mayoria de los aislados (73%)
estuvieron representados por dos ET's (2 y 3), los cusles dominaron los nddulos de las
leguminosas Lupinus albus, Ormithopus compresus y Macroptilium atropurpuream (Bottomley et
al 1994),

Segovia ef al. (1991), determinaron la estructura genética de una poblacién de Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli na simbidtica, por MLEE de ocho loci. Las cepas no simbioticas
fueron aisladas de rizdsfera de frijol y caracterizadas por crecimiento en medios diferenciales y a
diferentes temperaturas, resistencia intrinseca a antibidticos, falta de homologia del gen nufh y su

incapacidad para formar uddulos coa frijol.
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V.- Especificidad del hospedero.

El poder obtener una nodulacion exclusiva por una cepa altamente fijadora de nitrogeno en
las leguminosas es una de las alternativas que se ha buscado por largo tiempo, sin embargo, los
resultados mo s¢ han logrado y se continuan realizando grandes esfuerzos con tales propdsitos.
Dentro de los diversos mecanismos, seencuentra en elstduio de los factores de adhesiéna la raiz,

genes de compatibilidad al hospedero y restriccion de la nodulacién.

V.1.- Adhesion a la raiz. En el proceso de interaccion simbidtica, se da un proceso
especifico de atraccion entre el microsimbionte y la planta. Dicha especificidad es expresada en
una etapa temprana del proceso de infeccién y resulta de maltiples interacciones de los praductos
de la bacteria y la planta. Deatro de ésta, se han sugerido a las lectinas de la raiz, como un
determuinante importante de la especificidad al hospedero. Diaz ef al (1989), seiialan que
diferemies grupos de leguminosas producen lectings, las cuales difieren en su especificidad de
uaion a carbohidratos bacterianos.

La busqueda de una explicacion para el mecanismo(s) responsable para definir la
especificidad de la interaccion simbidtica en las leguminosas, se estan avocando al estudio de
sefales Lipooligosacaridas rhizobiales (moléculas sefial de nodulacion o factor Nod ) las cuales, en
forma pura, son capaces de inducir la formaciéu de primordios de nddulos y tambien completar las
estructuras de godulos en plantas hospederas. Sin embargo, se ha demostrado que aun y cuando
determinadas cepas tanto de R lofi y R elli presentan idénticos factores de nodulacion, aqui 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 simbicticos,
s¢ ka estudiado la variacion y la preferencia por cepas de Raizobium en y entre cultivares de trebol
blanco, donde por diversos estudios se ha demostrado que existe un gen especifico del hospedero
(Jones y Hardarson,1979). En estudios realizados en trébol, se encontrd que el cultivar (CV)
$100, fue casi exclusivamente nodulado por la cepa 75Str y fue mas efectiva que 33spc de igual
forma, los Cvs. S$184 y Pajbjerg prefiere a la cepa 338pc la cual fue mas efectiva en ambos. En

lineas homogéneas derivadas de estolones de los tres genotipos, se encontrd una preferencia mas
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uniformes para una determinada cepa de Razobium. La correlacion 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 ademas, un caricter
heredable, como se demostrdé 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 Rhuzobium. Los resultados demostraron que la herencia del caricter es altamente aditivo y sin
dominancia a efecto matemal, caso contrario a lo que se encontré para chicharo por Lie y
Timmermans (1983). En el caso de trébol, se sefiala que un mecanismo no especifico adicional
permite la adherencia selectiva rhizobial en grandes cantidades Hardarson (1984). Los
carbohidratos unidos a proteinas como la trifolina, puede estar involucrado en el proceso de
recouocimiento especifico. Dicho reconocimiento, podria explicar la variacion encontrada en su
preferencia por R arifolii,

Bromfield (1984), evalud bajo condiciones de invemadero, la variacién en la preferencia por
cepas de Rhizobium en y entre cultivares de M. sativa y plantas cultivadas en jarras 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 K melilosi en cada uno de
los inoculos en particular. Sin embargo, estos resultados contrastan con los reportes en los cuales
se involucra a Zrifolium spp. (Joues y Hardarson, 1979, Hardarson y Joues, 1979) y M. sativa
(Hardarson ez al., 1981; 1982, Heichel et al., 1984) que indican diferente preferencia por especie o
cultivar para una cepas especifica de Rhizobium en una mezcla de indculo. Tales variaciones se
podrian esperar, debido a que lus cv. de M. sativa empleados, fueron de polinizacion cruzada y
como tal cada uno consiste de distintas poblaciones de plantas hcterogeneas genéticamente. Esto
puede indicar que el tipo de suelo o la poblacion nativa, influye en la preferencia por el hospedero
(Bromfield, 1984).

Mediante estudios de biologia molecular (Innes et al, 1985, Djordjevic et al, 1985, 1986)
se determind la existencia de tres loci (designadas como regiones: IIL, IV y V), las cuales son las
responsables de establecer (a clase de kospedera. Mutaciones en las regiones especificas del gen
nod afectaron la capacidad de la nodulacién eu trébol La intreduccion a R feguminosarum de

fragmentos de ADN, extienden la clase de hospederos. Cuando se realizo dGnicamente la



18

intraduccion de la region [V & la cepa ANU843 curada de plasmido sim, se encontrd una marcada
recupetacion del proceso de encurvamiento del pelo radical, pero no de los eventos de infecciéon o
aparicion de ngdulys. Unicamente se recupera el fenotipo silvestre en la cepa ANUS43 curada del

plasmido, cuando se imtroducen las tres regiones.

V.3.- Restriccion de la rodulacidn. Una de las posibles formas de incrementar los
rendimientos en las leguminosas mediante la explotacidn biotecnologica de Rhizobium, es la
generacion de genotipos que presenten una restriccion por las cepas nativas y sean nodulados
unicamente par la cepa inoculada. Diversas estudios empleando el sistema de "raiz dividida® en
trébol, se ha encontrado que el retardo en la apiicacion del indculo en uno y otro lado de la raiz,
dispara una respuesta de supresion em la tormacion de nodulos (Sarget ef af, 1987). Mediante
dicho modelo, se ha puesto de maaifiesto que la respuesta de supresion esta aparcntemente bajo €l
control de la planta hospedera (Akao et af., 1994, Djordlevic ef al., 1985, 1986; Iones ef af,, 1985;
Mcliver ef al., 1989).

En la soya (Glycine marx), se ha determinado que la planta hospedera presenta mecanismos
que restringen la nodulacion por determinadas cepas de Bradyrhizebium japonicum. Estudios en
los cuales se han empleado diversos geunotipos inoculados con diferentes grupos de B. japonicum,
han permitido definir 3 aquellos que presentan un efecto preferencial por una determinada cepa
con mayar eficiencia (Lohrke er al. 1995, Cregan y Keyser 1936; Cregan ef al. 1939; Cregan y
Sadowsky, 1989; Ferrey et al, 1994; Keyser y Cregan, 1987, Pierce y Bauer, 1983, Prach ef al.,
1994 ; Sadowsky et al. 1991, Sadowsky y Cregan ,1992; Sadowsky et al. 1995; Weismar ef al.
1990).

Sadowsky ef al. 1995, demostraron que la restriccion de la nodulacion esta controlada por
el hespedero y es autonoma para la raiz ¢ independiente de algim factor probablemente expresado
en tallo. En otros trabsjos (Delves ef af, 1986) se sefialan que la no nodulacion y la
supernodulacion se disparan esta coatrolada por parte la raiz, en Glycine max cv. Bragg. Asi
mismo, Sadowsky y col. (1995), encontraron que la temperatura afecto la restriccion de la
rodulacién controlada por el hospedero y que €sta, no cstd relaciooada con la cepa infectante. Los
resultados encontrados, estan de acuerdo con los reportados por Lie (1984), quien seiiala que las

diferencias en temperatura afectan la interaccion de cepas especificas de R leguminosarum en
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chicharo y en éste caso un gen dominante (syml), condiciona la restriccion de la nodulacion
sensible a la temperatura.

Actualmente se conoce que 1as cepas de R meliloti inducen ngdulos efectivos unicamente e
las especies de Medicago, Mellilatus y Trigonella. Mediante mutagénesis con Tn5, se han
establecido dos grupos de genes nod especificos a las especies de R meliloti (Regiones [la ¥
IIIb) en la cepa RCR2011. A traves de diversos experimentos se ha demostrado que é€stas regiones
estan involucradas en la especificidad al hospedero por el encurvamiento del pelo radical y la

formacion de cordén de infeccion (Debelle y Sharman, 1986).
VL- Diversidad genética de Rhizobium.

La diversidad biologica, comprende a tada las especies de plantas, animales,
MICTOUT Zanimsos, al ecosistema y procesos gcologicos de tos cuales forman parte (McNeely et al,,
199Q). La diversidad genética; es la suma tatal de informacion genética contenida en los genes
individuales de plantas, animales y microorganismos que habitan la tierra {McNeely er af., 1990),
se habla de una comunidad alfa, cuande se estudia la diversidad de especies dentro de un habitat o
comonidad particular (Lincoln et af,, 199%).

Una de las formas para demostrar la diversidad geuética tanto de bacterias como de
gucariotas, es mediante el estudio de las variantes electroforéticas de actividad enzimitica, las
cuales se han aplicado para el caso dc Rhizobium (Segovia et al, 1991) sin embargo; ésta no se ha
correlacionado con la efectividad de las cepas bajo condiciones de mmvernadero. De manera
general, se ha considerado a Rhizobium como uno de los géneros con la mis alta diversidad
genética reportada, incluyendo a especies de bacterias bien estudiadas como la Escherichia coli.
Esta diversidad cromosomica, sugiere en el caso de Rhizobium que nodulan frijel coman es una
mezcla polifilética de cepas (Romero ef al, 1988). Por el contrario, los estudios de Riuzobium
asociados a Phaseolus coccineus, presentaron un bajo nivel de intercambio genético con otras
poblaciones del suelo y una baja diversidad en ¢érminos de variacion en los pesos moleculares de
las proteinas (Arredondo-Peter y Escamilla, 1993). Sin embargo, ésta se atribuyo a que los

aislados fueron obtenidos de una estrecha area geografica del sureste mexicano, resultados
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similares fueron encantrades por Young (1985), en estudios realizados en Inglaterra, empleando
estudios de movilidad electroforética de enzimas.

En México, s¢ lia trabajado con esta metodologia, para determinar la estructura y diversidad
genética de las poblaciones de RAizobium que nodulan frijol (Pifiero ef al., 1988; Segovia er al.,
1993; Souza, 1990, Sousa ef af,, 1994) y poblaciones no nodulantes (Segovia et al, 1991). Se
cousidera que los sitios probables de domesticacion, presentaran uga alta diversidad de rhuzobios.
En esta enotme poza genética, se podra encontrar cepas capaces de fijar N; y nodular leguminosas
en diferentes habitat y coa alta eficiencia (Souza ef al.,, 1994). Asi musmo; se ha encontrarodo una
amplia diversidad genética y diferencias entre poblaciones de Rhizobium sobre una pequeiia escala
espacial y temporal, de mamera que la presencia de recombinaciones indican que em estas
bacterias, los nuevos genes podrian facilmente escapar a la poblacion nativa, lo cual sugiere que la
rccuperacidn y éxito de una cepa particular modificada e imtraducida de Rhizobium etli puede ser
muy bajo Souza et al. (1994).

Normalmente, muy poca 0 ninguna variacion se encuentra dentro de la secuencia genética de
la subunidad 16S del acido rbonucleico ribosomal (RNAr) en una especie, pero difcrentes
especies generalmente presentan s¢cuencias diferentes. No todos los genes 0 macromoléculas son
marcadares filogenéticos ttiles y no tadas las moléculas marcadoras filogenéticas son atiles para el
analisis 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 ef al,
1995; Ueda et al., 1995).

VIL- Poblaciones Nativas de Rhaizobium y Competencia,

Las bacterias del suelo pueden colocarse en dos grandes grupos: las especies nativas 0
autoctonas que son residentes verdaderos y 1os organismes invasores o aloctonos. Las pablaciones
nativas pueden prescotarsc en estados resistentes y perdurar por largos periodos sin tener

actividad metabolica, pero en detcrminado momento, estas formas proliferan y participan en
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funciones bioquimicas de la comunidad. Las especies aloctonas, por el coutrario, no participan de
manera significativa en las actividades de la comunidad (Alexander, 1980).

Un problema econdomicamente mmportante enm la ecologia microbiana, concierne a la
eficienciz de los mmoculantes rhizobiales en la formacton de nodulos fijadores de mitrogema en
legurninosas de cultivo como la soya, el trebol y la alfalfa. Alguna cepas pueden mncrementar
significativamente la fjacion bajo condiciones controladas. Sin embargo, mejosar dicha fijacion
bajo candiciones de cultivo por dichas cepas han fallada, generalmente como resultado de la
presencia de cepas nativas, las cuales limitan la nodulacion de las cepas introducidas. Este
problema ¢s referido como problema de competencia de Raizobium. Genetistas moleculares estan
dirigiendo ¢l problema en das perspectivas. Primero, el hospedero especifico de la rhizobia esta
siendo caracterizado con el objetivo final de desarrollar cepas que puedan nodular especificamente
a un genotipa hospedero. Segundo, las bases genéticas de competitividad estin siendo estudiadas,
donde determinantes genéticos de €sta han sido aislados y su ntegracidn estable al gcnoma de
cepas superiores en fijacion de nitrogeno se esti llevando a cabo. Divetsos fenotipos se han
identificado que juegan un papel importante en la competitividad incluyendo antibiosis, motilidad,
rapidez de nodulacién, caracteristicas de superficie celular y eficiente nodulacién (Triplett y
Sadowsky, 1992).

La competencia por ocupar nodulos por las diferentes cepas rhizobiales es un area
compleja y coutroversial en los estudios de la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Muchas variables
ambientales participanasi como caracteristicas iutriusecas de los rhizobios y determinantes
genéticos del hospedero las cuales contribuyen para una satisfactoria o falla de la cepa rhizobial
para ocupar significativa proporcion de nodulos, bajo una serie dada de condiciones (Thies et al,
1992), siendo ademais la nodulacién una de las caracteristicas importantes que se deberan
considerar deatro de los programas para incrementar la fijacion de nitrogeno (Elardarson, 1993b).

Factores ambieatales que afectan la ¢ompetencia nodular incluyen la presencia de cepas
nativas de rhizabia (Bohlool y Shmidt, 1973; Wever y Frederick, 1974a,b; Thies ¢f al, 1991), tipo
de suelo (Ham et al,, 1971), temperatura (Klusa ef a/, 1986), humedad (Booukered y Weaver,
1982), pH del suelo (Duhng y Bottomley, 1983,1984), disponibilidad de N (Abaidoo ef al., 1990)
y antaganismo microbiano (Triplett y Barta, 1987).
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En México se cuenta con una gran diversidad de cepas nativas de Riuzobium (Piilere ef al.,
1988 ; Segovia ef al,, 1991 ; Souza, 1990 ; Souza et al, 1994) y con una amplia variabilidad en
efectividad. Se ha sefialado por Alexander (1980), que el 75% del total de las cepas nativas de
Rhizobium no son efectivas, sin embargo, dicho porcentaje no correponde del tado con lo
reportado em otros trabajos, como en Ruanda, donde se han emcontrado que el 75% de cepas
pativas fueroa eficientes ([9% altamente efectivas y 58% efectivas) en el cultivo de frijol (Lalalde
et al,. 1990). En México se han encantrado valores de 77.3% para R leguminosarum (Mendoza-
Gamboa. 1987) y para Turquia y Jordania se encontraron valores promedio supeciores al SO %
{Moawad y Beck. 1991).

La fijacion de nitrégeno em ecosistemas agricolas raramente se limita por la ausencia de

microorganismo efectivos en fijar N,, mas bien se limta debido a la carencia por parte de estos

microarganismas de atributos que les permitan tener una buena capacidad saprofitica (Alexander,
1985). Se ha demostrado que las cepas nativas de R legumunosarum bv. phaseoli son saprofiticas
y competitivas (Aguilar-Zacarias, 1990), donde el intercambio geneético natural parece deterwminar
en parte, la amplia gama de ccpas y a la vez la efectividad (Brom er al,, 1991 ; 1992).

Weiser et al. (1983), sefialaron que uma satisfactoria nodulacion e mcremento del
rendimiento en grano de frijol (Phaseolus vulgaris 1.), no se le observé después de la inoculacion
con R. phaseolr. Las cepas inoculadas produjeron un mayor namero de nédulos, tejido nodular y
tamaiio en relacion a las cepas nativas. El desarrolle nodular temprane puede proveer N para un
vigoroso crecimiento vegetativo y soportar altos rendimientos. Los resultados mdicaron que la
nodulacion del frijol por la inoculacién con una o mds cepas en mezcla, podrin 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 incrementé la
nodulacion y los rendimientos de frijol de 1654 a 2224 kg ha', los cuales fueron similares al
aplicar 180 Kg ha™' de N como Urea (2477 kg ha™).

Lalalde et al, (1990), aislaron 48 cepas de R leguminosarum. bv. phaseoli de nddulos de
frijol cultivado en 32 diferentes suelos de 22 diferentes localidades en Ruanda. Lz efectividad de
las cepas fue estimada en invernadera por la determinacion 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. Resultadys estadisticamente significativos se
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encontraron entre materia seca y N total. Por ejemplo, por balance de N se determindé que en
presencia de una cepa muy efectiva, mads del 86% del N presente em los brotes provieue de Ia
fijacion de nitr6geno.

Las caracteristicas de la rhizobia que pueden mfluir el resultado de la competencia
incluyen: compativilidad del genotipo hospedero ( Keyser y Kregan, 1987), motilidad y respuesta
quimiotactica (Hunter y Fahringer, 1980; Wadisirisuk ez a/, 1989), capacidad para adherirse a la
raiz ¢ iniciar la formacién de nddulos (Dart, 1977).

Parz el caso de Mexico, existe un amplio rango de capacidad competitiva entre cepas de
tipo [ (R etli) CFN-42, la cual es una cepa pobre competidora especialmente si se le compara con
Viking 1, ésta ha sido descrita como una buena competidora para suclos de Estados Unidos y
TAL-182 lo es para suelos de Hawail. Se considera importante el identificar marcadares genéticas
que proporcionen a la cepa una ventaja selectiva para competir y al parecer los estudios realizadaos
con el plasmido b de las cepas de R fropici CFN-299, podria ser considerado (Martinez-Romero y
Rosenblueth, 1990). Sin embargo, la tendencia a ocupar un mayor nimero de addulos por una
determinada cepa empleada como inoculante, esta directamente influenciada por la concentracion
del inoculo bajo condiciones vontroladas (George y Robert, 1992} En estudios de campo no se
ticaen evidencias de que la competitividad de la cepa este en funcién del namero de células en [a
nzosfera (Abaidoo ef af, 1990; Moawad ef a/l., 1984; Robert y Schmidt, 1983),

Las poblaciones de Rhizobium en ¢l campo son fenotipica y genéticamente diversas y son
muy adaptables como un todo.Se cuenta con evidencias de que las caracteristicas de especificidad
al huésped entre rhizobios de ripido crecimiento y la nodulacion, se encuentrau en ua plismido y
ademas se segregan a subpoblaciones (Young. 1985; Saberon-Chavez ez al., 1988). Por ejenmla,
Young (1985) encontrd en un irea de 100 m” sembrados con Medicago sativa (sin mocular), 45
cepas diferentes en 100 plantas tomadas al azar y concluyd que los Rhizobiwn  aislados,
representan poblaciones diferentes las cuales pueden levar diferentes determinantes del tipos de
hospederos, en virtud de la posibilidad de intercambio genético en el suelo, lo cual ha sido
coufinmado por diversos autores (Singleton y Tavares, 1986; Schofield ¢f al., 1987, Veal et al,,
1992).

Los resultados experimentales realizados en diferentes sistemas simbioticos indican

que los plasmidos juegan un papel importante en el proceso de la modulacion, ya que la
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transferencia de éstos ha demostrado incrementan la nodulacion o fijacion de nitrogeno en R
leguminosarum bv. viciae (Delonj ef al., 1982) y s¢ ha reportado que la pérdida de ua plasmido
mejora las propiedades simbioticas de Rhizobium loti (Pankhurst e¢ ai., 1986). En R meliloti, un
plismido no simbidtico aumenté la nodulacion de esta cepa, dicho plismido pudiera estar
relacionado con [a modificacion en la smtesis de exopolisacaridos y conferr sensibilidad a algunos
fagas (Tore y Olivares, 1986), asi mismo, algunas cepas sensibles a succinato han demostrado
tener propiedades simbidticas de incrementar competitividad por nodulacién (Urban, 1988),

Se han reportade pura el caso de México en alfalfa, una eficiente relacion simbidtica entre
las cepas mativas predominantes y la especificidad por la variedad de alfalfa, la cual se ha
mautenido en la region del Bajio Guanajuatense por muchos afios (Olalde, 1986). Es posible*
esperar encontrar una situacion similar para el caso del cultivo de frijol para las diferentes zonas

agroecologicas del pais, donde el cultivo pricticamente se origind con la agricultura.
4.9, Marcaje genético de Rhizobium con el gen GUS.

Un problema que impide la satisfactoria aplicacion de imoculantes rhizobiales, es el conocer
el destino que la bacteria sigue en el campo. Directamente no s¢ puede ver y distinguir cepas
mdividuales de rhizobia. Tarmpoco es factible determinar que nddulos se formaron por la cepa
inoculada, excepto en raros casos, donde uuna de las cepas rhizobiales produce un pigmenta tal
como la melanina (Eaglesham et al.,, 1982 ; Cubo er al., 1988),

Para estudiar el establecimiento y supervivencia del inoculo, es necesario detectar y
cuantificar 1a 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 solucion de estos marcadores serin : el nivel de
discriminacidn deseado y la tecnologia disponible (Wilson, 1995a).

Existen ademas diversas consideracionss que deberan ser tomadas en cuenta para la
eleccion de un marcador, la primera es que los ensayos esten disponibles para su utilizacién. Estos
deberan ser simples técnicamente, altamente semsibles y disponibles, ya que estos podran ser
utilizados rutinanamente en ¢l campo de la ecologia mas que para uso de laboratornios con altas

tecnologias. Asi mismo, se debera considerar el aspecto del efecto ecoldgico del gen introducido,
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las modificaciones al ambiente deberan ser minimas si se va a utilizar el gen en estudios de
ecolagia y finalmente, en virtud de que gen marcador por definicion origina organismos
alterados genéticamente, debera ser importante considerar la posible trasnferencia de genes de los
organismos trausformados y coasiderar el nesgo que tales organismos podean crear al ser éstos
liberados al ambiente (Wilson, 1995a).

Recieutemente se ha desarrollado un sistema que utiliza el gen gusA, que codifica para la
enzima hidrolitica GUS ([P-glucuronidasa) (Jefferson ez al., 1986), como marcador para estudios
de capacidad de competencia entre cepas de Rhizobiwm (Wilson ef al, 1991, Wilson et al,
1995b). Los nédulos ocupados en la raiz por la cepa marcada, se¢ podrin identificar por el
desarrollo de un producto coloreado, después de que el sistema radical se someta a wn sustrato
apropiado para la enzima.

El marcador GUS, en comparacion con otros sistemas, es altamente factible para estudios
de ecologia. El ensayo es extremadamente simple, el sistema radical se saca del suelo se incuba en
una sotucion amortiguadora de fosfatos que contiene el sustrato para GUS, X-glc-A(Acido, $-
Bromo-4- Cloro- 3-Indolil- B-D-Glucurdnico) (Tabla 4). La enzima rompe el compuesto XglcA
para liberar un derivado wdoxilo, que dimeriza hasta formar un precicpitado mndigo (Wilson.
1995a, Sessitsch, 1995)(Figura 2),

La enzima GUS, opuede romper una amplia gama de sustratos ademas del X-glcA,
hidroliza tautt,)s compuestos aglicones -la fraccion indoxilo del XglcA- que se conjugen (Jetferson
y Wilson. 1991, Wilson ez al., 1995b).

Ensayos cuantitativos para poblaciones de bacterias del suelo que dependen de GUS, como
un marcador de seleccion, producen colonias coloreadas. Asi mismo, en cultivo puro, emsayos
cuantitiativos de la enzima se pueden llevar a cabo, empleando sustratos que use GUS y que
alcancen a general color (p-Nitrofenol Glucuréuido, pNPG) o productos fluorescentes (pMetil-
Umbeferil-Glucurdnico, MUG) (Jefferson y Wilson, 1991).

Finalmente, los sustratos glucurduicos normalmente no se encueniran en las plantas o
bacterias. Por lo tanto, GUS es poco probable que interfiera con algun proceso metabdlico central
de la célual. (Wilson, 1993a).

Dado que ¢l frijol es uno de los principales alimentos de la poblacion de nuestro pais se

justifican todos los esfuerzos destinados ha mcrementar la produccion. Una de las alteruativas es
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hacer mas eficiente la fijacion de N en éste cultivo. Se ha demaostrado que lograr incrementas de
un 10% en la capacidad de fijacion de N3, representaria un ahorro econémico significative. No
obstante los esfuerzos realizados, de las diversas imvestigaciones encaminadas a mcrementar la
FBN, el éxito esperado no se ha logrado.

Uno de los problemas mas importautes estan relacionados con la preseucia de cepas nativas
de Rhizobium em los suelos de México. Se conoce que las cepas nativas son altamente
competitivas pero inefectivas en fijar Nz. Asl mismo, éstas logran desplazar a cepas de Rhizobium
mtroducidas que han sido seleccionadas por su alta capacidad de Gjacion de N,

Laos resultados de este trabajo cantribuyen de manera significativa a comprender el

comportamiento de las cepas nativas y deberin ser tomadas en cuenta en investigaciones firturas.
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Figura 1 Ruptura de GUS al X-glucA para generar un derivado indol, el cual espontaneamente dimeriza para
farmar un precipitado azul. (Tomada de Wilson, 1998).
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Tabla 4. Genes marcadores disponibles de uso potencial en la ecologia de Rhuzobium sp.*

GENES

PRODUCTO

HIDROLISIS

gusA

B~Glucuronidasa

hidrolisis de una variedad de

sustratos glucuronidos que genere

productos de color ¢ fluorescentes

lucZ

{-galactosidasa

hidrolidid de una vanedad 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 digxigenasa

Counvierte catecoles (incoloros) a 2-
hidroximuconico semialdehida
(amarillo brillante)

HiA

2 4, diclorofenociacétato

Counvierte fenoxiacetato a fenol

IuxAB, duc

Luciferasa

1a actividad luciferasa lleva ala
produccion de luz y requiere de una
larga cadena de aldehidos como
sustrato y O, y una fuente de

equivalente reductor

* Adaptada de Wilson. 1995.




MATERIALES Y METODOS.

L Material Vegetal. Las variedades de frjjol (Phaseolus vulgaris L) empleadas para
ensayos preliminares de invernadera fierom: Canaric-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 himeda (Guanajuato): Canario-
101, FMB, Criollo (alubia), CTAT-333 y 2zona templada semiirida (Durango): Pinto Villa, Bayo
Victoria, Negro Querétaro y Rio Grande. Asi mismo, se emplearon como cultivo buen fijador de
nitrdgeno a FM-M-38 (Acosta-gallegos ef al. 1995) adecuada para las condiciones de riega y de
buen temparal y como pobre fijador, la linea N-3-117 estimados por técnicas isotdpicas de "N
(Castellanos-Ramos comunicacion personal).

Las pruebas isotopicas para determunar la fijacion de nitrogeno, se realizaron de acuerdo a
lo reportado por Hardarson (1985). En el presente estudio, se empleé como cultivo de referencia
(CR), una graminea: Cebada cultivar “Chihuahua", 1a cual se utiliza en condicones de temporal ¥
con un ciclo de cultivo similar al de frijol. Asi mismo, se utilizg la linea experimental de fijol no
nodulante Nod-125 (Davis ef al. 1988), obtenida por mutacion quitnica del cultivar "RIZ-30". Las
semillas de frijol y cebada fueron obtenidas de los campos experimentales del INIFAP-Celaya y
Durango.

1L.-Ensayos de lnvernadero, Se sembraron los nueve genotipos de frijol en Jarras de Leoaard
modificadas, empleando suelo no estéril de Irapuato y recipientes de plastico con capacidad de
750 ml y solucién libre de nitrdgeno de Sadman con la signiente composicion: solucion de hierro,
FeSO..7H,0 5.0 g, acido citrico 5.0 g; agua destilada 1000 ml; solucion de mucrooutrientes
compuesta por: (g/1) CuSO..5H,0, 0.157; ZaSO,7TH,OQ, 0.440; MnSO,. 7H;0, 3.076; (NH,)
2M0702.4H,0 0.020; H3BO;3 2.26. Por cada 10 | de agua desionizada de solucién se afiaden: KCl
0.99 g, MgS0:7 HO 3.285 g; K:HPO, 2.32 g solucion de hierro 3.33 ml, solucion de
micronutrientes 3.33 ml, KNO3 0.421 g, CaSQO4 5.262 g. A los 42 dias despues de la siembra
(dds), se cosecho la planta completa y se detenminaron los parametros de nodulacion (numero y

pesv), asi como peso seco de la planta.
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Experimentos de Campo con 5N. Duraate ¢l ciclo Primavera-Verano de 1994, se establecieron
cuatro experimentos de campo de frijol para dos zonas agroecoldgicas del pais: Zona Templada
Humeda (Guanajuato) y Zona Templada Semiirida {Durango). Se seleccionaron dos sitios por
zona, de acuerdo a la regionalizacién agroecoldgica de cada estado: optima y marginales para el
cultiva. Los sitios para Guanajuato fireron: Dolores Hidalgo (0ptima) y San Diego De La Unién
(marginal); Para Durango: Sichil (optima) y Francisco I. Madero (marginal). Por ser zonas de
cultivo de temporal, solamente fue posible obtener resultados de Dolores Hidalgo y Francisco 1.
Madero, debido a la escasez de lluvia. Las siembra se efectuaron el 12 de junio en Dolores
Hidalgo y 18 de Junio en Fco. I. Madero, Dgo.

Los experimentos se fertilizaron con 10 kg N ha™ en forma de sulfatoe de amomio en
solucién al momento de la siembra, conteniendo 10,075 % de &tomos en exceso (a.e.) de "Ny
aplicado en fragja de 1.5 m a lo largo del surco en todos los tratamientos. Asimismo se aplicd
fosforo (60 kg ha™) en forma de superfosfato triple al momento de la siembra.

Los experimentos se disefiaron como bloques completamente azar con cuatro repeticiones.
Cada tratamuiento se sembro en un parcela experimental de 5 x 0.76 m y una distancia eutre plantas
de 10 cm, la cebada fue sembrade a chorrillo. 1.a microparcela util, consté de un surca 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 ¢l mismo sitio experimental, se siguieron las practicas de
cultivo recomendadas para cada regidn.

La distribucidn de tratamientgs se presentan en la fig. (2).
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Bloque I Bloque II Bloque IIT Bloque IV

Figura 2. Croquis de distribucion de tratamientos en campo.

Paramertros anglizados.

- Nodulacién {(mamero y peso de nddulos).

- Caracterizacion de Rhizobium asociados a fiijol:
a).- Definicion de especie por ribotipificacion y RFLP,
b).- Caracterizacion por resistencia intrinseca de antibioticos.
c).- REP y ERIC-PCR
d).- Multilocus de enzimas
e).- Perfiles de pldsmidos por ¢l método de Eckardt (1978)
f).- Patron de proteinas totales por SDS-PAGE.

= Determinacion de materia seca (grano y paja).

- Parcentaje de N total

- Rendimiento de N.
- Determinacion de N fijado, mediaate el método de dilucion isotdpica.

30
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Porcentaje de N derivado del suelo (% Ndds)
- Porcentaje de N derivada del fertilizante (% Nddf).

- Actividad de reduccion de acetileno, bajo condiciones de invemadero,
A coatinuacion se da una descripcion de las metodologias empleadas.

Nodulacion. A los 50 dias después de la siembra en la parcela experimental no marcada, se
sacaron dos plantas completas por tratamiento y se determing su mimero y peso. Los nodulos
fueron preservados en un tubo conteniendo sulfato de calcio como desecante, para su posterior

analisis microbiologico.

Aislamiento de cepas mativas. Del total de nddulos de cada tratamiento (dos plantas) se
selecciond al azar el 15 % del tatal de nddulos de tres genotipos: "Flor de Mayo-M-38"; "Negro
Querétara® (buenos fijadores) y la lmea "N-3-117" (pobre fijadora). Los nddulos obtenidos, se
esterilizaron superficialmente de acuerdo con la metodologia propuesta por Somasegaran y Hobeu
(1985). Los aislados fueron purificados y con ellos se efectuaron las pruebas presuativas para
establecer que son Rhaizobium, de acuerdo con lo propuesto por Martinez et al. (1991); Segovia e/ -
al. (1993) y Somasegaran y Hubel (1985). Estas consisticron em: observacion morfologica
mediante tincién Gram, crecimiento en medio minimo suplementado con lactosa (MMlac),
extracto levadura y peptona (PY) conteniendo el antibigtico de dcido nalicdixico (100 pug ml.l)
mcubados a 28 °C y en agar Luda mcubados a 37 °C, prueba de B-lactamasa, utilizando como
control positivo a la especie de Agrobacterium tumefasciens(PTI-CS8) proporcionada por el

Laboratotio de Ingenieria Genética de CINVESTAV Unidad Irapuato.Los aislados fueron

mantenidos en tubos con ELMA a 4 °C.

Patrones de Resistencia lotrinseca a Antibidtices. Cada uno del total de 59 aislados fueron
grecidos en caldo extracto de levadura manitol e incubados en bafio metabolice a 250 rpm durante
24 horas a 30 °C. Se wocularon 100 pl del cultivo de toda la noche y se ¢olocd un multidisco (con
12 seasidiscos. Sanofi Pasteur México) sobre la superficie seca de la caja petri inoculada por

duplicado € incubadas a 28 °C durante 24-72 h. Los antibidticos evaluados fueron: amikacina 30
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ug ml-1, ampicilina 10, cefalotina 30, cefatriaxona 30, cloranfenicol 30, dicloxacilina 1, enoxacina
10, eritromicina 15, gentamicina 10, metilmicma 30, trmetroprin-sulfametoxazol 25 y penicilina 10
U (unidades).

Aislamiento de DNA comeo templado para la técnica de PCR. Una asada de células rizobizles
crecidas por 12 h se resuspendieron en 50 ul de TE pH 8.0 (Sambrook ef al. 1989), en tubos
eppendorf de 1.5 ml 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 ebullicion por dos minutos,
a continuacion son colocados sobre hielo por un minuto y finalmente sobre agua en ebullicién por
2 minutos. Las células se centrifugan a 12,000 rpm por dos minutos y el sobrenadante se transfirié

en tubos eppendorf’ y almacenados a 4 °C,

Iniciadores REP y ERIC-PCR empleados. Se utilizaron cowmo iniciadores aquellos descritos por
De Bruiju (1992), (Tabla 3). El DNA fue amplificada empleando 2 (1l de DNA como templado,
colocado en un una solucidn bufer 1X (de una salucion concentrada 10X, obtenida de la conpafiia
Gibgo). Tres mM de MeClz, 200 WM (de cada uno) de dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 2 2 4 UM (si
solamente se empleara solamente un iniciador) y 2 U de Taq DNA polimerasa (Gibco) en un
volumen de reaccion de 26 pl Se utilizoé un temmociclador Perkin-Elmer (GeneAmp PCR System
9600), utilizando el siguiente perfil de temperaturas: una temperatura inicial de desnaturali.zaéién
de 95 °C por un minuto, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion por 20 segundos a 94 °C,
alineamiento por 30 segundos a 40 °C y extension por 2 minutos a 72 “C y una extension final por
4 miputos a 72 °C. El volumen total de la reaccion de amplificacion, se corrié en un gel de agarosa
al 1.5 % teflido con bromuro de etidio (0.5 g ml‘l). Se empled como marcador de peso
molecular, el DNA del fago A digerido con las enzimas EcoRI y HindITI, El patron de bandas
generado por cada aislado fue comparado entre si con el resto de los aislados (un total de 14
muestras se analizaron por gel). Aquellos aislados que presentaron el mismo patron eu geles
diferentes, fueron comparados entre si, corriendolos en un mismo gel y bajo las musmas

condiciones de corrimiento. A los geles se les tomaron fotagrafia para fines comparativos.
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Definicion de especie de Rhizobium asaciada(s) a frijol. Para la definicion de especie de
Rhizobium, se utilizé el procedimiento de tipificacion ribosomal, descrito por Schmide, (1994),
Laguerre er al., (1994). Los genes de [a subunidad 168 fueron amplificados, utilizando, ocho ul
de DNA como templado en el bufer 1X (de una solucion concentrada 10 X Gibco), 3 mM de
MgCl2, 200 pl (de cada uno) dDATP, dCTP, dGTP, dTTP; 2 UM de cada uno de los iniciadores
tD1 y D1 asi como 2 U de Taq DNA polimerasa (Gibco) en un volumen de reaccion de 100 pl
Se utilizd el mismo termociclador citado y el siguiente perfil de temperaturas: una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 1 minuta, seguido de 30 ciclos por 20 segundos a 94 °C,
alineamiento por 30 segundos a 55 °C y extension por 1 mmuto a 72 °C con una extension final de

4 misutos a 72 °C. Ocho pl del producto de la reaccion fueron analizados en un gel de agarosa al

1% tediido con bromuro de etidio (0.5 pig mi-1).

Trece microlitros de el producto de reaccién de amplificacion fue digerido con las enzimas

de restrccidn Haelll, Alul, Taql y Mspl de acuerdo con las especificaciones del fabricante
(Gibco) en un volumen de reaccion de 20 pl El volumen total de reaccion fue analizado en un gel
de agarosa de 2.5 % tefiido con bromuro de etidio. Las patrones de bandas generados por los
difereates aislados fueron comparados con cinco cepas rizobiales de referencia R leguminosarum
bv. viciae VF39, R etli, R tropici 1A (CFN-299) y LIB (CIAT-399), R meliloti 2001,
Cepas de refereucia de Rhzobium. Diferentes cepas de coleccion de Rhizobium como referencia
fueron proporcionadas amablemente por la doctora Esperanza Martinez Romero del Centro de
hvestigacion sobre Fijacion de Nitrdgeno de la Universidad Auténoma de México, Cuemavaca,
Morelos México. Las cepas fueron: Rhizobium leguminosarum biovac viciae VF39, R meliloti
2001y 41, R. etli CFN42 y R tropici TIA (CFN-299) y TIB (CIAT-899), R #rifolii USDA-2159,
R leguminasarum bv, phaseoli (aislado de Inglaterra, sp18).

Preparacion de lisades para MLEE. Cada uno de los 45 aislados fueron crecidos durante la
noche en agitacion continua a 250 rpm a 30 °C en matraces conteniendo 30 ml de medio PY,
suplementado con 5.3 mM de clorure de calcio. Las células fueron cosechadas por centnifugacidn

8 6000 X g durante 10 min a 4 °C. La pastilla fue resuspendida en 300 |l de sulfato de magnesio
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10 mM, se adicion 50 ul de lisozima (1 mg ml") y se mantiene a temperatura ambieate durante
10 min. Eascguida, se colocan a -70 °C por 15 minutos y de nuevo se dejan a temperatura
ambiente por 5 min, nuevamente se colocaron a-70 °C por |5 min, se sacan y mantienen a 4 °C
para su analisis. Se almacenan a -70 °C. La técnica de electroforesis en gel de almidon y tincién
selectiva de enzimas aplicada al estudio de la genética de poblaciones y sistematica de bacterias ha
sido descrita previzmente por Selander et al., (1986). Se estudiaron diez enzimas, solamentese
consideraron siete para comstruccion de dendogramas. Los sistemas electroforéticos, bufer
empleados y enzimas estudiadas fueron los siguientes: Tris citrato, pH 6.7 (6-fosfogluconato
deshidrogenasa, NAD Malate 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 alapnina deshidrogenasa) (Selander ef al. 1986).

Las diferentes variantes de movilidad , denominadas electroformas o electrotipos (TE's)
para cada enzima, se nwmeran en orden decreciente de acuerdo a la movilidad, siendo igualadas
con los alelos de los correspoudientes locus de genes estructurales ¥ perfiles de eletroformas para
1a siete enzimas. Los ET's fueron comparados con los multilocus de los genotipos. Se elabord un
dendograma, mediante la construccion de matrices de distancias, empleando el programa
Unweigted Pair Group Method (UPGM) coa medias aritmeticas, proporsionado por el Centro de
Investigacion sobre Fijacion de Nitrdgeno de la Universidad Autonoma de Mexico, de

Cuernavaca, Morelos,

Obtencién de perfiles de plismidas. Se scleccionaron cepas representativas de los grupos
obtenidos por MLEE : Q4, QS, Q7, Ql5, Ql6, Q19, Q22, Q24, F11, N10, N14, se incluyeron
cepas obtenidas de CALI Colombia : CIAT-613, CIAT-632 y CIAT-CR-477B asi como las cepas
proporcionadas por Dra. Esperanza Martinez Romera : CIAT-899, CFN-299, CFN-42, Chag4 y
CFN-299 aislada de nddulo. Se utilizo el procedimiento de Eckard (1978), modificado por
Wheatcrolt et al. {1990).

Determinacion de perfiles de proteinas por Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con
Duodecil Sulfato de Sudio en Una dimension (ID-SDS-PAGE). Se sleccionaroun las cepas
representativas de los principales grupos obtenidos por MLEE : QS, Q1S5, Q16, Q24, F5, F&, F15,
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NI10 y NI14 se imcluyeron los aistados Europeos cbll y cbld4 asi como las cepas de
referencia ‘CIAT-899, CFN-299, CFN-42, R meliloti-41, R trifolii. Las determmaciones de
patron de bandas de proteinas totales de cada uno de los aislados, fueron realizadas de acuerdo
con la metodologia propuesta por Laemmli (1970). Cada uno de los aislados fue crecido en caldo
PY hasta una densidad gptica de 0.9 (A de 630 nm). Se tomo un ml de cada cepa y se centrifugd a
12,000 rpm en microcentrifuga (Eppendorf centrifuge 5415 C Brinkmann Instrurnents), se
deseche el sobrenandante, la pastilla celular se resuspendio en 200 ul de agua bidestilada esteril.
Se adiciono 200 pl de solucion de mmestra (Buffer Tris 1M pH 6.8; 0.31 ml , SDS 2.0 ml;
Gliceral, 1.0 ml; 2—B-Mercaptoetanol 0.5 ml; agua bidestilada 1.34 ml). Calentar a ebullicion en
baiio Maria por 5 min. Se prepararon los geles de policarilamida, de acuerdo con las
especificaciones del fabricante y a una concentracion del 10 % de la poliacrilamida. Se utilizaron
com¢ marcadores de peso molecular a-macroglobulinas (170 KDa), B-galactosidasa (116.4),
Fructosa-6P-quinasa (85.2), glutamato deshidrogenasa (55.6), aldolasa (39.2), triosa fosfato
isomerasa (26.6), Inhibidor de tripsina (20.1) obtenidos de Boehringer Mannheim Biochenical. Se
cortio la electroforesis a 15 mA para el gel concentrador y a 20 mA para el separador, hasta que el
colorante de referencia llegue al borde mfenor del gel. Se tideron los geles por 20 mmutos en azul
de Coomasie, se elimindg la solucion de tincidn y se agrega la de destincion 1 (Metanol 100 ml, dc.
acético 20 ml y agua bidestilada, 80 ml) hasta cubrir el gel, dejandose destediir por 20 min en
agitacion suave. Se cambié Ia solucién de destincion por destincign U (acide acético 70 ml,
metanol 50 ml, agua bidestilada 930 ml) dejando en agitacién suave por 20 min. Se eliminé la
solucién y se dejo en agua durante 12 horas en agitacion suave. Se colocaron los geles entre dos
hejas de celofin y dejaron secar a temperatura ambiente.

Se elabord una recta de regresidn para la determinacion de los pesos moleculares, mediante

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

Actividad de Reduccién de Acetileno, La técnica de reduccién de acetileno (ARA),se
utilizd como una medida mdirecta de la actividad de la enzima nitrogenasa en las plantas de frijol
noduladas bajo condiciones de invemadero, siguiendo lo propuesto por Dant ef al., (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 faeron:
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F3, F4,F11, 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
agar agua al 1.0 % a 30 °C por 3-4 dias. Se sembrarcn dos semillas por jarra de Leonar
modificada, empleando recipientes de 750 ml, con arena estéril como sustrato y empleando una
solucion libre de nitrdgeno de Sadman. Las cepas fueron incubada en CELM por 24 horas y
cosechadas en su fase logaritmica de crecimiento. Se imocularon por triplicado cada tratamiento
con 1.0 ml del moculo.

Alos 47 dias despues de la inoculacion, se sacaron las plantas completas y se separ0 la raiz,
se removio el suelo cuidadosamente tratando que las plantas conserven el total de sus nédulos. El
sistema radical se separd de su parte aérea y se coloco en frascos de vidrio con capacidad de 660
cor’ (se colocd en el centro un septa de hule), sellando la tapa herméticamente con parafilm, del

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

volumen de acetileno.

Las nmestras se incubaron por un periodo de una h a temperatura ambiente (28 °C). En
seguida, el contenido de etilene generado por la reduccion de acetileno se determing al inyectar
un ml de gas de la mmestra en um cromatografo de gases (Hewlett Packard serie 5300)
acondicionado con una columna porapack N y de un detector de iorizacidn de flama,, utilizando
nitrogeno como gas acarreador.

Las con;ﬁciones del cromatdgrafo fueron las siguientes:

- Homo a una temperatura de 100 9C,

- Detector € myector 3 una temperatura de 120 9C.

- Flujos: N2 30 ml min-!

Hy 35 ml min~!

Aire 450 ml min-!

Para calcular la cantidad de etileno liberado em las muestras, se realizo una curva patron de
etileno, en las cuales se establecicron cantidades definidas de moles de éste gas para un irea bajo
la curva determinado. Para estumar el nimero de moles, se empled la ecuacion general de los

gases:
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PV =aRT
Donde: P = Presion en atmosferas.
V =Volumen en L

n = Niimero de moles.
R = Constante de los gases 0.082056 1atm °K-1 mol-1,
T = Temperatura en °K.
Estableciéndose la siguiente linea de regresion:
Y=y b(xx)
Y =.001x-0.7
Teniendo una relacion:
Y =bx, donde: Y = Area
x = Niimero de moles.
b= Pendiente-.
Los resultados se expresan como pMol de C.H, plzmta-l b

Asi mismo, se determiné el peso seco del follaje y de nédulos (mg).

Marcaje de cepas de Rhizobium con el gen Gus. Paralelamente a los estudios de biologia
molecular, se llevaron a cabo experimentos para la obtencion de cepas marcadas con el gen GUS,

de acuedo con el portocolo desarrollado por la Dra. Angela Sessitsch de la IAEA\FAOQ, 1995.

Determinacion de Materia Seca. El material vegetal se coseché de un irea de 0.72 m de la
parte del bloque marcado isotdpicamente. Las plantas de fiijol se dividieron en grano y paja. este

material se colocé en bolsas de papel y se secaron en homo (Modelo HSCF, serie HSCHME) a 70
OC por un periodo de 48 h. Posteriormente, las mu¢stras se pesaron y molieron en un molino

(Thomas Willey Mill Lab) que contenia una malla con poro de un mm de diametro, estas se

almacenaron para su analisis posterior.
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Rendimiento de Nitrogeno. Este parametro se determiné multiplicando el rendimiento de

materia seca por el parcentaje de nitrogeno ¢a la plants determmado por el método Kjeldahl.

Determinacion del nitrogeno fijade por el métoda de dilucion isotépica. El grado en el cual el
>N es detectado en la planta, provee una estimacion de la proporcion de N de la planta derivado
de la fijacion, se considera un método directo de cuantificar el nitrdgeno fijado.

Este método mvolucra el crecimiento de plantas no fijadoras de nitrogeno (CR) en suelos
enriquecidos con fertilizantes que contienen "N y se basa en la dilucion diferencial entre el °N yel
nitrogeno fijado por la plama

La determinacion del nitrogeno 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 N, éste
puede provenir del fertilizaate, del suelo y de la atmdsfera a través de la fjacion.

Los valores que se deben medir y las formulas empleadas para determinar los porcentajes
de n derivado de la atmdsfera (% Ndda), derivado del fertilizaate (Y Nddf) y derivado del suelo
(% Ndds) son las siguientes;

1.- Materia seca de paja v grana en kg ha':
M.S. =[M.S. (g m") por parcela Gtil X 10,000 (' ha™)] /1000 (g).

2.- Porcentaje de N en paja y grano .

3.- Porcentaje de “Nae eu paja y grane, asi como el contenide de N del

fertilizante.

4.- Rendimiento de N (kg ha-l) 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= [% “N a.e. de la muestra de la planta / % "N a.e. del fertilizante] x 100.
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6.- Rendimiento de N del fertilizante ( Kg ha'l):
R NdelF. =R N (kg ha ) 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 atmésfera.

% Ndda = [1- (% Nddf cultivo fijador/ % Nddf cultivo no fijador)] x 100.

9.- Nitrogeno fijado (kg ha.l):
N, fijado = [% Ndda x Total de N en el cultivo fijador] / 100.

10.- % Ndda = [1- (% "N a.. cultivo fijador /% "N a.e. cultivo no fijador)] x100.
% Ndda =[1- (% “N ddf cultive fijador/ % "N ddf cultive no fijador)] x 100.

El % ' N ac. en las distintas partes de la planta fue determinado por medio de un
espectometro de emision NOI-6e. Aqui, se asume que la proporcién de nitrogeno disponible del
suelo y del ferti]izm.ne es la misma para el cultivo fijador y no fijador, ademis de que deben tener
perfiles similares de toma de nutrimentos, especialmente en la toma de nitrogeno (Hardarson,
1985).

Anailisis estadistico. Una vez concluido el trabajo experimental, se organizaron los datos
obtenidos de los distintos parametros evaluados y se procedié a su analisis estadistico. A los
resultados obtenidos se les aplico, analisis de varianza, de acuerdo al disefio experimental de
bloques ¢completamente al azar, comparacion de medias cuando existieron diferencias estadisticas
significativas; asi como andlisis de regresion lineal cuando se realizaron curvas pation y

correlacion de las diferentes variables involucradas en el proceso de fijacion de nitrogeno.



RESULTADOS
ENSAYO DE INVERNADERG

El gbjetivo de los estudios en invernadero, fue evaluar la capacidad de nodulacion de las
cepas pativas de Rhizobium sp. en respuesta a diferentes genotipos de frijol Los resultados
obtenidos para el nunero y peso seco de nddulos (promedio de dos plantas por tratamiento),
mostraron la existencia de diferencias significativas entre los diferentes tratamiemtos (genotipos),
destacando, para peso seco de nddulos, los genotipos "Canarie-101" y “Puebla-152" y &
promedio mis bajo correspondid al "Negro Criollo". Para la variable del numero de nodulos,
guevamente los mejores promedios correspondieron a los genotipos *Canano-101" y “Puctia-

152", micutras quelos genotipos “N-3-117" y “Winscoasin” presentaron los valores mas bajos
(Tabla 5). |

Tabla 5. Respuesta a la nodulacidn por cepas nativas de Rhizobium sp. en nueve genotipos de
frijol bajo condiciones de mvermnadero 42 dias después de la siembra.

GENOTIPOS | Peso Secode | Peso Especifico Nimero de Pesa Seco del
Nédulos (mg)' | de Nodulo (mg) | Nédules' Follaje (g)*
Canano-101 410a 1.0a 402a 2.94
Puebla-152 290b 0.97a 294b 2.6a
Pinte Villa 260¢ 1.75a 150d J.1a
FM-M-38 250¢ 1.25a 200¢ 2.0a
FMB 22Q0¢ 1.07a 21%¢ 2.3a
N-3-117 220¢ 1.93a 114¢ 2.5a
Bayo Victoria 190d 0.97a 194¢ l.7a
Wisconsin 190d 1.67a [14e 1.7a
Negro Crollo 120¢e 1.05a 113e 1.4a
PROMEDIO 239 1.30 200 2.15

1 = Promedic de dos plantas.
Las valores seguidos de las mismas letras no difieren estadisticamente. Tuckey (o = 0.03).

Sin embarga, en este caso, la nodulacion mo tuvo efecto sobre el peso del follaje, dado que
¢l genotipo “Pmto Villa”, presento ¢l mejor promedio, mientras que el mas bajo fue para “Negra
Criollo”.



a1
Experimentos de campo cou “°N,

El propasito del experimento fiue medir la capacidad de fijacion de nitrogeno de las cepas
nativas de Rhizobium sp. asociadas a diferentes genotipos de fiijol, bajo condiciones de temporal

En los experimentos de campo en Francisco [ Madero, Dgo., encontramos nodulacion
efectiva, (nodulos color rosa), doude los valores mas altos se encintraron en los genotipos "Rio
Grande" y "Pinto Villa" con 250 y 201 nddulos, respectivamente. Cabe sefialar que los genotipos
caracterizados como buen fjador ("FM-M-38") y pobre fjador ("N-3-117) presentaron valores de
104 y 96 respectivamente, siendo difereates estadisticamente en comparacion con los demas
{Tabla 6).

Tabla 6. Respuestz a la nodulacidén por cepas nativas de Rhizobium sp. en diferentes genotipos de
fnjol cultivados bajo condiciones de temporal en Francisce I. Madero, Dgo.

GENOTIPOS No. de Nédulos das Peso Seco de
plantag™ Nodulos (mg)
RioGrande 251a 261a
Pinto Villa 202b 223a
Negro Querétaro 1636 253a
Bayo Victoria 123e 248a
FM-M-338 105¢ 131¢
N-3-117 96e 210b
PROMEDIOS 157 221

Los valores seguidos de las mismas letras, no difieren estadisticamente
Tuckey (g =0 05).

En cuanto al peso seco de los nodulos, los genotipos "Riv grande” y "Negro Querétaro”,
presentaron los valores mas altos (261 y 253 mg respectivamente), mientras que los mas bajos
correspondieron a "FM-M-38" y "N-3-117". Cabe destacar que el genotipo “N-3-117” ain y
cuando fue el mas pobre en numero de nodulas, éstos presentaron el mayor peso, mdicativo de
nddulos mas grandes (Tabla 6).

Por otra parte, los resultados de campo realizados en Dolores Hidalgo, Gto. demostraron
que la capacidad de nodulacién fur muy reducida e ineficiente (nédulos pequefios, < 2mm de

didmetco y de color blanco); por tanto, la determinacion del peso seco fue innecesaria, asi como
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para los estudios de la caracterizacion de la poblacion rhizobial asociada a los diferentes

genotipos.
Determinacién 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 produccion en
grano, destacaran los genotipos "Piuto Villa" y "Rio Grande" con 516 y 506 Kg lm'l
respectivamente y, nuevamente, el menor valor correspondio al gemotipo "N-3-117" 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 mis bajo fue para "Pinto Villa"
con 763 (Tabla 7).

. Tabla 7. Renduniento de paja y grano en seis genotipos de fhjol cultivados en temporal en
Francisco 1. Madero, Dgo.

PAJA GRANO

GENOTIPOS kg ha
[FM-M-38 1,306ns 472ns
N-3-117 1,188 435
Negra Querétara 1,183 535
Rio Grande 1,111 506
Bayo Victoria 1,022 440
Pinto Villa 763 516

PROMEDIO 1,128 483

NS= No significativas

Para el caso del expenmento en Dolores Hidalgo, Gto., se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. En la produccion de paja, los mejores valores correspondieron a los
genotipos “Cricllo” y “FM-M-38" y el promedio mis bajo lo presentd ‘Flor de Mayo Bajio”
(FMB). Para el caso de grano, los genotipos “FTM-M-33” y “FMB” presentaron la mas akta
preduccion. El promedio mas bajo fite para el genetipo “CIAT-333” (Tabla 8).
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Tabla 8. Rendimiento de paja y grano eu seis genotipos de frijol sembrados bajo condiciones de
temporal en Dolores Hidalgo, Gta.

PAJA | GRANO
GENQTIPOS kg ha™

Criollo (alubia) 981a 323d
FM-M-38 950a 810a
N-3-117 694b 399c
Canario-101 560c¢ 414c
CIAT-333 479d 281e
Nod-125 462d- 2832
Flor de Mayo Bajio 403e €02b

Promedio 647 445

Prueba estadistica igual que la Tabla S.

Contenido de N total.

Los resultados de contenido de N total em frijol, tanto en paja comeo grano mdican que para
el experimento de campo en Fco. I Madero, Dgo, los promedios fueron difereates
significatvamente eatre los genotipos (P=0.01), doude los mgjores valoces en paja,
correspondieron a “Negro Querétaro” y “"Rio Grande", por el contrario el genotipo que presentd el
valor mas bajo fue "N-3-117". Asi mismo, para el contenjdo de N en grano, existieron diferencias
entre tratamientgs (P=0.001). Los mejores valores lo presentaron "Negro Querétaro” y "FM-M-
38" con 4.9 %, mientras que el genotipo "Pinto Villa", presentd el valor mas bajo con 4.3 %
(Tabla 9). Para el caso de Dolores Hidalgo, los resultados indican qgie los genotipos fueron
diferentes significativamente para esta caracteristica, tanto eu paja como en grano, los valores
superiores los presentaron los genotipos "CIAT-333" y "Cdolla", mientras que el valor mis 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 correspondid

al culttvar ""Flor d¢ Mayo Bajo" (Tabla 10).
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Tabla 9. Contenido de N total en paja y grano en seis genotipos de frijol cultivado bajo

coandictones de temporal, en Francisco 1. Madero, Dgo.

PAJA GRANO

GENOTIPQOS % de N total
Negro Querétaro 20a 4.9a
Rio Grande 1.8ab 4.5a
Bayo Victaria 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-33 1.4b 4 9a

PROMEDIO 1.68 4.57

Luos valores seguidos de las ausmas letras, no difieren estadisticamente Tuckey (o = 0.05).

Tabla 10. Contenido de N total de seis genotipos de frijol cultivado bajo cordiciones de temporal
ea Dolores Hidalgo, Gto.

PAJA GRANO

GENOTIPQOS % de N tatal
CIAT-333 4.07a 7.09ab
Criollo {(alubia) 3.96a 6.43bc
Nod-125 3.65ab 7.28a
N-3-117 3.27abe 7.0%9ab
FM-M-38 3.07abc 6.69abc
Canario-101 2.45cd B6.61bc
Flor de Mayo Bajio 1.74d 6.23c

PROMEDIO 3.17 6.77

Los valoces seguidos de las mismas Jetras, no difieren estadisticamente Tuckey (o = 6.035).

Fijacidn de nitrégeno.
Porcentajes de nitrogeno fijado. Dado que las dilerencias estadisticas entre tratamientos
(Genotipos) no fueron significativas, solamente se sedalan las tendemcias observadas. Es

importante destacar que el cultivo de Cebada (variedad Chihuahua), fise empleada como cuitivo de

referencia para establecer los calculos correspondientes.
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En la Tabla 11, se presentan los porcentajes de nitrogeno que provienen de la atmasfera,
tanto para paja como grano para frijol sembrade bajo condiciones de temporal en Durango. El
genotipo “Rio Grande” fue el mejor fijador en paja, mientras que los genotipos: “FM-M-38” y
“N-3-117”, preseutaron los promedios mas bajos. Para el caso de grano, de nueva cuenta el
genotipo “Bayo Victona”, resulto el mejor fijador, mientras que “N-3-117" fue el mas bajo. Como
se pudo, cbservar los valores fueron consistentes y cabe seiialar que el genotipo “FM-M-38", que
es reconocido como buen fijador bajo las condiciones previamente descritas, se comportd como

un pobre fijador.

Tabla 11. Nitrogeno derivado de la atmasfera por cepas de Rhizobium sp. en seis genotipos de

frijal sembrados bajo condiciones de temporal en Fca. I. Madero, Dgo.

GENOTIPO PATA GRANO PLANTA
% Ndda
Rio Grande 48ns 41ns 46ns
Piaro Villa 36 24 32
Negn? Queretaro 30 21 27
Bayo Victoria 29 22 23
N-3-117 22 14 20
FM-M-38 19 16 19
PROMEDIOS 21 23 28

NS= No significativo
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Rendimieato de nitrdgeno.

En cuanta a los resultados de los rendimientos de uitrégeno, asi comw la produccion de
grano (kg ha™), el mejor promedio correspondio a “Negro Querétaro”, mientras que el mis baja lo
fire para “Pinto Villa”. Para el caso de grano, €l mejor promedio fue para “Negro Querétaro™ y el
mis bajo parz el genotipo pobre fjador “N-3-117" (Tabla 12).

Tabla 12. Rendimiento de N en grano y produccion de grano de seis genotipas de frijol cultivados
de temporal en Francisco I. Madero, Dge.

[ GENaTPQ | GRANO (kg ha)
RENDIMIENTG DE N RENDIMIENTO

Negro Querétaro 23ns 535ns

Rio Grande 21 506

N-3-117 20 435

FM-M-38 19 472

Bayo Victoria 13 440

Pinto Villa 17 516
FROMEDIO 20 484

NS= No significativo

IN, Caracterizacion de los aislados.

a).- Ribatipificacién por PCR-RFLP’s. [as resultados obtenidos por esta metadologia,
indicaron que la mayoria de las cepas de Rhizobium asociadss a tres genotipos de fiijol,
pertenccen a R etli, tal ¢s el caso para el genotipo “FM-M-33”, mientras que en “Negro
Querétaro”, un sislado resulté ser R wropici A, caracteristico de 1a cepa de referencia CFN-299,

As{ mismo, solamente un aislado no fue definido a nivel de especie (Tabla 13).
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Tabla 13. Especies de Rhizobium asuciadas a frijol, mediante el anilisis de PCR-RFLP del gen de
la subunidad 16S RNAr.

GENOTIPO No. de aislados R eli 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). Caracterizacion por RIA Las cepas nativas de Rhizobium mostraron gram variabilidad en los
patrones de resistencia a los antibioticos probados. De esta maners, se obtuvo un total de 40
patrones difcrentes, donde los aislados a partir del genotipe “Negro Querétaro™ mastraron alte
varabilidad con 16, mientras que el genotipo ‘“N-3-117" presento 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 caracteristica importaate ¢n la

resistencia a antibioticos fue que la mayoria de los aislados fueron resistentes a la penicilina (10 U)

y sensibles a cefriaxona (3Q |g) y amikacina (30 pg).

Tabla 14. Caracterizacion por resistengia wtrinseca a antibioticos de aislados de RAizebium

obtenidos de tres genotipos de frijol sembrados bajo temporal ¢n Durango.

GENOTIPOS MNo. DE PATRONES PORCENTAJE
AISLADOS
Negro Querétaro 26 16 40
FDM-M-38 18 13 33
N-3-117 15 11 27
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Tabla (5. Patrones en comin de RIA para los tres genotipos de frijol en estudio.

[ PATRONES |  No. DE AISLADOS PORCENTAJE
RIA-T 12 20
RIA-II 7 12

RIA-ITI | 3 ‘ 5
37

¢). Caracterizacidn por ERIC-PCR. En la Tabla 16, se presentan los difereutes patrones
obtenidos por ERIC-PCR, para los tres genotipos de frijol estudiados. De nueva cuenta, el
genotipo “Negro Queretaro” presentd el mayor nimero de patrones, mientras que FM-M-33, fue
el mas bajo. Al igual que para RIA, 1o se observan diferencias significativas entre los genotipos.
Cabe destacar que se redujo el nimero de patrones (33) respecto a los obtenidos por RIA (40),
dado que cada patrdn de ERIC, presento un mayor pumero de aislados. Por otra parte, no se

encontro patrones en comun para los tres genotipos, a diferencia de los que se encontrd por RIA.

Tabla 16. Caractenizacion por ERIC-PCR de aislados de Rhizobium obtemdos de tres
genotipes de frijol de temporal en Durango.

GENOTIPOS PATRONES PORCENTAJE
Negro Querétaro 13 41
FM-M-38 9 25
N-3-117 11 34
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). Movilidad electroforética de enzimas (MLEE). Ua 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 0 N) obtenidos de los tres genotipos de frijol de estudio, asi mismo, en
dicho grupo se mcluye a la cepa de referencia de Rhizobium etli CFN-42. Se observo que aislados
obtenidos del genotipo ‘“Negro Querétaro”, se enconitd representado en seis de los ocho

electrotipos (Tabla 17).

Tabla 17. Caracterizacion de 48 aislados de Rhizobrum obtenidos a partir de tres genotipos de

frijol sembrados bajo condiciones de temporal en Fco. L Madero, Dgo,

ELECTROTLPOS AISLADOS PORCENTAJE
ET-1 38* + CFN-42 84
ET-2 Q-14, N10 4
FT-3 Q15 2
ET-4 Ql6 2
ET-S QI9 2
ET-6 Q22 2
ET-7 N4 2
ET-8 F5 2

* Se incluyen al resto de aisladosde F, Ny Q.
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A través de los resultados de movilidad electroforética, se generd un dendograma de las
siete enzimas evaluadas, en los cuales se incluyen los diferentes electrotipos. Se puede observar en
términos de distancias genética que, con excepcion 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 relaciéon
genética entre los aislados (Figura 3). Con los valores de distancia genética, se célculo la

diversidad genética (H), bajo la siguiente ecuacion:
b= (1-E x?) [n/n-1]

donde H es la media aritmética de h (diversidad genética por locus), x= es la frecnencia del
i¢simo alelo y n es el numero de aislados. El valor de H resulté ser una de las mas 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 separacion de los diferentes aislados de acuerdo con su procedencia, Durango
y Europa (clave cb), excepto en el caso del ET en el cunal 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 Rhizobium obtenidos de tres genotipes de frijal,
basandose en la movilidad electroforética.
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Figura 4. Dendograma de asilados de Rhizobium que nodulan frijol obtenidos de Durango y

Viena, Austria (clave cb).
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¢). Perfil de plasmidos.

En la figura 5, se presentan los perfiles de plasmidos de un grupo representativo de 10
cepas de Rhizobium, obtenidas de los gemotipos en estudio. Como se pudo observar, existe una
amplia variabilidad dec patrones, dado que no se encontré patrén similar entre los 20 que fueron
analizados, se incluyeron las cepas de referencia de R etfi (CFN-42), de R tropici (CFN-299), asi

¢ymo ¢epas de referencia proporcionadas por el Centro de Investigacion en Agricultura Tropical
de Cali, Colombia.

1234567 9NN IBHISKITISIN
14 N -

Figura §. Perfil de plasmidos de diferentes cepas de Rhizobium asociadas a frijol. Camil 1,
Q1§; 2, Q16; 3, Q24; 4, N10; 5 F11; 6, CIAT-613; 7, CIAT632; 8, CFN-299 tipo
silvestre; 9, CIAT-CR-4778; 10, CFN42; 11, CFN-299 reaislada de nddulo; 12, CIAT-
899, 13, Chag 4; 14, Q4; 15, Q5; 16, Q7; 17, Q19; 18, Q22; 19, Q15; 20, Q186.

f). Perfiles de proteinas totales (ID-SDS-PAGE).

De las 16 diferentes cepas analizadas presentaron un total de 58 bandas diferentes, donde
los intervalos de pesus moleculares oscilaron entre 17-135 kDa, lo cual indica la variabilidad tanto
en nimero y pesos molecular de diversas bandas entre cada uno de los aislados; aim en aquellos
caso como por ejemplo, Q5, F8, F15 y Q24, los cuales se consideran como un mismo electrotipo y

por Ju tanto representan un grupo genético definido.
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g) Actividad reductora de acetilene.

Estos ensayos fileron realizados en cepas representativas de cada grupo caracterizado por
ERIC-PCR. Los tesultados de actividad reductora de acetileno, indicaron diferencias altameute
significativas entre tratamientos (cepas) y genotipos de fijol. Los valores de etileno producidos
(uM de etileno planta’ '), oscilaron de 0.4 a 6.0. El mejor cultivar lo fue “FM-M-38", siendo
éste nodulado por la mayoria de las cepas, mientras que “N-3-1177, fue intermedio y el mas pebsre
fijador fue “Negro Querétaro”. De igual forma, las cepas Q21 y Q14, fueron las mejores con et
genotipo FM-M-38, N-3-117. Asi muismo, la cepa Q17 lo fue para con el gemotipo “N-3-117" y
las cepas F11 y Q17 con “Negro Querétaro”. Cabe sefialarse, que la mayoria 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 Rhizabium.

El proposito de los estudios de competencia fue determimar la capacidad de tres cepas
nativas para la formacion de nodulos cuando éstas se inoculan en una misma proporcion. Para tal
efecto, se inoculacoa las cepas natvas y una transconjugante con el gen GUS. Los resultados de
estebilidad a la nodulaciéa de cepas transconjugante de Rhizobium bajo condiciones controladas,
mostracon que [a cepa CIAT-899::gusA;o-B, fue estable y nodulé de manera similar que la cepa
paterua carente del gen GUS, tanto a 10 como a los 15 dias después de la siembra. Cabe sefalar
que se obtuvieron transconjugantes de Q19 y CFN-42, asi como de Qax-32, obteniéndose una

mayor dificultad en el trasnconjugante de CFN-42 (Figura 7).

En la Tabla 13, se presentan los resultados de competencia en la formacion de nodulos por
las cepas nativas y el transconjugante CIAT-399::gusA,-B. Diferencias stgnificativas entre
tratamientos (cepas nativas) fueron encontradas, empleando el cultivar *“Negro Querétaro” como
hospedery. Las cepas Q16 y QI9, sobresalen por su alta capacidad para competir y desplazar a la
cepa introducida, mientras que Q21 fuc una pobre competidora. Asi mismo, ¢l nimero de nddulos
formados por la cepa Q2Z1, se redujo de manera significativa en comparacion con las buenas

competidoras a pesar de haberse utilizado un alto nivel de ingcule.
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Figura 7. Formacion de nodulos a los 10 (Panel A) y 15 dias después de la inoculacion (Panel
B) de la cepa ftransconjugante CIAT-899::gusA.B. El Panel C muestra la
comparacion de los nodulos formados por la transconjugante con y sin el gen gus.

Tabla 18, Numero de nodulos formados en el cultivar “Negro Querétaro” en competencia para

determinar la abilidad competitiva de tres cepas nativas contra la cepa transconjugante

Cl/\’l‘-s‘)g-gllSAn,-B.

CEPAS INOCULACION INOCULACION EN MEZCLA 1:1
; SIMPFLE (No. de Nodulos)
| CEPA NATIVA |CIAT-899gusA,-B
Ql6 107a 96a 4a
Ql19 108a 103a 7a
Q22 67b 24b 43b
CIAT-899gusA o-B 90a




DISCUSION

En nuestro pais, el frijol (Phaseolus vulgaris L.) es cousiderado la principal fuente de
proteina 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 limitads produccion de semilla. Los esfuerzos por incrementar
la produccion de grano, se han basado en la seleccion de genotipos de frijol adaptados a diversos
ecosistemas agricolas (capaces de fijar mayores cantidades de nitrogeno y tolerantes a sequia,
principalmente) pero no existe un programa de mejoramiento con bacterias fijadoras de nitrdgeno.
Fn ese sentido, los estudios microbiologicos se han dirigido a la seleccion de cepas de Rhizobium
altamente fijadoras de nitrogeno. S embargo, hasta el momento no se ha logrado el éxita
esperado, debido, prmcipalimente, a la carencia de estudios relacionados con la ecologia de los
simbioates. Un ejemplo de lo anterior esta representado por las cepas nativas presentes en los
suelos mexicanos, de las cuales se ha hipotetizado que comipiten activamente con las cepas
introducidas. A este respecto es poca la informacién generada en nuestro pais, en virtud de las
dificultades metodologicas que implican dichas estudios.

La informzcién generada en este trabajo, contribuye al entendimiento del sistema

Rhizobium-frijol desde una perspectiva agroecoldgica.

Nodulacién. La nodulacién es un fenémeno comin entre 105 micmbros de las leguminosas; sin
embargo, este evento no se lleva al cabo en la todas las familias, demostrando que la nodulacioa y
fijacion de nitrogeno es un factor frecuente, pero no obligatorio (Obaton, 1983; Mellor, 1994). En
este sentido, nuestros experimentas a nivel de mvemadero y campo fiueron conducidos bajo dos
preniisas importaates: 1) utilizar genotipo de reconocida capacidad de fjacion de nitrégeno, comg
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 dreas de estudio. Los resultados
obtenidos demuestran que existe una gran variabilidad de respuesta a la nodulacidn y que ésta no
s reflejo en el rendimiento de biomasa (follaje) ni de grano. Este comportamiento se demastrd
para Jos genotipos Puebla 152 y Negro Criollo donde ¢l primero presentd 290 addulos coatra 120
del segupdo, pero el rendimiento de follaje fue estadisticamente igual con 2.6 g y 1.4 g,
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respectivamente (Tabla 5-7). Estos resultados son muy semejantes a los obtenidos en trabajos
previos donde se resalta la diferencia de nodulacion entre diverses genotipos y que ¢sta no siempre
va acompaiiada de mayor biomasa (Duques er al., 1985; Hungria y Neves, 1986; 1987),

De acuerdo a nuestros resultados de respuesta a 1a nodulacion bajo condiciones de campo,
el genotipo “Negro Querstaro” reconocido como buen fijador (Hardarson ef al, 1993). presento
una mayor nodulacion con respecto al pobre fijador “N-3-117”, mientras que “Bayo Victoria” de
desconocida capacidad de fijacion, presento la mas alta nodulacion y el mayor porcentaje de N
derivado de la atmosfera (Tablas 6 y 11). Estos resultadas concuerdan con las abservaciones que
los genotipos reconocidos como buenos fijadores, por gjemplo “Puebla-152" y “Riz-30" presentan
una mayor nodulacion en comparacion a pobres fijadores, come “Salinac” y “Rio Tibagi” (StClaic
et al. 1988; Muidioz er al. 1989; Pereira et al. 1989; Grageda-Cabrera, 1990). En cuanta a las
caracteristicas de los nodulos, las plantas con mayor cantidad de nédulos presentaron un menor
peso especifico. Estos resultados que concuerdan con lo reportado por Phia y Munas, (1987) para
difereates variedades de frijol, ruientras que para soya se reporta lo contrario esto es, se requiere
de un menor numero de nodulos y por lo tanto de mayor peso para mejorar la FBN (Phia y
Mumns, 1984), de igual forma se han presentade casos similares para frjol (Duque et af., 1985;
Hungria y Neves, 1985; Tsai et al,, 1993). Los ensayos en campo han demostredo que la
nodulacion se reduce, aun y cuando los suelos preseatan buenos miveles de humedad, lo que mdica
que ne solamente el agua es un factor determmante de la nodulacion (Tsaito es al., 1984), y que,
quizas, también esten involucrados otros factores bidticos y abioticos del suelo como el pH,
arcillas, elementus quimicos (nitrdgeno, fosforo, azufre, etc.), materia organica, etc. (Graham,
1990). De esta manera, Pereira er ai. (1993), seitalan que aumento en el nimere de nodulos/planta
es el resultado de cierta disponibilidad fisiologica-genetica de la planta para presentar un mayor
vamere de sitios a nodulacion. Los componentes de la simbivsis y wodulacion hao sido obtenidos
por genetica clasica (StClair er @/ , 1986, 1988; Peretra er a/., 1989; 1993).

La formacion de nddulos fijadores de N requiere de um proceso continuo de dos
vias, el reconocimiento celular y de sefiales entre el procariota y la planta. Tales procesos
involucran la activacién secuencial y/o represion de genes codificados por la planta y la bacteria
(Michiels y Vanderleyden, 1994). Se ha propuesto, que ¢l aumento en la nodulacién y fijacion de

aitrOgeno pueden ser una alternativa para mcrementar los rendimiemtos con respecto a
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leguminosas que son noduladas normalmente, como en el caso de soya. Sin embargo, los estudios
con mutantes hipemodulantes (NOD4 y NOD1-3) no han resultado superiores agrondmicamente
con respecto a los cultivares comerciales “Williams-82” y “Habbit-37", lo que sugiere que
posiblemente estos mutantes presentan una caracteristica deletérea que reprime algin beneficio
preseute cuando se aumenta [a nodulacion (Prach et al. 1994). A pesar de que los valores
obtenidos de nodulacion, revelan diferencias entre los genotipos evaluados, esta variable no se vio
reflejada en los rendimientos de biomasa y grano. Sin embargo, Pessanha et al. (1972), seiialan
que el efecto de la nodulacion al no mcrementar el rendimieato, pueda ser debido a un
desequilibrio fisiologico, dado come un mecanismo conmin de resistencia del hospedero a la
infeccion de sus raices. Otra posible explicacion podria ser que la limitacion de agua influya en la
disponabilidad de sitios para nodulacion y peso especifico de los nddulos, en la absorcion de N
(Saito ez al., 1984) y en el transporte de nutrimientos (Hungria y Franco, 1988; Padilla-Ramirez,
1989, Castellanos- Ramos, 1992; Pefia-Cabriales y Castellanas, 1993; Castellanos et al., 1996).
En el caso de soya, 1a nodulacion esta regulada por factores mternos y externos de los tejidos de la
planta. Lee y col (1991), demostraron a través del mrercambio de imjertos de mutantes
hipernodulantes en cultivares comerciales normales, que [a supernodulacion es debida a la ausencia
de un inhibidor de la nodulacion mas que la presencia de un activador del desarrollo de nddulos.
En el caso del frijol, se ha demastrade que la presencia de la bacteria dentro del nddulo es
indispensable para que se dé 1a supresion de la nodulacion (George y Robert, 1991).

Rendimicnto de materia seca (paja y grana). El comportamiento de los diversos genotipos en
la produccion de paja y grano fue muy variable para los dos sitios de estudio, varisbilidad que no
fue estadisticamente significativa en el Estada de Durango pero si en Guanajuato (Tablas 7 y 8).
Estos resultados estan de acuerdo com los reportados para el area de estudio por diversos
mvestigadores (Quintero ez al., 1983; Acosta-Gallegos y Rosales. 1989; Arrieta-Montiel et al.,
1990; Castellanos-Ramos ez al., 1990; Ochoa-Marquez, 1990; Padilla-Ramirez ef ai., 1990; Vega-
Segovia. 1990, Castellanos-Ramos. 1992). Dada la variabilidad existente para la acummlacion de
materia seca y distribucion de la los diferentes organos, se considera de gran utilidad
determinar los factores que influyen sobre ¢l rendimiento en grano en los diferentes genotipos. En

el caso de soya y frijol, uno de los factores que influyen en la produccién de materia seca estan
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relacionadas con el metabolismo y la mteraccion cepa de Rhizobium versus cultivar son los
responsables de los bajos indices de cosecha reportados (Hungria y Neves, 1987) y esto se podria
atribuir al transporte de N. Por otra parte, Molina-Garcia (1975), sefiala que es posible que el N
del suelo afecte la produccion de materia seca o ¢l rendimiento en grano sin embargo, ¢l aumento
de materia seca es debido a la aplicacion de N al suelo, la cual no se manifiesta en los rendimientos
en grang, resultados que se han puesto de manifiesto en virtud de que Ia acunmulacion de N difiere
significativamente emtre las especies de leguminosas, en todas las etapas de crecimiento en el
campo (George y Singleton, 1992). Esto explicaria, en parte, en virtud de que existen cultivares
de frijol que no realizan una eficiente removilizacion del nitrogeno almacenado en las partes
vegetativas hacia el grano y por otra parte, quizis de nueva cuenta, la lintante agua sea otto de
los factores que limiten Ios rendimientos y que se explica por los resultados publicados por
Castellanos-Ramos (1996) y por los bajos indices de cosecha reportados y encontrados en uuestro
trabajo, donde el mejor cultivar lo fue “Pinto Villa” (0.33), mientras que FM-M-38 fue el mis baja
(0.25).

Los promedios de rendimiento de los cultivares empleados en este trabajo, no sobrepasan
los 600 kg ha™! y sin embargo, s¢ han considerado come los mas adecuados para la principal 4rea
productora de fiijol en México (Norte-Centro) {Ochoa-Mirquez, 1990), donde los materiales de
hébites precaces y de precocidad mtermedia, han resultado ser los mejores productores, lo cual no
es una caracteristica que favorezca a la FBN. Esto debido a que, si bien es posible obtener
genotigos precoces con buena fijacion, los mejores fijadores, son de ciclos largos (Puebla-152 por
¢jemplo) y esto en general es la tendencia reportada por diversas investigaciones para el caso de
frijol (Graham, 1981; Graham y Rosas, 1977; Paterson et al., 1983; Phia y Munas, 1987b).
Porceataje de N; derivado de la atmdsfera. Los valores de fijacion de gitrdgeno encontrados
constatan la variabilidad genética y bioquimica de los diversos genatipos, los promedios oscilaron
entrel9-47 % Ndda, estos valores son superiores a los reportados por Castellanos ef a/. (1996),
para [nijol sumetida a estres hidrco durante todo el ciclo o solamente en la etapa reproductora (11
y 9 % Ndda respectivamente). Unicamente el genotipo “Rio Grande”, superé al promedio
reportado por los mismos autores para plantas con adecuada humedad (43 %Ndda), sin embargo,
al igual que para el caso de la nodulacién los valores de fijacion uo se reflejaron en mcremento en

los rendimientos de grano, pero si en la fijacion de witrogeno por cada genotipo (Tabla 7 y [1).
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Para México, se ha demostrado que existe una amplia variabilidad para fijacién de nitrogeno, los
promedios oscilan de 4-59 %Ndda bajo condiciones de rego (Grageda-Cabrera, 1990,
Castellanos, 1992; Peiia-Cabriales y Castellanos, {993; Peiia-Cabriales ef a/ 1993; Hardarson et
al. 1993) y en algunos casos simulando sequia en campo (Castellanos ef al. 1996).

Las cantidades de N; 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).

Caracterizacign de los aislados de RAizobium asociados a frijol. El empleo de técnicas
moleculares en {a sistemdtica microbiana, ha incrementade el soporte para una mejor compreasion
de las relaciones entre los orgamismos y genera informacion relevante para la clasificacion de
microorganismos de acuerdo 2 su origen natural Los anilisis comparativos de secuencias de
dcidos ribonucleicas ribosomales (RNAr) o los genes correspondientes, som protocolos
comunmente empleados para la filogenia microbiana, Por su contenido de informacion
filogenética, las diferencias de las estructuras primarias de regianes conservadas de RNAr generan
sitios blanco susceptibles a la hibridacion con sondas especificas (Holbe et al., 1988; Bascuia ef
al., 1994; Fani et al., 1994, Ludwing y Schieifer, 1994).

En muestro estudio, los resultados de los PCR-RFLP’s permitid confirmar que la especie
que nodulan frijol es Rluzobium etli. Nuestros resultados son apoyadas por Laguerre ef al. (1993,
1994), mismos que estan couatribuyendo a la defmicion a nivel de especies de Rhizobium que
nodulan leguminosas (Sessitch, er al 1996). De igual forma, ésta metodologia mos permitié
discimimar a seis aislados que no presentaron las caracteristicas de morfologia colomial y
uodulacion de frijol separarlas y considerarlas como contaminantes (Tabla 13), demostrandose con
esto que las herramientas moleculares en el analisis de regiones genéticas estables, son marcadores
moleculares adecuados que se podran emplear por un mayor numero de laboratourios, con lo cual
gemerara que se pueda comprender y entende mejor las relaciones filogenéticas con otros
Rhizobium que nodulan frijol en otras dreas.

El panorama para una taxonomia comprensiva de Rhizobium es complicada, en virtud de la
eaorme diversidad genética, que se ha reportado para las especies de bacterias capaces de nodular
fiijol (Phaseotus vulgaris). Actualmeunte dos especies de Rhafzobium: R. tropici (Mactinez-Romero
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etal, 1991) y R etli (Segovia ef al., 1993) se han reconocido gue nodulan frijol en América
Latina, Por otra parte, se ha considerado que la especie de R. leguminaosarum biovar phaseoli
(Tordan, 1984), predomine para Europa y recientemente Rhizobium sp R602sp ha sido descrits
como especie nueva (Laguerre ¢f al., 1993; 1994). Bajo condiciones de laboratorio, €l cultivo de
fiijol es nodulado por una amplia gama de rizobios (Bromfiels y Barran, 1990; Eardly ef al., 1985,
Sadowsky et al., 1988) los cuales en muchos casos mducen nddulas mefectivos.

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 antibigticos, nuestros resultados mdicaron la
preseucia de una amplia diversidad de patrones difereates (Tabla 14) e los aislados de Rhizobium
obtenidos de los tres cultivares de estudio, resultados que concuerdan con los repontades por
diversos autores (Kremer y Peterson, 1982; Sten et af., 1982; Chanway y Holl, 1986; Aguilar-
Zacarias, 1990). Aguilar-Zacarias (1990) llevd a cabo estudios con poblaciones nativas de
Rhizobium sp. en Zacatecas y encontrd que ua cultivar comercial puede ser nodulado hasta por
doce diferentes cepas, resultado que también fue observado en el preseate estudio para el caso del
genotipo ‘“Negro Querétaro”, donde se observé una mayor diversidad de cepas, no solamente por
la determinacion de antibidticos, también lo fue por ERIC-PCR. , MLEE y perfil de plismidos. Es
imporcante destacar que en la poblacion analizada (59 aislados), tres patrones de resistencia,
fueron comuncs a los tres cultivares estudiados, lo que representd el 37% del total Por el
contrario, Aguilar-Zacarias (1990), encontro pocos patranes altamente representados que
predominen en un drea de detrminada, esto atribuido posblemente a una aita densidad de la
rizosfera o en el suelo. Se ha sefialado por Thurman y Bromfield (1988) que la leguminosa
hospedera es un factor tmportante en la determinacion de la poblacidn asociada. Nuestros
resultados, mdicaron que existe una gran cantidad de microorganismos (65,000 g de suela) como
s¢ determino por el metodo del Numero Mas Probable NMP y se confirma por Aguilar-Zacarias
(1990) para el caso de Zacatecas.

La técnica de PCR, estd resultando de gran utilidad en l2 deteccion ripida y especifica de
bacterias del suelo (Picard ef al. 1992;), caracterizacion de cepas de Rhizobium (Laguerre et
al. 1993; Lunge et al. 1994), identificacion especifica de cepas en los imoculantes (Tas ez af,.
1995), acurrencia de nodulos (Tas ef al. 1996), relaciones filogenéticas (Ueda ez al, 1995; Young
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et al 1991), Para levar a cabo una caracterizacion de cepas, mediante esta metodclogia, es
conveniente, probar con un determmado nameco de imiciadores, los cuales pueden ser al azar
denominado RAPD o bien ser mas especificos para el género y/o especies de mterés (Berg et al.
1994; Kay et al.,1994) (Tabla 3).

De Bruijn (1992), consideré que dentro del grupo de bacterias Gram-negativas, se
encuentra distrivuido ADN consenso repetido, secuencias de Palindromes Extragenicos Repetidos
(REP) y Counsensos Intergénicos Repetidos en Enterobacteriales(ERIC) y éstos, se emplearon
con PCR para estudiar cepas de Rhizobium mefiloti, encontrandose que resultaron ser altamente
especificos para cada cepa. Ambos wétodos REP y ERIC-PCR gencraron grupos sinulares,
considerandose que dichos métodos son ttiles para la identificacion y clasificacion de cepas
bacterianas. Resultados similares fueron encontrados por Sadowsky vy Mowad (1995) y por JSudd
et al (1993), quienes seflalan que el procedimiento es adecuade para la diferenciacion de
serogrupos genéticamente relacionados, como en el caso de Bradyrhizobium japonicum y B.
elkanii. Judd ef al. (1993), encoatraron que empleando REP+ERIC ¢como iniciadores en la técaica
de PCR, se lograron los resultadgs antes sefialados en cepas de Bradyrhizobium spp. ampliamente
diversas, sin embargo, esto no permite considerarlo como un medic apropiado para la clasificacién
de éstas, en virtud del nimero relativamente bajo de consensos encontrados en algunas de las
cepas de bradyrhizobia. Sin embargo, es necesario que se considere que debera de optimizarse las
coudiciones bajo las cuales se llevaran a cabo las amplificaciones de ADN (Versaloric ef af. 1994),
y considerar que el emplea de un par de iniciadores no podra ser de amplio espectra para poder
caracterizar una amplia gama de especies deatro del genero Rhuzobium o Bradyrhizobium sin
embargo, para el caso de la definicion de especies, al menos a nivel de los diferentes rizobios, el
empleo de un par de iniciadores (rD1 y fD1) son suficientes para generar patrones de restriccion
definidos de acuerdo com la especie, empleindose como maximo siete enzimas difereates de
restricciou (De Bruim, 1992: Laguerre ef al., 1994)

Mediante esta metodologia, nuestros resultados mostraron una ampha diversidad de
patrones diferentes (Tabla 16) para los aislados obtenidos de los tres cultivares de estudio,
destacindose que no se encontrd en este caso, ningin patrén en comin para los tres cuitivares. Lo
cual pone de manifiesto, la gran diversidad que en RhAizobium asociado a frijol pueden ser

obtenidos dependiendo de las metodologias empleadas y que esta de acuerdo con los resultados
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publicados por diversos autores (Pifiero ef al, 1988; Souza., 1990, Segovia ef al, 1991; Demezas
etal, 1991; Souza et al., 1994; Early et a/., 1995). Resultados que son apoyados por la anwplia
diversidad de cepas nativas obtenidas de trébal, haba, chicharo y alfalfa determmados por Sessitch
et al. (1996), cuando se empled REP-PCR. Por otra parte, debe destacarse que de acuerdo a
nuestros resultados mo existe correlacion entre los grupoes obtenidos por RIA y ERIC-PCR,
resultados que’ estdn de acuerdo con los publicados por Van Rossum er af (1995), quienes
trabajaron con un gran nimmero de cepas y concentracion de antibioticos, asi como por Svenning ef
al (1995), quienes caracterizaron las poblaciones rizobiales asociadas a trébol blanco tanto por
REP como ERIC-PCR. Esto resultados pane de manifiesta que el analisis molecular (genotipa),
no corresponde con el anilisis fenotipico (RIA), dado que en general, la resistencia a los
antibioticos se localizan en las entidades extracromosamicas denaminadas plismidos.

Si bien es cierto que las herramientas moleculares mos ayudan a definir problemas
taxonomicos, y de caracterizacion de cepas, también es cierto que énm ocasiones y de manera
especifica, en ¢l caso de Rhizobium dsociados a frijol no se ha encontrado o definido, imiciadores
que sean de uso generalizado, para llevar a cabo una discriminacion de cepas de mauera apropiada,
ya que si bien en nuestro caso se emplearan cuatro difereates tniciadores, los mejores resultados
fueron obtenidos con ERIC2, mientras que para el caso de Rhizabium asociados a frijol en
Austnia, lo fueron con RPO1 tanto por Sessitsch ef al. (1996), de igual forma por Richardsoa ef
al. (1995) en Ruzobium sp.. Otra de las posibles causas de tal variabilidad, es la transferencia
horizontal de genes (Flores e? al.,, 1988; Garcia de Los Santos ef al. 1996; Mercado Blanco y
Toro, 1996). Ademas de que se ha argumentado que los elementos repetitivos, cambian mas
rapido, que el genoma como un todo (Marrinez-Romero, 1994).

Para el caso de la Bradirshizobia, la situacion es diferente, en virtud de que el proceso de
fijacion de mitrogeno se encuentra nserto en el cramosoma y no se tiene marcada interferencia por
los plismidos, con lo cual se han generado resulatdos de caracterizacion REP y ERIC-PCR que
correlacionan entre si, asi cowo por otros procedimientos de caracterizacion (perfil de proteinas o
analisis de cidos grasos totales entre otros) (Zhan ez al ., 1995; Nick et al , 1995).

Come se indicd en otro apartade, la clasificacion bacterians se puede basar en
caracteristicas fenotipicas y/o gemotipicas, sin embarga, recientemente el subcomite de la

taxonomia de RAizobiaceae, propuse recomendaciones taxondmicas en las que se incluyan los
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estandares minimos, involucrando para ello: tres caracteristicas genotipicas (homologia
ADN:ADN, RNAr y RFLP's), tres caracteristicas fenotipicas (propiedades simbidticas,
caracteristicas de cultivo y morfolégicas) y una caracteristica mixta (MLEE) (Graham ef al.,
1991).

En nuestros resultados, a pesar de que solamente 45 aislados se emplearon para los analisis
de MLEE, se determinaron (ocho ET’S) electroferotipos, lo cual demuestra una reducida
diversidad, a pesar de que el tamafio de muestra es pequefio, pero significativa si consideramos
los criterios sefialados por Gordon et al, (1995), dado que ésta es representativa de una region
altamente productora de frijol y sobrepasa a los tamafios de muestra considerados por otros
autores en el caso de México (Pifiero et al., 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 perténecen a éste grupo cromosomico dominante, sea altamente efectivo,
resultados similares se han reportado para el caso de R leguminosarum biovar trifolii (Leung ef
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 comin (Pifiero e al., 1988; Souza, 1992;
Segovia et al., 1993; Souza ef al., 1994) y poblaciones no nodulantes (Segovia ef al., 1991). En
esta enorme riqueza genética, se podran encontrar cepas capaces de fijar N, y nodular leguminosas
en diferentes habitats y con alta eficiencia (Souza ef al., 1994). Asimismo, se ha encontrado una
amplia diversidad genctica y diferencias entre poblaciones sobre una pequeiia escala espacial y
temporal al igual que la presencia de recombinantes, lo que indica que en estas bacterias los
nuevos genes podrian facilmente escaparse de la poblacion, lo que sugiere que la recuperacion y
éxito de una cepa particular modificada e itroducida de Rhizobium etli puede ser muy baja
(Souza et al., 1994). Si consideramos éstas regiones, con nuestra area de estudio, contrastan con
respecto a los estudios previos en las condiciones climatologicas, siendo aquellas mas benévolas
para ¢l cultivo, que la semiarida, region a la cual pertenece Feo. I Dgo.

Por otra parte, esta metodologia mostré una buena correlacion con los analisis de la
subunidad 168 del tRNA, resultados que concuerdan con los publicados por Sessitsch ef al.,
(1996) para el caso de fijol, sm embargo, se ba reportado que en el caso de Bradyrhizobia,
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también se ha reportado resultados similares (Bottomley et al., 1994), confirmando con esto la
utilidad futura de 13 técnica,

Empleando los parametros de distancia genética, los resultados mostraron que la estructura
cromosémica de la poblacion rizobial que nodula frijol es clonal y estan de acuerdo con diversos
estudios (Piiiero ef al., 1988; Demezas et al., 1991; Martinez-Romero et al., 1991; Segovia ef al.,
1993; Souza et., 1994; Gordon et al., 1995). Asi mismo, se determiné una reducida variacion
polimorfica para las diferentes enzimas evaluadas como consecuencia, se encontrd la diversidad
mas baja reportada para esta especie (H=0.105). Una distancia genética de 0.23, establecen que
una sustitucin en uno o mas codones se ha llevado a cabo en un 23% de el loci genético, lo cual
mdica 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 electrostatica es un caracter adaptativo importante de las proteinas, las electroformas
pueden ser raras, comparadas con variantes que no afectan la carga de polipéptidos (Ayala, 1978).

Aun y cuando la diversidad genética reportada en la literatura para R et/i es de las mas
altas (H=0.691), que la previamente reportada para alguna simple especie de bacteria bien
estudiada, incluyendo Escherichia coli (Pifiero ef al., 1988), hasta ahora no se ha considerado la
influencia de las condiciones ambientales sobre dicha diversidad. En este estudio podrian ser la
sequia 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 utilizé una alta dosis de fertilizacién (120 kg N ha™) como sulfato de amonio, se
registro el menor nimero de patrones de RIA. estos son algunos elementos que nos hacen pensar
en lo planteado por Sombroeck (1994) quien sefiala “el monoculﬁvo, con altas tasas de entrada de
fertilizantes minerales y control quimico de enfermedades y plagas, disminuiran la diversidad de
especies, tanto en la superficie como bajo del suelo, o en el ultimo de los casos las inactivan
(Rhizobium y micorrizas)”.

Por otra parte, Flores ef al. (1988), seiialan que bajo condiciones de estres en nuestro caso
sequia) o mantpulacién genética, las células rhizobiales presentan rearreglos genéticos y ademas
reducen el intercambio genético, lo cual podria ser una explicacién para la obtencion de una

diversidad baja (solamente dos ET's), de igual forma, otro factor como los seiialados por Young
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(1985), es quiza la estrecha base geografica 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 habitats pueden alterar
significativamente las secuencias de amimodcidos, particularmente en el caso de enzimas
reguladoras moduladas alostéricamente, surge el hecho de si ésta vanabilidad, detectada por
ensayos electroforéticos, refleja la adaptacion diferencial que sobre las consideraciones fisiologicas
se han llegado a suponer (Johnson, 1978). Si en realidad. las variantes en movilidad
electroforéticas reflejan adaptaciones diferenciales, entonces, se podra predecir que dicha
vanabilidad correlacionara con diversidad ambiental, esto es, que el numero de nichos disponibles
de alguna manera sefialan la vanabilidad. Un gran numero de estudios reportan correlacion entre
niveles de variabilidad entre proteinas y latitud, diversidad de especies entre otras. No es claro, si
la variabilidad en los tropicos se podria ver como reflejo de estabilidad de algin factor ambiental
tal como temperatura, o variacion de algin factor, tal como diversidad de alimento disponible
(Johnson, 1978). El punto de vista mas aceptado es que, el polimorfismo se mantiene en una
poblacion natural por alguna forma de seleccion balanceada. Se propone que la seleccion no actua
sobre loci polimorficos individuales, por el contrario lo hace sobre fenotipos metaboélicos
integrados, ya que el polimofismo se selecciona especificamente porque este amortigua la
integracion funcional de perturbaciones ambientales (Johnsosn, 1978), y con ello posiblemente sea
la base para una posible explicacion 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 agroecolégicas que prevalecen para dicha area.

Por otra parte, el hospedero, parece jugar un papel importante en la diversidad genética
encontrada. Asi, 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 subdivision Al se aislaron de una sene de Medicago anuales y perenes y son
aparentemente cosmopolitas (Gordon ef al., 1995). Sin embargo, en nuestro estudio, tal situacion
00 parece operar, al contrario tal parece que el uso del monocultivo tiende a reducir la diversidad
genética.

Los analisis con cepas desprovistas (curadas) de plismidos de R leguminosarum biovar

viciae (Hynes, 1990), R etli (Brom etal,, 1992) y R. fredii (Barbour y Elkan, 1990), han
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demostrado que las secuencias requeridas para alcanzar los niveles de competencia de las cepas
estin distribuidos entre diversos plasmidas no simbidticos (nopSym). La capacidad simbidtica de
las cepas rhizobiales, depende de la interaccion de un gran nimero de factares, algunos de los
cuales estan directamente mvalucrados em el proceso, mientras que otros lo hacen mdirectamente.
Las secuencias genéticas relacionadas con esta seric de factores estin distribuidas entre los
diferentes plasmidos (Garcia de los Santos et al., 1996). Asimismo, Mercado-Blanco y Toro
(1996), seialan que grandes nopsym autotrasmisibles estan ligados com la sintesis de
bacteriocininas y que lo mas probable es que afecten la competencia. En ¢l caso de R. et/i, Brom et
al., (1992), seilalan que el plismido e se requiere para mostrar la competencia de la cepa tipo
sitvestre CFN-42. Mientras que en R leguminosarum biovar &ifolii, los plasmidos cripticos
(napSym), afectan las caracteristicas simbioticas. Por gjempla el pRtrW 14-2a, parece mcrementar
1 nodulacién y el curado del plismidos pRtrW8-7b resulta en un retardo en la formacion de
wodulos, En R meliloti, se ha demostrado que los genes de origen de nopSym estan directamente
mvolucrados en la eficiencia aodular (Toro y Olivares, 1986)

Tal y como se ha seialado por otros trabajos, Rhiizobium preseuta una diversidad en
cuanto 4l nimero y tamafio de plismidos (Aguilar-Zacarias, 1990; Martinez-Ramero er al., 1991
Segovia et al., 1993}, lo cual se constata por los resultadas obtenidos en el presente estudio
(Figura 5) v los cuales probablemente son el resultado de los constantes rearveglos que en estas
poblacion se esten llevando a cabo aiio con afio, donde el estres (escasez de agua) es una de las
razones que lo explicase. Por el contrario Scwandt (1989), estuditando la estabilidad de plasmidos
de R phaseali encontrd que de 752 aislado, solamente uno presentd un perfil diferente, indicindo
que los perfiles permanecen sin al pasar por la planta. En nuestro estudio, la diversidad de
patrones encoutrados posiblemente son los respounsables de la alta diversidad de resistencia a los
atidioticos, ea virtud de la correlacion observada entre los perfiles de plasmidos y patrones
diferentes de resistencia a antibioticos con las cepas evaluadas, donde solamente los aislados Q4 y
Q22 que pertenecen a un mismo grupo de RIA, no presentaron ¢l mismo perfil de plasmidos. Sin
embargo, tal y como se sefiala por Van Rossum ef al (1995), en el sentido de que las
caracteristicas femotipicas y genéticas pueden estar o no correlacionadas, ya que si bien uns aha
relacion en el tADN es un pre-requisito, esto no necesariamente nos llevard a altos valores de

siilirud entre perfiles de RAPD, de protemas y utilizacion de substratos.
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La variabilidad de plismidos ngs idica que estos podrian juegar un papel importaute <z la
caracterizacion y definicion de una determinada cepa, en virtud de que una de las caracteristicas
sobresalientes de esta bacteria es su capacidad simbidtica y que no se ha consignado para las
poblaciones nativas en canjunto con los hospederas y que deberia de reconsiderar la posible
vilidez para definir una cepa.

Los modelos de perfiles de proteinas son utiles en la subdivision de grupos seroldgicos de
diferentes especies de rizobia, resulta ser una poderosa herramienta, para identificar cepas, sin
embargo €l procedimieato es laborioso (Jackman, 1987; Pastormi, 1992). Asi mismo se ha
propussto que el metodo se base en el procedimento de Lammli para una apropiada
estandanizacion de la técoica. Se ha considerado también que la electroforesis em geles de
poliacrilamida en dos dimensiones ofrece una mejor resolucion, €sta es coasiderablemente poco
prictica para manejar un gran piumero de cepas y se dificulta su estandarizacion (Jackman, 1987),
Resultados obtenidos por Roberts et af, (1980), lograron diferenciar grupos rtuzobiales de
aecimiento ripido (grupo II), las cuales se encontrabam completamente relacionados y fueron
muy diferentes a los de crecimiento rapido (grupo I), éstos fueron dificil de distmguir con claridad
e virud de la amplia diversidad mostrada, especialmente entre el grupe de los rhizobios que
todulan frijol Esta metodologia a resultado ser satisfactoria para la defmicion de especies de
Rhizobium, quando se emplea como marcador a una protema especifica como lo es la enzima
ghtamato smtetasa [1 (Taboada et al., 1996).

Resultados en los cuales se ha utilizado PAGE-SDS de una dimension, lograron establecer
wa mejor diferenciacion a nivel de cepas demtro de un mismo serogrupo para Bradyrhizobium
Japonicym (Kamicker y Brill, 1986; Brosckman y Bezdicek, 1989),

Los resultados indican, al igual que en el caso de MLEE, que cuando se apaliza las
racteristicas  genéticas como un todo, es un indicativo del comportamiento como tal del
organismo, ello lo demuestra resultados encontrados para las diferentes cepas analizadas,
udicando que el genotipa correspondid com el perfil de proteinas encontradas paca el
procedimiento establecido. Sin embargo, la metodologia es complicada en funcion de la
estandanzacion y procesamiento de muestra. Las rangos de peso molecular fueron de 135 hasta
1§ Kilodaltones, los cuales concuerdan con los publicados por Espmosa-Victoria ef al. (1989 )

para thizobios que nodulan fiijol y por Arredondo-Peter y Escamilla (1993), donde eu este ultimo
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caso, empleando cepas diferentes de otras localidades obtenidas por el Centre de Investigacién
Sobre Fijacion de Nitr6geno en Cuernavaca, Mor. los patrones de bandeo fueron muy diferentes
entre cada una de las localidades. . '
Finalmente, cabe sedialar que por los diferentes métodos de caracterizacion de cepas
utilizados, se pone de manifiesto que el analisis de microorganismos simbidticos, en el caso de
Rhizobium o Bradyrhizobium, la caracterizacién cromosomica {MLEE), en apanencia,
relativamente simple,’pone de manifiesto las diﬁcultades existentes para una clara definicidn a nivel
de cepa, em virtud de no correlacionar can los diferentes métodos empleados, esto probablemente
s deba a 1a presencia de plasmidos, como un factor principal que interfiere, asi como a la
dificultad de encoumtrar un sistema de estandarizacion universal para el processmuento de las
muestras, al someterse a la diversidad de métodos disponibles, para definir una cepa o especie en

particular.

Actividad Reductora de Acetileao (ARA). Los ensayos de reduccion 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, asi mismo, que los aislados
obtenidos de um miSmoO genotipo, DO Dnecesariamente S¢ COMPONtaromn [Mejor con su
corespondiente cultivar bajo condiciones de invernadero, estos resultados estan de acuerdo con
los reportados por Leung et al., (1994 a,b) para R leguminosarum biovar trifodii. Unicamente un
aislado en el cultivar “Negro Querétare” (QL7) presemtd el valor mas alto de ARA, mientras que
los otros dos Q14 y Q21 presentaron valores bajos (Figura 6). Asi mismo, los resultados de
caracterizacion con ERIC-PCR mostraron que Q14 y Q21, tienen un patron‘en comim y estan
compuestos cada uno de varios aislados, mdicindose con ello que la ocurrencia de una cepa
iesticiente es frecuente de acuerdo a las condiciones de estudio. .

Por otra parte, Nutman (1984), sefiala que para el caso de la simbiosis en trébol, la
efectividad esta mfluida por maltiples genes, dicha caracteristica es heredada de manera compleja,
1s0ciada com nodulacion temprana y la formacion de gram cantidad de tejido persistente
conteniendo bacteroides. Mientras que Soberon-Chavez y col. (1988), encontraron mis cambios
exructurales del plasmido sym, geaerando nuevos rearreglos que afectan tamto a genes mf y

modificacion de 1a expresion de la capacidad de nodulacion, mientras que Brom y col (1988)
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sefialan que diferentes tipos de plismidos sym, pueden couferic una determinada capacidad para
establecer simbiosis eficiente. Estas consideraciones se pueden constatar por el hecho de que
patrones diferentes de perfiles de plismidos fueron obtenidos en nuestros resultados, mientras que
Wheatcroft ez al. (1990), sefialan que las modificaciones de las estructuras superenrolladas del
ADN pueden ser responsables del desarrollo del nodulo y para la expresion de gemes simbidticos
en el caso de R melilots.

Las resultados obtenidos de la diversidad genética, nos indican que en el irea de estudio,
existe un electrodpo que predomina (ET-1) desde el punto de vista geneético, pero desde el punto
de vista simbidtico, existe una amplia diversidad, la cual se demuestra en virtud de que las cepas
scleccionradas por ERIC-PCR, pertenecen a dicho clectrotipo y presentaron diferentes perfiles de
plismdos al igual que cuando se emplean métados tradicionales o moleculares, con éstas y los
resultados obtenidos del mvemadero, nos hace supomer que el comportamiento simbiatico

dependera de las condiciones experimentales 2 que sea sometido ¢l microorganismo.

Competencia entre Cepas Nativay de Rhizobium y cepa tramsconjugante CIAT-
899;:gusA B, Se conoce que las leguniinosas permiten 8 las cepas rhizobiales homologas
peastrar y subsecuentemente desarrollar nodulos, mieatras que cepas heterologas y otras bacterias
del suelo no se les permite la entrada. La penetracion de los pelos radicales se encuentra bajo el
cortrol de la planta y 1a bacteria. Se considera que las infecciones son transitorias y ocurren mds
ripidamente en la zona de alargamiento de la raiz y la zona de pelos radicales emergentes mas
pequetios (Vance, 1983). Sin embargo, George y Robert (1992), sehalaron que la competencia
parece ser un cardcter flexible, pero dnicamente entre aquellas cepas que poscen una capacidad
bisica para competir, podran alcanzar una significativa ocupacion de nodules en planta. La
plasticidad de la competencia puede ser unicamente observada bajo condiciones controladas. No
w tiene evidencia de que la competencia de 1as cepas en el campo este en funcién del niimero de
célulss en la rizosfera (Abaido et al., 18990; Moawad et al., 1984; Robert y Schmidt, 1983),
wlemas de que muchas variables ambientales, caracteristicas mtrinsecas de la rhizobia y
determinantes genéticos del hospedero contribuyen a una sstisfactoria o falla de la cepas rizobiales
para ocupar waa significativa proporcida de nddulos, bajo wna sene de condiciones dadas (Thies et

al., 1992). Nuestros resultados de competencia mostraron que das de las tres cepas evaluadas
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fueron mas competitivas que la CIAT-899::gusAo-B (Tabla 18). La cepa Q21 (R ethi), resulto ser
pabre competidora, dade que por cads nddulo formade por ésta, se formaran dos por CIAT-
899::gusAo-B, resultados similares se encontraron en estudios de competencia entre gtras cepas
donde las pertenecientes a la especie R ¢tli resultaron ser menos competidoras (Martinez-Romero
y Rosenblueth. 1990).

Se ha demostrado que en el casa de chicharo, det ov Afganistéin la nodulacion por una cepa
podulante de Rhizobium puede ser suprimida por la presencia de una cepa mo nodulsate, Asi
mismo, s¢ ha encontrado en el caso de R meliloti, que la formacion de nddulos por un
dgtermimado nimero de cepas, se defiue por su capacidad para competir por los sitios de
nodulacidn de otra (Lie et al, 1982). Streeter (1994), sefiald que, sunque las estimaciones de
respuesta a la inoculacion variam afio con afio, la mayoria de sus resultados mdican que entre 5-
10% de los nodulos seran formados por la cepa moculada el primer afio. La aparente competencia
de las cepas puede variar dependiende de el genotipe hospedero.

El empleo de marcadores moleculares, tal como el gen gusA-q, se considera de particular
importancia para estudios de ecologia de Riuzobium (Wilson et al., 1994; Akkermans ef al., 1994;
Wilson et al., 1995; Sessitsch et al., 1996). Esta metodalogia tiene una seric de ventajas en
estudios de competencia comparacion con otras como lo son: resistencia a antibioticos
mducida (Bushby, 1981; Turco ef al, 1986), anticuerpos fluorescentes, etc. (Schmidt, et al,
1976). Los resultados indicaron que existe vanabilidad de competencia entre cepas nativas y las
moculadas, cuando se inoculan en pareja. El aisiado Q21 fue significativamente menos competitivo
que QL6 y Q19, asi mismo se observa que existe una tendencia en cuante al mismo mumero de
nodulos formados, tanto en la moculacion simple, como en inoculacion en mezcla, empleanda el
misme nimero de células, lo caul al parecer indica que el hospedero deja un mumero definido de
sitios disponibles para que sean ocupados por las células rhizobiales al parecer, cuando la cepa es
menos competitiva, s¢ reduce el numero de nddulos ¢ bien la planta induce una respuesta de
restriceion de 1a nodulacion. 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 af,, 1991 ; Sadowsky y Kregan, 1992 ; Ferrey e al., 1994 ; Lohrke ef al.,
1995 ; Sadowsky et al., 1995). Sin embargo, en el caso de frjol se ha comsiderado como una

tspeci¢ muy promiscua, la cual puede ser aodulada por un nimero alto de cepas diferentes de
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thizobia y par tanto se cree que no presente wna especificidad por un determinado tipo de cepa
(Martinez-Romero et ai.,1991; Hemandez-Lucas et al., 1999).

Es claro que la relacion Rhizobrum-leguminosa juega un papel preponderante en el
cicla del N, donde el proceso de nodulacién y FBN dependern del tipo de plants y flora nativa.
Asi mismo, una mayor nodulacion no es una garagtia de un incremento ea biomasa ni semilla aim y
cuando se meremente la FBN.

De manera global, el trabajo aporta elementos importantes que permiten reconsiderar a las
vepas nativas de Rhizobium asociadas a frijol, como una altemativa que permitid mejorar los
radimientos del cultivo en México. Es indudable que los estudios de las relaciones gencticas entre
los Rhizobium sp. y de éstos con los genotipos comerciales de (ijol, resultard una valiosa
alternativa para wutilizar, de una manera mas razenada y segura, los inoculantes en frijol,

empleando algunas cepas nativas de las zonas productoras del grano.
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CONCLUSIONES.

1- La fijacién de nitrégeno 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™

2.- Rhizobium etli es la especie dominante.

3- No s2 observo correlacién entre los diferentes métodos empleados para caracterizar los
aislados de Rhizobium sp. excepto para PCR-RFLP y MLEE,

4- Se observé uma baja diveisidad genética para Rhzobium (H=0.105). Esto podria estar

relacionado con las condiciones adversas de la region de estudio.

3- Las cepas nativas de Rhizobiwm Q16 y QI9, fueron competitivas, mientras que Q21, resultd
pobre competidora y formd un menor nimero de nddulos em el genotipa “Negro

Querétara” con respecto a la cepa CIAT-899 : .gus A-B



PERSPECTIVAS

Ante [a necesidad alimentaria mundial y el crecimiento de la poblacion, resulta imperativo
icrementar los readimientos de los cultivos basicos. Dentro de las alternativas para lograco se
acuentra €l uso de los fertilizantes mitrogenados, como alternativa immediata, sm embargo, el
proceso biologico de suministro “econdmica’/ecologico de N a través de uma mteraccion
simbigtica, jugard un papel determinante, no solamente para incremeutar los rendimientos de los
cultivos, simo para aminorar ¢l deterioro del suelo, la contaminacién por mitratos y el cansumo de
eneigéticos, mediante la poduccion de fertilizantes nitrogenados.

En México se cuenta con una enorme riqueza de flera, dentra de las cuales se encuentran
las leguminosas, las cuales deberan ser cousidesadas ampliamente como alternativas de solucion
futura para mejorar e incrementar los rendinuentos de cultivos y tener suelos mas fertiles.

Para el caso especifico de frijol, se debera contemplar un programa de mejoramiento
geudtico, en el cual se counsiderea los potenciales de rendintento asi como fijacidn bioldgica de
nitrogeno, que coulleven a incrementar al menas en un 30% los rendiniientos y tasas de¢ fijacion,
con respecto a los promedios reportados para las diferentes zonas agroecologicas del pais.

Las problemas especificos que pueden ser resueltos son: potencial de fijacion bioldgica de
utrogeno y uso eficiente de fertilizantes de los principales genotipos de frijol actualmente
uilizadgs, de 1gual forma, el uso potencial de las poblaciones nativa como potenciales moculautes

asi como evaluar el efecto de la mcorporacion de los residuos de frijol en rotacion con gramineas.
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ANEXO

Articulo aceptado para su publicacion en el libro: Molecular Biology in Soil Microbial Ecology
edited by Gudni Hardarson aud William Broughton, en el capitulo 16 y titulado: Nitrogen fixation
and nodule occupancy by native strains of Rhizobium spp. on different cultivars of Phaseolus
vulgaris by J. Vasquez-Arroyo, 1.1. Pefia-Cabiales, A. Sessitsch, and E. Martinez- Romero.
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Dear Dr. Pena-Cabriales,

As you will see, we are in the final stages of processing the book
which resulted from the co-ordinated research on Eniiancing Soil
Fertility and Crop Froduction by Belter Management of
Rhizobium. Your imanuscript entitled:

16. Nitrogen fixation and nodule occupancy by native
strains of Rlizobium spp. on different cultivars of
Phaseolus vulgaris by J. Vasquez, J.J. Pena-
Cabriales, A. Sessitsch, and E. Martinez-Romerg

has been edited as shown ou the manuscript. In general, we feel
that you have made a very worthwhile contribution to the
programune and that you data are very solid. With some additional
inputs, this could become a very fine paper. In particular, we would
like to ask you to strictly follow the Instructions to Authors for
Plant & Socil, and to seriously cousider adding a Discussion.
Afterall, you lave a lot of interesting information, some of which is
not adequately discussed (e.g. the lack of diversity amongst the
thizabial isolates), and careful comparison with published data
would be very useful. We have also spoken to Angela Sessitsch
who is willing to help finally prepare the manuscript should you so
desire. It would also be a good idea to show the MS to Dr.
Esperanza Martinez.



In any event, would you mind incorporating the marked changes
into the MS please and returning it to the above address as soon as
possible | but in any case not later than August 15. It would greatly
facilitate the final type-setting if you could return a printed copy of

your chapter along with a copy on a diskette in either MicroSoft
Word or WordPerfect for Windows 3.1 or higlher please.

We wish you all the very best,

R4
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Gudaoi Hardarson and Bill Brougliton,

Seibersdorf, June 27, 1996

cc. Dr. E. Martinez.
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Abstract

A field expeniment under rainfed conditions was conducted in Durango, Mexico, to
assess N,-fixation of three cultivars of common bean (Phaseolus vulgaris L.) using
PN-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 cultivars tested did not
show high variation in N;-fixation, the %Ndfa values ranged from 18.6 to 26.5.
Varability in N,-fixation efficiency among various native rhizobial isolates was
shown to be very high and our results indicate that differences in competitive abilitty
exist also. PCR-RFLP of the 165 rRNA gene and MLEE revealed that most of the
isolates are belonging to the species R. etii. Intrinsic antibiotic resistance analysis and
ERIC-PCR showed high diversity among isolates. In contrast, gur results using MLEE
show low genetic diversity (H= 0.105).
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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 z;gronumic goal, The capacity 1o fix N, is vartable among different genotypes
of commun bean, ranging fram 4 to 59 % nitrogen denived from the atmosphere
{Hardarson et al., 1993, Pefia-Cabrialcs and Castellanos, 1993, Pefia-Cabriales ¢t al.,
1993). Breeding programmes with the objective of enhancing nitrogen fixation and
yield of common bean are based on this vanabilily. Crop responses 1o incculation
with selected strains of RhAizobium are often low, frequentdy due to the high
competitive ability of native strains. In a survey conducted by Castellanos-Ramos et
al. (1993), on field trnals during the period (972 - 1992, only 12% of the trials showed
a statistically significant response to inoculation with elite strains. These observations
as well as reports demonsirating the large number and diversity of rhizobial strains
nodulating common bean in Mexican soils (Aguilar-Zacarias, 1990; Piflero et al.
1988, Araujo et al., 1986) suggest that the problem 1y complex. [hus, we decided (1)
to assess I\, fixation capacity of three cultivars of Phaseolus vuilgaris under rainfed
conditions using the YN methodology; (ii) to isclate and characterize indigenous
rhizobial strains nodulating different plant genotypes in a region of Mexico in which
common bean production is high and (it} to determine N;-fixation and competitive

ability of selected isolates.

Matertals and Methods

Field experiment and '°N methadology. A field experiment was conducted at the
experimental station of INIFAP in Fco. [. Madero Durango, Mexico. The saady soil
tad a pH of 6.8 and the organic matier content was 1.04%. Three common bean

(Phaseolus vulgaris [..) cultivars were planted: Flor de Mayo-M-38 (FM), Negro



Querétaro (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 "N 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 "N-labelled subplot of 1.5 m rows. After
planting, 10 kg N ha™ 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 plants 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 Kjehldah! procedure (FAO/OIEA, 1987). The percentage
nittogen fixed was calculated using the '*N dilution method (Hardarson, 1990) based

on the *N atom excess data obtained by emission spectrometry.

Strain isolation. A total of 53 Raizobiwm 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% HgCly, soaked for 3 min and rinsed five times with sterile water. Then, the
nodules were ¢rushed with a glass rod in & drap of sterile water. Loops of the nodule
suspension were streaked out on yeast mannito] agar (YMA) plates containing Congo

red ot Bromoathymal blue.

Intrinsic Antibiotic Resistance Patterns (LAR). Each isolate was grown in yeast
mannitol broth (YMB) for 24 b at 30°C. 100 pl of each culture were plated on a YMA
plate. Multidisks (12 Sensidisks; Sanofi, Diagnostico Pasteur, Mexica) were placed on
the surface and incubated at 28°C for 24 to 48 h. The antibiotics used were: amikacyn
30 pg, ampicillin 10 pg, cephalatine 30 pg, cephatrioxone 30 pg, chlorampheunicol 30
ug, dicloxaciline 1 pg, enoxacine 10 ug, erythromycin 15 pg, gentamycin 10 gg,
nctilmyein 30 ug, penicillin 10 U, trimethropin-sulphafurzaole 25 pg,



Isolation of template DNA for Polymerase Chain Reactions (PCR). A loop of cells
grown ovemight was resuspended in 50 pl 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
1 min and beiled for 2 min. Fiaally, 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 repctitive primers. Enterobacterial repctitive intergenic consensus
(ERIC) primers (de Bruijn, 1992) were used to fingerprint native rhizobial strains.
PCR amplifications were performed in a total reaction volume of 25 plr containing | x
PCR reaction bufter (50 mM KCI; 20 mM Tris. HCI, pH 8.0), 200 uM each of dATP,
dCTP, dGTP and dTTP (Pharmacia-LKB), 3 mM MgCl;, 4 uM ERIC2 primer, 2 pl of
cell extract and 2 U Tagq DNA polymerase (Gibco, BRL). All amplifications were
performed with a Perkin-Elmer themmocycler (Gene-Amp PCR System 9600) using
the following temperature cycle: initial denaturation at 95°C far | min, followed by 30
cycles 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 168 rRNA genc. 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 ul reaction volume with 8 pl cell
extract and 0.1 uM primers tD1 and fD1 (Weisburg et al., 1991). [nitial denaturation
for 1 min at 95°C 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 ul of the amplified DNA were digested with the restriction
enzymes Haelll, Alul, Tagl and Mspl (Gibco, BRL). The resulting DNA fragments

were analyzed by horizontal agarase gel electrophoresis in 2.5% agarose gels.



Mulcilocus Enzyme Electroplioresis (MLEE). Starch gel electtophoresis and
selective staining of enzymes was done as described by Selander et al. (1986). Seven
enzymes were assayed as follows: NAD-malate dehydrogenase (1.1.1.38) and
xanthine-dehydrogenase (i.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 ([ 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 af the corresponding struclural gene.

Electromorphic profiles for the seven enzymes (ETs) were equated with multilocus

genotypes.

Acctylene reduction activicy. Rhizobial isalates 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 10% cells per seed of selected rhizobial isolates (N7,
N11, N13, F3, F4, F11, 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 was determined using @ gas chromatograph with an flame

ionization detector and a type N Poropack column.

Cowmpetition experiment. A compgetition experiment was carried out in a growth
chamber (Conviron) at 19 - 22°C and 14 h photoperiod, where the cultivar Negro
Queretaro was grown 1n pots containing sand. The plants were inoculated seven days
after sowing using single incculations of strains CIAT899::gus410 B (Sessitsch et al.,
1996), Q16, QI9 or QZi or mixed inoculations (1:1) of CIAT899::gus410 B int
caombination with either Q16, Q19 or Q21. In all treatments, ¢ x 10 celis 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 gus4-marked strain.

Results

Ficld experiment. During the experiments the elimatic 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 2040 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 nadules per plant while FM-M-38 and N-3-117 formed §2 and

48, respectively (Table 1).

IARs of native rhizobial strains. Twenty-eight different intrinsic antbiotic
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 rfuzobial isolates show the

plant genotype from which the strain was isolated.

PCR using repetitive primers. ERIC-PCR gave a large number (26) of patterus
(Table 2, 3 and 4). All isolates obtained from difterent cultivars formed distinct

patterns.

PCR-RFLP of the 16S rRNA gene. This analysis was performed in order to classify
the 1solated rhizobia from common beans into species. The DNA fragment pattemms
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. trapici type [IA strain CFN299, while the majority of the isolates shawed

the same pattern as R, etli.

Multilocus enzyme electropharesis. Forty-five isolates were analyzed by MLEE 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 CFIN42 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 ERIC-PCR, were used to inoculate three plant genotypes and the
acetylene reduction of the resulting nodules was measured. Amounts of ethylene
produced {(uM of ethylene pla.nt'( h") 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 e;cperiment. The competetive abilities of three strains isolated from cv.
Negro Queretaro against K. tropici strain CIAT899::gus410 B were evaluated. The
isolates tested had different IAR and ERIC-PCR patterns (Tables 2, 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 N,-fixation (Bliss, 1993; Hardarson et al., 1993; Pefia-Cabriales and
Castellanos, 1993; Pefia-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 for plants exposed to drought during
the reproductive stage (8.6% Wdfa). The three cultivars tested did not Show high
variation in N,-fixation (%Ndfa values ranged from [8.6 to 26.5). Higher variation
was reported by Hardarson et al, (1993). In that study ta two states of Mexico, 37 bean
cultivars were tested for their N, 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 [rapuatg, 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 Queretara 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 necessarily show better performance with the gorresponding
cultivar. Only one isolate obtained from the cv. Negro Queretaro, Q17, had a high N;-
fixation capacity while the other two isolates, Q14 and Q21, performed poorly on that
cultivar. Furthermore, ERIC-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 vanability in N;-fixation
cfficiency among varigus native rhizobial isolates in combination with different plant
genotypes was shown to be extremely high, competitive ability has ta be considered
carefully. Our competition experiment also indicated vanability in competitive ability
among different native strains. Isolate Q21 showed significantly lower competitive
ability than Q16 and Q19 in competing with R tropici strain C1AT899::gus410 B.

Nevertheless, competitive abilities against other indigenous, adapted strains might be




3]

different. Our results indicate that differences among native strains in competition as
well as in N,-fixation exist. [t would be interesting to perform competition
expeniments 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-Zacarias (1990) with a comunercial bean line grown in
the state of Zacatecas, Mexico. ERIC-PCR also showed high diversity, but there was
no cotrelation between the antibictic 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 165 rRNA gene and MLEE revealed that
most of the isolates are R. et/i. 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) pethaps
contributtng 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 comrespond to a single electrophoretic type. Values of diversity of
¢onuno 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; Souzu et al., 1990,
Pifiero 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 byv. trifolii (Leung et. al. 1994a, b and c). The reason
why only a limited diversity of the R. e¢/i population is encountered in nodules in this
region remains to be e¢stablished 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 agnicultural 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 N,-fixation in common beans.
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Table 1. Nodule number, % N derived from athmosphere (%Ndfa), % N derived from
fertilizer (YaNdff) and % N derived from soil (%Ndfs) ia three cultivars of common

bean (Phaseolus vulgaris L.) grown in Francisco 1., Madero Durango, Mexico, during
the spring and summer 1994.

Nodule

Cultivar Y%Ndfa YaNdff Y%Ndfs number
Negro Queretaro 26.5° 1.6° 65.9° 82°
FM-M-38 18.6° 8.6° 72.8° 52
N-3-117 20.1° 8.7 71.2° 48"

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.

{6

Rhizobial isalate IAR ERIC-PCR MLEE
Ql IAR-1 PCR-1 MLEE-1
Q2 1AR-2 PCR-1 MLEE-1
Q3 IAR-3 PCR-2 na*
Q4 IAR-2 PCR-3 MLEE-1
Q5 [AR-2 PCR-3 MLEE-1
Q6 [AR-4 PCR-4 MLEE-1
Q7 IAR-5 PCR-5 MLEE-1
Q8 IAR6 PCR-3 MLEE-1
Q9 [AR-7 PCR-3 MLEE-1
Q10 IAR-8 PCR-6 MLEE-1
Q12 [AR-9 PCR-7 MLEE-1
Q13 [AR-10 PCR-8 MLEE-1
Qi4 [AR-11 PCR-7 MLEE-2
QIS [AR12 PCR-7 MLEE-3
Qlé [AR-7 PCR-S MLEE-4
Q17 [AR-7 PCR-10 MLEE-I
Q18 IAR-{3 PCR-10 MLEE-1
Ql9 [AR-14 PCR-7 MLEE-5
Q20 [AR-2 PCR-7 MLEE-1
Q21 IAR-12 PCR-11 n.a.
Q22 IAR-2 PCR-11 MLEE-1
Q23 [AR-7 PCR-12 MLEE-1
Q24 IAR-15 PCR-1] MLEE-1
Q25 [IAR-16 PCR-7 MLEE-1
Q26 [AR-17 PCR-13 MLEE-1

e n.a. significates not analysed




Table 3. Intrinsic antibiotic resistance patterns, ERIC-PCR profiles and MLEE
groupings of rhizobial isolates obtained from the Phaseolus vulgaris L. cultivar Flor
de Maya-M-38.

Rhizobial isolate TAR ERIC-PCR MLEE
FMI 1AR-1 PCR-1 MELEE-(
FM2 [AR-2 PCR-2 MLEE-1
FM3 JAR-3 PCR-2 MLEE-1
FM4 [AR-4 PCR-3 MLEE-{
FMS5 TIAR-5 PCR-4 MLEE-6
EM6 [AR-6 PCR-2 MLEE-1
FM7 1AR-7 PCR-5 MLEE-1
FM8 [AR-8 PCR-2 MLEE-1
FM9 1AR-9 PCR-2 MLEE-1

FM10 IAR-S PCR-6 MLEE-I
FMILL 1AR-S PCR-7 MLEE-1
FMi2 {AR-10 PCR-7 MLEE-I
FMI3 IAR-5 PCR-3 MLEE-1
FMl14 IAR-5 PCR-7 MLEE-1
FMILS 1AR-11 PCR-8 MLEE-I
FML6 IAR-3 PCR-9 MLEE-1
FML7 1AR-12 PCR-10 MLEE-I
FMI18 [AR-12 | PCR-11 MLEE-1




Table 4. Intripsic antibiotic resistance patterns, ERIC-PCR profiles and MLEE
groupings of rhizobial isolates obtained from the Phaseolus vidgaris L. cultivar N-3-
117.

Rhizabial iselatc [AR ERIC-PCR MLEE
NI TIAR-1 PCR.1 MLEE-I
N7 [AR-2 PCR-2Z MLEE-1
N8 IAR-3 PCR-3 MLEE-I
N9 {AR-4 PCR-4 MLEE-i

Ni9 IAR-5 PCR-5 MLEE-2
Nl IAR-3 PCR-6 MLEE-1
Ni2 1AR-6 PCR-7 MLEE-1
Ni3 TAR-5 PCR-7 MLEE-1
N14 [AR-7 PCR-6 MLEE-3
N15 [IAR-7 PCR-8 MLEE-]




Table 5. Number of nodules formed on cv. Negro Queretaro in a competition

experiment to detcrmine the competitive ability of three native isolatcs against strain

CIATE99::gus410 B,

STRAIN NODULE NUMBER PLANT-!
Single inoculation 1:1 Mixed inoculation
GUS-marked Unmarked strain
strain .
Qié 107° 4° 96°
Q19 108* i 103*
Q21 67" 43° 24°
CIAT&99::gus410 B 90°

Means (within one colurnn) that are not significantly different from each other at P = 0.05 share the
same letters as superscripts.
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l-lg. .l Effect of common bean cultivar and rhizobial strain on acetylene reduction
activity at flowering.
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