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4 RESUMEN )

En el Noreste de México existe gran diversidad de leguminosas nativas utilizadas en baja escala como alimento del ganado caprino y
ocasionalmente para el ganado vacuno. La rhizobia son bacterias del suelo que pueden formar nédulos, en los cuales se fija nitrégeno
en las raices de las plantas leguminosas de una manera especifica. A estos microorganismos pertenecen los cinco géneros del
dominio Bacteria: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium en la subdivisién alfa de las
proteobacterias. Se determino la diversidad genética de la rhizobia asociada a cuatro leguminosas arboéreas de la Regién Noreste de
México a través del empleo de la técnica de MLEE y Perfiles de plasmidos por la técnica de Eckhardt modificada. Un total de 249 nédulos
fueron obtenidos de plantas de Prosopis glandulosa (74), Acacia farnesiana L. (97), A. amentacea L. (26) y Leucaena leucocephala
(52) . El 45% de los nodulos se perdié en el proceso de aislamiento. Los noventa y dos aislados fueron empleados para realizar el
estudio de diversidad genética mediante enzimas: IDH, G6P, G2D, ALD, MDH y PGM. Se emplearon seis cepas de referencia
Bradyrhizobium japonicum, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium etli (CFN42T), R. tropici Il A (CFN- 2997), 73F (Mesorhizobium spp.)
y 15P (Sinorhizobium spp. por definir, aislada de Acacia). Los resultados confirman una amplia diversidad genética de la rhizobia
asociada a leguminosas arboreas del Noreste de México (H=0.846) y un amplia diversidad de perfiles de plasmidos. Es probable que
diferentes especies de rhizobia se encuentren asociadas a estas leguminosas.

Palabras claves: Ribotipificacion, Reaccién en Cadena de la Polimerasa, Prosopis, Movilidad Electroforética de Enzimas, Perfiles de
Plasmidos.

SUMMARY

In the Northeast of Mexico exists a great diversity of native leguminous that are used as forage for livestock (mainly for goat and
occasionally for bovine). Rhizobia are soil bacteria that can form nodules, in which they fix nitrogen on leguminous plants in a host-
specific way. These rhizobia belong to the five genera: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium and Sinorhizobium
in the alpha subdivision of the protobacterium. The objective of this study was to assess the genetic diversity of rhizobia associated
to four leguminous trees of the northeast of Mexico trough the MLEE and plasmid profile techniques. A total of 249 nodules obtained
from plants of Prosopis glandulosa (74), Acacia farnesiana L. (97), A. amentacea L. (26) and Leucaena leucocephala (52). About
a half of nodules was lost (45%) during the isolating process isolate technique. A total of 92 isolates were analyzed for the
determinations of genetic diversity using six enzymes: IDH, G6P, G2D, ALD, MDH , PGM. The reference strains Bradyrhizobium
japonicum, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium etli (CFN427), R. Tropici Il A (CFN-2997), 73F (Mesorhizobium sp.) and 15'P
(Sinorhizobium sp. isolated from Acacia). The results confirm a wide genetic diversity of the rhizobia associated to leguminous trees
in northeast of Mexico (H=0.846) and this is supported by the diversity of plasmid profiles found. Probably different species of rhizobia
are associated to these leguminous.

@dex Word: ribotyping, polymerase chain reaction, Acacia, Prosopis, Multilocus Enzyme Electrophoresis, Plasmid profile. )

INTRODUCCION fertilizantes quimicos contribuye con 25% y los proceso

biolégicos lo hacen con 60% (Zaharan, 1999). La fijacién

La atmosfera contiene aproximadamente 10**  biologica del nitrégeno se define como el proceso de

Tm de N, gaseoso, y el ciclo del nitrégeno involucrade  reduccion del nitrégeno atmosférico a amonio, realizada

manera global la transformacion de aproximadamente por organismos procariotas los cuales contienen el

3x10° Tm afio™. Sin embargo, la transformacion o fijacion ~ complejo sistema enzimatico denominado nitrogenasa.
de N, no es exclusivamente biolégica. Se estima que

los relampagos contribuyen con 10% del suministro Las rhizobia, son bacterias del suelo que pueden

mundial del N fijado. La industria de los fertilizantes formar nédulos en laraiz, en los cuales se fija nitrégeno

también contribuye con una cantidad significativa de en plantas leguminosas de una manera especifica

fijacion quimica. La produccion de N fijado por los (Zhang et al., 2000), estos organismos pertenecen a
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cinco géneros del dominio Bacteria: Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y
Sinorhizobium en la subdivisién alfa de las proteobacterias
(Terefework, et al., 1998).

Una eficiente simbiosis Rhizobium-leguminosa,
pasa a través de una serie de pasos iniciando con la
colonizacion de la rizésfera de la planta por los
microorganismos y terminando con la fijacién biolégica
de nitrégeno (FBN) dentro de una nueva estructura
anatémica, el nédulo. En el proceso de interaccién
simbiética, se da un desarrollo especifico entre el
microsimbionte y la planta. Dicha especificidad es
expresada en una etapa temprana del curso de la
infeccion y resulta de multiples interacciones de los
productos de la bacteriay la planta.

Debido a los estudios de filogenia molecular que
relacionan objetivamente a los microorganismos, las
perspectivas de diversidad microbiana han mejorado
enormemente en las dos décadas pasadas. Los arboles
filogenéticos basados en las secuencias de genes, son
mapas con los cuales se articula el concepto alusivo a
la biodiversidad (Hungenholtz et al., 1998). De esta forma,
los andlisis comparativos de la subunidad del acido
ribonucleico ribosomal (rRNA; 16S o 18S) y otras
secuencias de genes demuestran que la vida se coloca
en tres principales dominios: Bacteria, Eucaria, y
Archaea (Wose 1987; Wose et al., 1990). La diversidad
biolégica, comprende a todas las especies de plantas,
animales, microorganismos, al ecosistema y procesos
ecolégicos de los cuales forma parte. La diversidad
genética, es la suma total de informacién genética
contenida en los genes individuales de plantas, animales
y microorganismos que habitan la tierra (McNeely et al.,
1990).

Se considera que los centros de origen y
domesticacion de las leguminosas, presentan los mas
altos niveles de diversidad genética de las especies de
rhizobia correspondientes y, dentro de la enorme riqueza
genética se podran encontrar cepas capaces de fijar
nitrégeno y nodular leguminosas en diferentes habitat
con una alta eficiencia (Souza et al., 1994).

Los efectos de las practicas de manejo del suelo
sobre la diversidad microbiana no se conocen. Se ha
sugerido que la agricultura crea un ambiente altamente
selectivo y homogéneo que reduce la diversidad bacterial
(Martinez y Caballero, 1996) y esto ha sido demostrado,
ya que la aplicacidn de fertilizante a suelos sin fertilizar,
lleva al decremento de la diversidad rhizobial en nddulos
simbidticos de frijol (Caballero y Martinez, 1999). En
estudios realizados en frijol sin fertilizar se ha encontrado
una reducida diversidad genética (H=0.105), donde la
sequia pareceria ser una de las posible explicaciones

Diversidad genética de rhizobia asociada......... Marcia Maribel Martinez-Scott

paradicho valor (Vasquez et al., 1998). Una de las formas
para demostrar la diversidad genética, es mediante el
estudio de las variantes de movilidad electroforética de
la actividad para multiples enzimas; por consiguiente se
consideré importante correlacionar ésta con la efectividad
de las cepas bajo condiciones de invernadero (Martinez
etal. 1991).

La familia leguminosa es una de las mas
grandes, agrupando unos 650 géneros y 18 mil especies
(Carranzay Villarreal, 1997). En el Noreste de México
existe una gran diversidad de leguminosas nativas que
son utilizadas en baja escala como forraje para el ganado
caprino y en algunos casos para el ganado vacuno;
dentro de estas, las principales especies nativas se
encuentra el “mezquite” (Prosopis glandulosa L.), el
“huizache” (Acacia farnesiana L.),”chaparro prieto” (A.
amentacea L.) yla“leucaena” (Leucaena leucocephala
L.) recientemente reintroducida y adaptada a la zona
arida. Esta area corresponde a una superficie de
4'189,718 hectareas de las cuales el 24% son de riego;
para esta superficie, se requieren 200 mil toneladas de
nitrégeno al afio para satisfacer las necesidades de los
cultivos. (Maldonado y Garza, 2000).

El explorar la vida microbiana asociada a la
Rizosfera, tiene su fundamento cientifico y aplicacion
actual, éste se ha visto favorecido por los avances en
las técnicas de la biologia molecular que permiten
conocer la distribucién de los microorganismos dentro
del ecosistema y ayudan a explicar las respuestas de
crecimiento observadas en las plantas gracias a la
produccion de sustancias que actlan como promotoras
de crecimiento vegetal, principalmente en las primeras
fases de desarrollo. La fijacién simbiética de nitrégeno,
por ser la Unica fuente de fertilizacién nitrogenada que
no contamina, merece ser explorada como una
alternativa para domesticar y mejorar el cultivo de las
leguminosas.

El objetivo del presente trabajo fue estimar la
diversidad genética de las poblaciones nativas de rhizo-
bia, asociadas a cuatro leguminosas del Noreste de
México mediante las técnicas de movilidad
electroforética de enzimas (MLEE) y perfiles de
plasmidos.

MATERIALESY METODOS

Sitios de muestreo. La recoleccién de nédulos
en campo se realiz6 en los siguientes sitios de estudio,
pertenecientes a los ejidos: El Retiro (R), Aquiles Serdan
(A) San Pedro (S) [Del municipio de San Pedro Coah]y
Monterrey (M) [ Municipio de Monterrey, Nuevo Leén,
México].



Andlisis de suelo. El andlisis fisico-quimico de
los suelos correspondientes a los sitios de estudio,
incluyd: potencial de hidrégeno (pH), densidad aparente
(da), conductividad eléctrica (C.E.), contenido de macro
(N, Py K) y micro elementos (Mg, Mn, Mo, B, Zn),
clasificacién de los suelos y contenido de materia
organica (M.0.) de acuerdo con las especificaciones
del Departamento de Suelos de la Universidad Autbnoma
Agraria “Antonio Narro” Unidad Laguna.

Determinacién de rhizobia. La determinacion
del NMP (nimero mas probable) se realizé mediante la
técnica de inoculacion en planta (Brockwell 1982),
empleando Phaseolus vulgaris como cultivo trampa,
debido a su gran precocidad para hodular y por su amplio
rango de hospedera (Comunicacion personal de la Dra.
Esperanza Martinez-Romero, 2001). Centro de Fijacion
de Nitrégeno. UNAM. Cuernavaca, Morelos, México.

Obtencién de nddulos. Se realizé un muestreo
en los sitios de estudio, conforme a las indicaciones
establecidas por INIFAP del Estado de Nuevo Ledn. El
muestreo de plantas de “mezquite”, “leucaena” y
“huizache” fue en plantas con una altura de 1.5 a 2
metros, excavando alrededor de laraiz, extrayéndose
toda la planta junto con la raiz. Del total de nddulos
presentes, solamente se considerd para propositos de
estudio tomar el 15% de acuerdo con lo establecido por
Moreira et al., (1993). Los nédulos colectados de cada
planta fueron depositados en tubos de ensaye
conteniendo silicagel y conservados en refrigeraciéon a
4 °C hasta su procesamiento.

Desinfeccion de nédulos. La esterilizacion de
nodulos se llevo a cabo conforme lo establecen
Somasegaran y Hoben (1985); se rehidrataron en agua
destilada durante 30 minutos, posteriormente se lavaron
con alcohol etilico al 70% e hipoclorito de sodio al 25 %
y se enjuagaron ocho veces con agua destilada estéril.

Aislamiento de rhizobia. Cada nédulo
desinfectado se trituré y sembré mediante estriado en
placa con extracto de levadura y peptona (PY) (Vincent,
1975). La composicién del medio por litro de agua fué: 3
g de extracto de levadura, 5 g de peptona caseinay 15
g de agar (Noel et al, 1984). Se agreg6 1 ml de cloruro
de calcio (0.14 mM, esterilizado por separado) por cada
100 ml del medio de cultivo, a los cuales se les adicion6
20 mg L del antibiético cicloheximida (Caballero y
Martinez, 1999) y las cajas fueron incubadas a 30°C. Al
tercer dia se procedi6 a reaislar la bacteria en PY
conteniendo 20 mg L* de acido nalidixico.

Inoculacién de plantas. Para la autentificacién
de la rhizobia mediante la inoculacion de plantas se
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usaron semillas de Phaseolus vulgaris las cuales fueron
lavadas, desinfectadas y puestas a germinar sobre cajas
Petri con agar-agua (1%) e incubadas a 30°C durante
36 horas. Las plantulas fueron inoculadas con cada uno
de los aislado de rhizobia obtenidos de plantulas del
campo y se mantuvieron durante 20 dias en
contenedores de unicel de 2 L, los cuales fueron regados
con una solucion de Faraheus libre de N (10 ml de
NaH,PO, .2H,0, 10 ml de KH,PO,, 10 ml de CaCl,, 10
ml de MgSO, .7H,0, 10 ml de citrato férricoy 1 ml de
solucién de elementos traza (Martinez et al., 1985).

Caracterizacion de los aislamientos. El
aislamiento de un microorganismo se define como el
procedimiento mediante el cual una especie dada de
microorganismo presente en una muestra particular se
obtiene en cultivo puro, mientras que una cepa, se
considera como una célula o poblacién de células que
tienen las caracteristicas dadas de un tipo de
microorganismo o de un género particular o especie.
El andlisis para la caracterizacion de los aislados de
rhizobia asociada a leguminosas arbéreas a nivel de
cepas, fue a través del empleo de la movilidad
electroforética de enzimas (MLEE) (Selander et al., 1986)
y perfiles de plasmidos por la técnica de Eckhardt,
modificado por Wheatcroft et al. (1990).

Preparacion de lisados rhizobiales para
MLEE. Se tomé una asada de cada uno de los aislados,
los cuales fueron crecidos toda la noche en agitacion
continua a 250 rpm a 30°C en matraces conteniendo 50
ml de PY y 500 ml de cloruro de calcio (10 mM). Las
células se cosecharon por centrifugacién a 8000 rpm
durante 10 min. Se prepar6 por separado la lisozima (1
mg mlt) conteniendo sulfato de magnesio 10 mM y se
agregaron 50 ml a los tubos con el contenido de las
células e incubandolas por 10 minutos a temperatura
ambiente; posteriormente se colocaron a—70°C por 10
minutos y finalmente se mantuvieron en hielo para
trabajar.

Latécnica de electroforesis en gel de almidén 'y
tincion selectiva de enzimas aplicada para el estudio de
la genética de poblaciones y sistematica de bacterias
ha sido descrita previamente por Selander et al., (1986).
Se estudiaron seis enzimas con sus respectivos
sistemas tampon, los cuales fueron: IDH, isocitrato
deshidrogenasa (1.1.1.42); G6P, glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (1.1.1.49) en tris-citrato pH 8.0; ALD,
L-alanina deshidrogenasa (1.4.1.1) en tris acetato pH
7.5; MDH, NAD Malato deshidrogenasa (1.1.1.38), tris
citrato pH 7.5.; GD, glutamato deshidrogenasa (1.1.1.46),
tris, pH 8.0; PGM, fosfoglucomutasa (2.7.6.1), tris borato
pH 8.2. Las diferentes variantes de movilidad,
denominadas electroformas o electrotipos (ET’s) para
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cada enzima, se numeraron en orden decreciente de
acuerdo a la movilidad, siendo igualadas en los alelos
de los correspondientes locus de genes estructurales y
perfiles de electroformas para las seis enzimas. LoSET's
fueron comparados con los multilocus de los genotipos.
Se elaboraron dendogramas, mediante la construccién
de matrices de distancias, empleando el programa
Unweighted Pair Group Method (UPGM) con medias
aritméticas, proporcionado por la unidad de
Ribotipificacion. Centro de Investigacion sobre Fijacion
de Nitrégeno. Universidad Autbnoma de México,
Cuernavaca, Morelos.

Cepas de referencia de rhizobia. Las cepas
de referencia fueron proporcionadas gentilmente por la
Dra. Esperanza Martinez Romero, de la unidad de
Ribotipificacién del Centro de Fijacién de Nitrdgeno de
la UNAM, en Cuernavaca, Morelos; México. Cepas de
referencia: CFN42T Rhizobium etli, CFN299™ R. tropici
tipo B, USDAO6 B. japonicum, 73f (Sinorhizobium spp.)
y 156°P (Sinorhizobium spp. por definir aislados de
Acacia farnesiana) y Sinorhizobium meliloti.

Perfiles de Pldsmidos. El total de 95 aislados
de rhizobia obtenida de nédulos de plantas de las
diferentes localidades en estudio, fueron analizadas para
determinar sus perfiles de plasmidos mediante el
procedimiento de Eckhardt (1978), modificado por
Wheatcroft et al. (1990).

RESULTADOSY DISCUSION

Andlisis de suelo. En general, los suelos son pobres
en N, caracteristica necesaria para que se lleve a cabo
la FBN. El mayor valor promedio lo presenta el sitio de
“El Retiro”; asi mismo se encuentran diferencias en el
contenido de rhizobia, destacando el sitio de “San Pedro”
con el valor mas alto (28,200 rhizobia NMP g suelo).
Cabe destacar para el sitio “San Pedro” los contenidos
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en calcio (17.2 ppm), sodio (5.43 ppm) y Cu (2.02
ppm)(Cuadro 1).

Por los resultados obtenidos, el contenido de N
en el ejido “El Retiro” de acuerdo a las tablas de Echevest
indica que esrico en N, incluso en fésforo, lo cual podria
afectar la simbiosis de la rhizobia segiin lo manifiestan
Caballero y Martinez (1999). Sin embargo, las localidades
“Aquiles Serdan” y “San Pedro” se consideran como
medianamente pobres y como intermedios para fésforo.
El éxito de un microorganismo en un habitat dado
depende del balance apropiado de éste y de la rapida
respuesta fisiolégica a las condiciones ambientales o
experimentales (Aceves, 1983). De acuerdo a los
resultados de Leidi y Rodriguez (2000), la formacién de
nddulos y tamafio de éstos se ve afectado por las
concentraciones altas de N, sin embargo las
concentraciones altas de foésforo favorecen el desarrollo
de los nédulos. Algunas cepas de Rhizobium y
Bradyrhizobium son sensibles a las altas
concentraciones de sal, inhibiendo su desarrollo. La
actividad de la fosfatasa y el rango de transporte del
fosfato por R. meliloti se incrementa significativamente
y se aumenta el nimero de nédulos, mientras que a
niveles medios de fosfato, disminuye significativamente.

Recoleccion de nédulos en campo. Se
considera que la nodulacién es comin en leguminosas,
sin embargo algunas especies no pueden ser infectadas
por larhizobia y por consiguiente no puedan fijar nitrégeno
(Terefework et al., 1998). Diversas investigaciones indican
que el 90% de los miembros de la subfamilia
Papilinoideae y Mimosideae tienen la capacidad de
nodular. En las Cesalpinoideae solo el 30% de los
géneros nodulan; ésto demuestra que la fijacion de
nitrégeno es un factor frecuente pero no obligatorio. La
interaccion compatible entre la rhizobia y la leguminosa
hospedera, culmina con la formacién de una nueva
estructura en la planta, el nédulo. La formacién de nédulos



fijadores de N requiere de un proceso continuo de dos
vias; el reconocimiento celular y de sefiales entre el
microsimbionte y la planta. Tales procesos involucran la
activacion secuencial y/o represion de genes codificados
por la planta y la bacteria (Michiels y Vanderleyden, 1994;
Zhang et al., 2000).

La Leucaena es uno de los géneros precoces
gue nodulan a partir de la cuarta semanay en general,
las acacias comienzan a nodular a partir de los 45 dias
después de la siembra, mientras que el mezquite nodula
tardiamente, a los 150 dias en campo aun cuando
presenta una gran variedad de desafios en cambios
fisiolégicos, en respuesta a la pequefia disponibilidad
de agua, baja concentracion de nutrimentos en el suelo
y altas temperaturas (Thomas et al., 1995).

Se obtuvo un total de 97, 52, 74 y 26 nddulos
de seis plantas de Acacia farnesiana, Leucaena
leucocephala, Prosopis glandulosa y A. amentacea,
respectivamente de los diferentes sitios de estudio.

Por el reducido numero de nédulos encontrados
en plantas, es posible que éstas presenten un inhibidor
de la nodulacién, méas que un activador de la nodulacion.
Para el caso especifico de frijol se ha demostrado que
la bacteria dentro del nédulo es indispensable para que
ocurra la supresioén de la nodulacién (Lafaye y Bordon,
1998). Cabe destacar que, aunque la bacteria penetre,
la formacién del nédulo no es automatica. El aborto de
los cordones de infeccién es comin y varia dependiendo
tanto del hospedero como de la bacteria. En algunas
asociaciones, por lo tanto Gnicamente el 1.5% de los
cordones de infeccién llegan a formar nédulos (las
especies de este estudio podrian estar incluidas en ellas)
y en otros casos estos valores pueden ser mucho mas
altos (Irving et al., 2000).

Los ensayos de campo han demostrado que la
nodulacion se reduce, aun cuando los suelos presenten
buenos niveles de humedad, lo que indica que no solo el
agua es un factor determinante en la nodulacién sino
gue también estan involucrados otros factores biéticos
y abidticos del suelo como el pH, arcillas, elementos
guimicos (nitrégeno, fésforo, azufre, etc.), materia
organica, entre otros. De esta manera, el aumento de
nédulos por planta es el resultado de cierta disponibilidad
fisioldgica-genética de la planta para presentar un mayor
ndmero de sitios a nodulacion.

Aislamiento de rhizobia asociada a
leguminosas arbdreas. Del total de nédulos empleados
para el aislamiento de rhizobia (249), solamente se logré
obtener 137 aislados (lo que implica que se tienen
pérdidas del 45%). Este dato es de importancia practica
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para futuros experimentos, a fin de definir apropiadamente
el nimero de nédulos por planta a seleccionar como
representativos (10% fue el criterio utilizado, pero en el
futuro, debera ser del 20% considerando pérdidas de
aislados del 50%) principalmente para este tipo de
plantas de las cuales la informacion cientifica es limitada.
Al respecto, existe divergencia en los reportes de la
literatura, Caballero y Martinez (1999) mencionan que
para el caso de frijol, cuatro nédulos por planta resultaron
adecuados; Herrera et al. (1999), colectaron 1000
nédulos, de los cuales, solamente 39 aislados fueron
empleados para la caracterizacion de especies, por su
parte Martinez y Rosenblueth (1990) analizaron 20
nddulos de 10 plantas, para estudiar la competencia en
nodulacién en el cultivo de frijol.

Confirmacioén de rhizobia. Unavez obtenidos
los aislados a partir de nédulos, éstos fueron inoculados
en plantulas de frijol como cultivo trampa, para confirmar
su autenticidad, misma que a pesar de que resulte
negativa (falta de nodulacién), no debera considerarse
literalmente como que no pertenecen a rhizobia, debido
al hecho de que no necesariamente toda rhizobia (y dada
su amplia diversidad genética) deba nodular frijol. Por
ser las hospederas de nodulacion tardia los aislados
pasaran al cepario rhizobial para futuras investigaciones.

Diversidad Genética. La movilidad
electroforética de enzimas es una de las técnicas mas
confiables para la identificacién y caracterizacién de
especies de rhizobia; por lo tanto, su uso va mas alla de
la descripcién de nuevas especies (Martinez, etal., 1991;
Segovia et al., 1991); y tiene aplicaciones en estudios
de diversidad genética (Barrera, et al., 1997; Caballero y
Martinez, 1998; 1999); asi como en la reclasificacion
de especies (Segovia et al., 1993).

Los 92 aislados fueron analizados para
determinar la diversidad genética (H), y se incluyeron
las seis cepas de referencia empleadas en el estudio y
14 aislados repetidos que se intercalaron en los procesos,
para confirmar la eficiencia de la electroforesis. De
manera general para un total de 67 aislados de rhizobia
asociada a cuatro leguminosas arbéreas. Los valores
de H fueron: 0.800, 0.864, 0.825 y 0.854, con un
promedio de H=0.846 que es muy alto, lo que indica
que practicamente cada aislado que se obtenga, es una
cepa diferente dentro de una misma planta y que varias
cepas nodulan la misma hospedera, contrario a lo que
se encuentra para frijol en un ambiente semiarido
(H=0.105) (Vasquez, et al. 1998).

Por los resultados obtenidos, el total de ET's
para los 67 aislados corridos fueron: 12, 9, 17 y 18,
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respectivamente para cada dendograma, la mayoria de
los ET's, solamente contienen un aislado, sin embargo,
en el dendograma 2 (figura 2), se encontraron dos
electrotipos con dos y tres aislados, respectivamente.
Los aislados fueron obtenidos de Mezquite las
localidades “Aquiles Serdan” (MA33, MA51) y Acacia
de “San Pedro” (AS13) y Leucaena del Retiro (LR31a) y
Chaparro prieto (CM44) que son cepas genéticamente
idénticas y que se encuentran nodulando a plantas
diferentes de la misma especies y plantas de diferentes
especies, lo que demuestra el rango de hospederas de
la rhizobia. En general es reconocida que la rhizobia
son especies promiscuas con un amplio rango de
hospederas (Terefework et al., 1998).

Se considera que Leucaena leucocephala es
una de las especies con mas amplio rango de hospederos
gue se han encontrado. En investigaciones pasadas se
pudieron identificar miembros de los géneros
Sinorhizobium, Mesorhizobium y Rhizobium asociados
con Leucaena leucocephala (Martinez et al., 1991; Lafaye
y Burdon, 1998; Gao et al., 1994). Estudios realizados
con aislados de Acacia y Prosopis en Sudan y Kenya
reportaron principalmente especies de Sinorhizobium
y Mesorhizobium (Nick, et al., 1999). En otros estudios
se aislaron cepas de rhizobia asociada a Acacia
mangium y de Paraserianthes falcataria de diferentes
regiones de Indonesia, encontrando una asociacion
principal de B. japonicum, B. elkanii, B. lupini y B.
lianoningense.

La rhizobia que nodula huizache es de
crecimiento lento, que se asocia a Bradyrhizobium, pero
también se encontraron especies de Sinorhizobium de
crecimiento rapido (las colonias aisladas se obtuvieron
en 24 h). Los aislados del presente estudio corresponden
a cepas del tipo de crecimiento rapido (48 h), sin
embargo, se requerira de estudios posteriores para definir
a la especie que pertenecen.

Perfiles de Plasmidos. En rhizobia, los plasmidos
contienen mas del 25% de la informacion genética
(Martinez et al., 1990) y el tamafio, asi como la cantidad
de plasmidos varia entre cepas. Usualmente el numero
de plasmidos presentes va de dos a 10y el rango de
peso molecular oscilan entre 30 y 1000 MDa.

Por definicion, los plasmidos son material

genético de DNA extracromosOmico circular. Estos
contienen genes que aumentan la capacidad de las
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poblaciones bacterianas para colonizar y perdurar en el
medio ambiente, pero no contienen genes para la
supervivencia basica y la replicaciéon de la bacteria
(Haukka, 1997). El plasmido mas estudiado es pSym;
éste contiene los genes simbidticos para la nodulacién
y fijacién de nitrégeno. Otros plasmidos, ademas del
pSym pueden contener genes que son necesarios para
la nodulaciéon efectiva (Hynes y McGregor, 1990).
Actualmente, se cuenta con reducida informacién
respecto a los plasmidos en mesorhizobia (Zhang et al.,
2000). Bajo condiciones de laboratorio, se ha demostrado
la transferencia de plasmidos y el pSym no es la
excepcién (Martinez y Caballero, 1996). También, se ha
demostrado que el fendmeno existe de manera natural,
como un proceso de evolucién bacteriana, mediante la
transferencia horizontal de genes, no solamente
simbidticos sino también de resistencia a antibiéticos y
metales pesados entre otros.

CONCLUSIONES

De los resultados encontrados, se confirma la
amplia diversidad genética, dado que no se encontraron
aislados que presentaran el mismo perfil de plasmidos
(para el caso de los aislados que los presentaron);
quedaria la duda para aquellos aislados que no
presentaron plasmidos, sin embargo, por MLEE, se
demuestra que genéticamente son diversos.

Se encontré que de 28 aislados (26.7%) no
presentaron plasmidos; 17 (11.3%), solo uno; 27
(25.7%), dos; 10 (9.5%), tres; 11 (10.5%), cuatro y dos
(1.9%) con cinco plasmidos, incluyéndose en este Ultimo
la cepa de referencia CFN42". Vale la pena destacar el
hecho de que aislados que fueron obtenidos de un mismo
nddulo (colonias aisladas en una misma caja Petri) por
ejemplo AA3la y AA31b, la primera no presenta
plasmidos mientras, que la Gltima presenta cuatro, este
hecho ocurrié6 de manera similar pero con diferente
namero de plasmidos en AAlla, AAlb; AR31, AR31b;
CM62a, CM53b; esto probablemente indica que mas
de una cepa puede ocupar un mismo nédulo; hecho que
experimentalmente se demostro para el cultivo de frijol.

De acuerdo con estos resultados, se concluye
que existe una amplia diversidad genética de la rhizobia
nativa asociada a leguminosas arbéreas del Noreste de
México (H=0.864) y que es probable que diferentes
especies de rhizobia se encuentren asociadas a las
leguminosas arbdreas de la regién Noreste de México.
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DENDOGRAMA
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Figura 1. Dendograma generado del analisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada a
cuatro leguminosas arbéreas del Noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: S. meliloti,
Bradyrhizobium japonicum (USDA-06) y Rhizobium etli (CFN 427).
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Figura 2. Dendograma generado del andlisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada a
cuatro leguminosas arbdéreas del noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: un aislado de
Acacia (156°P, Sinorhizobium sp), S. meliloti, R. tropici tipo B (CFN-2997) Bradyrhizobium japonicum (USDA-06)
y Rhizobium etli (CFN 427).
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Figura 3. Dendograma generado del analisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada a
cuatro leguminosas arbéreas del Noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: S. meliloti,

Rhizobium etli (CFN 427), un aislado de Acacia (156°P, Sinorhizobium sp), 73°f (Sinorhizobium sp.) y
Bradyrhizobium japonicum (USDA-06).
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Figura 4. Dendograma generado del andlisis de MLEE con seis enzimas, en aislados obtenidos de rhizobia asociada a
cuatro leguminosas arbéreas del Noreste de México. Se emplearon como cepas de referencia: S. meliloti,
Rhizobium etli (CFN 427), un aislado de Acacia (156°P, Sinorhizobium sp), 73°f (Sinorhizobium sp.) y
Bradyrhizobium japonicum (USDA-06).
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