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RESUMEN 

En este trabajo se estudiaron la estructura genética y los patrones de evolución molecular de 
bacterias fijadoras de nitrógeno. Durante tres años consecutivos se aislaron bacterias endosimbióticas 
de nódulos de raíces de frijol (Phaseolus vulgaris) cultivado en una parcela de milpa en San Miguel 
Acuexcomac, Puebla, México. Para analizar la variación genética de los aislados se utilizaron 
diversos marcadores moleculares: electroforesis de isoenzimas, perfiles de plásmidos, hibridaciones 
con una sonda del gen niftl, análisis con enzimas de restricción de productos de amplificación del gen 
rrs, y secuencias nucleotídicas de los genes rrs, glnll, atpD, niftl y nodB. Los marcadores genéticos 
mostraron que los aislados pertenecen a las especies Rhizobium etli bv. phaseoli y R. gallicum bv. 
gallicum. Los análisis a nivel poblacional sugirieron que existe intercambio genético entre los 
miembros de cada población pero no entre especies, tanto a nivel del cromosoma como de los 
plásmidos. Los genes codificados en el cromosoma (rrs, glnll y atpD) mostraron tener historias 
evolutivas diferentes a las de los genes codificados en el plásmido simbiótico (niftl y nodB), lo que 
sugiere la transferencia lateral de plásmidos entre distintos fondos cromosomales. El análisis 
filogenético de las secuencias mostró poca diferenciación genética entre aislados de R. etli y R. 
gallicum de diferentes localidades, y que las especies R. mongolense y R. yanglingense pueden ser 
parte del linaje de R. gallicum. En base a estos resultados, se discute el concepto de especie empleado 
en bacteriología y se plantean hipótesis sobre las historias evolutivas de las especies analizadas. 

ABSTRACT 

In this work, the genetic structure and pattems of molecular evolution of nitrogen fixing 
bacteria were studied. During three consecutive years endosymbiotic bacteria were isolated from the 
root nodules of beans (Phaseolus vulgaris) cultivated in a milpa plot in San Miguel Acuexcomac, 
Puebla, Mexico. To analyze the genetic variation of the isolates diverse molecular markers were used: 
isozyme electrophoresis, plasmid profiles, Southem-hybridization with a niftl probe, restriction 
enzyme analyses of amplified rrs gene, and the nucleotide sequences of rrs, gin!!, atpD, niftl and 
nodB genes. The genetic markers showed that the isolates belonged to the species Rhizobium etli bv. 
phaseoli and R. gallicum bv. gallicum. Population level analyses showed the existence of genetic 
exchange among the members of each population but not across species, both at the chromosome and 
the plasmid levels. The chromosome encoded genes (rrs, glnll y atpD) showed evolutionary histories 
different from those of the plasmid encoded genes (niftl y nodB), suggesting the lateral transfer of 
plasmids across distinct chromosomal backgrounds. The phylogenetic analysis of the DNA sequences 
showed little genetic differentiation among R. etli and R. gallicum isolates from different localities, 
and that the species R. mongolense and R. yanglingense could be part of the R. gallicum lineage. 
Based on these results, the species concept used in bacteriology is discussed, and hypotheses about 
the evolutionary histories of these species are forrnulated. 
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OBJETIVOS Y PRESENT ACION 

El presente trabajo tiene como objetivo general conocer la estructura genética y los patrones 

de evolución molecular de las bacterias asociadas al frijol común cultivado en una parcela de milpa 

en San Miguel Acuexcomac, Puebla. Una parcela se muestreó durante tres años consecutivos para 

determinar la estabilidad temporal de la estructura genética. Utilizamos varios tipos de marcadores 

moleculares para conocer la variación genética tanto del compartimiento cromosomal como del 

plasmídico, y para analizar los patrones de evolución molecular con diferentes niveles de resolución. 

Un objetivo particular importante de este trabajo fue establecer la identidad taxonómica de los 

aislados. Por último, discutimos la importancia de la conceptualización y delimitación de las especies 

bacterianas, y los patrones filobiogeográficos de las especies encontradas. 

Esta tesis está dividida en 5 capítulos que abarcan los aspectos metodológicos y conceptuales 

del trabajo realizado. El capítulo I consiste de una introducción general en la que se abordan las 

generalidades de la simbiosis entre los rizobios y las leguminosas, aspectos importantes en la 

evolución de bacterias, generalidades sobre el concepto de especie y los marcadores moleculares. El 

capítulo 11 consta del artículo publicado, en el que se presentan los resultados sobre la estructura 

genética temporal y el análisis del compartimiento plasmídico, basados principalmente en isoenzimas 

y perfiles de plásmidos, así como el análisis más detallado de una submuestra de aislados utilizando 

otros marcadores moleculares. En los capítulos III y IV se presentan los resultados aún no publicados 

del análisis de las secuencias nucleotídicas de 5 genes. En el capítulo III se reportan los resultados del 

análisis a nivel poblacional, utilizando métodos de genética de poblaciones a nivel molecular. En el 

capítulo IV se reportan los resultados del análisis filogenético, donde se examinan las secuencias en 

un marco de referencia más amplio incluyendo otros rizobios. Cada uno de los capítulos III y IV 

consta de una sección de métodos, una de resultados y una de discusión. En esta última se discuten 

los resultados a la luz de los conceptos de especie. Por último, en el capítulo V se hace una discusión 

general de los resultados presentados en los capítulos 11, III y IV. Este último capítulo está dividido en 

secciones que se pueden leer independientemente, en las que se trata de enlazar los resultados de los 

capítulos anteriores, discutir nuestros resultados a la luz de otros trabajos y de enfatizar aspectos 

teóricos y metodológicos que no se discutieron en los capítulos anteriores. 
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CAPITULO 1.- INTRODUCCION GENERAL 

1.1 La interacción rizobios-leguminosas 

1.1.1 Ecología de los rizobios 

3 

Las bacterias que ocupan los nódulos de plantas leguminosas son un grupo polifilético 

colectivamente llamado rizobios (Sadowsky y Graham, 1998). La característica fenotípica por las que 

se les denomina sí es su habilidad de disparar el desarrollo de órganos fijadores de nitrógeno, 

llamados nódulos, en las raíces o tallos de plantas hospederas específicas que, con una excepción, son 

leguminosas (Long, 1989; Sadowsky y Graham, 2002; van Rhijn y Vanderleyden, 1995). Las 

simbiosis establecidas entre rizobios y leguminosas es la interacción planta-bacteria más estudiada 

(Sadowsky y Graham, 2002; Spaink et al., 1998). La mayor parte del conocimiento sobre la simbiosis 

se relaciona con la estructura, regulación y función de los genes involucrados en la nodulación y 

fijación de nitrógeno, el intercambio de señales entre los simbiontes y la respuesta de las plantas a los 

factores de nodulación producidos por las bacterias (Long, 1989; Long, 2001; Sadowsky y Graham, 

2002; van Rhijn y Vanderleyden, 1995). Sin embargo, el conocimiento que tenemos sobre la ecología 

de los rizobios es limitado y fragmentario (Sadowsky y Graham, 1998). Los rizobios tienen una 

valencia ecológica muy amplia. Se les encuentra en el suelo como saprófagos, viven en la rizósfera de 

leguminosas y otras plantas como rizobacterias, y pueden colonizar el nicho ecológico único de los 

nódulos en los que, tras ser endocitados por las células del hospedero, se diferencían en bacteroides. 

Los rizobios en sus historias de vida alternan entre estadíos de vida libre en el suelo y la rizósfera, 

con estadíos endosimbióticos, en los que las células se encuentran alojadas en un compartimiento 

intracelular del tejido central del nódulo, denominado simbiosoma (Brewin, 1998; Sadowsky y 

Graham, 1998). 

La asociación con los rizobios permite a las leguminosas colonizar hábitats deficientes en 

nitrógeno, donde otras plantas son incapaces de crecer. La asociación con las leguminosas beneficia 

directamente a las poblaciones de rizobios dentro de los nódulos, al proporcionarles protección y 

fuentes de carbono, e indirectamente a las poblaciones de la rizósfera al suministrarles compuestos 

necesarios para su crecimiento a través de los exudados de las raíces (Brockwell et al. , 1995; Long, 

1989; Sadowsky y Graham, 2002). Esta asociación no es obligatoria. Las poblaciones de leguminosas 

pueden existir sin asociarse con los rizobios. En suelos con alto contenido de nitrógeno asimilable, 

las plantas lo toman directamente del suelo sin tener que invertir energía en la formación de nódulos y 

en el mantenimiento de los bacteroides fijadores de nitrógeno (Brockwell, et al. , 1995; Sprent el al., 



Capítulo I Introducción general 4 

1987). Asimismo, los rizobios suelen existir en el suelo sin asociarse con las leguminosas. Bajo estas 

condiciones tiene un metabolismo saprófago que utiliza los nutrimentos del suelo como fuente de 

carbono y energía (Sadowsky y Graham, 1998). La simbiosis que llegan a establecer los rizobios y las 

leguminosas se ha considerado una simbiosis mutualista (Long, 1989; Spaink, et al. , 1998), sin 

embargo, al no ser obligatoria, esta interacción constituye más una relación de protocooperación que 

de mutualismo en sentido estricto (Cheng, 1991 ). 

La persistencia evolutiva de la simbiosis durante millones de años sugiere que los rizobios 

que infectan a las leguminosas tienen más progenie que los que sólo colonizan la rizósfera. Se ha 

demostrado la prevalencia de los genotipos de rizobios infectivos en los suelos después del cultivo 

del hospedero (Denison, 2000; Reyes y Schmidt, 1979). Sin embargo, entre los rizobios simbióticos 

existen los rizobios "mutualistas" que cooperan con la planta al brindarle nitrógeno fijado (Fix +) y los 

rizobios "parásitos" que utilizan el abasto de carbono de la planta, pero no fijan nitrógeno (Fix-). La 

existencia de ambos tipos de rizobios en las raíces de una planta sugiere que existen sanciones por 

parte de la leguminosa contra los rizobios que no fijan nitrógeno una vez establecidos en las células 

del nódulo (Denison, 2000). Ello podría explicar la prevalencia de infecciones Fix + en nódulos de 

leguminosas silvestres en distintos ecosistemas (Sprent, 1995; Sprent, 2001 ). Posiblemente gracias a 

esta ventaja selectiva, el principal aporte neto de nitrógeno al ciclo biogeoquímico de este elemento 

se deba a la fijación simbiótica de nitrógeno (Paul y Clark, 1989). 

1.1.2. Ubicación taxonómica de los rizobios 

En la actualidad la clasificación taxonómica de las bacterias está basada principalmente en las 

secuencias del gen rrs que codifica para el rRNA 16S (Ludwig y Schleifer, 1994; Weisburg et al., 

1991; Woese et al., 1990). Esta clasificación ubica a la mayoría de los rizobios en la subclase a de las 

Proteobacterias (Martínez, 1994; Willems y Collins, 1993; Young, 1993; Young y Haukka, 1996). En 

la clasificación actual reconocida en el Manual de Bergey (Madigan et al. , 2000), los rizobios se 

encuentran en cuatro familias del orden Rhizobiales: Rhizobiaceae, que incluye a los géneros 

Rhizobium y Sinorhizobium; Phyllobacteriaceae, que contiene a Mesorhizobium: Hyphomicrobiaceae, 

que incluye a Azorhizobium; y Bradyrhizobiaceae, que contiene al género Bradyrhizobium. Los 

géneros de rizobios están filogenéticamente relacionados con otras bacterias de vida libre o 

patogénicas (Sadowsky y Graham, 2002; van Berkum y Eardly, 1998; Willems y Collins, 1993). En 

la taxonomía de los rizobios se han propuesto algunas modificaciones, como la incorporación de las 

especies del género Agrobacterium a Rhizobium (Young et al., 2001) y la inclusión de la única 
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especie del género Ensifer en Sinorhizobium (Willems et al., 2003). Hay un reporte de una 

metilobacteria (a-Proteobacteria) noduladora y fijadora, por lo que se propone la especie 

Methylobacterium nodulans (Sy et al., 2001 ). Bacterias de los géneros Burkholderia y Ralstonia, 

pertenecientes a la subclase p de las Proteobacterias, son capaces de ocupar nódulos de leguminosas y 

fijar nitrógeno (Chen et al., 2001; Moulin et al., 2001 ). Estos descubrimientos generan interrogantes 

sobre el origen evolutivo de las simbiosis. El estudio de la ecología evolutiva de éste amplio espectro 

de bacterias llamadas rizobios, puede y ha aportado información valiosa sobre cómo evolucionan las 

poblaciones naturales de bacterias. 

1.1.3 Evolución de la simbiosis 

La distribución de los rizobios en las subclases a y P de las Proteobacterias, con raíces 

filogenéticas profundas y mezclados con bacterias no simbióticas (Martínez, 1994; Young, 1993), 

genera preguntas sobre la evolución de la simbiosis. ¿Evolucionó independientemente en varios 

linajes de Proteobacterias, o surgió en su ancestro común y se perdió en sus parientes no simbióticos, 

o se desarrolló en un linaje y fue transferido a otros? 

El tiempo de divergencia entre linajes de rizobios calculado, por ejemplo, para 

Bradyrhizobium y Rhizobium, muestra que su ancestro común vivió antes del origen de las plantas 

terrestres (Tumer y Y oung, 2000), por lo que la hipótesis de un ancestro simbiótico queda 

prácticamente descartada. Las reconstrucciones filogenéticas de los genes nod indican un ancestro 

común entre ellos (Laguerre et al., 2001; Ueda et al., 1995; Wemegreen y Riley, 1999), por lo que la 

hipótesis de evolución independiente es poco probable. La hipótesis más fuertemente apoyada por las 

evidencias es la de un sólo origen evolutivo y la transferencia lateral de la información simbiótica 

entre linajes (Y oung y Johnston, 1989). 

Los genes de ftjación (ni/) y nodulación (nod) de los rizobios se encuentran ligados, ya sea en 

islas simbióticas cromosomales, como en Bradyrhizobium y Mesorhizobium, o en plásmidos 

simbióticos, como en Sinorhizobium y Rhizobium (Freiberg et al., 1996; Galibert et al., 2001; 

González et al., 2003; Kaneko et al., 2000; Kaneko et al., 2002). Probablemente el ancestro común 

de los rizobios no era simbiótico, pero es posible que tuviera la capacidad de fijar nitrógeno (Young, 

1993; Y oung y Johnston, 1989). Hay evidencia que sugiere que los rizobios heredaron directamente 

de sus ancestros los genes de fijación de nitrógeno, de hecho se ha encontrado congruencia entre las 

filogenias de nifH y rrs (Hennecke et al. , 1985). Al parecer los genes de nodulación se adquirieron 

después, probablemente durante la evolución y diversificación de las leguminosas. Estudios recientes 
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muestran que los genes nod comunes comparten historias evolutivas entre ellos pero diferentes a la 

del gen nijH (Laguerre, et al. , 2001 ), lo cual apoya que estos genes no se adquirieron juntos. Sin 

embargo, los genes de fijación y nodulación están ligados, por lo que su historia reciente puede ser 

similar (Young y Johnston, 1989). Independientemente de su origen evolutivo, una vez que los genes 

nif y nod están agrupados, la transferencia lateral de las funciones simbióticas entre fondos 

cromosomales diversos, seguida de la adaptación a nuevos nichos ecológicos ha impulsado la 

evolución de los rizobios (Broughton y Perret, 1999). 

La pérdida y adquisición de información simbiótica ocurre frecuentemente en la naturaleza 

(Segovia et al., 1991; Sullivan et al., 1996; Sullivan et al., 1995). Los caminos evolutivos de la 

simbiosis pueden vislumbrarse a través de pruebas de congruencia filogenética entre los loci 

simbióticos y los cromosomales (Wernegreen y Riley, 1999). El desacoplamiento evolutivo de estos 

dos compartimentos del genoma tiene como consecuencia que las poblaciones de rizobios pueden 

adaptarse a distintos hábitats del suelo y divergir en sus loci cromosomales de mantenimiento, aunque 

compartan un acervo de genes simbióticos y nodulen al mismo hospedero a lo largo de diferentes 

hábitats (Wernegreen y Riley, 1999). El descubrimiento de mecanismos naturales para transferir 

información simbiótica entre bacterias del suelo (Laguerre et al. , 1992; Louvrier et al. , 1996; 

Schofield et al., 1987; Sullivan, et al. , 1995; Wernegreen y Riley, 1999; Wernegreen et al. , 1997; 

Young y Wexler, 1988) y el descubrimiento de que la mayoría de los rizobios del suelo no son 

simbióticos (Segovia, et al. , 1991 ), marcan un parte-aguas en nuestro entendimiento de la ecología 

evolutiva de los rizobios. 

1.2 Genética de poblaciones y evolución en bacterias 

1.2.1 El papel del intercambio genético en la evolución bacteriana 

Podemos distinguir dos procesos fundamentales en la transferencia lateral de información 

entre bacterias. Uno mediado por recombinación homóloga, en la que se sustituyen fragmentos de 

DNA existentes, y el otro mediado por recombinación sitio específica, o aún ilegítima, en la que se 

introducen al genoma nuevos fragmentos de DNA (Gogarten et al., 2002; Snyder y Champness, 

1997). La frecuencia y el impacto de estos procesos tienen consecuencias importantes sobre la 

estructura genética y los mecanismos de evolución de las bacterias. 

Las bacterias se reproducen por fisión binaria, las células madre dan lugar a dos células hijas, 

cada una conteniendo información genética idéntica a la de su progenitora. En estas poblaciones 

clonales la variación ocurre por mutaciones transferidas a los descendientes de las células en que 
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surgieron, emergiendo nuevos linajes por la acumulación durante generaciones de mutaciones 

sucesivas. Este tipo de transferencia de información genética se conoce como vertical, mientras que la 

transferencia horizontal se refiere al movimiento de información genética entre células que no 

necesariamente comparten un ancestro reciente (Gogarten, et al., 2002; Spratt y Maiden, 1999). Se 

conocen tres mecanismos generales por los que las bacterias pueden transferir lateralmente 

información genética: conjugación, transformación y transducción. Estos mecanismos sexuales, o 

más bien parasexuales, difieren en muchos aspectos de los mecanismos sexuales de los eucariontes: 

l) son unidireccionales, de un donador a un receptor, 2) se transfiere sólo una fracción del genoma, 

que puede involucrar desde algunos pares de bases a cientos de kilobases, dependiendo 

principalmente del mecanismo de transferencia, y 3) están desacoplados de la reproducción, por lo 

que estos eventos no necesariamente ocurren en cada generación, una frecuencia de recombinación de 

10-3 por generación se consideraría muy alta (Cohan, 1994; Gogarten, et al., 2002; Maynard Smith, 

1995). La contribución relativa de la recombinación con respecto a la mutación en generar nuevos 

genotipos varía entre especies y poblaciones bacterianas, conforme ésta aumenta, la clonalidad de la 

población disminuye. Existe un amplio espectro de estructuras poblacionales, con pocas especies 

ocupado los extremos de alta clonalidad (como Salmonella enterica) y completamente no-clonal 

(como Neisseria gonorrhoeae o Helicobacter pylori), mientras que la mayoría (como Escherichia 

coli y Rhizobium etli) co9tiene elementos clonales y no-clonales (Gordon et al., 1995; Maggi Solea 

et al., 200 l; Maynard Smith et al., 1993; Souza et al., 1992; Spratt y Maiden, 1999). Si las 

poblaciones fueran clonales, los diferentes linajes que surgieron por mutación serían independientes, 

estarían sujetos a los efectos de selección periódica y las filogenias derivadas de sus genes podrían 

equipararse con la evolución de los linajes, su estudio se relacionaría más con la rama del cladismo 

que con el de la genética de poblaciones (Levin y Bergstrom, 2000; Maynard Smith, 1995). Si las 

poblaciones fueran no-clonales, se esperaría una diversidad genética elevada y escaso ligamiento 

entre genes, los supuestos de la genética de poblaciones encontrarían cabida, pero los análisis 

filogenéticos de los genes no podrían reconstruir la historia evolutiva de los individuos (Gogarten, et 

al., 2002; Maynard Smith, 1995). 

El gran reto para estudiar la genética de poblaciones de bacterias y conocer sus relaciones 

evolutivas está en determinar las contribuciones relativas de los procesos evolutivos que generan la 

variación genética (mutaciones puntuales y recombinación) y los factores que subsecuentemente 

determinan sus caminos evolutivos (la selección y la deriva génica). Las relaciones entre estas fuerzas 

evolutivas son complejas, y pueden diferir entre y dentro especies bacterianas y entre regiones de un 
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genoma (Lawrence, 2002; Li, 1997; Nei y Kumar, 2000). El estudio de la recombinación en bacterias 

se ha basado en tres líneas de evidencia: 1) la estructura mosaico dentro de genes, que provee la 

evidencia molecular de eventos de recombinación intragénica, 2) el equilibrio de ligamiento entre 

alelos de diferentes loci, que provee evidencia estadística de recombinación intergénica, y 3) la 

comparación de los árboles genealógicos derivados de diferentes genes, que evidencía historias 

evolutivas diferentes para diferentes regiones del genoma (Feil y Spratt, 2001; Maynard Smith, 1995; 

Spratt y Maiden, 1999). Cuando los datos analizados son secuencias nucleotídicas, en algunos casos 

es posible trazar la historia de recombinación y determinar qué genotipos fueron los donadores y 

receptores (Brown et al., 2002; Dykhuizen y Green, 1991) (W ang y Zhang, 2000; Y ap et al., 1999). 

Otro aspecto importante en la evolución de las bacterias es la promiscuidad del intercambio 

genético. Hay reportes de recombinación homóloga entre procariontes con un nivel de divergencia en 

secuencia de 25%, lo cual evidencía que en procariontes puede haber intercambio genético entre 

linajes separados por distancias evolutivas mucho mayores que entre los eucariontes (Cohan, 1994; 

Feil y Spratt, 2001). La comparación del creciente número de genomas bacterianos secuenciados 

muestra que los genomas han experimentado cantidades significativas de transferencia lateral de 

información, lo que ha generado cromosomas mosaico de secuencias ancestrales y de genes 

adquiridos horizontalmente (Galibert, et al., 2001; Nelson et al., 1999; Perna et al., 2001; Welch et 

al., 2002; Wood et al., 2001). En el caso de bacterias con una parte significativa del genoma 

comprendida en plásmidos, como es el caso de muchos rizobios, el análisis de la secuencias de 

plásmidos completos muestra que la evolución de estos replicones está fuertemente influenciada por 

la ganancia y pérdida de la información genética, lo cual genera un estructura de mosaico en la que 

los elementos móviles como transposones y fagos parecen haber tenido un papel importante (Freiberg 

et al., 1997; Galibert, et al. , 2001; Wood, et al., 2001). Se han documentado muchos ejemplos de 

cómo la adquisición de material genético puede provocar cambios significativos en el nicho y 

fenotipo de una especie. Por ejemplo, la adquisición de plásmidos o islas de patogenicidad o 

simbiosis puede provocar el cambio entre ser simbionte comensal, patógeno o mutualista (Sullivan y 

Ronson, 1998; Welch, et al., 2002; Wood, et al., 2001). La transferencia de genes ecológicamente 

adaptativos permite la diversificación y especiación bacteriana, por lo que estos eventos tienen un 

gran impacto sobre la evolución de las poblaciones bacterianas (Lawrence, 1999). Esta es una de las 

grandes diferencias y ventajas del intercambio genético en bacterias con respecto al de los 

eucariontes; las bacterias no tienen que "reinventar la rueda" (Lawrence, 2002; Ward, 1998): la 

transferencia de genes, operones e islas genómicas crean nuevos linajes con combinaciones únicas 
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que pueden explotar nuevos nichos y generar nuevas especies o ecotipos a través de uno o unos pocos 

eventos evolutivos (Gogarten, et al., 2002; Lawrence, 1999; Ward, 1998). 

Este tipo de eventos de recombinación y transferencia lateral son los que pudieron haber 

ocurrido durante la evolución de la simbiosis entre rizobios y leguminosas, y actualmente en el 

campo. Dentro del grupo de los rizobios existe evidencia de la transferencia de una isla (Sullivan, et 

al., 1996; Sullivan, et al., 1995) y plásmidos simbióticos entre especies (Amarger et al., 1997; Brom 

et al., 2002; Segovia, et al., 1991 ), y dentro de especies en condiciones naturales (Louvrier, et al., 

1996; Schofield, et al., 1987; Wemegreen y Riley, 1999; Wemegreen, et al., 1997; Young y Wexler, 

1988) y de laboratorio (Hooykaas et al., 1982; Hooykaas et al., 1977; Hooykaas y Schilperoort, 1984; 

Martínez et al., 1987; Rogel et al., 2001; Sivakumaran et al., 1997; Truchet et al., 1984). 

Estimaciones de desequilibrio de ligamiento han evidenciado recombinación homóloga intergénica 

cromosomal en poblaciones locales de Rhizobium (Gordon, et al. , 1995; Silva et al., 1999; Silva et 

al., 2003; Souza, et al., 1992) y dentro de S. meliloti, S. medicae y los tipos A y B de R. tropici 

(Gordon, et al., 1995). Hay evidencia de recombinación cromosomal intergénica del gen glnll entre 

Rhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium (Tumer y Y oung, 2000), recombinación intragénica en 

el gen rrs entre especies de Rhizobium (Eardly et al., 1996; Terefework et al. , 1998), en el gen rrl de 

especies de Bradyrhizobium (Parker, 2001), así como dentro del operón rrn (van Berkum et al. , 

2003). La evidencia de campo y laboratorio sobre la importancia de la transferencia lateral en la 

evolución de los rizobios se ha reforzada por el análisis de los genomas completos y plásmidos 

simbióticos secuenciados (Freiberg, et al., 1997; Galibert, et al., 2001 ; González, et al., 2003; 

Kaneko, et al., 2000; Kaneko, et al., 2002; Wood, et al., 2001). 

A pesar del potencial de intercambio genético en bacterias, los procariontes forman grupos 

fenotípicos y genéticos discretos que constituyen linajes genéticos coherentes (Cohan, 1994; Maynard 

Smith, 1995; Wemegreen y Riley, 1999). El equilibrio de ligamiento dentro, pero no entre grupos 

genéticos, sugiere restricciones genéticas a la recombinación. La interacción entre rizobios y 

leguminosas ofrece un modelo útil para explorar el papel de las barreras genéticas, ecológicas y 

espaciales sobre la recombinación entre especies bacterianas (Wemegreen y Riley, 1999). 

1.2.2 Aislamiento sexual en bacterias 

Se plantea que la transferencia horizontal de información fue la fuerza primaria en la 

evolución celular (Woese, 2000), lo cual nos lleva a valorarla como una característica inherente a la 

evolución bacteriana. Inclusive la organización actual de los genes bacterianos en operones (grupos 
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de genes que se transcriben en el mismo mRNA, generalmente involucrados en una misma función 

(Lawrence y Roth, 1996; Snyder y Champness, 1997)) sugiere que el genoma de las bacterias ha sido 

evolutivamente diseñado por y para la transferencia lateral de genes (Lawrence, 2000). El modelo del 

operón egoísta (selfish operon model) plantea que la organización de los genes en grupos beneficia la 

adecuación de los genes constituyentes al permitirles ser regulados y transferidos conjuntamente 

(Lawrence, 1997; Lawrence y Roth, 1996). Se ha discutido mucho sobre el papel y la amplitud del 

aislamiento sexual en bacterias. La visión conservadora de que la transferencia es más frecuente entre 

organismos relacionados y menos frecuentes entre organismos divergentes, es la más aceptada y 

apoyada por las evidencias. Por lo que llamaremos aislamiento sexual a la disminución de la 

frecuencia del intercambio genético entre especies comparada con la que ocurre dentro de especies 

(Majewski, 2001). Sin embargo, el grado de aislamiento sexual depende de una multitud de factores 

que incluyen: diferencia en microhábitats, diferencias en sus sistemas de restricción-modificación, 

divergencia en secuencia y, en el caso de intercambio mediado por plásmidos, fagos o transposones, 

diferencias entre los rangos de hospedero de los vectores (Cohan, 1996). La transferencia lateral 

exitosa requiere: 1) disponibilidad de una célula donadora o DNA libre, 2) incorporación del DNA 

por la célula recipiente, 3) escape del DNA donador del sistema de restricción de la célula recipiente, 

4) formación del DNA heteroduplex, 5) escape del heteroduplex del sistema de reparación del 

recipiente, 6) funcionalidad del producto en el entorno genético recipiente (Majewski, 2001). El 

aislamiento sexual es resultado de la probabilidad de que una o más de estas condiciones no sean 

satisfechas. 

Para la recombinación homóloga, la divergencia en secuencia es el principal obstáculo; el 

grado de aislamiento genético es función de la divergencia en secuencia (Matic et al. , 1996; Vulic et 

al. , 1997). Sin embargo, no hay una discontinuidad obvia en esta función que pueda ser usada para 

definir un nivel para distinguir a las especies (Vulic, et al., 1997). La recombinación ilegitima no se 

afecta por divergencia en secuencia, ya que no se basa en el mecanismo de recombinación homóloga, 

por lo que teóricamente podría ocurrir ente cualquier grupo de organismos, en este caso las demás 

barreras al intercambio genético (como proximidad, resistencia a mecanismos de restricción y 

vectores) parecen ser las más limitantes (Gogarten, et al., 2002; Majewski, 2001). 

No hay un consenso respecto a cuáles genes son más propensos a intercambio genético y a 

persistir en los genomas recipientes. Por un lado se propone que los genes más conservados en 

secuencia e involucrados en el mantenimiento celular, como los rRNAs, son potencialmente más 

propensos al intercambio genético (Cohan, 1994; Gogarten, et al. , 2002). Bajo esta visión, la 
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recombinación de genes responsables de las adaptaciones específicas de una población tiene mayor 

penalidad selectiva que la recombinación de genes que se consideran funcionalmente intercambiables 

(Cohan, 1994). Por otro lado, se argumenta que es menos probable que los genes esenciales (como 

los rRNAs) se transfieran exitosamente, ya que el taxón recipiente debe tener ortólogos funcionales 

que han coevolucionado con el resto de la maquinaria celular y es poco probable que puedan ser 

desplazados (hipótesis de la complejidad (Jain et al., 1999; Woese, 2002)), mientras que los genes 

bajo selección baja o transitoria (no esenciales) pueden beneficiar a los linajes que los tienen, al 

otorgarles nuevas capacidades para explotar nuevos nichos (Gogarten et al., 1999; Ward, 1998). El 

hecho es que, aunque los genes de un genoma pueden tener diferentes probabilidades de ser 

transferidos exitosamente (Gogarten, et al., 2002; Jain, et al., 1999; Lawrence, 2002; Woese, 2002), 

ninguno parece inmune a la transferencia lateral. Se han reportado casos de transferencia tanto de 

genes· adaptativos, como islas de patogenicidad o simbiosis (Perna, et al. , 2001; Sullivan, et al., 1995; 

Sullivan y Ronson, 1998; Welch, et al., 2002), genes involucrados en adaptaciones a alta temperatura 

(Nelson, et al., 1999) o en resistencia a antibióticos (Dowson et al., 1989; Salyers et al., 1995; Smith 

et al., 1992), como de genes de mantenimiento indispensables, con funciones metabólicas centrales 

(Doolittle et al. , 1990) o en la maquinaria de síntesis de proteínas (Brochier et al., 2000; Eardly, et 

al. , 1996; Martínez-Murcia et al. , 1992; Mylvaganam y Dennis, 1992; Y ap, et al. , 1999). 

Entre los grupos de bacterias existen diferentes contribuciones relativas de los tres diferentes 

mecanismos de transferencia lateral y el costo-beneficio de estos mecanismos parece influenciar la 

frecuencia de recombinación entre especies (Majewski, 2001). La transducción es el proceso más 

costoso, ya que los fagos matan a las bacterias. Probablemente los sistemas de restricción

modificación evolucionaron como defensas contra infecciones de fagos (Majewski, 2001 ). En la 

conjugación mediada por plásmidos o transposones, el costo asociado con la replicación y expresión 

de los genes adquiridos puede ser alto, ya que pueden introducir fragmentos de cientos de kilobases. 

Además, estos elementos llamados egoístas, pueden tener actividades antagonistas a las del 

cromosoma. El costo de la transformación parecer ser el menor, ya que los fragmentos integrados son 

menores a 1 O kb. La transformación es un mecanismo codificado por el cromosoma y parece haber 

evolucionado específicamente como un maquinaria para adquirir nuevos genes o para reparar daños 

en el gonoma (Levin y Bergstrom, 2000; Majewski, 2001 ). Sin embargo, aún en el caso de la 

transformación, las especies muestran preferencia por adquirir DNA de organismos cercanamente 

relacionados (Kroll et al. , 1998), lo cual sugiere que es más favorable tomar DNA de organismos 

cercanamente relacionados y más costoso tomarlo de organismos más divergentes. Los mecanismos 
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de quorum-sensing asociados a la transfonnación y conjugación son una manera de sesgar el 

intercambio genético hacia organismos de la misma especie (He et al., 2003; Majewski, 2001; Tun

Garrido et al., 2003). 

El intercambio genético se reconoce como una importante fuerza de cohesión dentro de las 

especies y el aislamiento sexual entre ellas puede estar involucrado en los procesos de especiación. A 

continuación analizamos algunos de los conceptos de especie más significativos. 

1.3 El concepto de especie en bacterias 

1.3.1 Generalidades sobre los conceptos de especie 

El concepto de especie ha sido uno sobre los que más se ha escrito y uno de los que mayor 

controversia ha causado en la biología evolutiva (Cohan, 2002; Mayden, 1997; Mayr, 1970). El 

ténnino especie se usa tanto para representar una categoría taxonómica como para representar a los 

individuos que se ordenan en el sistema de clasificación. Estos ténninos tienen dos categorías 

filosóficas diferentes. La categoría taxonómica de especie es una clase, que no tiene existencia real y 

que se usa para ordenar objetos. Las especies como individuos, están limitadas espacial y 

temporalmente, tienen cohesión intrínseca, se reproducen, participan en los procesos naturales y 

cambian con el tiempo. Gran parte de los problemas sobre los conceptos de especie se relacionan con 

la confusión de estos dos significados críticamente diferentes (Cohan, 2002; Mayden, 1997; Mayr, 

1970). Las reglas de nomenclatura fonnales han reforzado la visión de las especies como clases y no 

como individuos. En la literatura taxonómica, sistemática y evolutiva se han desarrollado al menos 

unos 22 conceptos de especie. Estos conceptos pueden ser agrupados en tres clases básicas: la 

primera incluye a los conceptos que requieren similitud, la segunda a los que se basan en la monofilia 

y la tercera a los que requieren aislamiento reproductivo (Hull, 1997; Mayden, 1997). A continuación 

discutiremos algunos de los conceptos más utilizados y representativos, para una revisión más 

exhaustiva recomendamos el libro Species: the units of biodiversity (Claridge et al. , 1997). 

La mayoría de los conceptos de especie están basados en similitud, entre ellos los más 

conocidos son los conceptos morfológico, taxonómico, fenético y ecológico. Las especies son, en el 

concepto morfológico (MSC) "poblaciones separadas por una discontinuidad en una serie de 

biotipos'', en el concepto taxonómico (TSC) "todos los especímenes que un taxónomo considere que 

son miembros de una misma clase", en la definición fenética (PhSC) "el nivel de especie es aquel en 

el que distintos grupos fenéticos pueden ser observados", y en la definición ecológica (EcSC) "son 

linajes que ocupan una zona adaptativa mínimamente diferente de la de otros linajes". Estas 
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definiciones se basan en determinar que la variación de un conjunto de caracteres es menor dentro de 

un grupo que entre grupos, y las especies son los grupos más pequeños que exhiben el grado 

apropiado de similitud. Su principal problema es que no dan razones para escoger un nivel de 

similitud sobre otro. Además y sobre todo, estas definiciones no permiten estudiar a las especies 

como entidades históricas que forman linajes; el tiempo simplemente no entra en la ecuación. Si 

tomamos en cuenta que la evolución es un proceso que ocurre a través del tiempo, ninguna de estas 

definiciones puede tratar a las especies como resultado de la evolución. En gran medida se mantiene 

una visión fijista y esencialista pre-evolutiva (Hull, 1997; Mayden, 1997). Sin embargo, estos 

conceptos son aplicables a todos los organismos, por lo que han sido los más utilizados por los 

taxónomos y biólogos en general. 

Entre los conceptos de especie basados en monofilia, el más representativo es el concepto 

filogenético (PSC), en el que una especie es el grupo monofilético más inclusivo definible por al 

menos una autoapomorfia (caracter derivado compartido). Las especies se delimitan por la 

distribución de caracteres diagnósticos fijos y se caracteriza por definir grupos monofiléticos. Este 

concepto es universalmente aplicable a todos los organismos, aunque queda la duda de si a todos los 

grupos monofiléticos más inclusivos se les quiere aplicar la categoría de especie. Además de la falta 

de un rango en el cual definir un grupo monofilético como especie, este concepto no tiene dimensión 

temporal, por lo que su significancia teórica esta limitada (Hull, 1997; Mayden, 1997). Los conceptos 

basados en monofilia surgen de la creciente rama de la sistemática filogenética y de la necesidad de 

una definición de especie basada en linajes operacional y libre de procesos. 

El concepto biológico de especie (BSC) es el más representativo de los conceptos basados en 

el aislamiento reproductivo, plantea que las especies son grupos de poblaciones que comparten un 

mismo acervo genético y que están aisladas reproductivamente de las otras especies (Mayr, 1970). La 

elaboración de este concepto fue fundamental en el pensamiento biológico, ya que se sustenta en la 

teoría evolutiva. En primer lugar, reemplaza la interpretación de las especies como clases de objetos 

por la de individuos con realidad y cohesión interna debida a la evolución histórica de un programa 

genético compartido por los miembros de la especie. En segundo lugar, provee de un criterio 

operacional para definir a las especies, el flujo génico y su interrupción. Sin embargo, este concepto 

tiene muchas desventajas para ser utilizado como concepto de especie. Muchas de estas desventajas 

han sido revisadas exhaustivamente (Cohan, 2002; Hull, 1997; Mayden, 1997), por lo que sólo 

mencionaremos que una de las mayores deficiencias del BSC es que no es universalmente aplicable, 
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todos los organismos con reproducción asexual quedan excluidos, es un concepto relativista (una 

especie existe en función de otra) y con poca perspectiva de linaje (Hull, 1997; Mayden, 1997). 

Un concepto de especie que tiene gran importancia teórica y que no cae en ninguna de las 

categorías antes descritas es el concepto evolutivo de especie (ESC). Este concepto se desarrolló para 

introducir dimensionalidad y universalidad al concepto de especie empleado en biología. Bajo este 

concepto, una especie es un linaje que evoluciona separadamente de otros, que tiene sus propias 

tendencias y papeles evolutivos. Esta definición de especie es universalmente aplicable, tiene 

perspectiva de linaje y se fundamente en la teoría de la evolución. El principal problema que presenta 

este concepto es que es operacionalmente dificil, ya que se plantea que es la evolución la que produce 

linajes con identidad y cohesión, y este proceso es dificil de medir (Hull, 1997; Mayden, 1997). 

Para introducir mecanismos operacionales en el ESC, se creó el concepto cohesivo de especie 

(CSC), en el que una especie es un linaje evolutivo cuyos límites surgen por fuerzas genéticas y 

ecológicas que crean comunidades reproductivas cohesivas. Bajo esta definición, la tarea básica del 

investigador es identificar los mecanismos de cohesión que mantienen a un grupo como un linaje 

evolutivo (Templeton, 1989). Sin embargo, las definiciones científicas teóricas no suelen introducir 

los criterios de aplicación en sus definiciones; el incluir mucha terminología o datos empíricos dentro 

del cuerpo de una definición puede ser contraproducente (Hull, 1997), por lo que consideramos que el 

concepto evolutivo (ESC) provee de una definición evolutiva más clara. 

El concepto de especie debe ser aplicable a todos los organismos, debe ser lo más operacional 

posible y debe estar fundamentado en las teorías biológicas aceptadas (Hull, 1997). Al analizar las 

diferentes concepciones sobre las especies vemos que en los conceptos existe un compromiso entre 

estas tres características. Así por ejemplo, en la mayoría se sacrifica la fundamentación teórica por la 

operacionalidad y universalidad (conceptos basados en similitud y monofilia), y en otros se sacrifica 

la universalidad por la fundamentación teórica u operacionalidad (BSC) (Hull, 1997; Mayden, 1997). 

En este sentido estamos de acuerdo con Hull (1997) en que hasta el momento no se ha generado un 

concepto de especie que sea ideal en todos los sentidos, ya que todos tienen alguna debilidad. Sin 

embargo, dada la necesidad teórica y práctica de contar con un cuerpo teórico que nos permita 

manejar la diversidad biológica, es necesario establecer un concepto de especie que pueda ser 

aplicado a la totalidad del mundo vivo. La solución no es agrupar distintos componentes de varios 

conceptos. Por el contrario, el agrupar criterios discordantes en un solo concepto ha generado en gran 

medida el debate alrededor del concepto de especie (Mayden, 1997). Consideramos que entre los 

distintos conceptos de especie, el concepto evolutivo (ESC) es superior, ya que tiene fundamento 
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teórico y es aplicable a todo el mundo vivo. Es el único que es consistente con el conocimiento 

teórico y empírico que tenemos sobre la diversificación del mundo vivo, es consistente con el estatus 

de individuo de las especies y engloba a todos los tipos de entidades biológicas. El principal 

inconveniente que tiene es que es poco operacional en su definición, por lo que, estamos de acuerdo 

con Mayden (1997) en que el ESC sea utilizado como el concepto de especie primario y que los 

demás sean aplicados como conceptos secundarios supeditados al concepto primario. 

Planteamos que el ESC es el concepto de especie que debe adoptarse para analizar la 

diversidad biológica, que la evolución debe ser el principal criterio para definir a las especies y que 

mientras más evidencia se obtenga a través de los demás conceptos de especies, más sólido será 

nuestro conocimiento sobre los límites de las especies. 

1.3.2 Los conceptos de especie en bacterias 

El desarrollo de técnicas cada vez más avanzadas para explorar la diversidad microbiana nos 

ha permitido conocer con mucha mayor profundidad la biología de las bacterias. Estas herramientas 

nos han dado luz sobre la complicada manera en que este enorme grupo de organismos se organiza, 

desde el nivel ecológico hasta el molecular. El desarrollo de técnicas que permiten conocer la 

diversidad bacteriana no cultivable y la observación in situ de las comunidades microbianas, ha 

abierto nuevos horizontes en la ecología microbiana (Amann y Kuhl, 1998; Amann et al., 1995; 

Ward, 1998). El desarrollo de las técnicas de análisis y modificación genética y la automatización de 

la secuenciación de DNA han arrojado una gran cantidad de datos sobre la dinámica genómica de las 

bacterias (Doolittle, 2002; Levin y Bergstrom, 2000). 

Con los nuevos métodos de genética molecular, la evolución de algunas poblaciones 

bacterianas naturales se ha podido seguir de cerca. Podemos citar dos ejemplos conocidos, el 

surgimiento de bacterias resistentes a antibióticos, inducida por la adquisición de plásmidos y 

transposones de multiresistencia (Salyers, et al. , 1995), y el surgimiento de bacterias simbióticas a 

través de la adquisición de la isla simbiótica de bacterias inoculadas (Sullivan, et al. , 1995). 

Asimismo, la evolución experimental ha arrojado luz sobre algunos de los mecanismos que operan en 

la evolución bacteriana; podemos citar el trabajo de evolución experimental en E. co/i, que muestra el 

proceso adaptativo de poblaciones aisladas y sujetas a las mismas condiciones (Lenski, 1995; Lenski 

y Travisano, 1994), y el efecto de un ambiente homogéneo o heterogéneo sobre la diversidad 

morfológica de Pseudomonas (Rainey y Travisano, 1998). 
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Actualmente existen más de 100 genomas bacterianos completamente secuenciados 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Su análisis comparativo ha mostrado la gran plasticidad genómica y 

genética de las bacterias, también ha mostrado que el genoma bacteriano es un mosaico y que la 

transferencia lateral de información genética juega un papel importante en su evolución (Doolittle, 

2002; Lawrence, 1999). Una conclusión derivada del mosaicismo presente en los genes y genomas de 

las bacterias es que las filogenias derivadas de un solo gen no necesariamente reflejan la historia 

evolutiva de los organismos (Doolittle, 2002; Nelson, et al., 1999). Esa conclusión tiene fuertes 

repercusiones sobre la sistemática bacteriana, ya que ésta se basa en gran medida en las relaciones 

filogenéticas de un solo gen, el gen rrs. 

Aún con el gran avance que han experimentado recientemente las áreas de la ecología y 

evolución bacteriana, el concepto de especie empleado en bacteriología se ha mantenido al margen de 

muchos de estos descubrimientos (Cohan, 2002). La sistemática bacteriana no ha incorporado los 

conceptos de especie basados en teorías evolutivas. El Comité Internacional de Sistemática 

Bacteriana es el encargado de establecer y recomendar los estándares mínimos para la descripción 

válida de especies bacterianas y pretende proveer a los bacteriólogos de un definición uniforme de 

especie procarionte (Stackebrandt et al., 2002). En la última nota taxonómica publicada por el 

comité, las especies se definen de manera pragmática, operacional y universalmente aplicable: una 

especie es una categoría que circunscribe un grupo (preferentemente) genómicamente coherente de 

aislados individuales que comparten un alto grado de similitud en (varias) características 

independientes, probadas bajo condiciones altamente estandarizadas. La similitud DNA:DNA se 

mantiene como el parámetro reconocido para delinear especies. Se ha adoptado un nivel de 70% de 

similitud como el estándar reconocido (gold standard) para determinar si dos cepas pertenecen a la 

misma especie y se ha utilizado el 3% divergencia en secuencia del gen rrs como punto de corte para 

separar especies (Stackebrandt, et al., 2002; Stackebrandt y Goebel, 1994). Así en bacteriología se ha 

usado un concepto de especie arbitrario (Maynard Smith, 1995; Ward, 1998). Es un concepto 

generado ad hoc para bacterias y no es aplicable a todos los seres vivos, si se aplicara este concepto 

de especie a otros seres vivos encontraríamos que, por ejemplo, todos los primates pertenecemos a la 

misma especie (Maynard Smith, 1995; Ward, 1998). 

La definición de especie bacteriana actual se basa en el diagnóstico de similitud entre cepas. 

La concepción tipológica de las especies es persistente en bacteriología, ya que las especies se siguen 

considerando entidades estáticas (que no evolucionan) definidas por atributos típicos o esenciales 

(Mayr, 1970; Ward, 1998). Se designan cepas tipo y sus caracteres fenotípicos y genotípicos se 
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consideran típicos de todos los organismos que pertenecen a esa especie. El concepto tipológico 

ignora el hecho de que las especies están compuestas de poblaciones naturales que están integradas 

por una organización interna y que esta organización da a las poblaciones una estructura que va más 

allá de una mera agregación de individuos (Mayr, 1970). El reemplazo del pensamiento tipológico 

por el pensamiento poblacional ha sido una de las mayores revoluciones conceptuales en biología 

(Mayr, 1970), pero al parecer ésta no ha llegado a la sistemática bacteriana. 

En la definición de especie actual no se incluyen las nuevas evidencias y visiones sobre la 

evolución bacteriana, pero algunos biólogos evolutivos han tratado de proponer conceptos de especie 

bacteriana basados en teorías evolutivas y ecológicas. A principios de la década pasada, Dykhuizen y 

Green (1991) propusieron que se puede aplicar el concepto biológico de especie a las bacterias. 

Sugieren que las bacterias se pueden delimitar como grupos de cepas que recombinan entre sí pero no 

con cepas de otros grupos y proponen una aproximación filogenética, basada en secuencias de varios 

loci, para identificar los grupos que han, o no han, intercambiado genes (Dykhuizen y Green, 1991 ). 

Esta propuesta tiene la ventaja de incorporar la teoría evolutiva a la sistemática bacteriana. Sin 

embargo, como ya mencionamos, el concepto biológico de especie per se tiene varios inconvenientes 

para ser usado como un concepto de especie en general. Dykhuizen y Green ( 1 991) hacen el esfuerzo 

de acoplar este concepto de especie a bacterias con una estructura genética no totalmente clonal, 

como E. coli, pero además de que pueden existir organismos del todo clonales, la rareza y la 

promiscuidad en el intercambio genético entre bacterias hace que el concepto biológico de especie no 

pueda ser aplicado ampliamente en este grupo de organismos (Cohan, 1994; Cohan, 2002). 

Cohan (2002) argumenta que el intercambio genético en bacterias no puede evitar la 

divergencia, dada su rareza y promiscuidad, y plantea que el aislamiento sexual es irrelevante para la 

evolución de divergencia permanente en el mundo bacteriano (Cohan, 1996). Bajo esta visión, las 

especies asexuales están sujetas a su propia fuerza de cohesión, la selección natural que purga la 

diversidad genética dentro de las poblaciones, fenómeno conocido como selección periódica. Una 

nueva especie se forma cuando una línea asexual evoluciona hacia la adaptación a un nuevo nicho 

ecológico, de modo que la nueva especie no puede afectarse por los alelos adaptativos de otra 

población. Una vez que las poblaciones son lo suficientemente divergentes como para escapar de los 

eventos de selección periódica de cada una, pueden divergir permanentemente y alcanzan el estatus 

de especie, es decir, son ecológicamente distintas y están irreversiblemente separadas (Cohan, 2001 ; 

Cohan, 2002). Cohan (2002) apunta que estas propiedades universales de las especies no están 

presentes en las especies nombradas por los sistemáticos, sino en los ecotipos, que son organismos 
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que ocupan el mismo nicho ecológico, cuya divergencia es purgada recurrentemente por selección 

natural. Las especies nombradas contienen varios ecotipos, por lo que propone que se les reconozca 

utilizando una clasificación latina trinomial, nombrando su género, especie y ecotipo (Cohan, 2002). 

Cohan (2002) propone que la manera de descubrir los ecotipos es mediante información sobre 

los nichos ecológicos de las bacterias y el análisis de secuencias de varios genes de mantenimiento 

(no involucrados en las adaptaciones específicas de nicho y presumiblemente intercambiables entre 

distintos grupos ecológicamente distintos), conocido como el MLST (multilocus sequence typing). Se 

espera que cada ecotipo sea identificable como un grupo de secuencias monofiléticas, donde la 

divergencia promedio entre ecotipos sea mayor que la divergencia promedio dentro de ellos. Cohan 

(2002) reconoce que el problema es determinar a qué nivel los subgrupos corresponden a ecotipos, y 

propone el método de "star clade'', desarrollado por su grupo, en el que un ecotipo se identifica como 

el grupo de cepas más grande cuya filogenia contiene un nodo significativo o cuando mucho dos. El 

análisis de "star clade" permite demostrar que los complejos clonales formados por el análisis de 

MLST son ecotipos con las propiedades de una especie (Cohan, 2002). 

La propuesta de Cohan (2002) identifica a las especies como grupos monofiléticos que 

comparten una historia evolutiva de selección ecológica y da luz sobre algunos de los posibles 

mecanismos de especiación. Sin embargo, su propuesta tiene varias debilidades: 1) la teoría evolutiva 

detrás de este concepto puede ponerse en duda, ya que está basada en el modelo clonal, 2) no toma en 

cuenta que muchos caracteres adaptativos están codificados en elementos móviles 

extracromosomales, y 3) los métodos que propone tienen supuestos que no necesariamente se 

cumplen en todos los casos, además de ser inaccesibles para la mayoría de los investigadores. La 

propuesta de introducir en la sistemática bacteriana el concepto de clona, complejo clona! o ecotipo 

dentro de una especie, ya existía (Lan y Reeves, 2001 ). Esta propuesta se generó en el sentido de 

incluir ecotipos que en la actualidad se consideran especies o incluso géneros distintos, dentro de una 

misma especie, como el caso de muchos patógenos humanos (Lan y Reeves, 2001 ). Por ejemplo, 

Baci/lus anthracis, B. cereus y B. thuringiensis son clonas de una misma especie (Helgason et al., 

2000) y las especies de Shigella son clonas dentro de E. coli (Pupo et al., 2000). Es importante que se 

reconozcan estas unidades ecológicas y evolutivas. Sin embargo, creemos que las especies, como 

conjunto de ecotipos, son la unidad evolutiva principal. La clonas forman parte de la totalidad de la 

especie, a escala ecológica estructuran las poblaciones y a escala evolutiva contienen la diversidad 

genética de la especie. Las clonas o ecotipos nacen y se extinguen, así como los individuos y las 

especies. Creemos que la introducción de los ecotipos en la nomenclatura de las especies bacterianas 
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es plausible, y de hecho se hace, como en el caso de serotipos, biovariedades, subespecies, etc. Sin 

embargo, no es válido transferirles los atributos de la categoría y el concepto de especie. Por ejemplo, 

dentro de la especie R. etli se reconocen tres ecotipos: los no simbióticos aislados del suelo, la 

biovariedad phaseoli, aislada de nódulos de frijol, y la biovariedad mimosae, aislada de nódulos de 

mimosas (Segovia, et al., 1991; Wang et al., 1999). Segovia et al. (1991) demostraron que la 

transferencia del plásmido simbiótico de la biovar phaseoli convertía en simbióticos a los R. etli no 

simbióticos (Segovia, et al. , 1991 ). Dentro de la población de R. etli bv. phaseoli que estudiamos en 

el presente trabajo, encontramos un aislado con un alelo simbiótico del tipo de la bv. mimosae. Estos 

ejemplos nos permiten ver cómo los diferentes ecotipos se relacionan y mantiene la dinámica 

evolutiva dentro de una especie. 

En la taxonomía actual de las bacterias que nodulan las raíces o tallos de leguminosas, se 

propone que Ja descripción de las especies de rizobios debe hacerse en base a caracteres genotípicos y 

fenotípicos, usando el llamado enfoque polifásico (Vandarnme et al., 1996). Se consideran caracteres 

fenotípicos como su capacidad simbiótica, sus características morfológicas y de cultivo, y caracteres 

genotípicos como su similitud DNA:DNA y sus relaciones filogenéticas basadas en el gen rrs 

(Graham et al. , 1991; van Berkum y Eardly, 1998). La base racional de utilizar este enfoque 

polifásico es que mientras mayor sea el porcentaje del genoma considerado en la clasificación mayor 

será Ja precisión obtenida (Vandamme, et al., 1996). El concepto de especie polifásico es actualmente 

el más empleado para Ja delimitación de Jos taxones bacterianos (Goodfellow et al. , 1997; 

Stackebrandt, et al. , 2002; V andamme, et al., 1996). Este es un concepto operacionalmente práctico, 

pero adolece de una visión evolutiva de la diversidad bacteriana. 

1.3.4 Una propuesta sobre el concepto de especie 

Creemos que existe un nivel de organización en todos los seres vivos que merece ser 

reconocido como el nivel de especie, que el concepto de especie debe ser aplicable a todos los seres 

vivos (universal), y que no es válido crear conceptos de especie que sean aplicables solamente a 

cierto grupo de organismos. El concepto evolutivo de especie (ESC) tiene la característica de ser un 

concepto en el que las especies son tratadas como linajes que se extienden a través del tiempo, por Jo 

que consideramos que éste debe ser el concepto de especie empleado en biología. Este concepto tiene 

la capacidad de incluir el conocimiento que tenemos sobre la evolución bacteriana, en particular, el 

papel fundamental del intercambio genético: tenemos que aceptar que las especies no son sistemas 

cerrados y que el grado de apertura varía de especie a especie. El impacto de este concepto sobre Ja 
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bacteriología es sobre todo teórico: es necesario que se reconozca la enorme capacidad evolutiva de 

las bacterias y las diferencias que existen entre grupos. Creemos que los métodos clásicos utilizados 

en la delimitación de especies son útiles para evaluar la similitud entre cepas, pero el imponer puntos 

de corte arbitrarios para delimitar a las especies no es válido. Debe tomarse en cuenta que los niveles 

de variación y los mecanismos de evolución son cambiantes dentro de diferentes grupos de 

organismos. Debe analizarse con mayor amplitud la variación genética, las relaciones filogenéticas y 

los caracteres y mecanismos ecológicos que son responsables de la evolución de las poblaciones y del 

mantenimiento de la cohesión de las especies. Como ya mencionamos, proponemos que el concepto 

evolutivo de especie (ESP) debe ser el concepto primario y que los demás conceptos pueden ser 

utilizados como conceptos secundarios. La versión operacional del concepto evolutivo, el concepto 

cohesivo (CSC), es el concepto de especie que puede aportar la guía para estudiar los aspectos 

genéticos y ecológicos que dan cohesión a las especies, por lo que pensamos que debe ser el concepto 

secundario que en primera instancia se analice, y que éste puede dar pautas para la aplicación de otros 

conceptos. El enfoque polifásico utilizado actualmente, así como otros conceptos de especie, como el 

biológico (BSC) y el ecológico (EcSC), pueden ser útiles para conocer la variación genética y 

ecológica de las especies de bacterias, pero la conceptualización de las especies debe estar guiada por 

el concepto evolutivo (Esquema 1 ). 

1 Evolutivo 1 

1 Cohesivo 1 

~¡~ 
j Aislamiento sexual j 

Biológico 

1 Monofilia j 

Filogenético 

1 Similitud 

Morfológico 
Fenético 

Taxonómico 
Ecológico 

Esquema 1.- Representación de la organización jerárquica de los principales conceptos de 

especie. 
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1.4 Marcadores genéticos y evolución molecular 

1.4.1 Evolución molecular 

21 

En el estudio de la evolución se plantean dos problemas principales, uno es clarificar las 

historias evolutivas de los organismos y el otro es entender los mecanismos de evolución (Hillis et 

al., 1996; Nei, 1987). Estos dos problemas han sido abordados por dos ramas de la biología 

evolutiva: la sistemática y la genética de poblaciones. 

La sistemática es una de las áreas más controvertidas de la biología. La delineación de 

especies, géneros, familias y demás rangos taxonómicos, es generalmente subjetiva. La filogenética 

es menos controvertida, ya que tiene que ver con las relaciones evolutivas de los organismos, siendo 

secundaria la asignación de los organismos a un rango taxonómico (Nei y Kumar, 2000). Ambas 

están relacionadas, ya que la clasificación de los organismos debe reflejar sus historias evolutivas, por 

lo que la filogenética puede desarrollar una base científica para la sistemática. 

Dado que el "archivo evolutivo" de todos los organismos está escrito en el DNA, es posible 

estudiar las relaciones evolutivas de los organismos comparando sus DNAs (Hillis, et al. , 1996; Li, 

1997). Este enfoque tiene varias ventajas sobre el enfoque clásico que usa caracteres morfológicos y 

fisiológicos. Los datos de secuencias de DNA representan el nivel más alto de resolución genética y 

permiten el desarrollo de métodos estadísticos más poderosos (Li, 1997; Nei y Kumar, 2000). Sin 

embargo, es importante enfatizar que el análisis de la secuencia de un gen no necesariamente 

representa de la historia evolutiva del organismo completo. El análisis de genes nos muestra la 

historia evolutiva de cada uno de ellos. Las fuerzas evolutivas no operan de la misma manera sobre 

todos los genes (Hillis, et al., 1996; Li, 1997; Nei y Kumar, 2000). Los genes de un genoma están 

sujetos de manera diferente a la acción de las diversas fuerzas evolutivas, por lo que se generan tasas 

y patrones de evolución diferentes. 

En el estudio de la evolución es importante conocer la cantidad de variación genética dentro y 

entre especies, para entender qué tipo de variación es importante para la formación de nuevas 

especies (Hillis, et al. , 1996). Sabemos muy poco sobre el mecanismo de especiación o de la 

evolución del aislamiento reproductivo, pero es relativamente fácil evaluar la cantidad de variación 

genética dentro y entre poblaciones a nivel molecular (Nei y Kumar, 2000). Los marcadores 

moleculares son útiles para cuantificar la diversidad genética, monitorear la dispersión de organismos 

y sus genes, y trazar sus relaciones filogenéticas (Avise, 1994; Lenski, 1995). Sin embargo, las 

moléculas son algo más que marcadores; están involucradas en la adecuación de los organismos, por 

lo que entender las consecuencias de la variación molecular es un problema central en ecología 
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(A vise, 1994; Lenski, 1995). Esta última problemática queda fuera del alcance del presente trabajo; 

sin embargo, es necesario tomar en cuenta las funciones en las que están involucradas las moléculas 

que utilizamos como marcadores, para poder analizar con mayor fundamento los resultados y las 

conclusiones que de éstos se puedan derivar. 

1.4.2 Marcadores empleados en este estudio 

En este trabajo analizamos los patrones de evolución molecular de 3 genes cromosomales 

involucrados en el metabolismo central celular (rrs, gin!! y atpD) y 2 genes plasmídicos involucrados 

en la simbiosis con plantas (nifH y nodB). Los /oci cromosomales son genes indispensables de 

mantenimiento, mientras que los /oci plasmídicos son genes adaptativos que permiten la colonización 

del nicho del nódulo. Por lo tanto suponemos que la variación de los loci cromosomales puede 

considerarse selectivamente neutral, mientras que la variación en loci simbióticos puede estar sujeta a 

selección ambiental. 

1.4.2.1 rrs: 

Los RNAs ribosomales son parte estructural de los ribosomas, que son la maquinaria de 

síntesis de proteínas en todos los organismos. La subunidad pequeña del ribosoma (30S en bacterias) 

está constituida por 21 proteínas diferentes y el rRNA 16S. La subunidad grande está constituida por 

31 proteínas y los rRNAs 23S y SS. Para que la traducción de proteínas pueda iniciar, la subunidad 

30S tiene que unirse al mRNA. Precediendo al codón de iniciación hay unos pocos nucleótidos que 

definen el sitio de unión al ribosoma, formando la secuencia Shine-Dalgarno, que es complementaria 

a secuencias cortas del rRNA 16S, lo cual permite alinear en el marco de lectura adecuado el mRNA 

(Snyder y Champness, 1997). Dada la función central de los ribosomas en la síntesis de proteínas y el 

gran número de interacciones que el rRNA tiene con los otros componentes del ribosoma y el mRNA, 

el número de mutaciones que el gen rrs puede aceptar son muy pocas (Woese, 1987). Lo anterior 

aunado a la degeneración del código genético, explica que el rRNA evolucione más lentamente en 

comparación con los genes que codifican para proteínas (Nei y Kumar, 2000; Page y Holmes, 1998). 

El rRN A 16S tiene una estructura secundaria compleja: el transcrito de -1,500 pb se pliega sobre sí 

mismo y se aparean las bases complementarias para formar alrededor de 50 tallos helicoidales con 

algunas regiones no apareadas llamadas asas (Woese, 1987). Las sustituciones nucleotídicas en los 

tallos requieren del cambio simultáneo de las bases complementarias, que pueden estar distantes en la 

estructura primaria. Dado que en las asas las bases no están apareadas, éstas pueden interactuar con 
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otras moléculas del aparato de síntesis de proteínas, por lo que la composición de las horquillas tiende 

a ser más conservada que la de los tallos de función más bien estructural, aunque también algunos 

tallos son más variables que otros (Woese, 1987). 

El gen rrs se ha usado para reconstruir filogenias moleculares profundas, porque está presente 

en todos los organismos, muestra un alto grado de constancia funcional, es grande y está compuesto 

por muchos dominios funcionales (Weisburg, et al., 1991; Willems y Collins, 1993; Woese, 1987). 

Se asume que los cambios en la secuencia del rRNA son selectivamente neutrales y que, debido a que 

el rRNA está integrado en un sistema funcional complejo, no está sujeto a transferencia lateral 

(hipótesis de la complejidad (Jain, et al., 1999; Woese, 1987; Woese, 2000)). 

El gen rrs se ha convertido en uno de los marcadores moleculares más usados en la 

sistemática de bacterias (Goodfellow, et al. , 1997; Ludwig y Schleifer, 1994). Tiene la ventaja de que 

segmentos altamente conservados contienen información a niveles taxonómicos altos (dominios y 

phyla) y regiones menos conservadas permite analizar niveles taxonómicos bajos (familias, géneros y 

especies). Se considera que los árboles filo genéticos basados en la secuencia del rrs reflejan 

globalmente la historia evolutiva de los organismos (Ludwig et al., 1998; Ludwig y Schleifer, 1994; 

Woese, 1987). 

Sin embargo, algunos de los supuestos utilizados para reconstruir la historia evolutiva de los 

organismos a partir de los genes de rRNA no son totalmente válidos. El que este gen esté restringido 

funcionalmente no necesariamente implica que no está sujeto a selección ambiental. Se sabe que 

pueden haber cambios selectivos para generar resistencia a antibióticos cuyo blanco son los 

ribosomas (Mankin, 1997; Snyder y Champness, 1997). El que el rRNA forme parte de una 

maquinaria compleja no necesariamente implica que no está sujeto a transferencia lateral. De hecho, 

varios análisis de las secuencias del gen rrs han mostrado evidencia de transferencia lateral y 

recombinación en diversos grupos de bacterias, como en Aeromonas (Martínez-Murcia, et al., 1992; 

Sneath, 1993), en Rhizobiaceae (Eardly et al., 1995; Eardly, et al., 1996; Terefework, et al., 1998; van 

Berkum, et al. , 2003 ), el actinomiceto Thermomonospora chromogena (Y ap, et al., 1999), y en otras 

especies y géneros de actinomicetos (Wang y Zhang, 2000). En este último trabajo Wang y Zhang 

(2000) discuten que aunque la hipótesis de la complejidad es correcta, no toma en cuenta que los 

genes no son las unidades más pequeñas de transferencia. Por lo que proponen la hipótesis de la 

complejidad simplificada, en la que la transferencia de dominios dentro de un gen puede mantener la 

función adecuada del gen, para explicar cómo la transferencia lateral puede afectar a genes altamente 

conservados y esenciales. En consecuencia, ésto permite explicar las incongruencias generadas por el 
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análisis de diferentes segmentos del gen rrs en análisis filogenéticos (Terefework, et al., 1998; Wang 

y Zhang, 2000). 

Además de lo anterior, los genes de rRNA tienen otros inconvenientes para ser utilizadns en 

reconstrucciones filogenéticas. Muchas bacterias tiene más de un operón y hay evidencia de 

diferencias entre operones en las posiciones altamente variables en algunos grupos (Haukka et al., 

1996; Mylvaganam y Dennis, 1992; Yap, et al., 1999), y los patrones de sustitución de estos genes 

violan algunos supuestos de los modelos de reconstrucción filogenética, como el de la independencia 

entre sitios (Li, 1997; Nei y Kumar, 2000). El gen rrs tiene la limitación de cualquier otro gen de no 

necesariamente reflejar la historia evolutiva del organismo. 

1.4.2.2 glnll: 

La glutamino sintetasa es una enzima clave en la asimilación del nitrógeno de la que se han 

encontrado tres isoformas. La GSI es la forma que se ha encontrado sólo en procariontes. La GSII 

está presente en todos los eucariontes y en algunos procariontes, como los rizobios. La GSlll se ha 

encontrado sólo en rizobios, está lejanamente relacionada con las otras dos formas y puede no ser un 

homólogo funcional (Taboada et al., 1996; Tumer y Young, 2000). La GSII es un octámero de 

subunidades idénticas que se encuentra en el citoplasma y cataliza la condensación de glutamato y 

amonio a glutamina. 

El análisis de las secuencias nucleotídicas de GSI y GSII han mostrado que estos genes se 

comportan como relojes moleculares "ideales" (Pesole et al., 1991 ). Las segundas posiciones del las 

GSs cumplen con la condición de tener las mismas frecuencias de bases, por lo que se han usado para 

calcular tiempos de divergencia tan lejanos como entre procariontes y eucariontes. La calibración de 

los árboles indica que la GSI y GSII son resultado de una duplicación que ocurrió hace alrededor de 

2,500 millones de años (Ma) y que la separación de la GSII de plantas y bacterias ocurrió hace 

alrededor de 1,260 Ma (Pesole et al., 1995). Estudios de las GSI y GSII de rizobios han mostrado que 

la GSI está muy conservada en la familia y que la GSII muestra mayor variabilidad, por lo que se ha 

propuesto usar la GSII como marcador taxonómico dentro del grupo de los rizobios (Taboada, et al., 

1996; Tumer y Y oung, 2000; Wemegreen y Riley, 1999). Las secuencias nucleotídicas de la GSII han 

sido utilizadas para comparar la dinámica de los loci cromosomales de mantenimiento y los 

simbióticos de poblaciones de rizobios (Wemegreen y Riley, 1999), y para calcular los tiempos de 

divergencia de los distintos géneros dentro de la familia (Tumer y Young, 2000). 
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1.4.2.3 atpD: 

El gen atpD codifica para la subunidad P de la A TP sintetasa. La A TPasa es un complejo 

enzimático que consiste de dos subunidades. La subunidad catalítica F,, que incluye a las 

subunidades a, p, y,8 y E, se encuentra en la superficie citoplasmática de la membrana y es la que 

sintetiza o hidroliza ATP. La subunidad integral de la membrana Fo atraviesa la membrana formando 

un canal para el transporte de protones y está constituida por las subunidades a, b y c (Boyer, 1997). 

La A TPasa es u complejo protéico clave en el metabolismo energético, ya que produce todo el A TP 

necesario para el metabolismo celular. Recientemente, el gen atpD ha empezado a ser empleado 

como marcador molecular en estudios filogenéticos en bacterias (Christensen y Olsen, 1998; Gaunt et 

al., 2001). 

1.4.2.4 nifll: 

El gen nifH codifica para la nitrogenasa reductasa o subunidad férrica de la nitrogenasa (Long, 

1989; Long, 2001 ). El complejo de la nitrogenasa contiene dos enzimas: la nitrogenasa, compuesta 

por dos subunidades a y dos subunidades p, codificadas por nifD y nifK, respectivamente, y la 

nitrogenasa reductasa, compuesta por dos subunidades idénticas codificadas por nifH (Quinto et al., 

1985). A diferencia de los genes de nodulación, la nitrogenasa se encuentra en muchas otras bacterias, 

incluidas arqueobacterias, lo cual evidencia la evolución temprana de la fijación de nitrógeno (Sprent, 

et al., 1987). Esta es una enzima muy conservada entre los linajes de bacterias fijadoras de nitrógeno. 

Desde un punto de vista evolutivo, no está claro si los genes nif son parte del genoma normal ( core) 

de los rizobios o si fueron adquiridos junto con los genes nod (Broughton y Perret, 1999; Haukka et 

al., 1998; Hennecke, et al., 1985; Laguerre, et al., 2001; Young y Johnston, 1989). Sin embargo, 

análisis filogenéticos de estos genes en poblaciones de rizobios evidencían discordancia entre nifH y 

rrs, lo que sugiere que la transferencia lateral de los genes nif dentro de las especies o géneros de 

rizobios tiene un papel importante en poblaciones naturales (Eardly et al., 1992; Haukka, et al., 

1998). El gen nifH se ha utilizado ampliamente en la identificación y clasificación de los rizobios, 

sobre todo a nivel de biovariedad (Amarger, et al., 1997; Graham, et al., 1991; Martínez et al., 1985). 

1.4.2.5 nodB: 

Los genes nod codifican para enzimas involucradas en la síntesis y secreción de los factores 

de nodulación, que actúan como determinantes de la especificidad de hospederos y permiten la 

formación de los nódulos fijadores de nitrógeno (Long, 1989; Long, 2001; van Rhijn y V anderleyden, 
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1995; Vanderleyden, 1998). Los factores de nodulación son moléculas compuestas por un esqueleto 

de quitina unido a una cadena de ácido graso. Los genes nodABC son genes indispensables para la 

nodulación, ya que se encargan del ensamble del esqueleto de los factores de nodulación. NodC es 

una proteína integral de la membrana interior que polimeriza los residuos de N-acetilglucosamina; la 

longitud del esqueleto de los factores de nodulación está determinada por NodC, por lo que puede 

tener importancia en las relaciones de especificidad de hospedero. NodB deacetlila el residuo 

terminal de la glucosamina, dejando un grupo amino libre que es acilado por NodA. El tipo de grupos 

acilo que las proteínas NodA unen puede introducir cierta especificidad a los factores de nodulación. 

Otros genes nod se consideran hospedero específico (hsn) y se relacionan con la modificación de 

residuos sustituyentes en los factores de nodulación; éstos pueden ser incluso cepa específicos (Long, 

1989; Long, 2001; van Rhijn y Vanderleyden, 1995; Vanderleyden, 1998). Los genes nod se han 

encontrado únicamente en los rizobios, sus relaciones filogenéticas son muy semejantes entre ellos, 

pero difieren de las filogenias basada en el gen rrs, por lo que parecen haber sido transferidos entre 

genotipos cromosomales divergentes (Laguerre, et al., 2001; Ueda, et al., 1995; Wemegreen y Riley, 

1999). Estudios recientes que comparan las filogenias derivadas de genes cromosomales y 

simbióticos, muestran evidencia de transferencia lateral de los genes nod comunes dentro de los 

distintos linajes cromosomales de los rizobios y que las filogenias de los genes nod son similares a las 

de las plantas hospederas (Laguerre, et al., 2001; Wemegreen y Riley, 1999). 
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CAPITULO II.- Rhiwbium etli and Rhiwbium ga/licum nodulate common bean (Phaseolus 

vulgaris) in a traditionally managed milpa plot in Mexico: Population genetics and 

biogeographic implications 

II.1 Resumen 

En este trabajo estudiarnos la estabilidad de la estructura genética durante tres años 

consecutivos de poblaciones de los rizobios aislados de nódulos de Phaseolus vulgaris cultivado en 

una parcela de milpa manejada tradicionalmente en México. El conjunto de marcadores genéticos 

analizados (incluyendo secuencias parciales de rrs, glnll, nifH y nodB), junto con experimentos de 

rango de hospedero, ubicaron a los aislados dentro de las especies R. etli bv. phaseoli y R. gallicum 

bv. gallicum. El análisis de grupos de los datos de electroforesis de enzimas multilocus y de los 

perfiles de plásmidos separaron a las dos especies e identificaron clonas numéricamente dominantes 

dentro de cada especie. Los análisis de genética de poblaciones mostraron una alta diferenciación 

entre las dos especies y poca diferenciación dentro de ellas a lo largo de los tres años. Los resultados 

de los análisis de desequilibrio de ligamiento mostraron una estructura genética epidémica para 

ambas especies, con intercambio genético frecuente dentro de poblaciones conespecíficas pero no 

entre las poblaciones de R. etli y R. gallicum. A partir de los resultados anteriores, se seleccionó una 

submuestra de 34 aislados que se utilizó para análisis de PCR-RFLP del rRNA l 6S, determinación 

del número de copias nifH, y experimentos de rango de hospedero. Los perfiles de · plásmidos y los 

patrones de hibridación nifH sugieren la transferencia lateral de plásmidos entre distintos genotipos 

multilocus dentro de las especies pero no entre ellas. Ambas especies se recuperaron de nódulos de 

las mismas plantas, indicando que mecanismos diferentes al aislamiento por hospedero, espacial o 

temporal deben dar cuenta de la barrera genética entre ellas. Por último, se discuten las implicaciones 

de haber encontrado a R. gallicum bv. gallicum nodulando frijol en América. 
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The stability of the genetic structure of rhizobial populations nodulating Phaseolus vulgaris cultivated in a 
traditionally managed milpa plot in Mexico was studied over three consecutive years. The set of molecular 
markers analyzed (including partial rrs, glnII, nifH, and nodB sequences), along with host range experiments, 
placed the isolates examined in Rhizobium etli bv. phaseoli and Rhizobium gallicum bv. gallicum. Cluster 
analysis of multilocus enzyme electrophoresis and plasmid profile data separated the two species and identified 
numerically dominant clones within each of them. Population genetic analyses showed that there was high 
genetic differentiation between the two species and that there was low intrapopulation differentiation of the 
species over the 3 years. The results of linkage disequilibrium analyses are consistent with an epidemic genetic 
structure for both species; with frequent genetic exchange taking place within conspecific populations but not 
between the R. etli and R. gallicum populations. A subsample of isolates was selected and used for 16S ribosomal 
DNA PCR-restriction fragment length polymorphism analysis, nifH copy number determination, and host 
range experiments. Plasmid profiles and nifH hybridization patterns also revealed the occurrence of lateral 
plasmid transfer among distinct multilocus genotypes within species but not between species. Both species were 
recovered from nodules of the same plants, indicating that mechanisms other than host, spatial, or temporal 
isolation may account for the genetic barrier between the species. The biogeographic implications of finding an 
R. gallicum bv. gallicum population nodulating common bean in America are discussed. 

Rhizobia are soil bacteria that are capable of inducing the 
formation of nitrogen-fixing nodules on the roots or stems of 
particular legume host plants (51). Rhizobial species seem to 
have coevolved with their hosts at their centers of diversifica
tion (30) . Common bean (Phaseolus vulgaris) originated in 
America; this plant was exported to the rest of the world 
starting in the early 16th century, and it is currently an impor
tan! crop worldwide (17, 18). At least five species have been 
reported to nodulate common bean. Rhizobium etli bv. 
phaseoli is the predominant P. vulgaris-nodulating species in 
Mexico, Colombia, and Argentina (1, 11, 42). R. etli bv. 
phaseoli is found in regions where common bean has been 
introduced, such as Spain, France, Austria, Senegal, Gambia, 
and Tunisia (10, 21 , 24, 33, 34, 44). However, in these countries 
other Rhizobium species also nodulate this legume. Rhizobium 
leguminosarum bv. phaseoli is commonly found in Europe, and 
it has also been reported to be present in Tunisia and Colom
bia (11, 21, 33, 34). Rhizobium tropici is present in acid soils of 
South America (31) and has been found in France (2) and 
severa! African countries ( 4, 10). Rhizobium giardinii has been . 
found only in European and Tunisian soils (3, 21, 34 ). Rhizo-
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bium gallicum has been found nodulating beans in Europe (3 , 
21) and Tunisia (33, 34), and one Mexican strain (strain FL27) 
has been identified as a member of this species ( 44 ). 

In Rhizobium a large proportion of the genome is composed 
of plasmids (16), which contribute significantly to the ecolog
ical fitness and symbiotic performance of rhizobial strains (6, 8, 
16). The symbiotic genes for nodulation (nod) and nitrogen 
fixation (nif,fix) are located on the symbiotic plasmid (pSym). 
The pSym plasmids of biovar phaseoli strains that nodulate P. 
vulgaris have multiple copies of the nitrogenase reductase gene 
(nifH) and confer a restricted host range (28) . In contrast, R. 
tropici and R. gallicum bv. gallicum pSym plasmids carry a 
single nifH copy and confer a broader host range that includes 
Leucaena spp. (3, 9). Segovia and collaborators ( 41) suggested 
that R. leguminosarum bv. phaseoli is the result of pSym trans
fer from R. etli bv. phaseoli in historie times. The R. gallicum 
and R. giardinii bv. phaseoli strains that nodulate P. vulgaris 
harbar pSym plasmids similar to those found in R. legumino
sarum bv. phaseoli and R. etli bv. phaseoli, which led Amarger 
and colleagues (3) to propose that the acquisition of R. etli bv. 
phaseoli pSym took place via R. leguminosarum strains. The 
presence of viable R. etli bv. phaseoli strains on the testa of P. 
vulgaris seeds has been demonstrated (36) . This finding could 
explain the geographical spread of R. etli bv. phaseoli and 
provides a scenario for the lateral transfer of pSym among 
indigenous Rhizobium species in historie and recent times 
along with the introduction of bean crops worldwide. 
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Besides the strong evidence for interspecies pSym transfer, 
population level analyses of Rhizobium species have also re
vealed the existence of lateral transfer of pSym within species 
in agricultura! fields and pastures (25, 27, 40, 60). However, 
Wernegreen and colleagues (57) found a limited pattern of 
pSym transfer (48) in R. leguminosarum bv. trifolii populations 
associated with native Trifolium species growing in mountain 
meadows of California. 

The effects of agricultura! practices and plant host domesti
cation on the genetic structure of Rhizobium populations have 
scarcely been addressed (30, 47). The domestication of wild P. 
vulgaris plants began around 4,000 years ago in Mesoamerica 
and the Andean region of South America (22). Beans were 
probably codomesticated with maize in Mesoamerica, since 
these two crops are grown in association in a traditional agro
system called milpa (29). The milpa system is a prehispanic 
cultivation method, in which beans are intercropped with 
maize and squash, together with diverse other plant species 
that are locally used for medicinal and nutritional purposes 
( 47). This cultural practice promotes bean nitrogen fixation, 
and its advantages have been recognized (5, 29). In a previous 
study we compared the genetic structures of R. etli bv. phaseoli 
strains associated with beans under different degrees of domes
tication (47). We found that the bacteria associated with milpa 
beans had a genetic structure intermediate between the genetic 
structures of the bacteria isolated from wild beans and mono
cultured beans (47). In a more recent study, we analyzed the 
genetic structure of a Rhizobium population obtained from 
nodules of P. vulgaris and Phaseolus coccineus plants from 
milpa plots in San Miguel, Puebla, Mexico, with the aim of 
understanding its spatial variation ( 45). To do this, six plots 
were sampled in a single year, and a hierarchical analysis of 
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) data revealed (i) 
the coexistence of two distantly related genetic groups, desig
nated genetic divisions I and III, and (ii) the existence of 
numerically dominant genotypes within each division; in addi
tion, linkage disequilibrium analyses indicated that recombi
nation is frequent within each genetic division but not between 
the divisions, which led us to propose a reticulated and epi
demic genetic structure (32, 45). In the present study, P. vul
garis plants from one of the previously studied milpa plots were 
sampled over three consecutive years to determine (i) the 
temporal stability of the population genetic structure, (ii) the 
structure and dynamics of the plasmidic compartment, and (iii) 
the taxonomic affiliations of the genetic groups identified. 

MATERIALS AND METHODS 

Description of the sampling site and procedure. San Miguel Acuexcomac is a 
village with a semiarid climate (annual rainfall, 600 mm) andan alkaline soil (pH 
8.4) and is located in the state of Puebla, Mexico (45). This area has a long 
history of bean cultivation that extends for centuries and has never been inocu
lated with rhizobial strains (47). Agricultura! plots are traditionally managed as 
typical milpas, in which bean, maize, and squash are cultivated together. Low . 
levels of fertilizer, minimal tillage, and hand weeding practices are used. The 
main P. vulgaris variety grown at this site is the climbing landrace called mante
quilla. The germplasm is actively maintained by the indigenous community, and 
ea ch year seeds from the previous crop are sown ( 4 7). One plot (plot B of Silva 
et al. [45]) was sampled in three consecutive years (1994, 1995, and 1996). 
Rhizobium isolates were obtained in the field from root nodules of P. vu/gans 
plants. One isolate was obtained from each nodule, as previously described (45). 
Ali isolates were tested for growth on plates coated with PY medium (per liter, 
5 g of peptone, 3 g of yeast extract, and 1 g of calcium chloride) supplemented 

with nalidixic acid (60 µ.g/ml) and on Luria-Bertani plates. Isolates were depos
ited in the collection of the Instituto de Ecología, Universidad Nacional Au
tónoma de México. 

MLEE. Cell lysates of the isolates were obtained as previously described (45), 
and electrophoresis was performed on cellulose acetate membranes (20, 45). The 
following six enzymes were assessed: isocitrate dehydrogenase (EC 1.1.1.42), 
peptidase (EC 3.4.13), phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2), glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (EC 1.1.1.49), xanthine dehydrogenase (EC 1.1 .1.204), and 
malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37). Isocitrate dehydrogenase, peptidase, and 
phosphoglucomutase each exhibited one band of activity, glucose-6-phosphate 
dehydrogenase and xanthine dehydrogenase each exhibited two bands, and 
malate dehydrogenase exhibited three bands, which yielded a total of 10 loci for 
analysis. 

Genelic diversity and cluster analysis. Distinctive mobility variants of each 
enzyme, numbered in order of decreasing anodal mobility, were considered 
ali eles at the corresponding locus ( 43 ). In the case of enzymes that produced 
more than one band, each band was considered a locus. The absence of enzyme 
activity was scored as a null allele and was treated as an ordinary allele. The 
combined allele profiles were defined as multilocus genotypes (electrophoretic 
types (ETs]). Based on allele frequencies for ETs, the genetic diversity for an 
enzyme locus (h) was calculated as follows: h = (1 - Ix/)[nf(n - 1)), where x1 

is the frequency of the ith ali ele and n is the number of ETs ( 43). The total mean 
genetic diversity (H) is the arithmetic mean of h values for ali loci and represents 
the proportion of loci at which two randomly chosen genotypes can be expected 
to differ. To compute the H values, we used the program ETDIV, version 2.2 
(58). 

The genetic distance between each pair of different ETs was estimated by 
determining the mean character differences, and a similarity matrix was con
structed by using the PAUP' program (53); the data were clustered by the 
unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) (46). 

Genetic dil"erentiation. To estímate the relative genetic differenti_ation (G,.) , 
we used Nei's equation, G,. = (H, - H,)IH, (49), where H, is the expected 
diversity in an equivalen! randomly mating total population and H, is the average 
diversity of the subpopulations. To compute the G,. values, we used the program 
ETDIV, version 2.2 (58). The indices range from O, if there is no genetic 
differentiation at a given level, to 1, if there is maximal genetic differentiation 
(35). To test if the G,. values were significantly different from O, we performed 
a chi-square test of independence as follows: x2 = nG.,(a - 1), where n is the 
number of individuals and a is the total number of alleles. The degrees of 
freedom are (k - l)(a - 1), where k is the number of subdivisions. The degrees 
of freedom and x1 values were summed across loci, and significance was exam
ined at a P value of <0.05 (19, 59). 

Linkage disequilibrium analyses. To determine the extent to which popula
tions exhibited nonrandom associations of alleles between loci, we used a mul
tilocus index based on the distribution of allelic mismatches between pairs of 
isolates for ali loci. The ratio of the variance in mismatches observed in a 
population (V0 ) to the expected variance of the corresponding population at 
linkage equilibrium (random association of alleles) (V,) provides a measure of 
linkage disequilibrium. If there is no linkage disequilibrium, V)V, is l. The 
significance of the difference between V,, and V, was calculated by using a Monte 
Cario procedure with 1,000 iterations, which was carried out with the LDV 
program (50). 

Visualization and cluster analysis of plasmid profiles. The plasmid contents of 
the isolates were visualized by using the Eckhardt procedure (12). Plasmid 
mobilities were deterrnined in 0.7% agarose gels by using plasmids of R. etli bv. 
phaseoli CFN42 and Sincrhizobium meliloti 1021 as molecular size references. A 
plasmid profile similarity matrix was constructed by using the PAUP' program 
(53), and data were dustered by using the UPGMA algorithm (46). 

PFGE of plasmids and pSym determination. Pulsed-field gel electrophoresis 
(PFGE) was used to obtain accurate size estimates for plasmids from selected 
isolates and to identify the pSym plasmids. lntact genomic DNA was prepared in 
0.8% agarose plugs and subjected to PFGE in a contour-clamped homogeneous 
electric field apparatus (CHEF-DRii; Bio-Rad) by following the manufacturer's 
instructions. Electrophoresis was carried out at 13ºC with a constant voltage of 
4.5 V cm- 1 by using a two-block programas follows: block 1, 30-s initial switch, 
60-s final switch, and 8-h run time; and block 2, 50-s initial switch, 100-s final 
switch, and 28-h run time. Saccharomyces cerevisiae chromosomes (Bio-Rad) 
were used as molecular size markers. Gels were stained with ethidium bromide, 
photographed, and transferred to nylon filters. Membrane hybridization with a 
nifH probe was performed as described below. 

Analysis of nijH gene organization. Genomic DNA from 34 isolates was 
digested with endonuclease BamHI, subjected to 1 % agarose gel electrophoresis, 
stained with ethidium bromide, photographed, and transferred to nylon filters . 
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An interna! nifH fragment ( - 450 bp) from strain CFN42 was amplified with 
primers o! and o3 (37), as described below. This fragment was labeled with 
digoxigenin-dUTP by using random primers, and detection was performed with 
anti-digoxigenin-alkaline phosphatase Fab fragments by using the chemilumines
cence system and following the instructions of the manufacturer (Roche) . Mem
brane hybridization and washing were performed under high-stringency condi
tions (65ºC. 0.5x SSC [I X SSC is 0.15 M NaO plus 0.015 sodium citrate]) . Sorne 
membranes were also hybridized with a lambda probe to obtain accura te esti
mates of the hybridization signa! sizes on gels normalized with HindIII-digested 
lambda DNA. 

Plant nodulation tests and acetylene reduction assay. Seeds of P. v11/garis cv. 
Negro Jamapa, Macroptilium atrop111p11reum , and Leucaena /eucocephala cv. Pe
ruvian were surface sterilized with sodium hypochlorite (54 ). Pregerminated 
seeds were placed in ftasks filled with vermiculite, watered with an N-free plant 
nutrient solution (13), and inoculated with each of the 34 selected isolates. Plants 
were maintained in a growth chamber at 28ºC with a photoperiod of 15 h. After 
4 weeks, the numbers of nodules were counted, and nitrogen fixation was mea
sured by the acetylene reduction assay (54 ). 

PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis of the 16S 
rRNA gene. The 16S rRNA genes of 34 isolates were PCR amplified by using 
primers fDl and rDl (55). The amplification products were digested with endo
nucleases Sau3AJ , Mspl, and P.stl and visualized in agarose gels as described 
elsewhere (23) . Type and reference strains of the five recognized species that 
nodulate common bean (R. etli bv. phaseoli CFN42, R. tropici CIAT899 and 
CFN299, R. /eguminosarum bv. phaseoli USDA2671 , R. gallicum bv. gallicum 
R602sp and FL27, and R. giardinii Hl52) were included for comparison. 

PCR amplification and nucleotide sequencing. Two isolates were selected for 
partial DNA sequencing of two chromosomal genes, m coding for 16S rRNA 
and glnll coding for glutamine synthetase, and two pSym genes, nifH and nodB, 
coding for the dinitrogenase reductase and . N-acetylglucosamine deacetylase, 
respectively. For PCR amplification, a reaction mixture (50 µ.I) containing I X 
PCR buffer (Gibco BRL), 1.5 mM MgCI,. each deoxynucleotide triphosphate at 
a concentration of 200 µ.M, each primer at a concentration of 0.2 µ.M , and 2 U 
of Taq polymerase was used. The following temperature profile was used for ali 
amplifications: 3 min at 94ºC, followed by 30 cycles of 1 min at 94ºC, 1 min at the 
appropriate annealing temperature , and 1 min of extension at 72ºC and a final 
extension cycle consisting of 72ºC for 5 min. The annealing temperatures for the 
different primer pairs are indicated below. "s gene fragments were amplified 
with primers PF2 (TACTGTCGATCTGGAGTATG) and PRI (ATTGTAGC 
ACGTGTGTAGCC) (annealing temperature, 60ºC);g/11l/ gene fragments were 
amplified with primers GSFIB and GSR2seq (56) (annealing temperature, 
70ºC); nifH sequences were amplified with primers ol and o3 (37) (annealing 
temperature, 58ºC); and almost complete nodB genes were amplified with prim
ers nodB3F (56) and nodCRR (GAGACGGCGRCRRTGCTGGTTG) (anneal
ing temperature, 65ºC). The same primers were used for sequencing reactions 
with ABI Prism Big Oye chemistry, and the products were analyzed with an 
ABI377 sequencer (ABI, Foster City, Calif.). 

Nucleotide sequence accession numbers. The sequences obtained in this study 
have been deposited in the GenBank sequence database under accession num
bers AF529011 to AF529022. 

RESULTS 

Plant sampling and bacteria! isolation. In 1994, 1995, and 
1996 six, seven, and eight plants were sampled and 30, 38, and 
58 isolates were obtained, respectively (Table 1). Over the 3 
years a total of 21 plants were sampled and 126 isolates were 
obtained. Ali isolates grew on PY plates supplemented with 
nalidixic acid (60 µg/ml) but were unable to grow on Luria
Bertani plates. A total of 108 isolates formed gummy colonies 
on PY plates (classified as R. etli [see below]), and the remain
ing 18 isolates exhibited a rough colony appearance (classified · 
as R. gallicum [see below]) . Ten of the 21 plants sampled 
harbored R. etli isolates exclusively, whereas 11 plants har
bored both R. etli and R. gallicum isolates. 

Genetic diversity, genetic ditrerentiation, and cluster analy
sis. The MLEE survey yielded 43 different multilocus geno
types for the 126 isolates. Cluster analysis of the MLEE data 
revealed two genetic divisions separated at a mean genetic 
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distance of 0.7 (Fig. 1 ), corresponding to genetic divisions 1 and 
III described previously ( 45). On the basis of the nucleotide 
sequence, plasmid profiling, nifH copy number, and host range 
analyses described below, the 18 division I isolates were clas
sified as R. gallicum bv. gallicum, and the 108 division III 
isolates were confirmed to be R. etli bv. phaseoli . The R. gal
licum and R. etli isolates had similar mean genetic diversities 
(Table 2), and both populations displayed ET dominance, 
since a few ETs were represented by many isolates (Table 1 
and Fig. 1). For the R. gallicum population, ET4 was recovered 
at the highest frequency and ET4 isolates comprised 33% of 
the R. gallicum isolates, although it was not found in the 1996 
samples (Table 1). In the R. etli population, ETl, ET2, and 
ET3 (with 38, 18, and 15 isolates, respectively) were the most 
abundant ETs, were found in ali 3 years and comprised 66% of 
the R. etli isolates (Table 1 and Fig. 1). A chi-square test 
showed that the frequencies of these three ETs did not vary 
significantly over the 3 years (x2 = 7.14; df = 4; P = 0.129), 
suggesting that there was temporally stable genotype domi
nance in the population. These dominant R. etli genotypes 
grouped in a tight cluster, as shown in Fig. 1 (mean genetic 
distance, <0.2), indicating that they form a clonal complex 
(14) . 

The level of genetic differentiation between the R. etli and R. 
gallicum populations was high and significant (Gst = 0.285; P < 
0.001 ), whereas the leve Is of intrapopulation genetic differen
tiation over the 3 years for R. etli (G,, = 0.073; P = 0.243) and 
R. gallicum (G,, = 0.045; P = 0.999) were not significant (Table 
2). Furthermore, of the 37 alleles found in the 126 isolates, 8 
were detected exclusively in the R. gallicum population , while 
12 were unique to the R. etli population, and the 17 shared 
alleles were found at disparate frequencies in the two species 
(the MLEE data set is available from the corresponding author 
upon request). These results indicate that the two species do 
not share the main part of their alleles and that within the 
species the levels of genetic variability remained constant dur
ing the 3 years sampled. 

Linkage disequilibrium analyses. A hierarchical linkage dis
equilibrium analysis was performed with the MLEE data set to 
estimate the extents of genetic exchange within and between 
the R. etli and R. gallicum populations. As shown in Table 2, 
both populations showed linkage equilibrium when only ETs 
were included in the analysis. When ali isolates of each species 
were considered, the populations appeared to be in linkage 
disequilibrium, due to the presence of numerically dominant 
ETs ( epidemic clones (32]). These results revealed an epidemic 
genetic structure for both species, in which the frequency of a 
few dominant genotypes increases to produce epidemic clones, 
but frequent genetic exchangt: occurs among the members of 
the population. Linkage disequilibrium was detected when the 
analysis was performed with either ali 126 isolates or 43 ETs 
(Table 2), indicating that the extent of genetic exchange be
tween R. etli and R. gallicum is negligible, if there is any ex
change at ali. 

Diversity and cluster analysis of plasmid profiles. Eleven 
plasmid size classes were identified among the 18 R. gallicum 
isolates; the sizes ranged from -50 to > 1,500 kb and repre
sented seven distinct profiles (Table 1 and Fig. 1). R. gallicum 
isolates harbored two to four plasmids (average, 3.1 plasmids), 
and ali isolates contained a > 1,500-kb megaplasmid, which was 
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TABLE l. Distribution of ETs and plasmid profiles among 18 R. gallicum and 108 R. etli isolates from nodules of P. vulgaris 
plants over three consecutive years" 

Sampling year Total no. 
of isolates ET 

1994 1995 1996 

R. gallicum 
ET4 
ET8 
ET12 
ET15 
ET16 
ET19 
ET26 
ET29 
ETIO 
ET38 
ET39 
ET40 

Pl3 (2)" Pl2 (2), P21, P22 6 
2 
1 
l 
l 
l 
l 
1 
1 
1 
1 
1 

R. etli 
ETl 

P4 

Pl (2), P2 (5), PS (2), P6, Pll, Pl9 

P4 
Pl2 
Pl4 
P4 

Pl (4), P2 

P4, P31 

P4 
P4 
P4 
Pl4 
P4 

Pl (9), P2 (2), P3, PS (2), P6 (3), PS, 
Pll, P26, P27 

38 

ET2 
ETI 
ET5 
ET6 
ET7 
ET9 
ETlO 
ETll 
ET13 
ET14 
ET17 
ET18 
ET20 
ET21 
ET22 
ET23 
ET24 
ET25 
ET27 
ET28 
ET31 
ET32 
ET33 
ET34 
ET35 
ET36 
ET37 
ET41 
ET42 
ET43 

P3, P9, PlO, Pl 7, P18, P20 
P2 (4), P3 (3) 

Pl, P3 (2), P7, P9, PlO, P23 
P3 (3) 

Pl, Pl6, P25, P29, P32 
Pl, P2 (2), P3, PlS 

18 
15 
3 
3 
3 
2 
2 
2 
1 
l 
l 
l 

P9 

P2 

Pl (2), P2 

P3 
P3 
Pll 
P2 
P7 
P3 
PS 
Pl6 
PlS 
P7 
P7 
P24 

P9, PlO 
Pl (3) 

Pl, P30 
Pl, PS 

Pl 
P3 
PS 
P28 
P2 
PS 
Pl 
P3 
Pl 
P8 
P33 

"A total of 126 isolates were obtained (30 isolates in 1994, 38 isolates in 1995, and 58 isolates in 1996). 
"Plasmid profiles found in multiple isolates are indicated by boldface type, and the number of isolates is given in parentheses when there was more than one isolate. 

absent in the R. etli population (Table 3). Profile P4 was the 
dominant profile; it was observed in 44% of the isolates (Table 
1 and Fig. 1) and was indistinguishable from the profile of the 
type strain of R. gallicum bv. gallicum R602sp (Table 3). Fif
teen plasmid size classes were detected among the population 
of 108 R. etli isolates, and the plasmid sizes ranged from -125 · 
to - 700 kb. Twenty-six plasmid profiles were found, consisting 
of two to five plasmids (average, 3.5 plasmids ). Ali of the R. etli 
profiles included the - 700-kb plasmid, which was not found in 
the R. gallicum population (Table 3). The R. etli population 
displayed a high degree of plasmid profile dominance, with 
many isolates sharing a few plasmid profiles. Profiles Pl, P2, 
and P3 were found in 57% of the R. etli isolates (Table 1 and 

Fig. 1 ); these profiles were the predominant pro files and were 
recovered in ali 3 years. A chi-square test indicated that the 
frequencies of these three profiles varied significantly over the 
3 years (x2= 19.32; df = 4; P < 0.001). Profile Pl was the most 
abundant profile in 1996, P2 was the most abundant profile in 
1994, and P3 was the most abundant profile in 1995. These 
apparent temporal changes in plasmid profile dominance in 
the R. etli population could have been due simply to the small 
sample size or could reftect actual changes in the plasmid 
combinations selected in the crop seasons (for example, dueto 
ftuctuations in environmental conditions). 

Figure 1 shows the separation of R. gallicum and R. etli 
populations on the basis of both MLEE and plasmid profiles. 



888 SILVA ET AL. 

A 

R. gallicum 

R. etli 

0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0. 1 o.o 
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P24 

P26 ==r--1 
P9 (4) 

P23 --~ 
P7(4)~ 
PI0(3) 

P32 
PI? 
P20 
PIS 

O.O 0.1 0.2 

B 

R. etli 

0.3 0.4 

FIG. l. Dendrograms showing the genetic relatedness among chromosomal and plasmidic genotypes of R. etli and R. ga/licwn and the 
chromosome-plasmid profile combinations. (A) Genetic relatedness of the multilocus genotypes based on 10 isoenzymatic loci. The ET designa· 
tions are indicated. (B) Genetic relatedness of the plasmid profiles based on the presence or absence of the different plasmid size classes. The 
plasmid profile designations are indicated. The number of isolates far each multiple ET or plasmid profile is given in parentheses. The genetic 
distance between each pair of ETs or plasmid profiles was estimated by determining mean character differences, and data were clustered by the 
UPGMA. The faur most abundan! ETs and their plasmid profile combinations are indicated by boldface type and salid lines; the other 
combinations are indicated by dashed lines. 

It is noteworthy that within species isolates belonging to the 
same ET could have different plasmid profiles and, conversely, 
that a particular plasmid profile could be found in isolates with 
different ETs, suggesting that plasmid transfer occurs within 
conspecific populations but not between species, as graphically 
shown in Fig. l. 

Based on the MLEE and plasmid profile data, 34 isolates 
were selected for further molecular analyses; this selection 
included 10 isolates from the R. gallicum population and 24 
isolates from the R. etli population. This selection included 
isolates from dominant ETs and plasmid profiles, as well as 
isolates displaying unique ETs or plasmid profiles (Table 3). 

TABLE 2. Genetic diversity, genetic differentiation, and linkage disequilibrium estimates far R. gallicum and R. etli populations associated 
with P. vulgaris plants in San Miguel Acuexcomac, Mexico 

Population No. of No. of Mean genetic Mean no. 
isolates ETs diversity of alleles 

R. gallicum 18 12 0.388 (0.086¡< 2.5 
R. etli 108 31 0.351 (0.059) 2.9 
Total 126 43 0.501 (0.060) 3.7 

" Observed variance/expected variance of the mismatch distribution. 
1
' Probability of rejccting by chance the null hypothesis that V0 = V. .. 
' The values in parentheses are standard errors. 
"NS, not significant. 
< G., is significantly different from O. 

G,. 

0.045 
0.073 
0.285' 

!so lates ETs 

Mean no. of P" Mean no. of P" mismatches VjV," mismatches v,;v: 

3.3 1.66 <0.001 3.9 0.96 NSd 
1.9 1.72 <0.001 3.5 l.06 NS 
3.3 3.90 <0.001 5.0 2.18 < 0.001 
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TABLE 3. Multilocus genotypes (ETs), plasmid profiles, l6S ribosomal DNA RFLP patterns, nifH hybridization patterns, and estimated sizes 
of plasmids and nifH hybridization bands for 34 selected P. vulgaris isolates and reference strains 

165 ribosomal Plasmid nifH 
Strain" ET DNA RFLP 

patternh Pro file Sizes (kb)' Pattern Size(s) (kb) 

R. gallicum isolates 
> 1,500, 550, 350, 250 Cl IE992 ET4 AAB Pl3 8.3 

IE2703 ET4 AAB P22 > l,500, 650, 125, 50 Cl 8.3 
IE4868 ET40 ABA P4 > l,500, 550, 250 Cl 8.3 
IE4845 ET38 AAA P4 > l,500, 550, 250 Cl 8.3 
IE2729 ETl5 AAB P4 > 1,500, 550, 250 C2 9.5 
IE988 ETl2 AAA P4 > 1,500, 550, 250 C2 9.5 
IE4770 ET29 AAB P4 > l ,500, 550, 250 Cl 8.3 
IE4872 ET8 AAA P3l > l,500, 550, 180, 125 Cl 8.3 
IE2735 ETl6 ABA Pl2 > l ,500, 550 Cl 8.3 
IE275l ET19 ABA Pl4 > 1,500, 525, 250 C3 12.0 

R. etli isolates 
IE4810 ET6 BAB Pl 700, 550, 450 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE4813 ET32 BAB P5 700, 450, 390, 125 81 5.6, 9.8 
IE4794 ET31 BAB P3 700, 450, 390, 250 A2 2.6, 12.4, 16.6 
IE4803 ET5 BAB P9 700, 500, 425 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE4815 ET33 BAB P28 700, 425, 350, 270 A2 2.6, 12.4, 16.6 
IE4876 ET43 BAB P33 700, 550, 450, 225 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE954 ETl BAB Pl 700, 550,450 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE4777 ETl BAB Pl 700, 550, 450 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE963 ETl BAB P2 700, 450, 390 Bl 5.6, 9.8 
IE2730 ETl BAB P2 700, 450, 390 . Bl 5.6, 9.8 
IE4804 ETl BAB P3 700, 4~, 390, 250 A2 2.6, 12.4, 16.6 
IE4877 ETl BAB P5 700, 450, 390, 125 Bl 5.6, 9.8 
IE994 ETl BAB P5 700, 450, 390, 125 Bl 5.6, 9.8 
IE1006 ETl BAB P6 700, 550, 450, 125 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE1009 ETl BAB Pll 700, 450 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE2737 ET2 BAB PI 700, 550, 450 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE4795 ET2 BAB Pl 700, 550, 450 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE950 ET2 BAB P3 700, 450, 390, 250 A2 2.6, 12.4, 16.6 
IE2704 ET2 BAB P3 700, 450, 390, 250 A2 2.6, 12.4, 16.6 
IE1004 ET2 BAB PlO 700, 450, 350, 300, 250 A2 2.6, 12.4, 16.6 
IE4874 ETI BAB Pl 700, 550, 450 Al 4.6, 12.4, 16.6 
IE951 ET3 BAB P2 700, 450, 390 8 2 4. 5.6, 9.8 
IE4837 ET3 BAB P2 700, 450, 390 82 4, 5.6, 98 
IE4771 ETI BAB P3 700, 450, 390, 250 Bl 5.6, 9.8 

Reference strains 
CFN42 ET44 BAB P34 650, 510, 390, 270, 180, 150 82 4, 5.6, 9.8 
FL27 ND.t AAB P35 > 1,500, 600, 390 Cl 8.3 
R602sp ND AAA P4 > 1,500, 550, 250 Cl 8.3 

"The underlined isolates were used for determinalion of rrs, glnll, 11ifH, and nodB gene sequences. 
h Each letter refers to a restriclion pattern obtained wilh lhe enzymes Sau3AI, Mspl , and Pstl. Restriction siles for each enzyme were mapped on the rrs sequence 

of R gallicum R602sp (accession number U86343), which had an AAA pattern. The lype B pattem for Sau3AI conlained additional reslriclion siles al nucleotides 501 , 
505, and 561. The Mspi type B pattem lacked the site at position 951. For Psti digeslion, lhe type B pattem had an addilional restriclion sile al nucleolide 926. 

e pSym plasmids are indicated by boldface type. 
d NO, nol delermined. 

PFGE and pSym identification. PFGE was used to obtain 
accurate plasmid size estimates for the 34 isolates selected for 
molecular analyses, and the values are shown in Table 3. These 
values were used to estimate the plasmid sizes for the whole 
sample of 126 isolates, based on Eckhardt plasmid profiles. 

The pSym plasmids of 20 isolates ( 4 R. gallicum and 16 R. etli 
isolates) were identified by Southern analysis of plasmid pro
files resolved by PFGE by using a nifH probe and are indicated · 
in Table 3. Most R. gallicum isolates harbored 550-kb pSym 
plasmids; the single exception was isolate IE2751, which har
bored a 525-kb pSym. The sizes of the pSym plasmids of R. etli 
isolates ranged from 350 to 550 kb. One-half of the R. etli 
isolates contained a 390-kb pSym, like the R. etli type strain 
CFN42. In general, pSym plasmids of the same size were as
sociated with identical or similar plasmid profiles; for example, 

isolates with profiles P2 and P3 harbored 390-kb pSym plas
mids. The only exception was isolate IE4874, which contained 
a 450-kb pSym, whereas the other two isolates with profile Pl 
contained 550-kb pSym plasmids (Table 3). 

Detennination of nifH copy number by Southern hybridiza
tion. For the 34 isolates analyzed, six different hybridization 
patterns were recorded (Table 3). Ali R. gallicum isolates ex
hibited a single hybridization signa!, and most of them shared 
an -8.3-kb hybridizing band (pattern Cl) with R. gallicum bv. 
gallicum strains R602sp and FL27 (Table 3), supporting clas
sification of our isolates as members of R. gallicum bv. galli
cum. Ali R. etli isolates contained multiple (two or three) nifH 

copies, and two groups of related patterns were observed. 
Patterns Al and A2 had two bands with sizes of - 12.4 and 
-16.6 kb, while patterns Bl and B2 had two bands with sizes 
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TABLE 4. Average numbers of nodules formed by 10 R. gallicum 
and 24 R. etli isolates on three leguminous hosts" 

Organism 

R. gallicum 
R. etli 

" See Table 3. 

P. v11/ga1is 

12.6 :<:: 3.1 (F)" 
36.6 :<:: 3.4 (F) 

No. of nodules formed on: 

M. atrop11rpureum 

15.l :<:: 1.2 (F) 
4.5 :<:: 0.75 

L. leucocephala 

5.3 :<:: 1.1 (F) 
o.o 

"Average :!: standard error. (F), nitrogen fixation (acetylene reduction was 
detected in nodules). 

of - 5.6 and - 9.8 kb; the latter pattern was identical to that 
displayed by type strain R. etli CFN42 (Table 3). 

Within the R. gallicum and R. etli populations, nifl-1 hybrid
ization patterns could be found scattered throughout the dif
ferent branches of the MLEE and plasmid profile dendro
grams, further supporting the conclusion derived from the 
comparative cluster analyses of MLEE and plasmid profile 
data that lateral transfer of plasmids occurs within each species 
but not between the species. However, in sorne instances an 
association between plasmid profile and nifl-1 pattern within 
species was observed. For example, ali the R. etli isolates that 
hada Pl plasmid profile displayed a type Al nifl-1 hybridization 
pattern, as summarized in Table 3. Notable associations be
tween pSym size and nifl-1 hybridization pattern were also 
found. For example, R. etli isolates with the Al nifl-1 pattern 
harbored 450- to 550-kb pSym plasmids, the A2 nifl-1 patterns 
were associated with 390- to 425-kb pSym plasmids, and the Bl 
and B2 nifl-1 patterns were strictly associated with 390-kb pSym 
plasmids (Table 3). R. gallicum isolates with 550-kb pSym plas
mids yielded only the Cl nifl-1 pattern, while a 525-kb pSym 
was associated with the distinct C3 nifl-1 pattern. A 550-kb 
pSym was detected in the R. etli and R. ga/licum populations, 
but the nifl-1 hybridization patterns revealed that these plas
mids were distinct. 

Plant nodulation tests and symbiotic elfectiveness. Ali 34 
selected isolates (Table 3) nodulated and fixed nitrogen with P. 
vulgaris plants (Table 4) . However, R. gallicum isolates induced 
only one-third of the nodules induced by R. etli isolates. Ali R. 
gallicum isolates formed effective nodules on M. atropurpu
reum, whereas R. etli isolates induced less than one-third of the 
nodules induced by R. ga/licum isolates on this host and were 
ineffective (Table 4). Ali R. gallicum isolates nodulated and 
fixed nitrogen on L. leucocephala plants, further supporting 
classification of these isolates as R. gallicum bv. gallicum, while 
ali R. etli isolates were unable to nodulate this host (Table 4). 

PCR-RFLP analysis of the 16S rRNA gene. Almost com
plete 16S rRNA genes (-1.5 kb) for 34 isolates were PCR 
amplified and digested with endonucleases Sau3AI, MspI, and 
PstI. Four different composite restriction patterns were found 
(Table 3). R. gallicum isolates displayed three different pat
terns (AAA, AAB, and ABA); pattern AAB was identical to · 
the pattern of R. gallicum FL27, while pattern AAA was iden
tical the pattern of R. gallicum R602sp. Ali R. etli isolates 
displayed the same restriction pattern (BAB), which was iden
tical to the pattern of R. etli CFN42 (Table 3). The restriction 
siles for each enzyme were mapped on the rrs sequence of R. 
ga/licum R602sp (accession number U86343) and are indicated 
in Table 3. The patterns displayed by other Rhizobium refer-
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ence species were different from those of our isolates (data not 
shown). 

Nucleotide sequence analyses. Partial sequences of two 
chromosomally encoded genes (m and gin/!) and two pSym
encoded genes (nifl-1 and nodB) were determined for R. galli
cum isolate IE988 (ET12 in Table l and Fig. 1) and R. etli 
isolate IE2730 {ETl in Table 1 and Fig. l) and, when the 
sequences were not available in public sequence databases, 
also for R. gallicum strains R602sp and FL27. 

The 558-bp rrs sequence segment of isolate IE988 was very 
similar to that of strain R602sp (Table 5). However, the leve! 
of similarity with the R602sp and FL27 sequences reported by 
Sessitsch et al. ( 44) was lower, due to the presence of severa! 
insertions which are absent in the R602sp sequence reported 
by Amarger et. al. (3) and in our IE988 sequence. The rrs 
sequence of isolate IE2730 differed only at two nucleotides 
from the rrs sequence of R. etli CFN42 (Table 5) . 

A 540-bp glnll sequence segment was obtained for isolates 
IE988 and IE2730 and for strains R602sp and FL27. The high
est levels of similarity were found between isolate IE988 and 
strains FL27 and R602sp, while isolate IE2730 showed the 
highest leve! of similarity with R. etli CFN42 {Table 5). 

The 389-bp nifl-1 sequence segment obtained for isolate 
IE988 was most similar to the nifl-1 sequence segments of 
strains R602sp and FL27, while the nifl-1 sequence of isolate 
IE2730 was identical to the sequence of the three paralogous 
nifl-1 copies of R. etli CFN42 (Table 5). 

An almost complete nodB sequence segment (571 bp) was 
obtained for isolates IE988 and IE2730 and for strains R602sp 
and FL27. The nodB sequence segment of IE988 was very 
similar to the nodB sequence segments of strains R602sp and 
FL27, while the nodB sequence of IE2730 was identical to the 
nodB sequence of R. etli CFN42 (Table 5). 

Taken together, these results strongly support the taxonomic 
placement of isolate IE988 in R. gallicum bv. gallicum and the 
taxonomic placement of isolate IE2730 in R. etli bv. phaseoli . 

DISCUSSION 

In this study we analyzed the genetic structure of rhizobial 
populations nodulating P. vulgaris plants growing in a tradi
tionally managed milpa plot in San Miguel Acuexcomac, Mex
ico, over three consecutive years. This site was selected for our 
study because of its long history of bean cultivation that ex
tends back to pre-Columbian times (47) . In a previous study of 
the genetic structure of rhizobial populations associated with 
beans grown in six milpa plots at this site, low levels of genetic 
differentiation among the plots (G5 1 = 0.072) were found, and 
five dominant ETs were recovered from ali six plots, indicating 
that the population structure was stable at the spatial scale 
analyzed (45). Based on these findings, we decided to sample a 
single representative plot to study the temporal stability of the 
genetic structure, as well as to gain insight into the structure 
and dynamics of the plasmidic compartment, an issue that has 
not been addressed previously. 

The three dominant R. etli ETs identified in the present 
work correspond to those found in the previous study ( 45), 
indicating that the genetic composition of the populations at 
this site is stable both in terms of space (six plots sampled in a 
single year [45]) and in terms of time (one plot sampled over 3 
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years [this study]). Furthermore, the two distinct lineages that 
were consistently recovered over the 3 years sampled corre
spond to the previously described genetic divisions 1 and III 
( 45). Linkage disequilibrium analyses confirmed that recombi
nation takes place within but not between these lineages. Im
portantly, the set of molecular markers analyzed in this study, 
along with the host range experiments, unambiguously placed 
our division 1 population in R. gallicum bv. gallicum and the 
division III population in R. etli bv. phaseoli. Therefore, the 
two lineages correspond to two distinct species and are not 
compartments within an R. etli population, as suggested previ
ously ( 45). As a consequence, we concluded that the genetic 
structure·of the R. etli and R. gallicum populations at this site 
is epidemic but not reticulated, as defined by Maynard Smith 
and colleagues (32). 

Strong evidence that there is genetic exchange within but not 
between the R. etli and R. gallicum populations was also pro
vided by the analysis of the plasmid compartment. Both the 
plasmid profiles and the nifH hybridization patterns provided 
evidence that there is plasmid transfer among distinct multilo
cus genotypes within each species (Fig. 1 and Table 3). The 
panmictic plasmid transfer pattern ( 48) found for both species 
could have been the result of the selective pressure imposed by 
agricultura! practices, as suggested by Wernegreen and col
leagues (57), or may have been an intrinsic feature of these 
Rhizobium species. The evidence that recombination took 
place also in the chromosomal compartment, as demonstrated 
by the linkage disequilibrium analyses, favors the latter possi
bility. Taken together, these results indicate that genetic ex
change is an important so urce of variation and cohesion in the 
ecology and evolution of the two species, although it is not 
great enough to prevent the emergence of epidemic clones that 
are recovered from nodules at a high frequency. This finding 
may be interpreted as evidence that there is strong selective 
pressure imposed by the host, which favors the maintenance of 
particular c11'omosome-plasmid associations. lt will be inter
esting to test whether the epidemic clones are particularly 
competitive for nodulation or if they are simply numerically 
dominant clones in the soil. lt is important that both species 
nodulate the same individual plants, indicating that mecha
nisms other than host, spatial, or temporal isolation may ac
count for the genetic barrier between them. 

The 34 strains selected for molecular and host range analy
ses revealed that the subsample of 10 R. gallicum isolates 
constitutes a diverse lineage that displays three of the four 16S 
PCR-RFLP patterns detected, three different nifH hybridiza
tion patterns, and two pSym sizes (Table 3). In addition to P. 
vulgaris, these isolates effectively nodulated the other two hosts 
tested (Table 4 ). On the other hand, the 24 R. etli isolates 
effectively nodulated only P. vulgaris. Ali of the isolates dis
played the same 16S PCR-RFLPs, but they harbored six pSym 
size classes and displayed four nifH hybridization patterns. The 
comparison of plasmid profiles, nifH hybridization patterns, · 
and pSym sizes revealed the complex and dynamic structure of 
the plasmidic compartment within species. Generally, pSym 
plasmids that were the same size and had identical nifH hy
bridization patterns were associated with identical plasmid 
profiles. However, there were sorne exceptions that might in
dicate the existence of genetic rearrangements which affect the 
plasmidic compartment. These rearrangements can operate 
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within particular strains, as extensively documented for CFN42 
and NGR234 (7, 15, 38, 39), and may be coupled with lateral 
transfer within populations, as proposed in the present study. 

Only 14% of ali of the isolates examined in this study are R. 
gallicum isolates. This is in good agreement with the results of 
a previous study ( 45), in which it was reported that 10% of the 
isolates obtained from P. vulgaris corresponded to genetic di
vision I (R. gallicum ). In that study, however, R. gallicum iso
lates were recovered from P. coccineus nodules at nearly the 
same frequency (54%) as R. etli isolates. These results indicate 
that R. ga/licum and R. etli nodulate both hosts, although the 
latter species is clearly more competitive for P. vulgaris nodu
lation. Thus, although R. gallicum was originally isolated from 
P. vulgaris nodules in France (3), this plant may not be its 
primary host. This possibility is further supported by the report 
that R. gallicum strains were isolated in Canada from Onobry
chis viciifolia and Oxytropis riparia (tribe Galegae), suggesting 
that not ali potential hosts for this species have been identified 
yet (26). 

Besides its broad host range, R. gallicum has a wide geo
graphic distribution, which raises a question about its bioge
ography. R. gallicum populations have been isolated from bean 
nodules in severa( European countries and Tunisia (3, 21, 33), 
and only one American R. gallicum bean isolate (strain FL27) 
has been reported previously ( 44 ). The present study provides 
the first report of an R. gallicum population nodulating beans 
in America, and it is the first population genetic analysis for the 
species that was performed. Sessitsch and colleagues ( 44) re
ported that the European R. gallicum strains can be distin
guished from the Mexican FL27 strain by an RFLP resulting 
from a single nucleotide difference in the 16S rRNA gene, 
which created a PstI restriction site that was absent in ali the 
French and Austrian isolates which they analyzed but was 
present in the Mexican strain FL27. However, this restriction 
site was absent in 60% of our R. ga/licum isolates (Table 3) and 
hence cannot be used to distinguish European R. gallicum 
strains from American R. gallicum strains. Furthermore, the 
plasmid profiles and nucleotide sequences of chromosomal 
and plasmidic genes of the Mexican population were very sim
ilar to those of R. gallicum type strain R602sp (in sorne in
stances even more similar than they were to those of Mexican 
strain FL27). These observations suggest that if R. gallicum was 
imported from America to Europe, as previously suggested 
(44), the lineages that gave rise to the European isolates re
main in America and that the divergence between interconti
nental populations is less pronounced than the divergence sug
gested by Sessitsch et al. (44). The presence of R. etli and R. 
gallicum in Tunisian soils recently cropped with beans and the 
absence of these organisms in fields which had not been cul
tivated with beans (33) further support the hypothesis that P. 
vulgaris microsymbionts were introduced by being carried 
along with bean seeds (36). Interestingly, R. ga/licum bv. 
phaseoli was not present in the isolates from San Miguel Ac
uexcomac, even though R. etli bv. phaseoli and R. gallicum bv. 
gallicum may have coexisted at this site for centuries. One 
possible explanation for this is that R. gallicum bv. phaseoli 
may be outcompeted by R. etli bv. phaseoli and R. gallicum bv. 
gallicum strains. An alternative explanation is that since R. 
leguminosarum has not been found in Mexico, the hypothe
sized bridge for the conjuga( transfer of pSym from R. etli bv. 
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phaseoli to R. gallicum is missing (3). Perhaps the introduction 
of common beans along with their seed-borne symbionts to 
other continents exerted selective pressure and provided the 
ecological opportunity for lateral transfer of symbiotic infor
mation to resident Rhizobium populations, as in the case of the 
symbiotic island acquired by saprophytic Mesorhizobium spp. 
native soil populations in New Zealand (52). 

In conclusion, our data are consistent with the biogeograph
ical hypothesis of an American origin of the R. gallicum lineage 
( 44 ), a view that is also consistent with the report of Canadian 
R. ga/licum isolates obtained from O. viciifolia and O. riparia 
(26). Alternatively, however, R. gallicum could have a wide 
geographical distribution and a long evolutionary history of 
adaptation to different environments and leguminous hosts. 
Further research is clearly needed to examine these alternative 
hypotheses. We are currently analyzing the sequences of sev
era! chromosomal and plasmidic genes of R. gallicum isolates 
from different continents and hosts in order to elucidate the 
phylogeographic origin and dispersa( pathways of this species. 
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CAPITULO 111.- ANALISIS POBLACIONAL A NIVEL MOLECULAR 

111.1 Metodología 

111.1.1 Secuenciación y alineamiento 

Las secuencias de los genes rrs, glnl/, nifH y nodB se generaron utilizando los 

oligonucleótidos y condiciones descritas en Silva et al. (2003). Para amplificar y secuenciar el gen 

atpD usamos los oligonucleótidos atpD273 y atpD771 descritos en Gaunt et al. (2001), alineados a 

55 ºC. El alineamiento múltiple de las secuencias se realizó con el programa ClustalW implementado 

en Bioedit (Hall, 1999). El alineamiento de todos los genes fue sencillo y no involucró indels. Tanto 

para los análisis de los genes individuales como para los de combinaciones de genes, las secuencias 

idénticas se consideraron como un solo haplotipo. Las secuencias o combinaciones de secuencias 

idénticas se detectaron con el programa DAMBE (Xia y Xie, 2001). 

111.1.2 Parámetros poblacionales y patrones de sustitución 

Utilizamos los programas DnaSP v3 .5 (Rozas y Rozas, 1999) y MEGA2 (Kumar et al., 2001) 

para estimar varios parámetros poblacionales de diversidad genética, como el número de sitos 

variables (S), el número promedio de diferencias pareadas entre secuencias (k), la diversidad 

nucleotídica promedio observada por sitio (n) y variación esperada por sitio si la evolución es neutral 

(0), así como el coeficiente de diferenciación genética entre poblaciones. 

111.1.3 Prueba de neutralidad de Tajima y detección de selección 

La prueba de neutralidad de Tajima se basa en estimar la diferencia entre la diversidad 

observada (n) y la diversidad esperada en cada sitio si la evolución es neutral (8). Si el índice de 

Tajima (D) es igual a O, significa que las secuencias evolucionan de manera neutral; si es mayor que 

O, significa que la diversidad observada es mayor que la esperada y se interpreta como que pude haber 

selección positiva o diversificadora; si es menor que O significa que las secuencias pueden estar bajo 

los efectos de selección negativa o purificadora (Li, 1997; Nei y Kumar, 2000; Page y Holmes, 1998). 

Las estimaciones de D se hicieron con el programa DnaSP (Rozas y Rozas, 1999). 

Una manera un poco más empírica de reconocer efectos selectivos sobre las secuencias es 

comparar el número de sustituciones sinónimas ( ds) y no sinónimas ( dN). En la mayoría de los genes 

que codifican para proteínas las sustituciones no sinónimas (que afectan particularmente a las 

pos1c10nes pnmera y segunda de los codones) están bajo restricciones funcionales (selección 
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negativa) por lo que su tasa de sustitución es menor que las sinónimas (dN<ds). Si hay selección 

positiva o diversificadora ocurrirán más cambios no sinónimos que sinónimos (dN>ds), y si están 

sujetos a una fuerte selección negativa o purificadora las sustituciones no sinónimas serán mucho 

menores que las sinónimas (dN<<ds). En ambos casos se rechaza la hipótesis de neutralidad (Li, 

1997; Nei y Kumar, 2000; Page y Holmes, 1998). 

111.1.4 Splits decomposition 

Con los análisis de splits decomposition es posible representar de manera gráfica el grado de 

conflicto filogenético entre sitos informativos de un alineamiento múltiple de secuencias (Huson, 

1998; Page y Holmes, 1998). Las gráficas de splits decomposition permiten visualizar la existencia de 

posiciones que producen señales filogenéticas incompatibles, a través de la formación de retículas o 

redes entre las secuencias portadoras de señales conflictivas. La recombinación homóloga puede ser 

uno de los mecanismos en la generación de dichos conflictos (Brown, et al., 2002). El grado de 

recombinación que ha afectado a un conjunto de secuencias queda reflejado en la topología de gráfica 

de splits; si es de tipo-árbol (sin reticulaciones) se interpreta como que no ha habido recombinación 

que genere señales conflictivas, y si es de tipo-red (con reticulaciones) se interpreta como que dentro 

de las secuencias ha habido eventos de recombinación que generan señales conflictivas (Brown, et al., 

2002; Huson, 1998; Page y Holmes, 1998). En este último caso a veces es posible determinar cuáles 

son las secuencias que crean los conflictos. Para determinar el grado de señales conflictivas entre las 

secuencias se utilizó el análisis de splits decomposition implementado por el programa Splits Tree 

v.2.4, utilizando los sitios variables y la distancia Harnming (Huson, 1998). 

111.1.5 Prueba de incongruencia (ILD) 

La prueba de homogeneidad de particiones, conocida como incongruence length difference 

test (ILD), evalúa estadísticamente la hipótesis nula de congruencia entre grupos de datos (Brown, et 

al., 2002; Farris et al., 1994; Lecointre et al., 1998). Las secuencias de al menos dos loci (x y y) se 

alinean concatenadamente y se hacen análisis de parsimonia para el conjunto de datos x y para el 

conjunto de datos y. La longitud de cada árbol más parsimonioso se suma (Lx + Ly), y esta longitud se 

compara con la suma de las longitudes (Lp +Lq) de los árboles más parsimoniosos obtenidos de dos 

grupos de datos, p y q, del mismo tamaño de los conjuntos de datos originales y generadas por la 

partición al azar del alineamiento del par de datos originales. Si en la mayoría de los casos la longitud 

de los árboles generados al azar es mayor que la de los árboles originales, significa que hay más 



Capítulo 111 Análisis poblacional 30 

incongruencia entre las particiones que lo esperado por azar, por lo que se rechaza la hipótesis nula 

(Brown, et al., 2002; Farris, et al., 1994; Lecointre, et al., 1998). La prueba se realizó con el programa 

PAUP* (Swofford, 2002), utilizando 1000 réplicas de particiones y el método de búsqueda heurístico. 

Un valor de P< 0.05 sugiere que los conjuntos de datos son incongruentes. 

La incongruencia entre genes de una población puede ser resultado de eventos de 

recombinación, lo cual indica que los genes tienen historias evolutivas diferentes. Cuando estos 

eventos involucran a sólo algunos de los individuos del muestreo, es posible detectar visualmente a 

partir de la topología de los árboles de parsimonia cuáles son las combinaciones que generan la 

incongruencia. La eliminación del análisis de estos individuos puede elevar significativamente el 

nivel de congruencia entre las particiones. Si se establece que dos o más loci son filogenéticamente 

congruentes, significa que comparten sus historias evolutivas y que pueden analizarse juntos para 

generar filogenias o genealogías más robustas, congruentes con la filogenia de los organismos. 

111.2 Resultados 

En esta sección analizamos las relaciones genéticas y los patrones de evolución de secuencias 

nucleotídicas parciales de 3 genes cromosomales (rrs, gln/J y atpD) y de 2 genes asociados al 

plásmido simbiótico (nifH y nodB). Estos datos nos permitieron conocer los patrones de evolución 

molecular de 35 de los aislados de San Miguel, seleccionados en base a los análisis de MLEE y 

perfiles de plásmidos (Silva, et al., 2003). Se incluyeron los 34 aislados analizados en la Tabla 3 de 

Silva et al. (2003) y el aislado IE2755 de la población de R. etli, por pertenecer a un ET distante del 

grupo de ETs abundantes (ET22 en Fig. 1 (Silva, et al., 2003)). 

111.2.1 Diversidad genética del gen rrs 

Los 6 aislados de R. etli presentaron el mismo alelo rrs (Tabla 1 y Fig. 1 a), por lo que la 

diversidad genética fue nula (Tabla 2a). Aunque estos aislados tienen patrones de MLEE diferentes, 

al parecer no ha transcurrido suficiente tiempo como para acumular mutaciones en el gen rrs. Por otro 

lado, entre los 6 aislados de R. gallicum secuenciados se observaron 4 haplotipos (Tabla 1 y Tabla 

2a). Los aislados 5 y 1 O compartieron el mismo haplotipo y el aislado 9 tuvo un alelo relacionado con 

éste (Fig. la). Los aislados 3 y 7 tuvieron el mismo haplotipo, pero poco relacionado con los 3 

haplotipos anteriores. El aislado 2 mostró un alelo muy divergente con respecto al grupo 9, 5 y 1 O, 

más cercano al alelo del grupo 3 y 7, pero claramente diferente (Fig. la). 



Capítulo 111 Análisis poblacional 31 

El índice de Tajima para los 5 genes analizados no fue significativamente diferente de O 

(Tabla 2). Sin embargo, la evaluación de este índice para detectar selección ha mostrado que tiene un 

poder limitado cuando el tamaño de muestra es menor de 50 (Cummings y Clegg, 1998), por lo que 

en adelante sólo discutiremos si fue positivo o negativo. El índice de Tajima para el gen rrs fue 

menor que O, lo cual da indicios de que este gen está bajo selección purificadora (Tabla 2a). 

El análisis de splits decomposition muestra que existen señales filogenéticas conflictivas en 

este gen, en particular entre los aislados 2, 3 y 7 de R. gallicum y las demás secuencias (Fig. 2a). La 

inusual variabilidad genética de este gen en la población de R. gallicum y la existencia de señales 

conflictivas en su secuencia, pueden ser evidencia de eventos de recombinación. Ello implica que las 

relaciones entre haplotipos rrs de R. gallicum no pueden ser representadas adecuadamente por los 

tradicionales árboles de ramificación dicotómica, sino preferentemente por gráficas reticuladas como 

las del splits decomposition. 

111.2.2 Diversidad genética del gen gin// 

Entre las 9 secuencias de R. gallicum, sólo 2 correspondieron a un mismo haplotipo, 

proveniente de los aislados 3 y 7, que junto con el aislado 2, formaron el grupo más divergente (Tabla 

1, Fig. 1 b y Tabla 2b ). El gen gin// mostró mucha mayor variabilidad que el gen rrs para los aislados 

de R. etli, como era de esperarse para un gen que codifica proteínas (Tabla 2b ). Entre las 21 

secuencias de R. etli encontramos sólo 7 haplotipos (Tabla 1 ), con un alelo predominante derivado de 

10 de los aislados (12-2755, Fig. lb). Los aislados 28 y 29 compartieron haplotipo gin//, siendo éste 

el más divergente dentro de la población de R. etli (Fig. 1 b ). Aunque el número de secuencias de R. 

etli fue mayor que el de R. gallicum, en este caso también se observó una mayor diversidad genética 

dentro de la población de R. gallicum (Tabla 2b). El índice de Tajima fue un poco mayor que O para 

las secuencias de R. gallicum, lo cual sugiere selección diversificadora, y menor que O para las 

secuencias de R. etli, lo cual indica selección purificadora (Tabla 2b). 

El análisis de splits decomposition no evidenció señales filogenéticas conflictivas para separar 

a ambas especies, ni dentro de ellas, al no existir reticulaciones (Fig. 2b ). Este análisis confirma que 

las relaciones entre R. etli y R. gallicum pueden ser representadas mediante árboles, como el que 

presentamos en la Figura 1 b. Tanto las relaciones filogenéticas (Fig. 1 b) como los análisis de splits 

decomposition (Fig. 2b) muestran la clara separación de ambas especies y su elevado coeficiente de 

diferenciación (Tabla 2b) muestran que R. etli y R. gallicum son dos linajes evolutivos distintos. 
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111.2.3 Diversidad genética del gen atpD 

Entre las 5 secuencias del gen atpD de los aislados de R. gallicum se encontraron 3 haplotipos 

(Tabla 1 y Tabla 2c ). Uno de los haplotipos lo compartieron los aislados 5 y 1 O (Fig. le), como en el 

caso del gen rrs. Los aislados 2 y 7 presentaron alelos idénticos y relacionados con el alelo del aislado 

3 (Fig. le). Estas relaciones apoyan los resultados principalmente del gen glnll y parcialmente los del 

gen rrs, ya que muestran que los aislados 5 y 1 O claramente pertenecen a linajes centrales dentro de 

R. gallicum y que los aislados 2, 3 y 7 pertenecen a un grupo divergente de R. gallicum (Fig. 1 a, b y 

e). El gen rrs agrupó a los aislados 3 y 7 y los separó del aislado 2 (Fig. la), mientras que los genes 

gln/I y atpD los relaciona cercanamente (Fig. 1 b ), e inclusive para el gen atpD los aislados 2 y 7 

muestran un alelo idéntico (Fig. le). Entre las 7 secuencias del gen atpD de los aislados de R. etli se 

encontraron sólo 2 haplotipos (Tabla 1 y Fig. le), diferenciados por 2 mutaciones transicionales 

(Tabla 2c ). En este caso la población de R. etli también mostró una diversidad genética mucho menor 

que la de R. gallicum (Tabla 2c). Para ambas poblaciones el índice D de Tajima fue igual a O, lo cual 

indica claramente que este gen evoluciona de manera neutral (Tabla 2c). 

El análisis de splits decomposition muestra que no existen señales filogenéticas conflictivas 

en las comparaciones inter o intraespecíficas (Fig. 2c), lo que indica que su evolución y relaciones 

puede ser representadas por el árbol mostrado en la Figura le, donde se observa que los alelos de R. 

etli y R. gallicum están fuertemente diferenciados. Al igual que para el gen glnll, las relaciones 

filogenéticas (Fig. le), los análisis de splits decomposition (Fig. 2c) y el elevado coeficiente de 

diferenciación (Tabla 2b) del gen atpD, muestran que R. etli y R. gallicum son dos linajes evolutivos 

claramente diferenciados. 

111.2.4 Diversidad genética del gen nifll 

Ninguno de los 1 O aislados de R. gallicum analizados compartió haplotipo nift! (Tabla 1 y 

Tabla 2d). En contraste con los resultados de los genes cromosomales, el grupo divergente 

constituido por los aislados 2, 3 y 7 no se sustenta, demostrando una evolución paralela e 

independiente de los marcadores cromosomales y plasmídicos. Entre las 23 secuencias de los aislados 

de R. etli se encontraron sólo 7 haplotipos nift! (Tabla 1 y Tabla 2d), 2 de ellos presentes en 7 (12-

2755, Fig. 3a) y 8 (11-31 , Fig. 3a) de los aislados. Al igual que en el caso de los genes cromosomales, 

la población de R. gallicum mostró mayor diversidad genética en el gen nift! que la población de R. 

etli (Tabla 2d). 
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El análisis de splits decomposition muestra que en general la señal filogenética de este gen no 

es conflictiva para R. etli, aunque si se detectan conflictos entre algunas de las secuencias de R. 

gallicum (Fig. 4a). Las relaciones filogenéticas (Fig. 3a) y los análisis de splits decomposition (Fig. 

4a) del gen nifH muestran la separación de ambas especies, aunque su distancia genética y coeficiente 

de diferenciación (Tabla 2d) no son muy altos, R. etli y R. gallicum se separan sin ambigüedades en 

·dos linajes evolutivos independientes. 

El gen de la nitrogenasa fue el menos variable de los genes de proteínas (Tabla 2d). Este 

resultado concuerda con la poca variabilidad genética encontrada para esta enzima en otros estudios 

(Haukka, et al., 1998; Laguerre, et al., 2001 ). Entre las secuencias parciales de los genes analizados, 

nifH es la más corta (Tabla 2d), sin embargo, la secuencia completa de las tres copias de nifH del 

aislado IE 1004 de R. etli (número de colección 30), mostró que el resto del gen no muestra más 

variación y que las 3 copias son idénticas (Sepúlveda, 2003). En dicho trabajo Sepúlveda (2003) 

propone que la familia génica nifH está sujeta a procesos de conversión génica que mantienen la 

homogeneidad de las secuencias, este proceso se ha documentado en trabajos de laboratorio en el que 

se manipulan la variación nucleotídica de las 3 copias de nifH en la cepa CFN42 de R. etli (Rodríguez 

y Romero, 1998). Tanto para R. etli como para R. gallicum el índice O de Tajima estuvo por debajo 

de O (Tabla 2d), lo cual apoya que este gen está sujeto a una fuerte selección purificadora. Todo 

parece indicar que la poca variabilidad del gen nifH se relaciona con una fuerte selección purificadora 

y posiblemente con eventos de conversión génica. 

111.2.5 Diversidad genética del gen nodB 

Se detectaron 7 haplotipos entre las 9 secuencias del gen nodB de R. gallicum (Tabla 1 y 

Tabla 2e). Este gen muestra agrupaciones contrastantes con las generadas a partir de los genes 

cromosomales; al igual que con el gen nifH, la separación del grupo de los aislados 2, 3 y 7 no se 

sustenta (Fig. 3b). Estos resultados sugieren que a pesar de que los aislados 2, 3 y 7 son un linaje 

divergente dentro de R. gallicum, comparten el acervo de genes simbióticos de la especie. Entre las 

11 secuencias de R. etli se encontraron 6 haplotipos (Tabla 1 y Tabla 2e). Encontramos una mayor 

diversidad genética en las secuencias nodB de los aislados de R. etli que de R. gallicum (Tabla 2e), 

contrastando con la tendencia en los genes cromosomales y nifH. 

El análisis de splits decomposition muestra que existen una gran cantidad de señales 

conflictivas entre haplotipos correspondientes a la misma especie, pero no entre especies (Fig. 4b ). 

Este resultado evidencía la existencia de transferencia lateral de información simbiótica dentro de las 
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especies, pero no entre ellas. El elevado coeficiente de diferenciación genética (Tabla 2e), junto con 

las representaciones de relaciones genéticas (Fig. 3b) y de splits decomposilion (Fig. 4b), muestran 

que las secuencias del gen nodB de R. etli y R. gallicum siguen caminos evolutivos independientes. 

El gen nodB fue el más variable y mostró patrones de variación diferentes a los de los otros 

genes. Es el único en el que las secuencias de R. etli fueron más diversas que las de R. gallicum y el 

que tuvo mayor número de sustituciones en las 1 ª y 2ª posiciones del codón, por lo que tiene una gran 

cantidad de sustituciones no sinónimas, que en la población de R. etli son más que las sinónimas 

(Tabla 2e). Aunque el índice D de Tajima es ligeramente menor que O para ambas especies (Tabla 

2e), en la población de R. etli este gen muestra señales de estar sujeto a un proceso de selección 

diversificadora que promueve la persistencia de sustituciones no sinónimas (Tabla 2e), además de 

estar influenciado por eventos de recombinación (Fig. 4b ). Esto sugiere que el gen nodB de R. etli se 

encuentra en proceso de diversificación, mientras que en R. gallicum es el gen analizado menos 

variable (Tabla 2e). 

111.2.6 Análisis de congruencia filogenética entre genes cromosomales 

El análisis de congruencia filogenética entre el gen rrs y los dos genes glnl! y atpD no se pudo 

realizar dentro de la población de R. etli debido a que hubieron menos de 4 combinaciones diferentes 

(Tabla 3b). Dentro de la población de R. gallicum, los genes rrs y gin// fueron totalmente congruentes 

(Tabla 3a), lo que sugiere que estos datos podrían ser combinados para generar una filogenia más 

robusta. La congruencia entre los genes rrs y atpD fue mucho menor (Tabla 3a), lo cual indica que 

estos genes contiene señales filogenéticas conflictivas. Al incluir las secuencias de R. etli en el 

análisis, se encuentra un valor de congruencia bajo (Tabla 3c). Esto sugiere que las secuencias de rrs 

y atpD tiene historias evolutivas diferentes, por lo que no deben combinarse. 

Los genes cromosomales codificantes de proteínas (glnl! y atpD) tuvieron niveles de 

variación similares y ambos mostraron señales filogenéticas no conflictivas (Tabla 2b y c, y Fig. 2b y 

c ). El análisis de congruencia mostró que estos dos genes son totalmente congruentes dentro de la 

población de R. gallicum (Tabla 3a), pero menos congruentes dentro de R. etli (Tabla 3b), y el 

análisis de ambas especies juntas muestra no ser congruente (Tabla 3c). Sin embargo, la inspección 

visual de los árboles de los genes glnl! y atpD, nos indicó que la incongruencia se debe a la 

combinación de alelos del aislado 26. La eliminación del aislado 26 de R. etli elevó 

significativamente la congruencia al analizar juntos a R. etli y R. gallicum (Tabla 3c), lo que muestra 

que este aislado puede estar involucrado en eventos de recombinación que afectan a estos genes, y 



Capítulo fil Análisis poblacional 35 

que para el resto de los aislados los genes gin// y atpD pueden analizarse combinados para generar 

una filogenia cromosoma! más robusta que con los genes individuales. 

En resumen, los genes cromosomales muestran cierto grado de congruencia entre ellos. Los 

pares de genes rrs-glnll y glnl!-atpD fueron totalmente congruentes dentro de R. gallicum y el par 

glnl!-atpD (eliminado el aislado 26) para ambas especies juntas. Estos resultados muestran que 

algunos pares de genes no tienen la misma historia evolutiva, probablemente por transferencia lateral, 

pero que algunas combinaciones están menos afectadas por lo que es posible utilizarlas para generar 

reconstrucciones filogenéticas con mayor información. 

111.2. 7 Análisis de congruencia filogenética entre genes plasmídicos 

Los genes simbióticos nijH y nodB fueron totalmente congruentes dentro de R. gallicum 

(Tabla 3a), lo que sugiere que estos genes comparten su historia evolutiva y pueden combinarse para 

generar una filogenia más robusta de loci simbióticos. Las secuencias de R. etli fueron menos 

congruentes (Tabla 3b). El análisis de ambas especies juntas mostró un buen nivel de congruencia 

(Tabla 3c). La eliminación del haplotipo representado por el aislado 20 de la población de R. etli (Fig. 

3) tiene como efecto restaurar la congruencia entre haplotipos nijH y nodB de R. etli (Tabla 3b), así 

como en el análisis conjunto con secuencias de R. gallicum (Tabla 3c). Este resultado nos dice que 

estos aislados pueden estar involucrados en eventos de recombinación, pero que las secuencias del 

resto de los aislados comparten una historia evolutiva común, y que por lo tanto, las secuencias de 

nijH y nodB se pueden combinar para reconstruir una filogenia de genes simbióticos con mayor 

información. 

111.2.8 Análisis de congruencia entre genes cromosomales y genes plasmídicos 

Los análisis de congruencia filogenética mostraron que los genes cromosomales y plasmídicos 

son totalmente incongruentes tanto dentro de R. etli y R. gallicum, como al analizarlos juntos, 

indicando que poseen historias evolutivas independientes (Tabla 3a, by c). La excepción más notoria 

fue la combinación rrs y nijH de R etli (Tabla 3b y c). Esto podría interpretarse como que este gen 

involucrado en la fijación de nitrógeno (nijH) estaba presente antes que los genes de nodulación 

(como nodB) Alternativamente se podría plantear que se adquirió recientemente junto con los genes 

de nodulación, ha divergido muy poco y, como sólo hay un alelo rrs, parecen congruentes. Los genes 

rrs y nijH fueron los genes menos variables (Tabla 2a y d), por lo tanto su congruencia puede ser un 

resultado espurio. Nos parece que las últimas dos explicaciones son las más plausibles. 
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La incongruencia entre las relaciones filogenéticas de los genes cromosomales y plasmídicos 

evidencían que estos dos compartimentos genéticos tienen historias evolutivas diferentes. Las 

reconstrucciones filogenéticas muestran que los genes plasmídicos tienen un ancestro común más 

reciente que los genes cromosomales (ver más adelante Capítulo IV), señalando que R. gallicum y R. 

etli ya habían divergido cuando adquirieron la capacidad simbiótica. 

III.2.9Análisis comparativo entre marcadores moleculares 

En base a los datos de isoenzimas, perfiles de plásmidos y patrones de RFLP de nifH, de los 

35 aislados seleccionados (Tabla 3 en Silva et al. 2003), construimos árboles UPGMA para mapear 

sobre ellos los alelos asignados (Tabla 1) de los genes secuenciados rrs, glnll, atpD, nifH y nodB. A 

continuación discutimos las asociaciones que se presentan entre los diferentes marcadores genéticos. 

En la Figura 5 podemos ver que R. etli y R. gallicum no compartieron ningún haplotipo de los 

genes cromosomales rrs, gin// y atpD, y que existe cierto grado de asociación entre los genotipos 

multilocus (ETs) y los alelos de los genes cromosomales. Algunos haplotipos se encontraron 

únicamente entre los aislados de un mismo ET, pero otros se encontraron asociados a ETs diferentes. 

Esto indica que a nivel cromosoma! la estructura genética de estas poblaciones tiene componentes 

tanto clonales como de recombinación y que los datos de secuencias proveen mayor resolución que 

los de MLEE. 

El mapeo de los haplotipos derivados de los genes simbióticos sobre los perfiles de plásmidos 

(Fig. 6) muestra que R. etli y R. gallicum tampoco comparten alelos de genes simbióticos. Dentro del 

compartimiento plasmídico de R. etli se encuentran algunas asociaciones; así por ejemplo, el perfil PI 

estuvo predominantemente asociado con el haplotipo 2 de nifH y nodB, patrón de copias nifH A 1 y 

plásmidos simbióticos grandes ( 450 y 550 kb ); el perfil P2 y el perfil P5 presentaron el haplotipo 1 de 

nifH y nodB, patrones nifH tipo B y plásmidos simbióticos chicos (390 kb ), y el P3 mostró 

predominantemente el haploitpo 4 de nifH y nodB, patrón de copias nifH A2 y plásmidos simbióticos 

chicos (390 kb ). Estos patrones de asociación fueron consistentes en la mayoría de los casos, sin 

embargo, algunas excepciones encontradas pueden ser el resultado de rearreglos dentro del 

compartimiento plasmídico y/o de transferencia lateral entre aislados. Dentro de R. gallicum no se 

encontraron asociaciones entre los perfiles de plásmidos y los alelos simbióticos. 

En la Figura 7 se muestran las asociaciones entre patrones de RFLP de nifH, los alelos n[fH y 

nodB y el tamaño del plásmido simbiótico, las cuales revelan que dentro de R. etli existen tres tipos 

principales de plásmidos simbióticos. La diversidad de alelos encontrados en R. gallicum no permite 
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detectar asociaciones entre haplotipos y patrones de RFLP de nifH, aunque el patrón nifH es el mismo 

en la mayoría de los casos. 

En ambas especies el mapeo de los marcadores simbióticos sobre los ETs cromosomales 

muestra un bajo nivel de asociación (Fig. 8). Por ejemplo, dentro del R. etli los tres tipos de 

plásmidos simbióticos (mostrados en la Figura 7) se pueden encontrar tanto en aislados con el mismo 

ET como en ETs diferentes. La gran diversidad genética e incongruencia filogenética de los 

marcadores cromosomales y plasmídicos de la población de R. gallicum no permite encontrar 

asociaciones significativas (Fig. 8). 

La comparación de los compartimentos cromosomales y plasmídicos sugiere que dentro de R. 

etli existen combinaciones plasmídicas que se transfieren entre genotipos cromosomales y que en R. 

gallicum, bajo una arquitectura plasmídica semejante, se alberga una gran diversidad alélica, que 

podría ser resultado de eventos de recombinación. Estos resultados apoyan las conclusiones derivadas 

de la comparación de perfiles de plásmidos y ETs (Silva, et al. , 2003), demostrando que la 

transferencia lateral de plásmidos ocurre dentro de las poblaciones de ambas especies, pero no entre 

ellas. La conclusión derivada de los análisis de desequilibrio de ligamiento sobre la transferencia de 

genes cromosomales dentro, pero no entre ambas especies (Silva, et al. , 2003), se ve asimismo 

reforzada con los datos de secuencia de los genes cromosomales. 

111.3 Discusión 

En nuestros estudios espacial (Silva, et al. , 1999) y temporal (Silva, et al., 2003) de la 

estructura genética de las poblaciones de Rhizobium en las milpas de San Miguel, encontramos que R. 

etli y R. gallicum se encuentran nodulando a P. vulgaris (Silva, et al., 1999; Silva, et al. , 2003) y P. 

coccineus (Silva, et al. , 1999). R. etli fue el microsimbionte predominante entre los aislados de P. 

vulgaris, mientras que R. gallicum lo fue de P. coccineus (Silva, et al., 1999), lo que muestra que 

estas especies comparten el nicho de los nódulos de frijoles, pero en diferentes proporciones. 

Además, los experimentos de rango de hospedero mostraron que R. gallicum tiene un nicho 

simbiótico más amplio que R. etli (Tabla 4 en Silva et al. 2003). Asimismo, la infectividad y 

eficiencia simbiótica de ambas especies fue diferente en los tres hospederos ensayados, lo cual indica 

que tienen nichos diferenciados, si bien parcialmente sobrelapados. 

Todos los marcadores genéticos analizados indican que a pesar de ser poblaciones simpátricas 

que comparten el nicho de los nódulos del frijol (la mitad de las plantas estuvieron noduladas por 

ambas especies), las poblaciones de R. etli y R. gallicum no comparten sus acervos genéticos. Para los 
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5 genes analizados, los análisis de splits decomposition mostraron que en todos los casos no hay 

ambigüedad en la separación de ambas especies, y las reconstrucciones filogenéticas mostraron la 

clara separación de ambos grupos. Estos resultados confirman nuestra conclusión basada en análisis 

de desequilibrio de ligamiento sobre el aislamiento sexual entre las poblaciones de ambas especies 

(Silva, et al., 1999; Silva, et al., 2003). Por otro lado, en algunos casos el análisis intrapoblacional 

mostró señales conflictivas e incongruencia entre los marcadores cromosomales, entre los marcadores 

plasmídicos y sobre todo entre los marcadores cromosomales y plasmídicos, lo cual apoya nuestra 

conclusión sobre la existencia de intercambio genético circunscrito a cada especie a nivel 

cromosomal y plasmídico (Silva, et al., 1999; Silva, et al., 2003). 

Los coeficientes de diferenciación entre R. etli y R. gallicum fueron altos, sobre todo para los 

genes más variables. El número de sitios informativos aumentó notoriamente al analizar juntas a 

ambas especies. En el caso del gen atpD, las secuencias de ambas especies no tuvieron sitios 

informativos dentro de sus poblaciones y al analizarlas juntas el número de sitos informativos 

aumentó a 50 (Tabla 2c). Asimismo, la diversidad genética y el número de diferencias aumentaron a 

más del doble en la mayoría de los casos. Estos resultados muestran que además de tener nichos 

ecológicos diferentes, aunque sobrelapados, la variación genética se distribuye de manera diferente 

dentro de cada una de las especies y tienen patrones de evolución molecular diferentes. 

El conjunto de marcadores y análisis genéticos separan claramente a las poblaciones de R. etli 

y R. gallicum, por lo que estas especies están sustentadas en base a los conceptos de especie basados 

en similitud. A este nivel, los análisis de grupos mostraron que las dos especies se separan en grupos 

monofiléticos, por lo que los conceptos de especie basados en monofilia apoyan la existencia de estas 

dos especies. La evidencia de intercambio genético dentro de las poblaciones de R. etli y de R. 

gallicum, junto con la evidencia de aislamiento genético entre ellas, muestra que estas poblaciones 

además se apegan al concepto biológico de especie. En conjunto, los análisis de diferenciación 

genética y la diferenciación en su nicho ecológico, muestran que éstas son entidades evolutivas 

independientes y con caminos evolutivos propios, es decir, se apegan al concepto evolutivo de 

especie. En conclusión, los análisis poblacionales de R. etli y R. gallicum de las milpas de San Miguel 

muestran que estas especies se apegan a la definición evolutiva de especie, son linajes separados que 

evolucionan bajo sus propias tendencias ecológicas y evolutivas. 

Dado que una gran parte del ciclo de vida de los rizobios ocurre en el suelo, y que sólo una 

fracción de la población es la que se encuentra en los nódulos, el estudio de las poblaciones del suelo 
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permitiría aplicar estas conclusiones a la totalidad de las poblaciones, y seguramente expandiría 

nuestro conocimiento sobre la ecología y evolución de estas bacterias. 
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Tabla 1.- Haplotipos de los genes rrs, gin//, atpD, nifH y nodB de 35 aislados obtenidos de 
nódulos de P. vulgaris y cepas de referencia. Se indica el número de colección, el genotipo 
multilocus (ET) y los haplotipos asignados para cada aislado. Para las cepas de referencia, se 
indica el número de accesión de las secuencias obtenidas del GenBank . 

Número de rrs glnII atpD nifH nodB 
colección ET 559 nt 540 nt 441 nt 387 nt 516 nt 

R. f!.Gllicum 
1.IE992 4 J5 J5 JO 
2.IE2751 19 5 9 4 11 JI 
3.IE4868 40 4 8 5 14 J3 
4.IE4872 8 11 JO 
5.IE2703 4 2 13 3 J7 9 
6.IE4845 38 J2 9 11 
7.1E2735 16 4 8 4 J6 7 
8.IE2729 15 J3 8 
9.IE988 12 3 JO 8 12 
IO.IE4770 29 2 14 3 12 7 

R elli 
l l.IE4810 6 5 2 2 
12.IE4813 32 J 1 
13 .IE4794 31 1 4 5 
14.IE4803 5 3 2 
l 5.IE48 l 5 33 2 3 
16.IE4876 43 1 2 3 
17.IE954 1 6 
18.IE4777 1 5 2 
19.IE963 1 1 
20.IE2730 1 J J J 1 1 
2 l .IE4804 1 J J J 4 
22.IE4877 1 J 1 
23IE994 1 1 
24.IEI006 1 2 
25.IEI009 1 1 5 J 3 6 
26.IE2737 2 3 2 2 
27.IE4795 2 3 2 2 
28 .IE950 2 7 2 4 4 
29.IE2704 2 J 7 2 5 
30.IE1004 2 4 6 
31.IE4874 3 1 2 2 
32.IE951 3 J 1 
33.IE4837 3 J 1 J 
34.IE4771 3 J 7 
35.IE2755 22 J J 1 1 J 
CFN42 44 J.J U28916 7. 1 R. 1 AJ294404 1 Ml5942 1 M58626 
FL27 3. J AF008 l 29 10.1 3.1 4.J M55226 11.J 
R602sp 3.J U86343 10.1 3.J 6.J AF218126 11 
USDAl844 2.J U89817 10.1 3.1 ----- S. m 
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Tabla 2.- Tabla de parámetros poblacionales para las secuencias de los genes a) rrs, b) gln/J, e) 
atpD, d) nifH, y e) nodB. Se indica el número de secuencias, haplotipos, sitios variables, sitios 
informativos, sustituciones sinónimas/no sinónimas y diferencias promedio, así como, la 
diversidad por sitio (n), la diversidad esperada (9) y el índice O de Tajima. NP significa que no es 
posible el análisis. 

a) rrs (559 nt) 

Población 
R gal/icum 
R etli 
Total 

% 
G+C 
55.3 
56.0 
55.4 

No. No. 
secs haplos 

6 4 
6 1 

J2 5 

Coeficiente de diferenciación= NP 

b) glnll (540 nt = 180 aa) 

No. No. 
vars infors 

29 6 
o o 

29 14 

% No. No. No. No. 
infors Población G+C secs haplos vars 

R gallicum 60.2 9 8 37 
R. etli 62.1 21 7 27 
Juntas 61.1 30 15 100 
Coeficiente de diferenciación= 0.739 

e) atpD (441 nt = 147 aa) 
% No. 

Población G+C secs 
R gallicum 61.1 5 
R etli 62.5 7 
Total 61.6 12 

No. 
haplos 

3 
2 
5 

Coeficiente de diferenciación= 0.827 

d) nijH (387 nt =129 aa) 

No. 
vars 

16 
2 

60 

% No. No. No. 
Población G+C secs haplos vars 

R. gallicum 6J.8 JO JO 30 
R. etli 61. 9 23 7 14 
Total 61.8 33 17 43 

Coeficiente de diferenciación= 0.319 

e) nodB (516 nt = 171 aa + 1 alto) 

30 
4 

86 

No. 
infors 

o 
o 

50 

No. 
infors 

JO 
2 

18 

% No. No. No. No. 
Población G+c secs haplos vars infors 

R. gallicum 59.9 9 7 17 9 
R. etli 55.7 JI 6 22 7 
Total 58.0 20 13 124 109 
Coeficiente de diferenciación= 0.881 

No. 
difs(k) 

J6.8 
o 

J5.7 

No. sins/ 
no sins 

35/2 
2611 

87/14 

No. sins/ 
no sms 

1511 
2/0 

54/6 

No. sins/ 
no sins 

28/2 
1311 
4013 

No. sins/ 
no sins 

1514 
9/13 

67/45 

Div. 
(n) 
0.030 

NP 
0.028 

No. 
difs (k) 

J5.4 
8.7 

43.3 

No. 
difs (k) 

10.7 
2 

34.4 

No. 
difs (k) 

8.2 
4.5 
9 .3 

No. 
difs (k) 

7.5 
8.9 

59.8 

Div. 
(9) 
0.028 

NP 
0.029 

Div. 
(n) 
0.028 
O.OJ6 
0.080 

Div. 
(n) 
0.024 
0.005 
0.078 

Div. 
(n) 
0. 022 
0.012 
0.024 

Div. 
(n) 
0.015 
0.017 
0.116 

Tajima 
D 
-0.67 

NP 

Div. 
(9) 
0.026 
0.020 
0.057 

Div. 
(9) 
0.024 
0.005 
0.065 

Div. 
(9) 
0.027 
0 .015 
0.033 

Div. 
(9) 
0.013 
0.019 
0.077 

Tajima 
D 
0.41 

-1.21 

Tajima 
D 

o 
o 

Tajima 
D 
- J .2 J 
-1.19 

Tajima 
D 
-0.20 
-0.50 
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Tabla 3.- Prueba de congruencia entre pares de genes (ILD). Se indica el valor de 
probabilidad (P) de que los pares de secuencias sean congruentes y entre paréntesis el número 
de secuencias analizadas, para a) R. gallicum, b) R. etli y c)R. gallicum y R. etli juntos. NP 
significa que no fue posible el análisis debido al reducido número de secuencias. En negritas 
se indican los valores P> 0.05 . 

a) R. gallicum 

Secuencia 
rrs 
glnll 
atpD 
nifH 

b) R. etli 

Secuencia 
rrs 
glnll 
atpd 
nifH 

glnll 
1.000 (6) 

glnll 
NP (3) 

c) R. gallicum +R. etli 

Secuencia 
rrs 
glnll 

atpD 
nifH 

glnll 
0.190 (8) 

atpD 
0.070 (4) 
1.000 (5) 

atpD 
NP(2) 
0.242 (4) 

atpD 
0.091 (10) 
0.007 (9) 
1.000 (8) 

nijH 
0.001 (6) 
0.001 (9) 
0.001 (5) 

nijH 
1.000 (4) 
0.076 (11) 
0.120 (6) 

nijH 
0.147 (10) 
0.001 (20) 

0.001 (11) 

nodB 
0.001 (6) 
0.001 (8) 
0.052 (5) 
1.000 (9) 

nodB 
NP (3) 
0.006 (7) 
NP (3) 
0.416 (6) 
1.000 (5) 

nodB 
0.001 (9) 
0.001 (15) 

0.002 (8) 
0.536 (15) 
1.000 (14) 
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R. gallicum 
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,....-----9 (3) 

'--------- 5y10 (2) 

~--R_. _et_li ____ 13y20y21y25y29y2755 (1) 

'-------------- 3y7 (4) 

L---------------------- 2 (5) 

0.01 

b)glnll 

R. gallicum 

R. etli 

0.01 

e) atpD 

R. gallicum 

1 ( 15) 

6 ( 12) 

4 ( 11) 

9 (10) 

2 (9) 

3y7 (8) 

~--- 28y29 (7) 

17 (6) 

11y18y25 (5) 

30 (4) 

14y26y27 (3) 

15 (2) 

12y16y19y20y21y22y31y33y34y2755 (1) 

3 (5) 
1 
L 2y1 (4) 

5y10 (3) 
~------

R. etli 26y28y29 (2) 

'-------------------------!¡----l 20y21y25y2755 (1) 

0.01 

Figura 1.- Filogramas NJ basados en distancias K2P que expresan las relaciones entre 
los genes cromosomales a) rrs, b) gin!! y e) atpD. En los nodos terminales se indica 
en negritas el número de colección de los aislados y entre paréntesis el número de 
haplotipo asignado (Tabla 1 ). 
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a) rrs 5y10 

5y10 

13y20y21y25y29y2755 

=0.1 
3y7 

2 

2 

b) gin// 
9 4 

6 

2 15y12y16y19y20y21y22y31y33y34y2755 

e) atpD 

20y21y25y2755 20y21y25y2755 5y10 

26y28y29 

=º·1 

2y7 

Figura 2.- Análisis de splits decomposition para los genes cromosomales a) rrs, b) gin// 
y e) atpD. En la representación de la izquierda la escala es proporcional a la distancia 

genética (Hamming). En la representación de la derecha se muestran gráficos con bordes 
iguales, que no son proporcionales a la distancia genética, pero que ilustran todas las vías 
de evolución paralela. 
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R. gallicum 
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.--------5 (17) 
~----7 (16) 

'------------1 (15) 
.----!'---------------- 3 (14) 

~---10 (12) 
~--2 (11) 
'-----------4 (10) 

.___---Ir------ 6 (9) 
.___ ___ 9 (8) 

.----------- 34 (7) 
R. etli 11y14y16y18y24y26y27y31 (2) 

.___ _____ 12y20y22y23y32y33y2755 ( 1) 

0.01 

b)nodB 

15y25 (3) 
13y21 y28 ( 4) 

29 (5) 
30 (6) 

R. galficum 

R. etli 

1----1 
0.01 

5 (9) 

la (8) 

7y10 (7) 

1 ( 10) 

3 ( 13) 

Lr; 2y6 (11) 

9 ( 12) 

20y32y33y2755 ( 1) 

25 (6) 

13 (5) 

L__ 28 (4) 

16 (3) 

11y27y31 (2) 

Figura 3.- Filogramas NJ basados en distancias K2P que expresan las relaciones entre 
los genes plasmídicos a) nifH y b) nodB. En los nodos terminales se indica en negritas 
el número de colección de los aislados y entre paréntesis el número de haplotipo asignado 
(Tabla 1). 

45 



Capítulo 111 Análisis poblacional 

a) nijH 

34 
30 29 

12y20y22y23y32y33y2755 

4 4 
6 

====0.1 

b)nodB 

16 

3 

=========º·1 

Figura 4.- Análisis de splits decomposition para los genes plasmídicos a) nifH y b) nodB. 
En la representación de la izquierda la escala es proporcional a la distancia genética 
(Hamming). En la representación de la derecha se muestran gráficos con bordes iguales, 
que no son proporcionales a la distancia genética, pero que ilustran todas las vías de 
evolución paralela. 
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.----------2.2751 
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Figura 5.- Dendrograma UPGMA que muestra las relaciones entre los genotipos 
multilocus (ETs), y a la derecha se indican los haplotipos para los genes cromosomales 
rrs, gin// y atpD (Tabla 1 ). 



R. etli 

Capítulo 111 Análisis pob/aciona/ 48 

patrón 
nijll nodB nijll pSym 

.. ········· ·· ··············· ····················· 

! P3 I ~::~~ : 4 ~ 
11121.4804 4 A2 

~ ·.. 13.4794 4 A2 

390 

390 

390 

390 

390 .. 
-····· ··· ·····························: .. ·:::::::··········:::::::·· ·::: .................... ::::::···········: .......................... . 

/ 2755 1 1 \ 

~19.963 
i P2 l 20.2730 

1

32.951 

33.4837 

12.4813 
~-P_5-jl 22.4877 

l 23.994 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

81 

81 

82 

82 

81 

81 

81 

390 

390 

390 

·-.... ,... . . .. 
.----...,,..··_······_······ 1·Ef4ái6····················2················ ·":3'""""""'"'"'A'1"'''''''''"''''''''''" ·· ... 

~---;! I . 24.1006 2 A 1 
11 25.1009 3 6 A1 ri 11.4810 2 2 A1 

1 i ¡ 17.954 A1 

~ 18.4777 2 A1 
26.2737 2 A1 

550 

450 

550 

550 
_

1 

27.4795 2 2 A 1 

31.4874 2 2 A1 45Q / ·········· ........................ .. ....................................................... . 
.____ ________ 30.1004 6 A2 350 

.---------14.4803 2 A1 500 
----,~I ------15.4815 3 A2 425 

.--------------- 5.2703 17 9 C1 

l 
4.4872 1 O C1 550 

.------- 2.2751 11 11 C3 525 

1.992 15 10 C1 550 r= 7.2735 16 7 C1 '-------; 

R. gallicum 

1

3.4868 14 13 C1 

: :~~: 1~ ~~ ~; 
550 

1 1 9.988 8 12 C2 
0.5 10.4770 12 7 C1 

Figura 6.- Dendrograma UPGMA que muestra las relaciones entre los perfiles de 
plásmidos, y a la derecha se indican los haplotipos para los genes plasmídicos nifH y 
nodB, los patrones RFLP de niflly el tamaño de los plásmidos simbióticos (Tabla 1 y 
Tabla 3 en Silva et al. (2003)). 
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nipl nodB pSym 

7.2735 16 7 

10.4770 12 7 

6.4845 9 11 
Cl 

5.2703 17 9 

4.4872 10 550 

R. gallicum 3.4868 14 13 550 

C3 1.992 15 10 550 

2.2751 11 11 525 

C2 18.2729 13 18 
R. etli 

19.988 8 12 
...................... ·····················-·····. 

B2 132.951 1 1 390 

133.4837 1 1 

12.4813 1 390 

19.963 390 

Bl 20.2730 1 1 

22.4877 1 

23.994 1 

·· ...... .... .... ... ........ .......... 34.4771 7 390 ................................... ·································· ...................... ············ .. 
29.2704 5 390 

30.1004 6 350 

A2 28.950 4 4 390 

21.4804 4 390 

15.4815 3 425 
· .. 13.4794 4 390 ··························· . ........................... ···· ·· ··· ·· ················· ........................ 

··········································································· ···· ······················· .. 
11.4810 2 2 

·· .. .. 

14.4803 2 500 

16.4876 2 3 

17.954 550 

Al 18.4777 2 

24.1006 2 550 

25.1009 3 6 450 

26.2737 2 550 

27.4795 2 2 
0.5 31.4874 2 2 450 

·····-... ··· ·· ··········· ······· ....................................... ....................... ························ 

Figura 7.- Dendrograma UPGMA que muestra las relaciones entre los patrones de 
RFLP de nifH, y a la derecha se indican los haplotipos para los genes plasmídicos nifH 
y nodB, y el tamaño de los plásmidos simbióticos (Tabla 1 y Tabla 3 en Silva et al. (2003)). 
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CAPITULO IV.- ANALISIS FILOGENETICO A NIVEL MOLECULAR 

IV.1 Metodología 

111.1.1 Reconstrucciones filogenéticas 

51 

Cada una de nuestras secuencias de los genes rrs, glnl/, atpD, nifH y nodB se comparó con 

secuencias disponibles en el GenBank utilizando el programa de búsqueda BLAST. Las secuencias 

más cercanas y las de algunos grupos externos se alinearon con las nuestras utilizando el programa 

ClustalW implementado en Bioedit (Hall, 1999). El grado de saturación de la tercera posición de los 

codones se estimó utilizando el índice de Xia et al. (2002) implementado en DAMBE (Xia y Xie, 

2001 ; Xia et al. , 2002). Para determinar el modelo de evolución nucleotídica más ajustado para cada 

gen, se utilizó la prueba jerárquica de razón de verosimilitud (hierarchical likelihood ratio test, 

HLRT) implementada en el programa Modeltest v.3.06 (Posada y Crandall, 1998). Este programa 

analiza jerárquicamente los valores de verosimilitud de 56 modelos de evolución de la familia 

general time reversible (GTR o REV). La prueba comienza con el modelo de evolución mas sencillo 

(Jukes-Cantor) y va añadiendo parámetros que consideran heterogeneidades en frecuencias y tasas de 

sustitución nucleotídicas, como disparidad en frecuencias de nucleótidos (rr), proporción de sitios 

invariables (1) y variación en la tasa de sustitución entre sitios (G), hasta llegar al modelo más 

complejo y general (GTR+l+G). En cada paso se evalúa la razón de verosimilitud de un modelo dado 

con respecto a otro que incluye un parámetro adicional, hasta que la adición de más parámetros ya no 

aumenta la función de verosimilitud de modelos más complejos. La significancia de los valores de la 

razón de verosimilitud se evalúa mediante una prueba de ji-cuadrada (Posada y Crandall, 2001). De 

este modo se escogió el modelo más ajustado a las características evolutivas de cada matriz de datos. 

Las reconstrucciones filogenéticas para cada gen se realizaron con el método de agrupamiento 

neighbor-joining (NJ) y el modelo de sustitución recomendado por el HLRT, utilizando el programa 

PAUP* (Swofford, 2002) con un bloque paup en el que se especificaron los parámetros del modelo 

seleccionado por el programa Modeltest. Se hicieron pruebas de soporte estadístico de ramas (análisis 

bootstrap (Felsenstein, 1985)) con 1,000 réplicas y los valores de bootstrap de cada nodo significativo 

del árbol consenso se agregaron al árbol de NJ. 

Las reconstrucciones filogenéticas en base a aminoácidos se hicieron con la distancia 

corregida de Poisson (Nei y Kumar, 2000) y con 1,000 réplicas de bootstrap, utilizando el programa 

MEGA (Kumar, et al., 2001). 
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IV.2 Resultados 

En esta sección reanalizamos las secuencias del capitulo anterior en un contexto más amplio, 

comparándolas con las de otras especies de rizobios. A continuación desglosamos el análisis 

filogenético de cada uno de los genes secuenciados junto con las secuencias reportadas en las bases 

de datos o generadas por nosotros para cepas relacionadas con R. etli y R. gallicum (Tabla 1, Capítulo 

111). En el caso de los genes que codifican para proteínas, comparamos el producto de los genes de 

nuestras poblaciones con los de otros rizobios. 

La prueba de saturación de Xia eta!. (2003) reveló que no existe saturación significativa en las 

terceras posiciones de los 4 genes codificadores de proteínas, por lo que todas las posiciones de los 

codones fueron consideradas en las reconstrucciones filogenéticas. 

Todas las filogenias basadas en secuencias de nucleótidos fueron reconstruidas usando el 

modelo de sustitución y valores de los parámetros de frecuencia y tasa más ajustados para cada 

alineamiento, los cuales fueron seleccionados mediante la prueba jerárquica de razones de 

verosimilitud (HLRT). Los valores de dichos parámetros se presentan en la Tabla 4. El análisis de 

HLRT mostró que en todos los alineamientos las frecuencias de nucleótidos y las tasas de sustitución 

son heterogéneas, razón por la cual los modelos más sencillos (Jukes-Cantor 1969, Felsenstein 1981 y 

Kimura 1980, que no consideran esta complejidad del patrón evolutivo) quedan descartados con una 

confianza estadística muy significativa (P<<0.001) al ser comparados con modelos alternativos más 

complejos que consideran estas heterogeneidades. Los 5 alineamientos analizados presentan un 

contenido de G+C superior al de A+ T, y presentan un sesgo significativo y de diferente intensidad en 

favor de sustituciones transicionales (Ti), dominando las de tipo [C-T] en todos los casos (Tabla 4). 

Asimismo, la incorporación de parámetros de corrección (1 y G) para la variación entre sitios de las 

tasas de sustitución a lo largo de los alineamientos, consistentemente incrementó de manera altamente 

significativa (P<<0.001) los valores de verosimilitud de las filogenias correspondientes con respecto 

a los modelos nulos más simples (Tabla 4). Este análisis muestra, en definitiva, que el patrón de 

sustitución en los alineamientos analizados es complejo, y que por consiguiente es necesario utilizar 

modelos de evolución avanzados para recuperar filogenias fidedignas (Posada y Crandall, 2001 ). 

IV.2.1 Relaciones filogenéticas del gen rrs 

El alelo rrs de nuestra población de R. etli fue idéntico al de otro aislado de R. etli y diferente 

por sólo 2 nucleótidos del de la cepa tipo CFN42 (Fig. 9). El grupo formado por R. etli y R. 

leguminosarum está bien definido, sostenido por un nivel moderado pero significativo de bootstrap 
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(70%) y bien separado de otras especies, aunque la separación de los aislados de ambas especies 

dentro del grupo no es del todo clara. Esto se puede deber a que hasta 1993 R. etli era llamado R. 

leguminosarum, o a la transferencia lateral de este gen entre estas especies (Eardly, et al. , 1995), o a 

que algunos aislados están mal clasificados. Así por ejemplo, dentro del grupo de R. etli se encuentra 

un aislado (USDA1877) clasificado como R. mongolense (van Berkum et al., 1998). 

Debido a la gran diversidad genética del gen rrs de nuestra población de R. gallicum, sus 

relaciones filogenéticas resultaron ser más complicadas e interesantes. Los alelos de los aislados 9, 5 

y 1 O se agruparon con otros aislados clasificados como R. gallicum, R. mongolense y R. yanglingense 

(Fig.9). El alelo del aislado 9 fue idéntico a los de dos aislados de R. gallicum, uno aislado de 

Gliricidia sepium en Puerto Rico (Zurdo-Pineiro et al., No publicado), y otro aislado de P. vulgaris 

en Austria (Sessitsch et al., 1997), y al de R. yanglingense aislado de Coronilla varia en China (Tan 

et al. , 2001) (Tabla 5). Es importante notar que dentro del grupo de R. gallicum se encuentran 

aislados clasificados recientemente como otras especies, R. mongolense y R. yanglingense. A 

diferencia de lo observado en el grupo de R. etli y R. leguminosarum, estas especies no se separan en 

grupos definidos, por lo que es dificil considerarlas como especies hermanas, más bien dan la 

impresión de pertenecer al mismo linaje y que su asignación específica no es clara, por lo que le 

llamaremos el grupo de R. gallicum (sensu lato) (Fig. 9 y Tabla 5). 

El haplotipo compartido por los aislados 3 y 7 se encontró fuera del grupo de R. gallicum (Fig. 

9). El análisis BLAST usando este haplotipo como sonda no encontró secuencias con alelos similares 

y las reconstrucciones filogenéticas lo relacionan lejanamente con el alelo reportado para R. 

indigoferae, especie aislada de Indigofera spp. en China (Wei et al., 2002). El alelo del aislado 2 se 

encuentra relacionado con el grupo de R. tropici- Agrobacterium. (Fig. 9), lo cual podría indicar que 

este aislado adquirió este alelo por transferencia lateral del grupo de R. tropici- Agrobacterium. 

Si tomáramos al gen rrs como criterio para separar a las especies bacterianas, llegaríamos a 

las siguientes conclusiones. Se confirma que nuestros aislados clasificados como R. etli sin lugar a 

dudas pertenecen a dicha especie. Propondríamos que las especies R. gallicum, R. mongolense y R. 

yanglingense pertenecen a una sola especie, R. gallicum, en la que se incluyen nuestros aislados 9, 5 y 

1 O. Propondríamos que los aislados 3 y 7 pertenecen a una especie de Rhizobium nueva, aún no 

descrita, o a un linaje divergente de R. indigoferae. Y por último, que el aislado 2 pertenece a la 

especie R. tropici. Sin embargo, como se discutirá más adelante, y en base a los resultados del análisis 

de los demás genes secuenciados, algunas de estas conclusiones han de cuestionarse seriamente. 
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IV.2.2 Relaciones filogenéticas del gen glnll y la proteína GSII 

Las reconstrucciones filogenéticas del gen glnll (Fig. 1 O) muestran que los alelos de los 

aislados de R. etli se encuentran cercanamente relacionados con el de la cepa tipo CFN42 y con el de 

R. leguminosarum, en concordancia con los resultados del gen rrs. Los alelos de los aislados de R. 

gallicum se agruparon con otros aislados de R. gallicum y con la cepa tipo de R. mongolense, 

sugiriendo que esta última pertenece al linaje de R. gallicum. A diferencia del agrupamiento generado 

con el gen rrs, en este caso el grupo de alelos de los aislados 2, 3 y 7 aparece como un grupo 

divergente dentro de R. gallicum y alejado de otras especies de Rhizobium, como R. tropici (Fig. 1 O). 

La mayor parte de las mutaciones en glnll son sinónimas (Tabla 2b, Capítulo 111), por tanto la 

variación genética del gen glnll no produjo cambios en la secuencia de aminoácidos de las proteínas. 

Entre los alelos de la población de R. gallicum encontramos sólo 2 sustituciones no sinónimas y una 

dentro de la de R. etli (Tabla 2b, Capítulo III). Al comparar la reconstrucción filogenética basada en 

aminoácidos incluyendo grupos externos, vemos que la cepa CFN42 tiene una proteína idéntica a la 

de la mayoría de nuestros aislados de R. etli y que la cepa tipo de R. mongolense tiene una proteína 

idéntica a la de los aislados 2, 3 y 7 de R. gallicum (Fig. 14a). Estos resultados muestran que la 

variación genética observada en los aislados de R. etli y R. gallicum, provenientes de distintas 

localidades, e incluso continentes, es resultado de la acumulación de mutaciones neutrales que no se 

traducen en sustituciones de aminoácidos que afecten al fenotipo. 

IV.2.3 Relaciones filogenéticas del gen atpD y la proteína AtpD 

Las reconstrucciones filogenéticas basadas el gen atpD agruparon a los aislados de R. etli con 

una cepa de R. leguminosarum, mientras que la cepa tipo de R. etli CFN42 se encontró lejanamente 

relacionada a este grupo (Fig. 11 ), en contraste con lo encontrado para los genes rrs y gin!!. Esto 

podría deberse simplemente a que la secuencia de la cepa CFN42 obtenida de la base de datos del 

GenBank estaba errónea, sin embargo, la volvimos a secuenciar y resultó ser idéntica a la reportada 

(Gaunt, et al., 2001 ). Este resultado podría indicar que alguna de las fuerzas evolutivas ha llevado por 

caminos diferentes a los alelos de la población de R. etli de San Miguel y el de la cepa CFN42, o que 

esta cepa adquirió por transferencia horizontal un segmento del alelo de otra especie, como R. tropici, 

ya que la mayoría de las sustituciones presentes en el atpD de ambas especies son coincidentes (Fig. 

11 ). 

Los alelos del gen atpD de los aislados de R. gallicum los agruparon con otras cepas de R. 

gallicum y con la cepa tipo de R. mongolense (Fig. 11), apoyando la hipótesis de la pertenencia de R. 
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mongolense al linaje de R. gallicum. En concordancia con los resultados del gen glnll, los aislados 2, 

3 y 7 se muestran como un linaje dentro de R. gallicum, alejado de otras especies de Rhizobium (Fig. 

11 ). Los resultados de los genes glnll y atpD (Fig. 1 O y Fig. 11) apoyan la hipótesis de que el aislado 

2 pertenece al linaje de R. gallicum y que adquirió un segmento de alelo rrs del linaje R. tropici

Agrobacterium (Fig. 9). 

El análisis del gen atpD de la población de R. etli muestra que las 2 sustituciones encontradas 

son sinónimas, por lo que todas las proteínas fueron idénticas (Tabla 2c, Capítulo III). Entre las 16 

sustituciones nucleotídicas de la población de R. gallicum, sólo una fue no sinónima (Tabla 2c, 

Capítulo III). La comparación con grupos externos muestra que la cepas R602sp y FL27 de R. 

gallicum tienen una proteína idéntica a una de las de nuestra población de R. gallicum y que difiere en 

un aminoácido de la de R. mongolense (Fig. l 4b ). El haplotipo atpD de los aislados 2, 3 y 7 codifica 

para una proteína idéntica, que difiere en un residuo de la de el resto de los aislados de R. gallicum 

(Fig. l 4b ). Estos resultados indican que aislados de R. gallicum de diversas localidades o continentes 

tienen subunidades de A TPasa altamente similares. 

La proteína AtpD de la población de R. etli tuvo 2 aminoácidos de diferencia con la de R. 

leguminosarum y 3 con la de la cepa CFN42 (Fig. 14b). Esta última tiene a nivel nucleotídico un 

alelo muy divergente con respecto al de nuestra población de R. etli, sin embargo a nivel de 

aminoácidos esta diferencia es menor. Esto nos hace especular que esta cepa adquirió un segmento de 

un donador tipo R. tropici, pero que se han favoreciendo cambios que se ajustan al uso de codones y a 

la composición de aminoácidos de las proteínas de R. etli, mediante los proceso de amelioración y 

selección natural (Lawrence y Ochman, 1997). 

IV.2.4 Relaciones filogenéticas del gen nijH y la proteína Nifll 

Las reconstrucciones filogenéticas del gen nifH muestran que la mayoría de los alelos de 

nuestra población de R. etli están muy cercanamente relacionados con los de otros aislados de R. etli, 

y que uno de los alelos abundantes (12-2755) es idéntico al de la cepa tipo CFN42 (Fig. 12). El 

aislado 34 de R. etli presentó un alelo divergente con respecto al resto y muy similar al de R. etli bv. 

mimosae (Wang, et al. , 1999). Este resultado puede ser evidencia de la transferencia lateral del alelo 

nifH de la bv. mimosae a un aislado de la población de R. etli bv. phaseoli, como se discutirá más 

adelante. 

Los alelos del gen nifH de nuestra población de R. gallicum se agruparon con otros aislados de 

R. gallicum (Fig. 12). Las reconstrucciones filogenéticas de este gen muestran a R. etli y R. gallicum 
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como grupos hermanos, separadas de las demás especies de Rhizobium. A diferencia dt- la historia 

evolutiva mostrada por los genes cromosomales, este gen plasmídico e involucrado en la simbiosis 

con la planta, muestra un ancestro común reciente entre ambas especies. 

La mayoría de las sustituciones del gen nijH fueron sinónimas, sólo hubieron 2 sustituciones 

no sinónimas dentro de la población de R. gallicum y una en la población de R. etli (Tabla 2d, 

Capítulo III). A diferencia de lo encontrado para los genes cromosomales, la proteína producida por 

alelos divergentes de ambas especies es idéntica en la mayoría de los casos (solamente el aislado 29 

de R. etli y los aislados 3, 4 y 5 de R. gallicum tuvieron un cambio, Fig. 15a). Asimismo, las proteínas 

de las biovariedades phaseoli y mimosae de R. etli producen proteínas idénticas (Fig. 15a). El análisis 

del gen nijH refleja las fuertes restricciones evolutivas que tiene esta proteína, por lo que la 

variabilidad genética observada dentro y entre R. etli y R. gallicum es resultado de la divergencia 

neutral acumulada en este gen. 

IV.2.5 Relaciones filogenéticas del gen nodB y la proteína NodB 

Las reconstrucciones filogenéticas de nodB ubicaron a las secuencias de R. etli en un grupo 

sustentado por altos valores de bootstrap ( 100% ), y muestran que el alelo nodB más abundante fue 

idéntico al de la cepa tipo de R. etli CFN42 (Fig. 13 ). Los alelos nodB de nuestra población de R. 

gallicum se agruparon con otros aislados de R. gallicum de referencia, mostrando que el alelo de la 

cepa tipo R602sp es idéntico al de nuestros aislados 2 y 6 (Fig. 13). Al igual que el gen nijH, y en 

contraste con los genes cromosomales, nodB muestra como grupos hermanos a R. etli y R. gallicum. 

En contraste con los genes cromosomales, el alelo nodB de R. mongolense no se ubicó con los de R. 

gallicum, sino que se encontró relacionado con los alelos de S. meliloti (Fig. 13). Este resultado 

sugiere que cromosomalmente R. mongolense es un linaje de R. gallicum pero que sus genes 

simbióticos tiene un ancestro común con los de S. meliloti. Laguerre et al. (2001) encontraron que, 

aunque R. gallicum y R. mongo/ense tienen alelos rrs similares, el gen nodC de R. mongolense es del 

tipo de los rizobios que nodulan Medicago spp. Estos resultados apoyan la hipótesis de que R. 

mongolense es un linaje de R. gallicum que tiene genes simbióticos relacionados con los de otras 

especies de rizobios que nodulan Medicago spp., por lo que se le podría considerar como una 

biovariedad dentro de R. gallicum. 

El análisis de la proteína NodB muestra aunque R. etli y R. gallicum están relacionados, existe 

un alto grado de divergencia entre ellos, así como entre los demás rizobios incluidos (Fig. 15b ). Este 

gen es el único en el que las secuencias de R. etli fueron más diversas que las de R. gallicum y con 
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una gran cantidad de sustituciones no-sinónimas (Tabla 2e, Capítulo III). Como era de esperarse, la 

proteína NodB de R. mongolense está distantemente relacionada con las de R. gallicum y 

cercanamente con la de S. meliloti (Fig. l 5b ). 

IV.3 Discusión 

Los resultados de los análisis filogenéticos coincidieron en gran medida con los resultados 

derivados de los análisis poblacionales y permitieron ubicar en un contexto más amplio a las 

poblaciones de R. etli y R. gallicum de San Miguel. 

La aproximación filogenética aplicada a los datos de secuencias mostró la pertenencia de 

nuestras poblaciones clasificadas como R. etli y R. gallicum a los grupos monofiléticos conformados 

por individuos de esas especies reconocidas. Este resultado indica que aislados de estas especies de 

diferentes regiones están compartiendo un mismo acervo genético cromosomal y plasmídico, ya sea 

por herencia vertical o por transferencia horizontal. Las únicas excepciones fueron algunos alelos rrs 

de la población de R. gallicum y el alelo atpD de la cepa CFN42. En ambos casos la evidencia indica 

que eventos de transferencia lateral pueden estar involucrados en estas discordancias. El resto de los 

marcadores genéticos son congruentes con los conceptos de especie filogenéticos y basados en 

similitud. Bajo el concepto evolutivo de especie podemos reconocer que la transferencia lateral es 

inherente a la evolución de las especies bacterianas, por lo que el hecho de que el aislado 2 y la cepa 

CFN42 tengan alelos rrs y atpD parecidos a R. tropici no invalida su pertenencia a R. gallicum y R. 

etli, respectivamente. El alelo rrs de los aislados 3 y 7 parecen también tener su origen evolutivo en 

algún evento de recombinación, sin embargo en este caso no fue posible detectar al donador. Los loci 

de rRNA se consideran poco sujetos a eventos de transferencia lateral, sin embargo, existen varios 

reportes sobre transferencia lateral de segmentos de los genes rrs y rrl en bacterias y en particular en 

rizobios (ver Introducción general). Al parecer la gran diversidad de este loci en la población de R. 

gallicum de San Miguel se debe a que está sujeto a eventos de transferencia lateral y recombinación 

con otras especies del grupo Rhizobium-Agrobacterium. 

El análisis de las secuencias de los genes rrs, glnll y atpD muestran que la cepa tipo de R. 

mongolense es parte de los linajes monofiléticos que componen a R. gallicum, y el análisis de la 

secuencia del gen nodB mostró que los genes simbióticos son del tipo de S. meliloti. Laguerre et al. 

(2001) ya habían descubierto que, aunque la cepa tipo de R. mongolense USDA 1844 tiene un alelo 

rrs muy similar a R. gallicum, el análisis del gen nodC muestra que este gen simbiótico es similar al 

de S. meliloti. La filogenia basada en el gen rrs indica que, además de R. mongolense, R. 
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yanglingense también podrían pertenecer al linaje de R. gallicum. Dentro de este grupo la primer 

especie descrita fue R. gallicum, aislada de P. vulgaris (Amarger, et al., 1997), después fueron 

descritas R. mongolense aislada de Medicago ruthenica (van Berkum, et al. , 1998) y R. yanglingense 

aislada de Coronilla varia, Gueldenstaedlia multiflora y Amphicarpea trisperma (Tan, et al. , 2001 ). 

En las descripciones de estas especies se reconoce que sus alelos rrs tienen un nivel de similitud 

mayor a 97%, por lo que su separación como especies se basó principalmente en niveles de 

hibridación DNA:DNA menores a 70% entre cepas tipo. Sin embargo, debido a que en los rizobios el 

compartimiento plasmídico puede constituir alrededor del 50% del genoma (García de los Santos et 

al., 1996; Martínez-Romero y Caballero-Mellado, 1996), y que algunos plásmidos están en 

multicopia, en rizobios las hibridaciones DNA:DNA pueden subestimar los niveles de homología del 

compartimiento cromosomal. En los rizobios la ganancia y pérdida de plásmidos es frecuente, por lo 

que esta técnica tiene poco valor filogenético. En este grupo de bacterias la pérdida o ganancia de 

plásmidos simbióticos puede afectar drásticamente el fenotipo simbiótico, por lo que este carácter 

ecológico se ha utilizado para nombrar biovariedades dentro de las especies. En este sentido, a R. 

gallicum se le han descrito dos biovariedades (Amarger, et al., 1997). La biovar ga/licum, se ha 

encontrado nodulando P. vulgaris en Francia, España, Austria y Túnez (Amarger, et al. , 1997; 

Herrera-Cervera el al., 1999; Mhamdi el al., 2002; Sessitsch, et al., 1997), Oxylropis riparia y 

Onobrychis viciifolia en Canadá (Laguerre el al. , 1997) y Gliricidia sepium en Puerto Rico (Zurdo

Pineiro, et al. , No publicado). La biovar phaseoli se ha aislado solamente de nódulos de frijol en 

Francia y España (Amarger, et al., 1997; Herrera-Cervera, et al., 1999). Nuestros análisis 

filogenéticos muestran que la cepa tipo de R. mongolense (van Berkum, et al. , 1998) pertenece al 

linaje de R. gallicum y que su biovar es del tipo de S. meliloti. Nuestra propuesta es que R. 

mongolense debe reclasificarse en la especie R. gallicum (ya que ésta fue descrita antes que R. 

mongolense) y que debe asignársele una biovariedad que refleje su condición de ecotipo nodulador de 

Medicago; ésta bien podría ser meliloti o medicae haciendo referencia al hospedero (nicho) que 

ocupa, o bien mongolense para mantener su historia taxonómica. La filogenia derivada del gen rrs 

sugiere que el grupo formado por R. gallicum, R. mongolense y R. yanglingense podría considerarse 

como una misma especie con ecotipos o biovariedades asociados a un gran número de leguminosas. 

Para apoyar esta agrupación sería necesario analizar más genes cromosomales de varios aislados de 

estas especies, así como sus genes simbióticos, y realizar ensayos de rango de hospedero. Ello 

aportaría la información necesaria para asignarles una biovariedad. Por el momento sugerimos que 

estos aislados se reclasifiquen como R. gallicum con biovariedades mongolense y yanglingense. En 
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base a su amplia distribución geográfica y su gran diversidad genética y ecológica proponemos que R. 

gallicum (sensu lato) es una especie con un gran amplitud ecológica y extensa historia evolutiva. Al 

parecer esta especie tiene una historia evolutiva y simbiótica antigua de adaptación a diferentes 

ambientes y hospederos, ésta última probablemente a través de la adquisición de información 

simbiótica de otras especies de rizobios. El caso de R. gallicum nos parece un buen ejemplo de cómo 

una especie cosmopolita puede tener una gran variedad de ecotipos o biovariedades en distintos 

ecosistemas y localidades geográficas. 
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Tabla 4.- Parámetros nucleotídicos estimados en base al modelo seleccionado por la prueba 
jerárquica de razones de verosimilitud (HLRT). Se indican el número de secuencias, las 
frecuencias de nucleótidos, la matriz de tasas de sustitución, la proporción de sitios invariantes, 
el parámetro alfa de la distribución gamma y el modelo utilizado. 

G,C Matriz de tasas 

Loci No. secs A,T de sustitución 1 G Modelo2 

rrs 37 0.32 0.23, [A-G] =2.13; [C-T]=4.64 0.54 0.34 TIM+l+G 

0.23, 0.22 [A-C]=l .00; [C-G]=2.14 

[A-T]=2.14; [G-T]=l .00 

gin// 27 0.29, 0.36 [A-G]=6.58; [C-T]=/9.24 0.52 1.97 GTR+l+G 

0.19, 0.16 [ A-C]= 1. 70; [C-G]=4.3 I 

[A-T]=4.90; [G-T]=l.00 

atpD 17 0.31, 0.34 [A-G]=l.44; [C-T]=4.32 o 0.25 GTR+G 

0.19, 0.16 [A-C]=0.36; [C-G]=l .05 

[A-T]=0.81; [G-T]=l .00 

nifH 26 0.30, 0.31 [A-G] =J.05; [C-T]=5.87 o 0.30 TrN+G 

0.22, 0.17 [A-C]=l.00; [C-G]=l.00 

[A-T]=l .00; [G-T]=l .00 

nodB 19 0.29, 0.29 razón de Ti/Tv= 1.66 0.22 1.75 HKY+I+G 

0.21, 0.21 

1 Las tasas de sustitución transicionales se indican en cursivas. 
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2 GTR, general time reversible (Rodríguez et al., 1990); TrN, Tamura-Nei (Tajima, 1993); TIM, 
Tamura-Nei con 4 parámetros (Posada y Crandall, 2001); HKY, Hasegawa-Kishino-Yano 
(Hasegawa et al., 1985); 1, proporción de sitios invariantes; G, parámetro alfa. 
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Tabla 5.- Descripción de los aislados del grupo de R. gallicum (sensu lato) incluidos en la 
filogenia rrs presentada en la Figura 9. 

EsQecie Aislado País HosQedero Referencia 
R. gallicum R602spT Francia Phaseolus (Amarger, et al., 1997) 

vulgar is 
R. yanglingense SH22623T China Gueldenstaedtia (Tan, et al., 2001) 

multiflora 
R. gallicum CbS18 Austria P. vulgaris (Sessitsch, et al., 1997) 
R. gallicum IE988 México P. vulgaris Este trabajo 
R. gallicum UPMR8052 Puerto Rico Gliricidia (Zurdo-Pineiro, et al., No 

sepium publicado) 
R. yanglingense SH2462 China Coronilla varia (Tan, et al., 2001) 
R. gallicum FL27 Mexico P. vulgaris (Piñero et al., 1988) 
R. gallicum CbS17 Austria P. vulgaris (Sessitsch, et al. , 1997) 
R. mongolense USDA1834 Mongolia Medicago (van Berkum, et al., 1998) 

ruthenica 
R. yanglingense SH445 China e varia (Tan, et al., 2001) 
R. yanglingense SHl 718 China e varia (Tan, et al., 2001) 
R. mongolense USDA1844T Mongolia M ruthenica (van Berkum, et al. , 1998) 
R. mongolense USDA1929 Mongolia M ruthenica (van Berkum, et al. , 1998) 
R. mongolense USDA1890 Mongolia M ruthenica (van Berkum, et al. , 1998) 
R. gallicum IE2703 México P. vulgaris Este trabajo 
R. g_allicum IE4770 México P. vulg_aris Este trabajo 
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so R. gal/icum R602spT 

R. yanglingense SH22623T 

9 
R. gal/icum CbS18 

R. gallicum UPRM8052 

R. yanglingense SH2462 

R. gal/icum FL27 

59 
R. gallicum CbS 17 

R. mongolense USDA 1834 

R. yanglingense SH445 

R. yanglingense SH1718 
5 ~ R. mongo/ense USDA 1836 

R. mongo/ense USDA1844T 

t R. mongolense USDA 1929 

R. mongo/ense USDA 1890 

.-----3y7 
R. indigoferae CCBAU71042T 

R. etli CFN42T 

R. etli SEMIA0430 U47303 
6 L::13y20y21y25y29y2755 

R. mongo/ense USDA 1877 

Rhizobium sp. USDA 1920 

R. /eguminosaurm bv. viciae ATCC10004T 
9 

R. et/i T AL1 82 

R. /eguminosaurm bv. phaseoli USDA2671 

.____ __ R. hainanensis 166T 

~------~A. tumefaciens C58 

A. tumefaciens Ch.Ag.4 

A. rhizogenes LMG 152 

R. tropid CIAT899T 

R.tropici CFN299 

R.tropici UPRM8033 

....__ _____ S. meliloti USDA 1002T 

....__ _______ M. /oti NZP2213T 

'-----------------B. japonicum USDA110 

0.01 

R. gallicum 
(sensu lato) 

R. etli/ 
R. leguminosarum 

Agrobacterium 
IR. tropici 

Figura 9.- Filogenia NJ del gen rrs en base al modelo TIM+l+G. Los aislados de 
San Miguel se muestran en negritas y para las secuencias obtenidas del GenBank 
se indica el número de accesión. Las cepas tipo se indican con una T. En los nodos 
se indican los valores de bootstrap significativos (>50%). 
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6 

9 1 
10 

~ 
8 6 

52! 

R. gal/icum FL27 

6 2~ 
R. mongolense USDA1844T 

R. gallicum R602spT 

~-------- A. tumefaciens C58T 

R. tropici CIAT899T 

~-- R. tropici CFN299 

R. gallicum 
(sensu lato) 

15 

12y16y19y20y21y22y31y33y34v2755 

17 

7711y18y25 

14y26y27 

30 

R. etli/ 
R. leguminosarum 

.------'
1
""º r'--- R. etli CFN42T 

5 
28y29 

R. leguminosarum bv. viciae USDA2370T 

R. galegae USDA4128T 

..___ _________ S. meliloti 1021 

~----- M. loti MAFF303099 

~-------- B. japonicum USDA 110 
- 0.01 substitutions/site 

Figura 10.- Filogenia NJ del gen gln/I en base al modelo GTR+l+G. Los aislados de 
San Miguel se muestran en negritas y para las secuencias obtenidas del GenBank se 
indica el número de accesión. Las cepas tipo se indican con una T. En los nodos se 
indican los valores de bootstrap significativos (>50%) . 
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10( 
~ 

5 

- R. gallicum FL27 
10( 

~R. gallicum R602spT 

- R. mongolense USDA1844T 

A. tumefaciens C58T 

R . galegae USDA4128T 

-R. etli CFN42T 

ciCIAT899T -R. tropi 
~ 

75 

~R. trop ici CFN299 

26y2 8y29 
10( -

SE 20y2 - 1y25y2755 

R. gallicum 
(sensu lato) 

R. etli/ 
R. leguminosarum 

R. I eguminosarum bv. viciae USDA2370T 

S. meliloti 1021 

M. fati MAFF30 3099 

B. japonicum USDA6T 
-- 0.05 substitutions/site 

Figura 11.- Filogenia NJ del gen atpD en base al modelo GTR+G. Los aislados de 
San Miguel se muestran en negritas y para las secuencias obtenidas del GenBank 
se indica el número de accesión. Las cepas tipo se indican con una T. En los nodos 
se indican los valores de bootstrap significativos (>50%). 
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~ 

4 
R. gallicum bv. gallicum 

54 

66 

8 

R. gal/icum FL27 

2 

ª 
1 R. gal/icum R602spT 

ª 
15y25 

11y14y16y18y24y26y27y31 

66 12y20y22y23y32y33y2755 y R. etli CFN42T 

29 

30 

13y21y28 

34 
8 

R. etli bv. mimosae Mim-2 

92 R. tropici CFN299 

R. tropici CIA T899T 

M. fati MAFF303099 

~----- S. meliloti 1021 

~-------- R. legumosarum bv. trifolii SU392 

...__ ______________ B. japomicum USDA 11 O 

- 0.01 substitutions/site 

R. etli 
bv. phaseoli 
bv. mimosae 

Figura 12.- Filogenia NJ del gen nifH en base al modelo TrN+G. Los aislados de 
San Miguel se muestran en negritas y para las secuencias obtenidas del GenBank 
se indica el número de accesión. Las cepas tipo se indican con una T. En los nodos 
se indican los valores de bootstrap significativos (>50%) . 
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nodB ~ 1 -
51 

5 
7T 

74 

ª 
R. gallicum bv. gallicum 96 7y10 

,...---

~ 

so ª 
84 2y6 y R. gallicum R602spT 

R. gallicum FL27 
100 

13 
64 

72 
28 

16 
72 99 76 R. etli 
-

11 bv. phaseoli y27y31 
100 

25 

20y 32y33y2755 y R. etli CFN42 
~ 

R. tropici CF N299 

R. mongo/e nse USDA1844T ¿R. gallicum bv. medicae? 
100 

~ 

94 S. melilo ti 1021 

R. leguminosarum bv. viciae 3841 

M loti MAFF3030 99 

B. 1apon1cum 11 O 
- 0.05 substitutions/site 

Figura 13.- Filogenia NJ del gen nodB en base al modelo HKY+l+G. Los aislados de 
San Miguel se muestran en negritas y para las secuencias obtenidas del GenBank 
se indica el número de accesión. Las cepas tipo se indican con una T. En los nodos 
se indican los valores de bootstrap significativos (>50%). 
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R. mongolense USDA 1844T 

6 
3 7 

YR. gallicum R602spT 
~-_____.9 s R. gallicum FL27T 

6 
10 

6 1 
5 

R. tropici CIA T899T 
7 R. tropici CFN299 
.----- R. galegae USDA4128T 

R. gallicum 
(sensu lato) 

R. /eguminosarum bv. viciae USDA2370T 
7 17 

28y29 
14y26y27 R. etli/ 
12y16y19y20y21y22y31y33y34y2755 R. leguminosarum 

9 15 
R. etli CFN42T 
11y18y25 

30 
.____ _____ M. /oti MAFF303099 

'--------- S. meliloti 1021 
'---------------B. japonicum USDA 110 

0 .02 

b) AtpD R. gallicum FL27 1 
4 R. al/icum R602s T 

~Y1 O R. gallicum 
R. mongo/ense USDA 1844T 

J (sensu lato) 

6 ~y7 
R. etli CFN42T } 

R. leguminosarum USDA2370T R. etlil 
e 26y28y29 R. leguminosarum 

871 20y21 y25y2755 
R. tropici CIA T899T 

R. tropici CFN299 

R. ga/egae USDA4128T 
~--- S. me/iloti 1021 

~-------- M. /oti MAFF303099 
~--------------B. japonicum USDA6T 

1 
0.02 

1 

Figura 14.- Filogenia NJ con distancia corregida de Poisson para las proteínas 
a) GSII y b) AtpD. Los aislados de San Miguel se muestran en negritas y las cepas 
tipo se indican con una T. En los nodos se indican los valores de bootstrap >45%. 
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R. gallicum FL27 
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M. loti MAFF303099 

S. meliloti 1021 
R. tropici CFN299 
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bv. phaseoli 
bv. mimosae 
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ee 2y6 y R. gal/icum R602spT 

R. Qallicum FL27 
20y32y33y2755 y R. etli CFN42T 

13 
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16 
11y27y31 

1----------- R .tropici CFN299 
~----------- M. loti MAFF303099 
~--------------B. japonicum USDA110 

...------------- R. leguminosarum bv. viciae 3841 

R. etli 
bv. phaseoli 

~-----l...----- R. mongolense USDA1844T ¿R. gallicum bv. medicae? 
1 oo S. meliloti 1 021 

0.05 

Figura 15.- Filogenia NJ con distancia corregida de Poisson para las proteínas 
a) NifH y b) NodB. Los aislados de San Miguel se muestran en negritas y las cepas 

tipo se indican con una T. En los nodos se indican los valores de bootstrap >45%. 
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CAPITULO V.- DISCUSION GENERAL 

V.l La diversidad genética en los nódulos de frijol de San Miguel 

Las bacterias aisladas de nódulos de plantas de frijol, cultivadas bajo el sistema de milpa en 

San Miguel Acuexcomac, pertenecen a dos especies de Rhizobium. La mayor parte de los aislados 

fueron R. etli, mientras que R. gallicum se encontró en sólo el 10% de los nódulos. Aunque el número 

de aislados de R. etli fue mayor que el de R. gallicum, los niveles de diversidad genética (H) 

encontrados a partir de los datos de isoenzimas fueron similares para ambas especies (Tabla 2 en 

Silva et al. 2003). En estudios sobre la diversidad genética de los rizobios del suelo se ha encontrado 

que en el suelo existe una mayor diversidad de genotipos que los que se encuentra en los nódulos 

(Bromfield et al., 1995; Louvrier, et al., 1996; Segovia, et al., 1991; Young y Wexler, 1988). Esto es 

el resultado de un complejo proceso de selección de algunos genotipos por parte de la planta 

hospedera, de la competencia entre los distintos genotipos por los sitos de infección de la planta y por 

el efecto procesos estocásticos relativos al efecto fundador por parte de las poblaciones de bacterias 

cercanas a la raíz (Hagen y Hamrick, 1996). El resultado final del proceso de simbiosis es el 

reclutamiento de una fracción de las poblaciones simbióticas del suelo. Además se ha encontrado que 

en algunas especies de rizobios existen una gran cantidad de individuos que no tiene la capacidad 

simbiótica (Segovia, et al., 1991; Sullivan, et al., 1996). El estudio de la población de R. etli de la 

rizósfera de plantas de frijol mostró que existen al menos 40 individuos no simbióticos por cada 

individuo simbiótico (Segovia, et al., 1991 ). Por lo tanto, el presente estudio abarca sólo a la fracción 

de las poblaciones simbióticas de R. etli y R. gallicum, y dado que las poblaciones de hospederos, 

nódulos y bacterias son tan grandes, solo fue posible obtener una pequeña muestra de esta diversidad. 

En este punto también es importante notar que con la técnica utilizada para detectar la variación 

genética, las isoenzimas, sólo es posible detectar alrededor de un tercio de las mutaciones que 

producen variación genética (Enright y Spratt, 1999; Selander et al., 1986). Las mutaciones que 

producen cambios sinónimos y las mutaciones que producen cambios de aminoácidos con cargas y 

tamaños semejantes no son detectadas con esta técnica. Aún así los niveles de diversidad son altos, 

sobre todo si se toma en cuenta que se trata del muestreo de una población local en una parcela de 

aproximadamente una hectárea. Otros estudios sobre la diversidad de Rhizobium asociado a frijol han 

obtenido valores de diversidad mayores, pero en algunos casos se trató de colecciones de cepas de 

distinto origen geográfico (Piñero, et al., 1988) o del muestreo de varias parcelas (Souza et al., 1994). 

Inclusive en nuestro trabajo anterior en San Miguel encontramos niveles de diversidad mayores 
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(Silva, et al., 1999). Sin embargo, en ese trabajo el muestreo incluyó 485 aislados provenientes de 6 

parcelas y se consideró que los aislados pertenecían a R. etli, cuando en realidad, como demostramos 

aquí, existen aislados de una segunda especie, R. gallicum. Este hecho elevó los valores estimados de 

diversidad genética. Este es también el caso en el trabajo de Piñero et al. (1988), el cual ahora se sabe 

contenía al menos a 4 de las especies de Rhizobium ahora reconocidas. Es muy probable que en el 

trabajo de Souza et al. ( 1994) las poblaciones analizadas también estuvieran constituidas por más de 

una especie. Por lo tanto destacamos la importancia de reconocer a las especies para obtener 

resultados correctos y realistas sobre la diversidad genética de las bacterias y su estructura genética. 

Para poder realizar análisis de genética de poblaciones, como su nombre lo indica, el primer paso es 

discernir a las especies para poder estudiar sus poblaciones. 

V.2 Las clonas epidémicas de los nódulos 

Aún con las limitantes del muestreo de poblaciones de bacterias con tamaños efectivos casi 

infinitos, fue posible recuperar el mismo genotipo en numerosas ocasiones. Más de la mitad de los 

aislados de los nódulos tuvieron genotipos casi idénticos; constituidos por 3 ETs de R. etli 

cercanamente relacionados (Fig. 1 en Silva et al. 2003). Estos genotipos forman parte de los que se 

podría considera un complejo clonal, con un genotipo ancestral a partir del cual algunas bacterias han 

ido divergiendo a través de mutación o recombinación (Feil y Spratt, 2001 ). La abundancia de este 

complejo clonal en los nódulos puede ser el resultado de una mezcla de factores. Las parcelas de 

milpa de San Miguel pueden considerarse como ecosistemas estables, durante siglos los campesinos 

han sembrado el mismo germoplasma de frijol, las técnicas agrícolas prácticamente no han 

evolucionado, y las condiciones ambientales parecen haberse mantenido constantes, ya que 

históricamente ha sido una zona semiárida con suelo erosionado y con un régimen de lluvias escaso 

(Souza et al., 1997). La constancia de las condiciones bióticas y abióticas parece haber permitido la 

coevolución de los genotipos de frijol y de las bacterias del suelo asociadas a ellos. La selección 

durante muchas generaciones de estos genotipos adaptados a las condiciones ambientales generales y 

en particular a los frijoles cultivados explicaría su abundancia en los nódulos y muy probablemente 

en el suelo (Silva, et al., 1999; Souza, et al., 1997). 

Las plantas de frijol están presentes en el suelo solamente durante el período de lluvias (5 

meses). Durante este período los nódulos determinados del frijol se van formando conforme la raíz 

crece. Los primeros nódulos senecen mientras otros se van formando. Las poblaciones de bacterias de 

los nódulos senescentes son liberadas al suelo y son una fuente importante en la infección de los 
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nódulos en formación. Este es uno de los mecanismos por los cuales algunos genotipos pueden estar 

siendo favorecidos en los nódulos. Al final de la época de crecimiento de la planta, cuando termina la 

floración y comienza la formación y maduración de las semillas, la planta deja de alimentar a los 

nódulos y éstos senecen (Sadowsky y Graham, 2002). De este modo, en la época posterior a la 

cosecha los genotipos de las bacterias que habitaron los nódulos enriquecen y predominan en la 

población de bacterias del suelo. Dado que la interacción entre las leguminosas y Rhizobium no es 

obligatoria, la coexistencia de bacterias no simbióticas y de genotipos menos competitivos o 

seleccionados por las plantas es posible. Las poblaciones del suelo son fuentes de variación genética 

que puede ser crucial en la evolución de los rizobios, tanto para el surgimiento de nuevos genotipos 

simbióticos, como para el potencial de supervivencia de las poblaciones ante cambios ambientales 

drásticos (Segovia, et al. , 1991 ; Sullivan, et al. , 1995). 

V.3 El nicho simbiótico de R. etli y R. gallicum en San Miguel 

R. gallicum fue encontrado en sólo un 10% de los nódulos, confirmando que en México el 

simbionte principal del frijol común es R. etli. Este es el primer reporte de R. gallicum nodulando 

frijoles en América. Sin embargo, debido al pequeño número de nódulos formados por esta especie 

podríamos considerarlo un simbionte menor o incluso oportunista del frijol. Dado el amplio rango de 

hospederos que presentan las cepas de R. gallicum, otras leguminosas presentes en San Miguel 

(introducidas o nativas, silvestres o cultivadas), podrían ser también hospederos de esta especie. En 

nuestro estudio anterior (Silva, et al. , 1999), encontramos que la mitad de los aislados de las plantas 

de P. coccineus (ayocote) pertenecían a la división 1, ahora clasificada como R. gallicum. Hicimos 

algunos experimentos de laboratorio para determinar la capacidad competitiva de dos aislados de R. 

gal/icum (aislados 6 y 2) y dos aislados de R. etli (aislados 16 y 17) inoculados a la misma densidad 

óptica sobre plantas de P. vulgaris y P. coccineus. Encontramos que entre el 90 y 70% de los nódulos 

de P. coccineus estuvieron ocupados por R. gallicum. En el experimento con P. vulgaris, 

encontramos que más de la mitad de los nódulos estaban ocupados por ambas especies, sin embargo, 

entre los nódulos de ocupación sencilla, R. gallicum ocupó sólo el 8%. En estos experimentos la 

asignación de los aislados se realizó por inspección visual y basada en las características morfológicas 

de las colonias (secas o gomosas). No obstante, estos experimentos fueron hechos una sola vez y 

tuvieron algunos problemas de contaminación con hongos, por lo que sería necesario repetirlos y 

mejorar el diseño experimental. Para obtener resultados estadísticamente confiables sería importante 

inocular un menor número de células para evitar ocupaciones dobles, inocular en diferentes 
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proporciones a las cepas y montar un método de detección menos subjetivo, como sería con cepas 

marcadas con el gen gusA (Vinuesa et al., 2003). A pesar de sus deficiencias, estos experimentos 

apoyaron la percepción que teníamos de que R. etli es más competitivo en P. vulgaris, mientras que 

R. gal/icum lo es en P. coccineus. Asimismo, sería interesante realizar experimentos de competencia 

entre los genotipos abundantes y los raros de R. etli para determinar si su abundancia se relaciona con 

su competitividad, o si se debe simplemente a su preponderancia numérica en el suelo. 

Durante la época del año en la que el frijol no está cultivándose, las poblaciones de Rhizobium 

se mantienen en el suelo y podrían asociarse a las raíces de otras plantas e incluso entrar en simbiosis 

con algunas leguminosas que crecen naturalmente en las parcelas (Souza, et al. , 1997). Durante la 

época de secas se encuentra Da/ea spp. creciendo en las parcelas de cultivo. Estas plantas se 

encontraron noduladas y los aislados de sus nódulos fueron capaces de formar nódulos con plantas de 

frijol en el laboratorio (Aldo Valera, comunicación personal). Es posible que tanto R. etli como R. 

gallicum tengan un nicho simbiótico extendido a otras leguminosas. Leucaena leucocephala es una 

leguminosa presente en el área de San Miguel y podría ser el hospedero principal de R. gal/icum. 

Sería necesario muestrear los nódulos de las plantas del lugar para apoyar esta hipótesis. 

V.4 Los plásmidos de R. etli y R. gallicum 

El análisis de la composición plasmídica de los aislados mostró que R. etli y R. gallicum 

tienen perfiles de plásmidos muy diferentes (Fig. 1 y Tabla 3 en Silva et al. (2003), Fig. 16 y Fig.17). 

Todos los aislados de R. gal/icum tuvieron un megaplásmido de más de 1,500 kb. La presencia de 

megaplásmidos es común en muchas especies de Rhizobium. En muchas de ellas no ha sido posible 

curar estos megaplásmidos, lo cual sugiere que son indispensables para la sobrevivencia de las 

bacterias (García de los Santos, et al., 1996). Los perfiles de plásmidos de R. gallicum son muy 

semejantes a los de R. tropici (Fig. 16). Ambas especies tienen rangos de hospedero mucho más 

amplios que R. etli. P. vulgaris es un especie relativamente reciente dentro de las .leguminosas 

(Delgado-Salinas et al., 1999) y se considera que R. etli coevolucionó con esta especie de frijol 

(Martínez-Romero, 2002; Martínez-Romero y Caballero-Mellado, 1996; Parker, 2002). Por lo tanto, 

se podría especular que la presencia de megaplásmidos es un caracter ancestral en los rizobios y que 

posiblemente R. etli es una especie reciente que perdió esta característica. Asimismo, se podría 

plantear que los rizobios más antiguos evolucionaron hacia un rango de hospedero amplio y que en 

las especies de rizobios más recientes se han favorecido rangos de hospederos más estrechos. En este 

contexto es interesante notar que el género Mimosa es más antiguo que el género Phaseolus. Los 
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aislados de R. etli bv. mimosae suelen tener megaplásmidos entre 800 y > 1,000 kb, y un rango de 

hospedero más amplio (Wang, et al., 1999), por lo que también podríamos especular que la biovar 

mimosae surgió antes que la biovar phaseoli de R. etli. 

El análisis de la composición plasmídica de nuestros aislados mostró que dentro de cada 

especie existen combinaciones de plásmidos muy abundantes (Fig. 1 y Tabla 3 en Silva et al. (2003)). 

Dentro de R. gallicum el perfil P4 constituyó cerca de la mitad de los perfiles (44%). Dentro de R. etli 

el perfil Pl constituyó el 26% de los perfiles y junto con los perfiles P2 y P3 constituyeron más de la 

mitad de los perfiles encontrados (58%). Estos resultados sugieren que existen interacciones entre los 

plásmidos que hacen que algunas combinaciones sean más exitosas que otras. En todos los aislados 

de R. etli se encontró un plásmido grande de 700 kb y, casi en todos, uno mediano de 450 kb, 

seguidos de los plásmidos de 390 ( 44%) y 550 (31 % ) kb. Estos últimos nunca se encontraron juntos y 

son los que diferencían a los perfiles más abundantes PI y P2 (Tabla 3 en Silva et al. (2003) y Fig. 

17). Estas dos combinaciones fueron la base de la mayoría de los perfiles. Por ejemplo, los perfiles P3 

y P5 son como el P2 pero con un plásmido pequeño de 250 y 125 kb, respectivamente, y el P6 es 

como el Pl, pero con un plásmido de 125 kb (Fig. 17). Un estudio reciente sobre los plásmidos de 

una colección de cepas de R. etli mostró que muchos de los plásmidos pequeños son 

autotransferibles, como es el caso del plásmido más pequeño en la cepa CFN42 (p42a), que además 

es capaz de cotransferir al plásmido simbiótico (p42d) (Brom, et al., 2002). Para conocer más sobre el 

tipo de asociaciones que existen entre los plásmidos de la población de R. etli y R. gallicum de San 

Miguel se requieren análisis moleculares más detallados para obtener información más precisa sobre 

los patrones evolutivos de este compartimiento del genoma. Estudios ecológicos ayudarían a entender 

los factores que ejercen presiones selectivas sobre los distintos compartimientos del genoma y su 

efecto sobre los diversos estilos de vida de los rizobios. 
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V.5 Historia evolutiva de R. etli y R. gallicum en San Miguel 

El hecho de que R. gallicum tenga un rango de hospedero más amplio y una mayor 

variabilidad genética nos sugiere que esta especie pudo haber adquirido la capacidad simbiótica antes 

que R. etli. R. etli tiene un rango de hospedero más estrecho y parece haber coevolucionado con el 

frijol (Aguilar et al. , 1998; Martínez-Romero, 2002; Martínez-Romero y Caballero-Mellado, 1996). 

En los centros de origen, las variedades silvestres y en los países donde P. vulgaris ha sido 

introducido, R. etli es su principal microsimbionte. En un estudio reciente sobre los simbiontes de 3 

especies de Phaseolus silvestres (P. parvulus, P. pauciflorus y P. pedicellatus) en México se encontró 

que están noduladas por Bradyrhizobium, por lo que se propone que ésta es la condición ancestral en 

el género (Parker, 2002). P. vulgaris ocupa una posición relativamente derivada dentro del género 

(Delgado-Salinas, et al., 1999), sugiriendo que la utilización de Rhizobium como simbionte es una 

innovación reciente de P. vulgaris y algunos de sus parientes cercanos, como P. coccineus (Parker, 

2002). La poca variabilidad genética y la dominancia ecológica de R. etli son congruentes con una 

historia de especialización simbiótica reciente para esta especie. Probablemente R. etli adquirió la 

capacidad simbiótica durante la evolución de P. vulgaris. Nuestros datos podrían interpretarse como 

.que R. etli adquirió de R .gallicum los genes simbióticos. Sin embargo, pudo haber sido adquirido de 

otra fuente no presente en nuestro muestreo y análisis. El hecho de que el gen rrs sea monomórfico 

apoya la idea de que R. etli es una especie que apenas ha empezado a acumular variación genética. La 

elevada variación genética del gen nodB de la población de R. etli puede relacionarse con la reciente 

evolución de P. vulgaris y la continua manipulación humana, que mantienen a los genes nodulación 

bajo selección diversificadora. Aunque también cabe la posibilidad de que la selección y 

recombinación esté ejercida sobre los genes adyacentes, como pudieran ser nodA y nodC. 

V.6 La distribución geográfica de R. gallicum (sensu lato) y R. etli. 

En este trabajo proponemos que la especie R. gallicum (sensu lato) tiene al menos 4 

biovariedades ( gallicum, phaseoli, mongolense y yanglingense), que se distribuyen en Norte 

América (Laguerre, et al., 1997; Sessitsch, et al., 1997; Silva, et al., 2003; Zurdo-Pineiro, et al., No 

publicado), Europa (Amarger, et al., 1997; Herrera-Cervera, et al., 1999; Sessitsch, et al. , 1997), el 

Norte de Africa (Mhamdi et al. , 1999; Mhamdi, et al., 2002) y Asia (Tan, et al., 2001; van Berkum, et 

al. , 1998), es decir en el Hemisferio Norte. 

Gran parte de las confusiones creadas en sistemática son el resultado de otorgarle demasiado 

peso a las adaptaciones ecológicas (Cohan, 2001 ; Lan y Reeves, 2001 ). Por ejemplo, en el caso de 
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bacterias patógenas de humanos y animales, se han creado nuevas especies para designar a aislados 

de una misma especie que producen cuadros clínicos diferentes (Lan y Reeves, 200 l ). En este trabajo 

estamos documentando un caso en el que se creó un nueva especie para describir una biovariedad o 

ecotipo nodulador de M ruthenica perteneciente a Ja especie R. gallicum. El caso extremo de esta 

deficiente clasificación basada en caracteres ecológicos, está dado por el aislado USDA 1877, con un 

alelo rrs del tipo de R. etli, que fue clasificado con R. mongolense por haber sido aislado de M 

ruthenica. Este hecho suscita interesantes especulaciones sobre la evolución y distribución de R. etli. 

Esta especie únicamente se ha encontrado nodulando frijoles en varios continentes, y mimosas en 

México, por lo que se piensa que su origen es Americano y que se ha importando a otros continentes 

acarreado en las semillas de frijol (Pérez-Ramírez et al., 1998; Silva, et al., 2003). Para determinar 

con precisión si este aislado de M ruthenica es un R. etli sería necesario analizar más caracteres 

genéticos y ecológicos. Sería interesante determinar si su plásmido simbiótico es del tipo de R. etli 

bv. phaseoli o de S. meliloti. Este sería el primer reporte de R. etli en Asia y de una biovariedad 

distinta a phaseoli y mimosae. Esto podría sugerir que nuestra hipótesis sobre la reciente evolución de 

R. etli acoplada a Ja de P. vulgaris no es correcta, aunque tampoco se puede descartar que hubiera 

sido introducido a Asia con el frijol y que después adquiriera un plásmido simbiótico del tipo de S. 

meliloti. 

V.7 ¿Qué especies de rizobios hay en San Miguel? 

Entre nuestros aislados encontramos uno (IE4 771) con todas las características de R. etli bv. 

phaseoli (Tabla 3 en Silva et al. (2003)), pero con un alelo del gen niftl muy semejante al de Ja cepa 

de Mim2 de R. etli bv. mimosae (Wang, et al., 1999). Además no fue posible amplificar el gen nodB 

de esta cepa con los oligonucleótidos y condiciones que amplificaron exitosamente alelos de otras 

cepas. Los aislados de R. etli bv. mimosae son distinguibles de R. etli bv. phaseoli por patrones de 

isoenzimas, por tener pSyms de mayor tamaño (600-630 kb), dos bandas de hibridización niftl (1.5 y 

15 kb) y por tener un megaplásmido de entre 800 y > 1,000 kb, entre otras (W ang, et al., 1999). Todos 

Jos demás marcadores genéticos del aislado IE4771 lo asociaron claramente a R. etli bv. phaseoli 

(Tabla 3 en Silva et al. (2003)), sugiriendo que este aislado adquirió sólo una parte del pSym de la bv. 

mimosae. En el área de San Miguel existen muchas leguminosas silvestres, como acacias y mimosas, 

por lo que es muy posible que existan poblaciones de R. etli bv. mimosae. 

El frijol (P. vulgaris) tiene fama de ser un hospedero promiscuo (Martínez, et al., 1985; 

Martínez-Romero, 2002; Michiels et al. , 1998), por lo que es utilizado rutinariamente en pruebas de 
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rango de hospedero. En experimentos de laboratorio P. vulgaris puede nodular con muchos aislados 

diferentes de Rhizobium, Sinorhizobium y Bradyrhizobium, aunque estas interacciones varían en el 

grado de efectividad de la simbiosis (Hernández-Lucas et al. , 1995). En la naturaleza, P. vulgaris 

suele nodular con una o más especies. En un trabajo reciente se inocularon plantas con suelo donde 

no se ha cultivado frijol recientemente y se encontraron 5 especies capaces de nodular P. vulgaris, 

entre ellas un Sinorhizobium (Herrera-Cervera, et al., 1999). La dilución del suelo puede tener un 

fuerte efecto sobre las relaciones de competencia entre los rizobios presentes, de tal modo que la 

diversidad de especies noduladoras aumenta (Bala et al., 2001). En el muestreo de más de 500 

nódulos de P. vulgaris en San Miguel (378 en Silva et al. (1999) y 126 en Silva et al. (2003)) hemos 

encontrado únicamente dos grupos genéticos que corresponden a R. etli y R. gallicum (Silva, et al., 

2003). Esto nos hace suponer que las demás especies que se han descrito como noduladoras de frijol 

no están presentes. Sin embargo, no podemos descartar que estén presentes en el suelo pero que las 

cepas de R. etli y R. gallicum les impongan una barrera de competitividad infranqueable. En el 

análisis del gen rrs encontramos evidencia de la posible transferencia lateral de un fragmento del gen 

entre un aislado de R. gallicum y R. tropici. Esta última especie se ha encontrado nodulando frijol en 

muchos países (Amarger et al., 1994; Anyango et al., 1995; Diouf et al., 2000; Martínez-Romero et 

al., 1991) y se reconoce su gran capacidad competitiva en suelos ácidos (Vinuesa, et al., 2003 ). El 

suelo de San Miguel es básico (pH= 8.3), por lo que R. tropici pudiera estar presente pero ser poco 

competitiva en la nodulación. En México, R. tropici no se ha encontrado nodulando frijol, sólo existe 

un reporte en el que fue aislado de nódulos de Gliricidia sepium (Acosta-Durán y Martínez-Romero, 

2002). Por otro lado, tampoco podemos descartar que la transferencia lateral entre R. gallicum y R. 

tropici hubiera sido un evento antiguo, durante la diversificación y divergencia de las especies de 

Rhizobium. Asimismo, en Silva et al. (2003) sugerimos que R. leguminosarum no se encuentra en los 

suelos de San Miguel. Esta especie tampoco ha sido encontrada nodulando frijol en México, lo cual 

apoya nuestro supuesto. Para resolver estas incógnitas, experimentos en laboratorio haciendo 

diluciones del suelo de San Miguel (para tratar de evitar la competencia entre poblaciones), podrían 

revelar la presencia de otros rizobios simbióticos. En estos experimentos la manipulación del pH 

aportaría información sobre el efecto de este factor ecológico sobre las relaciones de competitividad 

de los rizobios en el campo. De igual modo, el hecho de haber encontrado que nuestras poblaciones 

de R. etli y R. gallicum aisladas de nódulos no comparten sus acervos genéticos, no descarta la 

posibilidad de que en las poblaciones del suelo pudieran ocurrir eventos de transferencia lateral entre 

las dos especies. El muestreo de las poblaciones de rizobios del suelo, sin utilizar plantas como 
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trampas, aportaría una gran cantidad de información que sería útil para resolver muchas de las 

cuestiones planteadas en rizobiología. 

V.8 ¿Existe aislamiento sexual entre las poblaciones de R. etli y R. gallicum de San Miguel? 

A lo largo de este trabajo presentamos evidencia del aislamiento sexual entre las poblaciones 

de R. etli y R. gallicum aisladas de los nódulos de P. vulgaris cultivado en San Miguel. Sin embargo, 

como mencionamos en el inciso anterior, no podemos descartar la existencia de intercambio genético 

interespecífico en las poblaciones (simbióticas y no simbióticas) del suelo. Si esto fuera así, es 

posible que estos recombinantes tuvieran una menor adecuación que los individuos no recombinantes 

de las dos especies, ya sea en su sobrevivencia en el suelo durante la fase saprófaga de su ciclo de 

vida, o en su competitividad para la colonización e infección de la raíz de los frijoles. Además 

desconocemos el efecto selectivo que la planta hospedera pudiera ejercer sobre los genotipos 

recombinantes. Debido a que el frijol es un hospedero permisivo (promiscuo) y dado que se han 

reportado muchos casos de nodulación con quimeras producto de la transferencia lateral de genes, ya 

sea inducidos en el laboratorio (Hooykaas et al. , 1985; Hooykaas, et al., 1982; Martínez, et al. , 1987; 

Rogel, et al., 2001; Sivakumaran, et al., 1997) o en condiciones naturales (Amarger, et al., 1997; 

Herrera-Cervera, et al. , 1999), creemos que el aislamiento sexual entre las poblaciones de R. etli y R. 

gallicum es real y no sólo un artefacto del muestreo. La información genética contenida en elementos 

móviles, como los plásmidos, es más propensa a la transferencia lateral, por lo que sería más probable 

encontrar recombinantes de los genes plasmídicos/simbióticos que analizamos. En el caso del gen 

nifH, encontramos que la mayoría de los alelos distintivos de cada especie son producto de la 

divergencia neutral, ya que la proteína producida es idéntica, por lo que la transferencia lateral de 

estos alelos no supondría ninguna penalización selectiva. Sin embargo, ni siquiera en el caso de nifH 

encontramos quimeras entre R. etli y R. gallicum, lo cual apoya nuestra conclusión sobre el 

aislamiento sexual entre esta especies. 

Las poblaciones simpátricas de R. etli y R. gallicum que estudiamos comparten su hábitat y 

nicho ecológico, por lo que la falta de oportunidades ecológicas para el intercambio genético no 

puede dar cuenta de su aislamiento sexuaL Asimismo, nuestros análisis indican que existe 

intercambio genético frecuente entre los miembros de las poblaciones de cada una de las especies, lo 

que indica que para ambas especies la recombinación (flujo génico) es una fuerza evolutiva 

importante para mantener la cohesividad de ambas especies. Entonces ¿Qué mecanismos pueden dar 

cuenta del aislamiento sexual entre ellas? Al parecer los rizobios no son naturalmente competentes 
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para la transformación, por lo que el intercambio genético ocurre por conjugación o transducción 

(Hynes y Finan, 1998). Es probable que la ausencia de intercambio genético entre R. et/ i y R. 

gallicum se deba a que sus sistemas de conjugación no son compatibles y a que no son infectados por 

los mismos tipos de bacteriófagos, lo cual daría cuenta de barreras "precigóticas" a la recombinación 

(Majewski, 2001; Mayr, 1970; Templeton, 1989). La evidencia que tenemos sobre el aislamiento 

sexual entre R. etli y R. gaflicum se refiere a la ausencia de recombinación homóloga entre alelos de 

genes homólogos de ambas especies. La divergencia en secuencia promedio entre R. etli y R. 

gaflicum para los 5 genes que analizarnos es variable (18.5% para nodB, 13.2% para glnll, 10.3% 

para atpD, 3.4% para niftl y 2.6% para rrs), pero podría ser suficiente como para prevenir la 

formación del heteroduplex necesario para una recombinación exitosa, lo cual daría cuenta de una 

barrera "poscigótica" para la recombinación (Majewski, 2001; Mayr, 1970; Templeton, 1989). Se ha 

demostrado experimentalmente que la frecuencia de recombinación entre Salmonelf a typhimurium y 

S. typhi (con un nivel de divergencia de sólo 1 %) es tres veces menos eficiente que entre los 

individuos de cada especie (Zahrt y Maloy, 1997). Tanto las barreras precigóticas como poscigóticas 

podrían ser las responsables de la ausencia de recombinantes entre R. etli y R. gallicum. Encontramos 

evidencia de recombinación entre un aislado de nuestra población de R. gallicum y R. tropici para el 

gen rrs, y posiblemente entre la cepa CFN42 de R. etli y R. tropici para el gen atpD. La divergencia 

en secuencia entre R. gallicum y R. tropici y entre R. etli y R. tropici es de la misma magnitud que 

entre R. etli y R. galf icum, por lo que nos inclinamos a pensar que las barreras precigóticas son las 

más importantes en el aislamiento entre estas dos últimas especies. 

V.9 Recomendaciones agroecológicas 

En los pocos trabajos existentes sobre las bacterias que nodulan a P. vulgaris silvestre, sólo se 

ha encontrado a R. etli (Aguilar, et al., 1998; Souza, et al., 1994), apoyando la idea de que ésta es la 

especie que coevolucionó con él. Las plantas analizadas de P. vulgaris silvestre de México estuvieron 

noduladas por unos pocos genotipos de R. etli, con una diversidad genética muy baja (Souza, et al. , 

1994). Por otro lado, las variedades de P. vulgaris domesticadas muestran poca especificidad con 

respecto a los rizobios con los que pueden formar simbiosis. En los sitios donde el frijol ha sido 

introducido, es común encontrar, además de R. etli, a varias especies de rizobios nodulándolo (R. 

leguminosarum, R. tropici, R. gallicum, R. giardinii y Sinorhizobium sp.) (Amarger, et al. , 1994; 

Amarger, et al. , 1997; Diouf, et al., 2000; Herrera-Cervera, et al., 1999; Mhamdi, et al. , 1999; 

Mhamdi, et al., 2002; Sessitsch et al., 1997; Sessitsch, et al. , 1997). Estas observaciones nos llevan a 
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sugerir que la domesticación del frijol y las prácticas agrícolas modernas han resultado en la pérdida 

de la especificidad de la interacción (Souza, et al., 1997). A diferencia de lo que suele ocurrir con 

otros sistemas (Altieri, 1986; Merrick, 1990; Odum, 1984), el efecto de la manipulación humana ha 

provocado que se aísle una mayor diversidad de simbiontes del frijol. Sin embargo, el incremento de 

la diversidad de rizobios con los que el frijol nodula pude ser contraproducente para la eficiencia de 

la simbiosis. Este efecto ha sido documentado en el caso de los frijoles de Calpan (localidad situada a 

30 km de San Miguel donde se siembran en monocultivo variedades de frijol comercial utilizando 

prácticas agrícolas modernas), donde existe una alta diversidad genética entre los rizobios 

noduladores, pero la mayoría de los nódulos formados son inefectivos (Souza, et al., 1997). En este 

sentido las bacterias asociadas a los frijoles de San Miguel muestran una estructura genética 

intermedia entre los ecosistemas naturales y los intensamente manejados. Este resultado, aunado a la 

gran cantidad de evidencias provenientes del estudio de otros aspectos favorables de los 

agroecosistemas tradicionales (Altieri, 1986; Merrick, 1990; Odum, 1984), apoya la idea de que los 

agroecosistemas tradicionales son ecológicamente más estables y sustentables. Proponemos que se 

debe mantener este tipo de manejo agrícola en los lugares donde ya es una práctica agrícola 

establecida (generalmente zonas marginales y con producción para autoconsumo ), y que en las 

grandes áreas de cultivo comercial se fomente la introducción de métodos de manejo que traten de 

imitar las características de las milpas, que aumentan la estabilidad y sustentabilidad del ecosistema, 

como son el policultivo, la rotación de cultivos, la labranza mínima, etc. 

Mhamdi et al. ( 1999 y 2001) analizaron la diversidad genética de las bacterias de nódulos de 

frijol inoculados con suelos de Túnez donde se cultiva el frijol. Debido a que R. gallicum se encontró 

en todos los sitos de muestreo, mientras que R. etli y R. leguminosarum fueron recuperados en sólo 

algunos sitios, Mhamdi et al. (1999) sugieren que en los lugares donde el frijol ha sido introducido, R. 

gallicum es una mejor opción para la inoculación. Sessitsch et al. (1997) y Amarger et al. (1997) 

reportan que la simbiosis entre los aislados de R. gallicum y P. vulgaris es muy eficiente. En un 

experimento en invernadero, realizado por Pedro Burgos (CIFN-UNAM, comunicación personal), se 

encontró que uno de nuestros aislados de R. gallicum (IE4868) inoculado en frijoles Negro Jamapa 

produjo un nivel de fijación de nitrógeno dos veces superior a la cepa CFN42 de R. etli. En el 

experimento sobre rango de hospederos del presente trabajo encontramos que los aislados de R. 

gallicum formaron en promedio un tercio del número de nódulos producidos por los aislados de R. 

etli (Tabla 4 en Silva et al. 2003), lo cuál podría ser indicativo de que la simbiosis es más eficiente, ya 

que la planta estaría invirtiendo menos energía en la formación de los nódulos. El amplio rango de 
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hospederos potenciales de R. gallicum, aunado a su alta eficiencia simbiótica con el frijol , sugieren 

que la propuesta de Mhamdi et al. (1999) debe tomarse en cuenta en programas de inoculación en 

lugares donde el frijol sea introducido. 

Un programa integral de manejo agrícola encaminado a aumentar la productividad de manera 

sustentable no sólo debe tomar en cuenta al microsimbionte sino también a muchos otros factores que 

influyen sobre la interacción rizobios-leguminosas y en general sobre el funcionamiento del 

agroecosistema (Brockwell, et al., 1995; Sessitsch et al., 2003). Es claro que los programas de 

mejoramiento del germoplasma de las leguminosas deben enfocarse hacia el mejoramiento de su 

capacidad simbiótica, aspecto ignorado en los primeros programas de mejoramiento genético de 

plantas. El mejoramiento genético de microsimbiontes ha sido ampliamente estudiado. Sin embargo, 

la introducción de cepas mejoradas a los agroecosistemas ha sido poco exitosa (Brockwell, et al., 

1995; Paau, 1989; Sessitsch, et al., 2003). Se conocen varios aspectos de los rizobios que podrían 

utilizarse para manipular su capacidad competitiva, como son la sobreexpresión de genes 

involucrados directa o indirectamente con la fijación de nitrógeno (nif, nod, fix, cbb3, hup, etc), la 

introducción de genes que permiten la utilización de compuestos específicos (rizopinas, biotina, 

compuestos aromáticos, etc), y la producción de agentes antimicrobianos (bacteriocinas) (Brockwell, 

et al., 1995; Sessitsch, et al. , 2003). Después de varias décadas de esfuerzos infructuosos para 

desarrollar inóculos exitosos, ha quedado claro que la meta de obtener un inóculo aplicable a todas 

las áreas de cultivo no es posible; se deben desarrollar inóculos adecuados a cada región particular. 

Paau (1989) ofrece una estrategia para producir inoculantes efectivos para cualquier leguminosas en 

cualquier área geográfica, que consiste en aislar de los nódulos a los genotipos más abundantes de 

cada región y crear mutantes con capacidades de fijación de nitrógeno mejoradas. De este modo se 

aprovecha la capacidad competitiva y de persistencia de los genotipos ecológicamente dominantes 

para generar en ellos una capacidad de fijación aumentada (Paau, 1989). Sin embargo, creemos que la 

selección de aislados con mayor capacidad de fijación de entre los genotipos abundantes es una 

opción menos costosa. 

Por lo tanto, nuestras recomendaciones generales para programas de inoculación serían: 1) En 

suelos con poblaciones nativas simbióticas (como San Miguel), hacer un análisis de la diversidad 

genotípica de los rizobios nodulantes, seleccionar algunos aislados ecológicamente dominantes 

(adaptados a las condiciones bióticas y abióticas), hacer determinaciones de fijación de nitrógeno en 

invernadero y luego en campo, e inocular con el aislado o combinación de aislados más eficientes. 2) 

En suelos donde no hubiera rizobios simbióticos o poco eficientes (nódulos blancos, baja 
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productividad), inocular con cepas o combinaciones de cepas conocidas que tengan buenas 

posibilidades de establecerse, tomando en cuenta factores ecológicos relevantes, como el pH del 

suelo. Por ejemplo, se sabe que R. tropici es muy competitivo en suelos ácidos (Vinuesa, et al., 2003), 

mientras que R. gallicum y R. etli son preponderantes en suelos neutros o alcalinos (como los suelos 

de Túnez y San Miguel, respectivamente). El seguimiento de los experimentos de inoculación 

permitiría ir seleccionando a las cepas más eficientes y adaptadas a las condiciones de cultivo y 

ambientales en general. De esta manera se podría ir alcanzando la meta de mejorar la productividad 

agrícola sin necesidad de introducir organismos genéticamente modificados, cuya construcción 

consume muchos recursos y tiempo, y han mostrado ser poco eficientes en el campo (Brockwell, et 

al., 1995; Sessitsch, et al., 2003; Thies et al., 1991; Thies et al., 1991 ). Asimismo, bajo este esquema 

de mejoramiento genético y ecológico, la selección natural (incluyendo la transferencia lateral de 

genes que pudiera ocurrir naturalmente) sería la responsable de la generación de genotipos más 

eficientes y nuestro papel solamente consistiría en detectarlas y aumentar su representación numérica 

dentro de la comunidad del suelo. 
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