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Resumen. 

El proceso de la fijación biológica de nitrógeno es también realizado en 

simbiosis por bacterias conocidas como rizobios, las cuales se asocian con 

plantas leguminosas, como lo es el frijol (Phaseo/us vu/garis) , que además 

representa uno de los principales cultivos en Latinoamérica. En este trabajo se 

analiza la estructura de la genética poblcional de las bacterias asociadas a plantas 

de frijol en un complejo de de plantas silvestres, silvestroides y domesticadas 

("wild-weedy-crop complex") encontrado en el Bajío mexicano. Los resultados 

obtenidos mediante la restricción del gen 16S ribosomal muestran que la especie 

de rizobio asociada a P. vu/garis en la zona de estudio es Rhizobium etli. En el 

análisis de MLEE se presenta menor diversidad genética (HE) en las bacterias 

asociadas a plantas domesticadas; los análisis de diferenciación genética 

muestran que las bacterias asociadas a plantas silvestroide (weedy) y 

domesticadas se encuentran menos diferenciadas entre sí. En el análisis de 

relaciones genéticas se observa un grupo divergente que se compone de cepas 

de plantas silvestres. Los análisis de desequilibrio de ligamiento indican que la 

población tiene una estructura clonal, pero que mantiene ciertos niveles de 

recombinación. Por otra parte, los patrones obtenidos mediante las enzimas de 

restricción del gen 16S ribosomal así como las secuencias del mismo gen, 

mostraron un polimorfismo en las bacterias analizadas, lo que divide a la muestra 

en dos grupos (ribotipos). Éstos muestran distintos valores en su diversidad 

genética, asi como en sus valores de diferenciación, sin embargo, los análisis de 

relaciones genéticas no indican que exista una separación de ellos como grupos 

independientes, además los valores de flujo genético (Nm) sugieren que pueden 

estar manteniendo niveles de recombinación suficientes como para evitar que 

diverjan como unidades evolutivas independientes. El análisis conjunto de los 

datos indica que la domesticación de Phaseo/us vu/garis tiene una fuerte influencia 

sobre los genotipos de rizobios con los que se asocia, tanto así que es mayor el 

efecto de domesticación que la separación geográfica en la diferenciación 

genética, lo cual se debe a la existencia de un acervo genético de bacterias que se 

asocian exclusivamente con plantas silvestres. 



Abstract. 

The biological nitrogen fixing process is also accomplished by symbiotic 

bacteria called rhizobia. These bacteria associate exciusively with legume plants 

like Phaseolus vulgaris L. which represents one of the most important crops in 

Latinoamerica. In this worl< an analysis of populations genetics of the associated 

bacteria was made with different kinds of plants of the "wild-weedy-crop" complex 

founded in two localities of the Bajío mexicano. The results obtained with the 16S 

ribosomal gene restriction show that Rhizobium etli is the nodulating specie in the 

analyzed sample. In the MLEE analysis a decreasing in the genetic diversity (HE) 

was observed in the bacteria associated with domesticated plants. The genetic 

differentiation analysis shows that the isolated bacteria from weedy and 

domesticated plants are less differentiated. Therefore, in the genetic relations 

analysis a divergent group was observed and consists only of isolates of wild 

plants. The analyses of linkage disequilibrium indicate that the population has a 

clonal structure, but maintains certain levels of recombination . On the other hand, 

the technique of restriction enzymes of the 16S ribosomal gene as well as the 

sequences of the same gene, showed a polymorphism in the analyzed strains, 

which at first, can divide the total sample in two groups (ribotipos). However, these 

groups show different values in their genetic diversity, as well as in their values of 

differentiation and linkage disequilibrium, nevertheless, the analyses of genetic 

relations do not indicate the separation of them as independent groups, besides 

which, the values of genetic flow (Nm) suggest that they can be maintaining 

sufficient levels of recombination to prevent them from diverging as independent 

evolutionary units. The overall analysis shows that the domestication of Phaseolus 

vulgaris has a strong influence on the genotipes of rhizobia with that associates, 

the effect of domestication is greater than the effect of geographical separation in 

the genetic differentiation. The wild plants present one array of bacteria genetically 

different to the associated with weedy and domesticated plants. 
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Presentación. -

Los seres vivos que habitamos en este planeta somos el resultado de la 

evolución. La vida se expresa de muy diversas formas , por lo que resulta evidente 

que el proceso evolutivo puede llevar a los organismos por muy distintos caminos . 

Sin embargo, resulta imposible pensar en el proceso evolutivo teniendo a los seres 

vivos aislados, ya que la evolución involucra la interacción de los seres vivos entre 

ellos y su medio, es decir, la evolución se desarrolla dentro de un marco ecológico. 

Los procesos ecológicos que ocurren en la naturaleza dan lugar a interacciones 

simbióticas (Douglas , 1956), las cuales pueden ser tan variadas y complejas como 

organismos haya en un ecosistema. 

La simbiosis leguminosa-bacteria es un apasionante ejemplo de las 

interacciones que pueden tener lugar entre organismos. La asociación entre los 

rizobios y leguminosas ha sido estudiada ampliamente durante las últimas 

décadas, con una variedad de propósitos y enfoques. Esto está influenciado por la 

importancia de las leguminosas para el hombre ya éstas representan una fuente 

de alimento. Los análisis pueden orientarse desde la genética elemental de los 

organismos en cuestión, hasta un punto de vista ecológico, incluyendo taxonomía, 

fisiología, etc. 

Debido a que en México se localiza uno de los centros de domesticación de 

una leguminosa tan importante como lo es Phaseolus vulgaris L., resulta vital 

estudiar y comprender los procesos que están influenciando su asociación con 

bacterias simbióticas. En el presente trabajo se realiza un estudio teniendo el 

enfoque de la genética de poblaciones de las bacterias que se asocian al frijol 

común (Phaseolus vulgaris) en dos localidades del Bajío mexicano, en donde se 

encuentra un complejo de plantas silvestres, domesticadas (cultivares) y plantas 

resultado de la cruza entre los dos tipos de plantas anteriores. 
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1 Introducción. 

1.1 La fijación biológica de nitrógeno: un proceso importante. 

El nitrógeno es un elemento necesario para todos los organismos en la 

síntesis de proteínas , ácidos nucleicos y otros compuestos (Brock et al. , 1996), sin 

embargo, el 78 % del nitrógeno se encuentra en la atmósfera en forma molecular 

(N2) , forma en la cual no puede ser aprovechada por la mayoría de seres vivos. 

Para que el nitrógeno pueda ser utilizado por las plantas necesita ser "fijado" 

(combinado), con otros elementos para formar compuestos solubles como amonio 

(NH/) o nitrato (N03') (Brock et al., 1996). Existen varios procesos por medio de 

los cuales el nitrógeno atmosférico puede convertirse en formas utilizables, tal 

como lo es la fijación la atmosférica, la fijación por fenómenos volcánicos, por 

fijación industrial y por la fijación biológica del nitrógeno, la cual se lleva a acabo 

exclusivamente por procariontes que presentan la enzima nitrogenasa (Brock et 

al. , 1996). 

Las bacterias que llevan a cabo la fijación biológica del nitrógeno pueden 

ser de vida libre (Clostridium, Azotobacter, etc.) y simbióticas. Éstas últimas 

pertenecen a distintos grupos de procariontes, tal es el caso del actinomicete del 

género Frankia, que se asocia con plantas de los géneros Alnus, Myrica, 

Ceanothus, o el género de cianobacterias Anabaena, que se asocia con un 

helecho acuático del género Azolla (Brock et al. , 1996). Uno de los grupos más 

estudiados de bacterias simbióticas fijadoras de nitrógeno son los rizobios, 

nombre con el que se refiere colectivamente a las bacterias que se asocian 

exclusivamente con plantas de la familia Leguminosae (con la excepción del 

género Parasponia de la familia Ulmaceae) (Rhijn et al., 1995; Brock et al., 1996; 

Wang et al., 2001). El proceso de la fijación simbiótica del nitrógeno en las 

leguminosas ocurre dentro de órganos producidos por las plantas llamados 

nódulos y se lleva a cabo por el complejo enzimático del sistema de la 
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nitrogenasa, cuyo primer producto estable es el amoniaco (NH3). De manera 

global el proceso consiste en la reducción del nitrógeno molecular a dos moléculas 

de amoniaco (Lehninger, 1989). Se estima que la cantidad de nitrógeno fijado de 

esta forma es de 75 millones de toneladas por año en el planeta (Brockwell et al. , 

1995). En los agrosistemas, el nitrógeno fijado puede fluctuar entre 30 y 300 Kg . 

por hectárea por año (Peopel et al. , 1995). 

Debido de lo anterior, la fijación biológica de nitrógeno resulta 

particularmente importante para el humano, ya que, además de que muchas 

leguminosas se cultivan para el consumo humano y forraje, también se utilizan a 

las leguminosas para el control de la erosión del suelo. Las leguminosas también 

son importantes para la reforestación de suelos pobres en nitrógeno, ya que las 

plantas noduladas tienen una ventaja en suelos no fertilizados, por lo que se les 

considera como abono verde (Ahmad, 1984; Brock et al., 1996). 

1.2 Los organismos de estudio. 

1.2.1 Rhizobium: el huésped a analizar. 

Rhizobium es un género de bacterias Gram-negativas de la familia 

Rhizobeaceae, del orden Rhizobiales, que pertenecen a la clase de las a­

proteobacterias. Tienen forma de bastón y metabolismo aeróbico; en laboratorio 

muestran un crecimiento rápido (colonias> 2mm de 3 a 5 días en YMA) y no 

producen esporas. La temperatura ideal para su crecimiento es de 30°C, y éste se 

disminuye a los 3rC, pueden tener de 6 a 12 flagelos. La familia presenta 3 

géneros, Rhizobium, Allorhizobium y Sinorhizobium, aunque se ha propuesto 

incorporar los géneros Agrobacterium y Allorhizobium al género Rhizobium (Wang 

et al., 2001 ; Young , 2001; Sadowsky y Graham, 2002, Sawada et al., 2003). Se 

han definido hasta ahora trece especies para el género Rhizobium, que forman un 

grupo polifilético y están subdivididas en variedades o subgrupos con base en sus 
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diferencias en la especificidad del hospedero, entre otras caracteristicas (Brock et 

al., 1996; Sawada et al. , 2003). De hecho, el nombre de la especie del 

microsimbionte generalmente refleja el nombre de la planta hospedera, lo cual 

sugiere un proceso de asociación especie específico. Sin embargo, es claro que la 

el grado del rango de hospederos varía considerablemente entre los rizobios . 

Técnicas como la clonación y mutagénesis se ha mostrado que la inactivación de 

un solo gen afecta drásticamente el rango de hospedería de un linaje particular 

(Rhijn et al., 1995). 

Puede resultar complicado definir especie en bacterias (Wang et al., 2001 ; 

Silva et al., 2003), por lo que la taxonomía actual de los rizobios se basa en un 

enfoque polifásico, es decir, se incluyen diversos aspectos como morfología, 

bioquímica, fisiología, genética y filogenia. Se han utilizado distintas técnicas 

moleculares que permiten una descripción más precisa de las especies (Wang et 

al., 2001; Sawada et al., 2003). Tal es el caso del gen 16S rRNA, que se ha usado 

ampliamente para reconocer las distintas especies de bacterias. La técnica de 

RFLP's (Restriction Fragment Length Polymorphism) de este gen se ha usado 

como método para reconocer distintas especies de Rhizobium (Laguerre et al., 

1994; Silva et al., 2003). 

Los rizobios se presentan en diversos nichos ecológicos. Se les encuentra 

como saprófagos viviendo de los nutrimentos del suelo, viven en la rizósfera de 

leguminosas y otras plantas como rizobacterias, en donde utilizan como fuente de 

carbono y energía los exudados producidos por la planta, además pueden 

colonizar el nicho ecológico de los nódulos (Brock et al., 1996, Sadowsky y 

Graham, 1998). Alternan entre sus estadios de vida etapas de vida libre en el 

suelo y la rizósfera, con estadios endosimbióticos, en los que las células se alojan 

en compartimentos intracelulares del tejido central del nódulo (Sadowsky y 

Graham, 1998), para posteriormente ser liberados nuevamente a la rizósfera (en el 

caso de no haberse diferenciado), en donde pueden nodular a otra planta, o bien 

permanecer en el suelo. 
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1.2.2 Phaseolus vulgaris: el hospedero. 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) pertenece a la familia Leguminosae 

subfamilia Papilionoidae, tribu Phaseoleae y subtribu Phaseolinae (Engleman, 

1979). Se han descrito 74 especies para el género (Freytag y Debpuck, 2002) de 

las cuales alrededor de 50 se encuentran en México (Doyle, 1994). En estado 

silvestre , P. vulgaris presenta un hábito anual , crece como enredadera , tiene vaina 

dehiscente y no presenta raíces tuberosas. Se tienen registros de la 

domesticación del frijol común en alrededor 4000 años de antigüedad (Kaplan y 

Lynch, 1999) y probablemente ha estado bajo eventos de domesticación 

independientes, teniendo dos centros de domesticación, uno en Mesoamérica y 

otro en Sudamérica, con plantas silvestres morfológica y bioquimicamente 

distintas (Gepts y Debouck, 1991). Sin embargo, se han reconocido tres distintas 

pozas génicas, en Mesoamérica, en los Andes y una ancestral en el Ecuador y 

norte de Perú (Singh et al. , 1991; Beebe et al. , 1997). 

El frijol común representa la fuente principal de proteínas para el pueblo 

mexicano (SAGAR, 1995), y es una de las legumbres más importantes en el 

mundo (Gentry, 1969), debido a esto se han llevado a cabo diversos estudios de la 

planta, que van desde taxonómicos hasta de genética de poblaciones (Sousa y 

Delgado, 1979; Escalante el al., 1994). Asimismo, se ha explorado a detalle su 

asociación con rizobios, ya que esto representa una fuente natural de nitrógeno, lo 

cual se traduce en beneficios para el hombre, debido a que evita el uso excesivo 

de abonos nitrogenados, lo que representa a su vez una disminución en los costos 

de producción, menor contaminación y preservación de los agrosistemas (Souza 

et al. , 1997, Valera, 1997). Se tiene registro de que establece simbiosis con cinco 

especies de Rhizobium, sin embargo R. etli es la más predominante en México 

(Segovia et al. , 1993; Souza et al., 1994; Eardly et al., 1995; Silva et al., 1999; 

2003). En el laboratorio, P. vulgaris es nodulada por más especies de Rhizobium 

que en el campo, aunque lo hacen con cierto grado de eficiencia, por lo que el 

rango de hospedería puede depender de los cultivares probados y las condiciones 
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usadas en la experimentación. Tomando en cuenta las especies de rizobios con 

las que nodula P. vulgaris , se puede afirmar que es un hospedero promiscuo como 

otras leguminosas tropicales (Martínez et al., 1985; Bromfield y Barran, 1990). Sin 

embargo, se ha propuesto que en la naturaleza el frijol común tiene cierta 

preferencia por R. etli (Packovsky et al., 1984, Aguilar et al., 2001) Y a su vez, 

preferencia por ciertos genotipos dentro de dicha especie (Souza et al., 1994; 

1997; Silva et al., 1999; 2003). 

Con la tecnificación de las prácticas de cultivo de frijol se ha optado por la 

selección de plantas arbustivas en monocultivo, Graham y Halliday (1976) 

establecieron correlaciones entre el hábito de crecimiento y su capacidad de fijar 

nitrógeno, encontrando que las plantas con hábitos trepadores (las usadas por lo 

general en cultivo tradicional) tienen una mayor actividad de fijación de nitrógeno. 

Las poblaciones de Rhizobium en los nódulos pueden estar determinadas por las 

condiciones ambientales o las prácticas agrícolas (Souza et al., 1997; Palmer y 

Young, 2000). El pH del suelo parece seleccionar el tipo de especies que serán 

exitosas en la nodulación (Anyango et al., 1995; Martínez-Romero et al., 1991). 

Además deben tomarse en cuenta otros factores, tal como lo es la concentración 

de fósforo, ya que éste limita la fijación de nitrógeno. También se ha observado 

que puede haber una influencia importante por parte del contenido de calcio y de 

nitrógeno en el suelo que puede disminuir la variación genética de las poblaciones 

simbióticas (McArthur et al., 1988). La fertilización química usada normalmente en 

los campos de cultivo disminuye la proporción de nódulos efectivos y la díversídad 

genética de las bacterias encontrada en estos (Caballero Mellado y Martínez 

Romero, 1999). Cabe señalar que las prácticas agronómicas tradicionales 

favorecen la fijación biológica de nitrógeno (Souza et al., 1997; Baudoin et al., 

1997). 

Se ha observado que las formas silvestres y domesticadas pueden llegar a 

ser sexual mente compatibles, y si además crecen dentro el rango de polinizadores 

y sus periodos de floración se sobrelapan al menos parcialmente, puede ocurrir 

8 



flujo genético entre ellos. Este flujo genético probablemente puede afectar la 

organización de la diversidad genética en la poza genética primaria de los cultivos 

(Harlan y de Wet 1971). Lo anterior puede incluir la reducción o el incremento de 

la diversidad genética de los parientes silvestres, la extinción de algunas 

poblaciones, y el desarrollo de nuevas y más agresivas hierbas (Papa y Gepts; 

2003). 

P. vu/garis es considerada como una especie predominantemente 

autopolinizada. A pesar de que la mayoría de los datos sugieren que tasas de 

entrecruzamiento por debajo del 5%, se han reportado tasas mayores (hasta 

66.8% (Wells et al., 1998)) (Ibarra-Pérez et al., 1997). Varios autores (Debouck et 

al., 1993, Beebe et al. , 1997) han documentado varios ejemplos de hibridación 

entre plantas de frijol silvestres y domesticadas basados en características 

morfológicas, bioquímicas, análisis de marcadores moleculares, así como 

observaciones fenotípicas en poblaciones silvestres. Además se ha observado 

que en el sistema de autocruza del frijol común, el flujo genético es suficiente para 

prevenir el aislamiento genético entre las formas silvestres y domesticadas, y que 

la selección parece ser el factor evolutivo más importante que mantiene la 

identidad de las poblaciones silvestres y domesticadas en situaciones simpátricas 

(Papa y Gepts; 2003). 

1.3 La asociación leguminosa-bacteria. 

1.3.1 El nódulo y el proceso de nodulación. 

La simbiosis rizobio-Ieguminosa comienza con dos organismos de vida libre 

y termina con una coexistencia celular íntima (Long, 2001). En condiciones 

normales, ni la leguminosa ni los rizobios son capaces por sí solos de fijar 

nitrógeno; sin embargo, la interacción entre ellos da lugar al desarrollo de la 

capacidad para fijarlo (Brock et al., 1996), proceso que ocurre dentro de los 

nódulos. La infección de los rizobios a la planta es un proceso de varios pasos que 
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se inicia con eventos de preinfección en la rizósfera. Los rizobios responden con 

quimiotaxis positiva a los exudados producidos por ia raíz, moviéndose hacia sitos 

localizados de ésta. Los rizobios son atraídos por aminoácidos y exudados, como 

los flavonoides. Subsecuentemente, los rizobios se anclan en la superficie de la 

raíz, una vez ahí, provocan la ramificación y el encurvamiento de las raíces, las 

sustancias activas han sido identificadas como lipooligosacáridos, también 

llamados factores Nod. Estos factores son sintetizados por enzimas codificadas 

por varios genes de nodulación. En las leguminosas que se asocian con 

Rhizobium, la región más susceptible a la infección es la zona justo detrás de la 

zona del meristemo apical en el sitio de donde emergen los pelos radiculares. La 

mayoria de pelos radiculares jóvenes pueden ser encurvados lo suficiente para 

contener las células bacterianas en una bolsa de pared celular. Después de 

aprisionar a la bacteria, se forma una lesión local en la pared celular del pelo 

radicular por medio de la hidrólisis de dicha pared celular. Los rizobios penetran a 

través de las paredes hidrolizadas por medio de la invaginación de la membrana 

plasmática, la planta hospedera reacciona depositando nueva pared celular 

alrededor de la lesión para formar un tubo de crecimiento. El tubo es llenado con 

bacterias proliferantes rodeadas de una matriz con la cual se forma el canal de 

infección. Concomitantemente con la formación del canal de infección, las células 

corticales particulares se dividen para formar un primordio de nódulo y el canal de 

infección crece en dirección a ese primordio. En este punto existe una diferencia 

importante en el proceso de nodulación de las leguminosas. En el nódulo 

indeterminado se presenta un meristemo apical persistente, con el cual el nódulo 

va tomando una forma cilíndrica, constantemente se van agregando células 

nuevas en el extremo del nódulo; mientras este meristemo esté activo se liberarán 

rizobios desde el canal de infección (este tipo de nódulos se presenta por ejemplo 

en alfalfa y chícharo). En un nódulo determinado, el crecimiento y la función son 

procesos simultáneos. El meristemo del nódulo es inducido por la corteza de la 

raíz externa, y las bacterias son liberadas en células meristemáticas activas y 

cada célula hija recibe rizobios; este tipo de nódulos se presentan en el frijol. Se 

encuentra actividad meristemática por un periodo corto, después de divisiones 
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sucesivas, las células meristemáticas invadidas se diferencian simultáneamente 

para formar el tejido central fijador de nitrógeno (RhiJn el al., 1995). A 

continuación hay una diferenciación de las bacterias en bacteroides y es 

precisamente en este estado en el que los rizobios son capaces de fijar nitrógeno. 

En algunos casos los bacteroides pierden su capacidad de división, pero los 

nódulos mantienen rizobios no diferenciados en estado de latencia (Olivieri y 

Frank, 1994, Wang et al., 2001). Con esto se completa la formación de un nódulo 

en donde el amonio producido es liberado al citoplasma y transportado a otras 

partes de la planta (Fisher, 1994). 

La ruta del proceso de infección va a depender de la planta hospedera, ya 

que la misma bacteria puede infectar distintas especies de plantas. Una 

leguminosa es infectada mediante el mismo mecanismo sin importar la bacteria. 

De la misma manera, el tipo de nódulo va a depender de la planta y no de la 

bacteria. Lo anterior indica que el hospedero posee la información genética para la 

infección y nodulación , mientras que el papel de la bacteria es el de activar el 

programa de desarrollo de los nódulos de la planta (Rhijn et al., 1995). 

Los genes esenciales que poseen los rizobios para la infección y la 

formación de nódulos pueden ser divididos en dos clases. Una clase incluye varios 

juegos de genes involucrados en la formación de la superficie celular de la 

bacteria (como los que determinan la síntesis de exopolisacáridos (exo), 

lipopolisacáridos (Ips) , etc.). Mutaciones en esos genes afectan el proceso de 

infección en varios grados, como lo es la incapacidad de inducir la formación de 

canales de infección, lo que lleva a la formación de nódulos vacíos. No se ha 

tenido evidencia que los compuestos que forman la superficie celular sean 

determinantes para el rango de hospedería. La segunda clase de genes son los de 

nodulación (nod ó no/l. La inactivación de estos genes llevan a distintos fenotipos 

en la planta como la ausencia de nodulación, nodulación tardía y cambios en el 

rango de hospedería. Muchos de estos genes parecen ser intercambiables para la 

función de la nodulación entre diferentes especies y biovariedades y son 
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designados como genes comunes nodo Otros genes nod se encuentran 

involucrados en la nodulación de hospederos específicos, por lo cual son llamados 

genes hsn (host specífic nodulation). En la mayoría de especies de Rhizobium 

estudiadas, los genes nod se encuentran en grandes plásmidos que también 

contienen los genes para la fijación de nitrógeno fix y nif, este plásmido se 

denomina pSym, aunque en algunas especies (Mesorhizobium loti, Azorhizobium 

spp.) los genes relacionados a la simbiosis se encuentran en el cromosoma (Rhijn 

et al., 1995). 

Se ha postulado que la asociación rizobio-Ieguminosa es mutualista ya que 

la planta recibe el amonio que es producido en el nódulo (lo cual puede 

representar una ventaja selectiva), mientras que la bacteria recibe una fuente de 

carbono así como un ambiente favorable. Sin embargo, aunque el beneficio para 

la planta resulta evidente , en muchos casos el beneficio directo para la bacteria no 

es del todo claro (Olivieri y Frank, 1994; Ford, 2000). La asociación leguminosa­

bacteria, al no resultar obligatoria no constituye una relación de mutualismo en 

sentido estricto, sino más bien una relación de protocooperación (Cheng, 1991). 

Diversos estudios han mostrado que dentro de una misma especie de 

rizobios pueden existir diversos tipos de cepas, las cuales tienen distintas 

capacidades para fijar nitrógeno (Burgos et al ., 1999; Vásquez Arroyo et al., 1998), 

De hecho, existen algunas cepas que pueden llegar a nodular, pero sin fijar 

nitrógeno en absoluto (Ford, 2000). Se ha observado en Mesorhizobium que lo 

anterior se encuentra relacionado con la presencia del plásmido sym y de la 

organización de la isla de nodulación y fijación de nitrógeno. Sin embargo, algunos 

estudios sugieren que en los cultivos tradicionales, o bien en estado silvestre, las 

plantas hospederas presentan mecanismos que les permiten asociarse 

selectivamente con especies y linajes de rizobios que les proporcionen mayor 

beneficio y evitar nodular con aquellas que pudieran resultar parásitas. Por otra 

parte, también se debe considerar la posibilidad de que las bacterias pueden 
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presentar también una cierta selectividad por ciertos genotipos de plantas (Souza 

et al. , 1997, Silva et al. , 1999; Ford , 2000). 

Del orden de las leguminosas, Fabales, el grupo Caesalpinioideae es el 

más primitivo, dentro éste se incluyen muchos géneros que no producen nódulos, 

lo anterior sugiere que la simbiosis fue desarrollada en una etapa relativamente 

tardia durante la evolución de las leguminosas. La simbiosis depende de 

características genéticas peculiares de las leguminosas, las cuales resultan tan 

complejas que raramente han evolucionado en otros grupos del reino vegetal 

(Rhijn et al. , 1995). 

1.4 Genética de poblaciones de Rhizobium. 

1.4.1 Diversidad genética de Rhizobium. 

Aunque las bacterias se reproducen asexual mente, son los seres vivos que 

presentan mayor variación genética (Eardly et al., 1995; Rocha, 1996), la cual se 

encuentra influenciada por factores ecológicos, eventos de recombinación, por las 

distintas fuerzas evolutivas, así como por una larga historia de existencia en el 

planeta . La clave 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 (mutación y recombinación) 

y los factores que subsecuentemente determinan su permanencia en las 

poblaciones (selección y deriva) (Nei y Kumar 2000). Tomando en cuenta lo 

anterior, es importante considerar los procesos evolutivos y ecológicos que 

pueden dar origen a tal variación. Además, hay que considerar que en el sistema 

que presenta la asociación rhizobio-Ieguminosa, la planta puede jugar un papel 

preponderante en el modelado de la variación genética de las poblaciones 
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simbióticas de Rhizobium (Souza et al. , 1994, Hagen y Hamrick, 1996; Silva et al. , 

1999). 

La diversidad genética de rizobios aislados de Phaseolus vulgaris ha sido 

examinada a nivel mundial , tanto en los centros de domesticación como en áreas 

donde han sido introducidas , con una variedad de técnicas y criterios (Martinez 

Romero, 2003). Para el análisis de la diversidad genética en poblaciones de 

Rhizobium se ha usado extensivamente el análisis de electroforesis de enzimas 

multilocus (MLEE, por sus siglas en ingles), también llamada isoenzimas, está 

técnica permite observar los niveles de variación genética, así como el grado de 

similitud genética (Selander et al. , 1986). Su principal suposición desde el punto 

de vista evolutivo es que los cambios en la movilidad de las enzimas reflejan 

cambios en las secuencias del ADN que codifica a estas enzimas (Pérez y Piñero, 

1997). Sin embargo, cabe señalar que alrededor del 30% de los cambios en el 

ADN no afectan la secuencia de los aminoácidos de las proteínas y además se ha 

calculado que cerca de una tercera parte de las sustituciones de aminoácidos 

pueden ser electroforéticamente detectables (Ferguson, 1980), esto es debido a 

que la mayoría de las sustituciones en los aminoácidos no alteran la carga de la 

proteína (Selander y Levin, 1980). Sin embargo, las isoenzimas siguen teniendo 

ventajas, como lo es la relativa abundancia de loci polimórficos aún a nivel 

intraespecífico, e incluso se ha observado que los resultados obtenidos por esta 

técnica corresponden a los obtenidos por otras técnicas que utilizan ADN como lo 

es la hibridación total ADN-ADN, RFLP's y secuencias del gen 16S ribosomal . 

Se ha reportado una gran diversidad genética para R. etli en México. Se 

han obtenido con isoenzimas valores de H > 0.6 Y 1.3 o 1.1 cepas por genotipo 

(ET) (Souza et al., 1994; Caballero Mellado y Martínez -Romero, 1999; Segovia et 

al., 1991; Valera, 1997; Silva et al., 1998). Esta variación podría servir como base 

para la delimitación de especies, sin embargo, se ha observado que algunos 

aislados definidos como R. etli por MLEE han mostrado genes de otra especie 

(Rhizobium leguminosarum) en el gen 16S ribosomal (Eardly et al., 1995). La 
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transferencia horizontal de genes, así como recombinación cromosomal complica 

el establecimiento de límites entre especies, además de que esto puede ser la 

causa de los altos niveles de variación genética encontrados. En África y Europa 

se ha observado una diversidad genética menor en poblaciones de R. etli 

asociadas a frijol , sin embargo, esto puede ser debido al hecho de que las plantas 

fueron introducidas y se está observando un efecto fundador (Martínez-Romero, 

2003). Harrison et al. (1989) reportan fuertes diferencias en las frecuencias de los 

genotipos más comunes en sus sitios de muestreo y esto lo explica de dos formas: 

a) Existe una fuerte presión de selección a favor de linajes particulares. b) Los 

niveles de recombinación entre poblaciones son bajos. Sin embargo, la primera 

opción parece ser la más consistente . 

Estudios realizados con rizobios no simbióticos del suelo han mostrado 

también alta diversidad, H = 0.504 (Segovia et al., 1991), además se encontró una 

proporción de un aislado simbiótico por cada 40 que no lo son en el suelo, esto 

sugiere la participación de linajes no simbióticos en la generación de nuevos 

linajes simbióticos con diferentes rasgos adaptativos. Si se considera lo anterior 

junto con lo postulado acerca de la capacidad de este grupo de bacterias para 

transmitir la información genética de la nodulación contenida en el plásmido sym 

(Wang et al. , 2001; Sawada et al. , 2003), se puede proponer que los rizobios no 

simbióticos son un reservorio de diversidad genética. 

Aún cuando el tipo de reproducción de las bacterias sugeriría una estructura 

clonal de las poblaciones, se ha observado que la recombinación puede llegar a 

ser un evento frecuente, tanto así que puede llegar a romper con las estructuras 

clona les (Souza et al. , 1992). Sin embargo, debido a que la reproducción es un 

proceso independiente del intercambio genético, éste se da por un proceso distinto 

de la recombinación reciproca (es decir, sexual como en eucariontes) (Dyhuinzen 

y Green, 1991). Por lo anterior todas las bacterias muestran un cierto grado de 

clonalidad, por la cual resulta importante conocer la magnitud y la frecuencia con 

la que ocurre el flujo genético y como está afectando la diversidad genética de las 
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poblaciones de rizobios (Souza et al., 1992). Sin embargo, no es trivial determinar 

si la estructura clonal se debe realmente a la estructura genética de la población o 

es un artefacto de la falta de conocimiento de los limites de la población, o bien, 

un producto de la selección natural contra los genotipos recombinanies (Souza et 

al.,1994). 

La evaluación de la transferencia de genes es de vital importancia para 

poder evaluar la capacidad de las bacterias para adaptarse a nuevos ambientes 

(Vil as-Boas, 2002), ya que la transferencia de genes ecológicamente adaptativos 

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

un gran impacto sobre las poblaciones de rizobios (Sawada et al., 2003). 

Los análisis de desequilibrio de ligamiento pueden indicar la extensión en la 

cual las poblaciones exhiben una asociación no azarosa de los alelos en los loci. 

Esto, es un estimado de la cantidad de recombinación dentro y entre las 

poblaciones, pero además puede sugerir la existencia de selección que está 

manteniendo a ciertos genotipos (Souza et al., 1994; Silva et al., 1999). Las 

poblaciones de Rhizobium han mostrado estructuras poblacionales que van desde 

clonales hasta prácticamente panmicticas (Souza 1992 et al., Maynard Smith, et 

al. , 1993). Silva et al. (1999) proponen una estructura reticulada para poblaciones 

de R. etli que nodulan con plantas cultivadas tradicionalmente, donde los eventos 

de recombinación ocurren entre las ramas principales (lo que es recuente dentro 

de ellos), sin embargo, en el momento de que un genotipo exitoso incrementa su 

frecuencia, la estructura se vuelve epidémica. Cabe señalar que en un estudio 

posterior, los dos linajes encontrados resultaron ser dos especies, R. etli y R. 

gallicum, en donde se observa que dentro de cada una de estas especies la 

recombinación es alta, aunque presentan una barrera reproductiva entre ellas 

siendo que coexisten en el suelo e incluso en los nódulos de una misma planta 

(Silva et al., 2003). A pesar del potencial de intercambio genético en bacterias, los 

procariontes forman grupos fenotípicos y genéticos discretos, los cuales 

conforman linajes genéticos coherentes (Maynard Smith et al. 1995; Cohan 1994) 
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1.4.2 Efectos de la domesticación de Phaseolus vulgaris en la genética de 

poblaciones de Rhizobium. 

Estudios de la genética de poblaciones de los rizobios han demostrado que 

el cultivo de frijol repercute en la diversidad y estructura genética de las 

poblaciones de R. etli (Souza et al. , 1994, 1997; Valera, 1997; Silva et al., 1999). 

Usualmente el proceso de domesticación erosiona la diversidad genética natural 

de los organismos bajo domesticación (Doebley, 19a9; Escalante , 1994), tal es el 

caso de P. vu/garis, donde se ha observado alta endogamia y niveles bajos de 

diversidad (Escalante et al., 1994; Souza et al., 1997). En contraste, se ha 

encontrado menor variación genética en bacterias aisladas de nódulos obtenidos 

de plantas silvestres que la observada en nódulos de plantas domesticadas. 

(Souza et al. , 1994). En plantas silvestres y de cultivo tradicional se ha encontrado 

una dominancia de genotipos bacterianos, lo cual sugiere que existe una 

adaptación tanto al suelo como a las distintas poblaciones de frijol, teniendo como 

consecuencia la disminución de la diversidad genética, mientras que en cultivos 

más tecnificados, el movimiento del suelo puede favorecer la migración de los 

genotipos teniendo menor diferenciación entre plantas, lo cual puede evitar la 

adaptación a condiciones locales (Souza et al. , 1994; Silva et al., 1999). 

Todo lo anterior indica que la diversidad genética de los rizobios asociados 

al frijol común puede estar determinada por las prácticas agrícolas , para lo cual se 

han propuesto dos hipótesis para explicar el fenómeno: a) Existe una mayor 

diversidad bacterias en el suelo de parcelas cultivadas que en el suelo silvestre, lo 

que permite a las plantas tomar bacterias de una poza génica mayor de genotipos. 

b) Las diferencias en la diversidad genética que presentan los rizobios simbióticos 

pueden deberse a cambios en la capacidad selectiva por parte de las plantas 

hacia genotipos bacterianos, lo cual puede estar asociado al proceso de 

domesticación. Esto es consistente por lo propuesto por Hagen y Hamrick (1996), 

en donde la selección genotipo específica entre el huésped y el hospedero, y los 

efectos fundadores de las bacterias de plantas individuales, son importantes en la 
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estructuración de las poblaciones , aunque la recombinación y la subsecuente 

competencia entre linajes pueden jugar también un papel importante. Resultados 

obtenidos por Silva et al. (1999) sugieren que el efecto fundador y la selección 

genotipo especifica (por parte de la planta) son fuerzas importantes que dan forma 

a la estructura de la población de rizobios asociados a P. vulgaris . 

1.4.3 Genética de poblaciones de Rhizobium y agronomía. 

La introducción de inoculantes bacterianos en los cultivos ha sido una 

práctica empleada desde hace más de 100 años. Cuando se encuentran ausentes 

rizobios nativos, la inoculación mejora el crecimiento y la cosecha (Vlassak y 

Vanderleyden, 1997), pero se ha observado que cuando existen linajes nativos de 

bacterias en los campos de cultivo, probablemente compiten con el linaje 

inoculado, el cual ocupa una pequeña parte de los nódulos (Aguilar et al., 2001). 

La diversidad genética de Rhizobium puede estar influenciada por la 

recombinación entre bacterias locales e inóculos (Sullivan et al. , 1995). Se ha 

propuesto que la baja efectividad en la simbiosis frecuentemente observada puede 

ser debida a una incompatibilidad entre ambos simbiontes (Bernal y Graham, 

2001 ). 

Los diversos estudios han revelado que no existe un linaje de Rhizobium 

adaptable y eficiente único para todos los suelos, condiciones ambientales y 

genotipos de frijol. Los rizobios mejor adecuados bajo ciertas condiciones pueden 

ser reclutados en cada momento de la poza genética del suelo. La selección 

recurrente de R. etli bv. phaseoli en nódulos puede beneficiar a las bacterias mejor 

adaptadas en una región o cultivar, esto puede constituir las bases de la 

coevolución y resulta vital para lograr obtener inóculos eficientes (Martinez­

Romero, 2003). 
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2 Zona de estudio 

La zona de estudio comprende una región del Bajío mexicano que se 

localiza en la frontera de los estados de Michoacán y Guanajuato, cerca de los 

poblados de Yuriria y Jéruco (Fig . 1.) 
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Figura 1. Mapa de la distribución de la zona de muestreo. 

Los sitios de muestreo 1 y 2 que se encuentran al Sur, se localizan cerca 

del poblado de Jéruco, en las coordenadas 19°58' de latitud norte y 101°08' de 

longitud oeste, a una altura de 1,840 metros sobre el nivel del mar. Su hidrografía 

se constituye por el lago de Cuitzeo, asi como arroyos temporales. El clima es 

templado con lluvias en verano. Tiene una precipitación pluvial anual de 906.2 

milímetros y temperaturas que oscilan de 10.2 a 27.5° C. Los suelos del lugar 

datan de los periodos cenozoico, cuaternario y plioceno; su uso es 

primordialmente agricola y en menor 'proporción ganadero y forestal. Los 

., 
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La zona de estudio comprende una región del Bajío mexicano que se 

localiza en la frontera de los estados de Michoacán y Guanajuato, cerca de los 

poblados de Yuriria y Jéruco (Fig. 1.) 

Los sitios de muestreo 1 y 2 que se encuentran al Sur, se localizan cerca 

del poblado de Jéruco, en las coordenadas 19°58' de latitud norte y 101°08' de 

longitud oeste, a una altura de 1,840 metros sobre el nivel del mar. Su hidrografía 

se constituye por el lago de Cuitzeo, así como arroyos temporales. El clima es 

templado con lluvias en verano. Tiene una precipitación pluvial anual de 906.2 

milimetros y temperaturas que oscilan de 10.2 a 27.5° C. Los suelos del lugar 

datan de los períodos cenozoico, cuate mario y plioceno; su uso es 

primordialmente agrícola y en menor 'proporción ganadero y forestal. Los 
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principales cultivos son el alfalfa , sorgo , frijol y garbanzo 

(http://www.guanajuato.gob.mxJ, 2002). 

El sitio de muestreo 3 se encuentra al Norte, cerca de la ciudad de Yuriria, 

Guanajuato, y está situada a los 100° 08 ' 19" de longitud al oeste y a los 20° 12' 

51 " de latitud norte. El territorio es montañoso y se caracteriza por ser de 

naturaleza volcánica. La parte más baja del mismo forma una ciénega inútil para la 

agricultura, pero que fue aprovechada para canalizar las aguas del río Lerma y dar 

ahí lugar a la laguna de Yuriria. La orografía tan accidentada presenta una altura 

promedio de 2,300 metros sobre el nivel del mar. El clima es semicálido 

subhúmedo con lluvias en verano . La temperatura promedio es de 19.2°C. La 

precipitación total anual promedio es de 714 milímetros. Su vegetación comprende 

bosques de encino, mezquite y selva baja caducifolia. Los principales cultivos son 

maíz y frijol. De las 84 hectáreas sembradas durante el ciclo agricola 1999-2000, 

el 100% eran de temporal, ya que el municipio no cuenta con superficie de riego 

por lo accidentado del terreno (http://www.michoacan.gob.mxJ, 2002). 

' .. 
En cada uno de los sitios de muestreo se colectó un distinto tipo de planta 

que presentan distintas características morfológicas. En la parte Sur de la zona en 

la localidad de Jéruco, (Sitio 1), se colectaron plantas de P. vulgaris con 

características silvestres, al este , en la misma localidad, se colectaron plantas de 

cultivo que presentaron rasgos de plantas silvestres y plantas domesticadas (Sitio 

2), mientras que en la r~gión Norte, cerca de Yuriria (Sitio 3) se colectaron plantas 

de cultivo de P. vu/garis totalmente domesticadas (cultivares). 

La distribución de los distintos tipos de plantas así como sus características, 

sugieren la existencia de un "wild-weedy-crop complex", el cual se ha observado 

previamente en México (Delgado Salinas et al. , 1988; Papa y Gepts, 2003). En 

éste caso se encuentran cultivares con plantas silvestres simpátricas, teniendo 

como resultado de la cruza entre estos tipos de planta, híbridos que presentan 

características intermedias (tanto morfológicas, como bioquímicas y moleculares) 

entre las plantas silvestres y las domesticadas (Beebe, et al., 1997; Papa y Gepts, 
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2003). Se ha reportado que en el sistema de autocruza del frijol común, el flujo 

genético que tiene lugar es suficiente para prevenir el aislamiento genético entre 

las formas silvestres y domesticadas , y que la selección parece ser el factor 

evolutivo más importante que mantiene la identidad de las poblaciones silvestres y 

domesticadas en situaciones simpátricas (Papa y Gepts , 2003). Análisis similares 

entre materiales domesticados revelaron un menor nivel de introgresión 

posiblemente debido a la selección humana en contra de los híbridos y sugiere la 

ocurrencia de flujo genético asimétrico (Singh et al 1991 ; Gepts 1996; Papa y 

Gepts, 2003) muchas de esas observaciones fueron relacionadas con la 

identificación de poblaciones híbridas (Freyre et al., 1996; Beebe et al., 1997) 

Las caracteristicas que definieron a cada tipo de planta en el presente 

trabajo, así como la localidad donde se colectaron se presentan a continuación. 

Sitio Localidad 

1 Jéruco 

2 Jéruco 

3 Yuriria 

Tipo de planta 

Silvestre 

Weedy (Silvestroide) 

Domesticado 

Características ~e las plantas 

Las semillas son pequeñas, 5.35mm (+/-0.23), 
Las plantas son trepadoras y de crecimiento lento. 
Tallo muy delgado con hojas pequeñas. Puede 
presentar un mínimo grado de domestícación 
debido a un intercambio genético con plantas 
weedy. 

Resulta de la cruza entre plantas silvestres y 
cultivares, la semilla presenta en promedio un 
tamaño de 7.67mm (+/- 0.46mm), las plantas son 
de tamaño intermedio entre las silvestres y 
domesticadas. 

Cultivares de la región sin evidencia de cruza con 
plantas silvestres, la semilla mide en promedio 
10.81mm (+/-0.69mm). Las plantas presentan el 
crecimiento más rápido asi como el mayor 
tamaño. 
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3 Objetivos 

Objetivos generales 

1. Determinar que especies de bacterias del género Rhizobium, asocian con 

Phaseolus vulgaris en diferentes tipos de planta, silvestre, weedy y 

domesticada. 

2. Realizar un análisis comparativo a diferentes niveles de la estructura 

genética de las bacterias asociadas a Phaseolus vulgaris en los diferentes 

tipos de planta. 

Objetivos particulares. 

1. Obtener los estimados de diversidad y diferenciación genética de la 

población utilizando diferentes niveles jerárquicos. 

2. Conocer las relaciones genéticas entre los aislados obtenidos. 

3. Obtener valores de desequilibrio de ligamiento para conocer el grado de 

clonalidad de las cepas a analizar. 

4. Inferir los procesos evolutivos que están ocurriendo en las poblaciones de 

bacterias que nodulan con Phaseolus vulgaris en la zona de estudio. 
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4 Método. 

Obtención de cepas. 

En este trabajo se usaron cepas pertenecientes a la colección del 

Laboratorio de Evolución Molecular y Experimental del Instituto de Ecología. La 

colecta fue realizada en 1998, entre los estados de Michoacán y Guanajuato 

(Fig.1), donde se colectaron en diferentes puntos, muestras de suelo y semillas de 

plantas de frijol silvestre, weedy y domesticado. 

Las semillas y el suelo de cada lugar de colecta fueron transportados al 

invemadero del Instituto de Ecología, donde, en esterilidad, se germinaron las 

semillas con su respectivo suelo, y también se cultivaron plantas testigo con suelo 

estéril de las tres localidades. El sistema se mantuvo en esterilidad durante el 

tiempo suficiente hasta la formación de nódulos, los cuales fueron extraídos y 

tratados en el laboratorio (Anexo). En total se seleccionaron de 10 a 15 nódulos 

por planta y se aisló una cepa bacteriana por nódulo en medio PY incubándola a 

30° C. Finalmente cada cepa se conservó en medio UL a -80 oC (Anexo). 

Restricción de enzimas del gen 165 ribosomal. 

Para conocer qué especies de rizobios nodularon con P. vulgaris, se llevó a 

cabo la técnica de restricción enzimática del 165 ribosomal. El proceso comienza 

con la extracción del ADN de las células (Anexo), el ADN obtenido se cuantificó y 

se almacenó en alícuotas de 50 ¡JI a -20 oC. Para la amplíficación del gen 165, se 

usaron los primers fD1 y rD1 (Weisburg et al., 1991), para lo cual se usaron las 

condiciones presentadas en el Anexo. Posteriormente los productos se cortaron 

con las siguientes enzimas de restricción: Msp 1, Pst I y Sau3AI (Anexo). Estas 

enzimas se han usado previamente para. la obtención de perfiles de restricción 

para la identificación de especies del género Rhizobium (Laguerre et al., 1994; 
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Silva et al., 2003). Finalmente los patrones de restricción para cada enzima se 

obtuvieron por electroforesis en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de 

etidio (Anexo); los patrones fueron comprarados con patrones de las siguientes 

cepas de referencia: 

Rhizobium etli CFN42 

Rhizobium etli FNJ17 

Rhizobium gallieum USOA 2918 

Rhizobium tropiei Tipo A CFN 299 

Rhizobium tropieiTipo B CIAT 899 

Rhizobium galegae CIAM 0703 

Sinorhizobium meliloti USOA 1002 

Análisis de isoenzimas. 

Para analizar la estructura genética de las poblaciones de bacterias, se 

utilizó la técnica de electroforesis de isoenzimas en acetato de celulosa, para lo 

cual se extrajo de cada cepa su contenido celular soluble a partir de un cultivo en 

medio PY líquido (Anexo), éste fue dividido en alícuotas de 50 ~I Y almacenado a 

-20°C. El contenido celular soluble fue aplicado en acetatos de celulosa con el 

sistema de buffer TG y corrido a 190 V durante 14 minutos. Se obtuvieron los 

perfiles alélicos de las siguientes enzimas metabólicas: MOH, ME, IOH, PEP, 

PGM, G6POH y XOH (Anexo), estas enzimas han sido identificadas como 

polimórficas para el género Rhizobium en otros estudios (Souza et al. ; 1994; 1997; 

Valera, 1997, Silva et al. , 1999). Cada patrón alélico se analizó de dos a tres 

veces con cepas que presentaran alelos similares, con el fin de corroborar los 

alelos obtenidos. 
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Secuencias 

Se obtuvieron las secuencias del gen 16S ribosomal, usando los mismos 

productos obtenidos con los oligonucleótidos que se utilizaron para la obtención 

del producto usado en la restricción enzimática, se eligieron 8 cepas a partir de los 

análisis de UPGMA de las isoenzimas, con el fin de confirmar la identidad de 

especies o linajes. 

Análisis de los datos. 

Para el análisis de los datos de isoenzimas se utilizaron los programas 

ETDIV versión 2.2, ETMEGA versión 1.1, ETLlNK versión 2.3 (Whittam, 1990), 

LDV (Nguyen, 1991) Y MEGA versión 2.1 (Kumar et al., 2001) para calcular los 

siguientes parámetros: 

Número de electrotipos (ETs), éste valor se refiere a la cantidad de ETs 

(genotipos) diferentes que existen en la muestra, los ETs compartidos muestran 

qué electrotipos se comparten entre subpoblaciones, linajes o especies. 

Diversidad de ETs (Hx), se define como la probabilidad de tomar dos cepas 

con ETs distintos en una población y en momento determinados y se calcula: Hx = 

(1- LP?) (n/n-1) en donde Pi es la frecuencia de cada electrotipo y n es al número 

de cepas (Selander y Levin, 1980; Harrison et al. , 1989). 

Para conocer la diversidad y estructura genética de los rizobios, se 

calcularon las frecuencias alélicas para cada locus, a partir de estas se calcula la 

diversidad genética por locus h = 1 - Lx? (n/n-1), donde Xi es la frecuencia del 

iésimo alelo en la población y n es el número de ETs (Selander et al., 1986), se 

define como la heterocigosis esperada dentro del equilibrio de Hardy Weinberg en 

una población panmíctica. 
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La diversidad genética de cada población (HE) se calcula HE = (rh)/n , donde 

n es el número de locus y h la diversidad genética por locus (Selander et al. , 

1986), la cual representa la proporción de loci en la que dos ETs tomados sean 

diferentes por azar. 

La diversidad genética promedio de las subpoblaciones (Hs) que se define 

como el promedio de la diversidad genética de las sub poblaciones dentro de una 

población, Hs =(rHE )/n donde n es el número de subpoblaciones. 

La diversidad genética del total de las muestras de la población HT se 

calcula por medio de HT = (1-rx?)(n/n-1), donde Xi es el promedio de las 

frecuencias alélicas de un alelo en un locus dado (Nei, 1987). 

La diferenciación genética se calcula usando GST = (H,Hs)/HT, este 

parámetro mide la cantidad proporcional de variación dentro de las poblaciones 

comparada con el total de la población. Este parámetro va de O a 1 en donde O 

indica que las subpoblaciones no muestran diferenciación genética y 1 que las 

subpoblaciones son totalmente diferentes. En el presente trabajo se hicieron 

análisis de diferenciación genética en distintas escalas jerárquicas (entre plantas 

de un mismo tipo, entre tipos de planta, así como entre ribotipos), estas 

variaciones del índice de diferenciación se han aplicado en varios estudios 

anteriores (Souza et al. 1994; Hagen y Hamrick, 1996; Valera, 1997; Silva et al., 

1999). Para conocer si el valor obtenido de GST es significativamente distinto de 

cero, se aplicó una prueba de independencia de Ji cuadrada (X) de la siguiente 

manera: X = nGsT(a-1) donde n es el número de ETs y a es el número de alelos. 

Los grados de libertad se calculan mediante (k-1 )(a-1) en donde k es el número 

de subdivisiones. La significancia fue considerada con p < 0.05. 

El flujo genético entre poblaciones o subgrupos puede ser calculado 

sustituyendo la FST de Wright por la GTS de Nei en el modelo de flujo genético de 

islas en donde se sustituye a 4FsT por 2GST, ya que se trata de organismos 
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haploides, se calcula como Nm = (1-GST)/2GSTu, en donde u = (n/n-1)2 y n es el 

número de subpoblaciones. Este índice se refiere al número efectivo de genotipos 

migrantes por generación (Nei, 1973). 

Para conocer las relaciones genéticas de las cepas basadas en los datos 

de isoenzimas se llevó a cabo un análisis de UPGMA (Sokal y Michener, 1958) y 

fueron representadas por medio de dendrogramas en donde se muestra la 

distancia genética de Nei (1978). Las relaciones genéticas de las cepas de cada 

tipo de planta, tomando a cada uno de éstos como población se llevó a cabo con 

el programa Popgene32 (Molecular Biology and Biotechnology Centre , University 

of Alberta, 1997) mediante el método de UPGMA. 

El coeficiente de desequilibrio de ligamiento entre el iésimo alelo i en el 

locus j y el enésimo alelo k en el locus I esta dado por Dikjl = 9ikjl - Pj ilk, donde 9 ikjl es 

la frecuencia del genotipo haploide de dos locus y Pjilk es el producto de las 

frecuencias de los correspondientes alelos. =ste coeficiente se estandariza 

dividiéndolo entre D max, que es el valor máximo para Dikjl dadas las frecuencias 

alélicas (Lewontin, 1964; Hedrick y Thompson, 1986), el coeficiente ya 

estandarizado se representa por D' y puede tener un valor de -1 a 1, sin embargo 

en el presente trabajo se reporta el valor absoluto en donde O indica panmixia y 1 

clonalidad. La distribución de D' fue calculada con el programa ETLlNK. 

Un índice que resulta útil para determinar el desequilibrio de ligamiento 

multilocus en poblaciones haploides se basa en la distribución de diferencias entre 

pares de aislados entre todos los loci (Souza et al. 1992). El número promedio de 

diferer)cias para un número de loci, representa una medida de la diversidad 

alélica. El cociente VoNE se usa para probar la existencia de desequilibrio de 

ligamiento multilocus (lo que reflejaría una estructura clonal o panmíctica) (Souza 

et al. , 1992; Maynard et al., 1993), en donde Vo es la proporción de la varianza en 

las diferencias entre los de loci observadas en una muestra particular, mientras 

que VE es la varianza en una muestra esperada la cual corresponde a una 
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población en equilibrio de ligamiento (Brown et al. , 1980). Este cociente tiene un 

valor esperado de 1 en el caso de que no exista asociación entre loci, es decir, no 

se presenta desequilibrio de ligamiento. Para comprobar que el valor obtenido es 

significativamente distinto de 1 se realizó una simulación Monte Cario con 1000 

repeticiones. La significancia fue considerada con p < 0.05. 

Para el análisis de secuencias se utilizó el programa MEGA 2.1 , el 

dendrograma se generó usando el método de Neighbor-Joining con el modelo de 

Tamura-Nei (corrección gama = 0.2), para dar robustez a los datos obtenidos, 

adicionalmente se aplico la prueba de Bootstrap con 1000 repeticiones. Las 

secuencias fueron previamente corregidas con el programa Bioedit 5.0.9 (Hall , 

2001) Y alineadas con el programa Clustal W. 
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5 Resultados 

Se aislaron un total de 102 cepas de 26 plantas, en promedio 3.8 cepas por 

planta, de las cuales 47 cepas se aislaron de nódulos de plantas silvestres, 22 de 

nódulos de plantas weedy y 33 de nódulos de plantas domesticadas (Tabla 1). Las 

plantas testigo no presentaron nódulos, lo que indica que la técnica empleada para 

la obtención de cepas es confiable. 

Tabla 1. Número de cepas y plantas de cada uno de los sitios de muestreo, así como el tipo de 
planta que se presentaron en cada uno de ellos. 

Sitio Tipo de planta Número de plantas Número de cepas 

Jéruco 1 Silvestre 13 47 

Jéruco 2 Weedy 5 22 

Yuriria Domesticado 8 33 

Total 26 102 

5.1 Patrones de restricción enzimática del gen 165 ribosomal. 

Los perfiles de restricción de enzimas mostraron la presencia de dos 

patrones diferentes para la muestra (Fig. 2). Al comparar con los patrones de 

cepas de referencia, se observó que ambos corresponden a patrones que 

presentan cepas de referencia de la especie Rhizobium etli, aunque cabe señalar 

que uno de ellos es igual al patrón de la cepa de referencia R. etli CFN42 y el otro 

corresponde a la cepa de referencia R. etli FNJ17. Cabe señalar que los patrones 

de restricción de ambas cepas de referencia son idénticos para las enzimas Msp I 

y Sau3AI , sin embargo, la enzima Pst I no presentó el sitio de restricción en el 

patrón de la cepa de referencia FNJ 17, por lo que la banda resultante es del 

mismo peso que la banda del producto sin restricción, de alrededor de 1360 pares 

de bases (Fig. 2). 
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Figura 2. Representación esquemática de los patrones obtenidos mediante la restricción del 
producto del gen 16s ribosomal con las enzimas Msp 1, Pst I y Sau3AI para las cepas de referencia 
usadas para la determinación de especies. En la parte inferior se presentan letras que fueron 
asignadas al patrón de cada enzima de restricción. Se observa una diferencia en el patrón de la 
cepa de referencia FNJ17 en la enzima Pstl , con respecto al patrón de la cepa de referencia 
CFN42. 

Aunque los dos patrones que se encontraron pertenecen a la especie , R. 

etli, los resultados muestran que existe un polimorfismo en el gen 16S ribosomal, 

lo cual puede sugerir la existencia de dos grupos genéticos de la misma especie, 

sin embargo, para poder afirmar con seguridad lo anterior se necesitan considerar 

más evidencias, por lo que las cepas pertenecientes a cada patrón de restricción 

se les llamará ribotipos. Para distinguir las cepas que presenten el patrón de 

restricción de la cepa tipo CFN42 se les nombrará R-1 (patrón AAA), mientras que 

las cepas que correspondan al patrón de la cepa tipo FNJ 17 se les llamará R-2 

(patrón ABA). 

Una vez definida la especie , así como los ribotipos encontrados, se 

obtuvieron las frecuencias alélicas, a partir de las cuales se calcularon los distintos 

parámetros genéticos mencionados en los métodos. Es importante señalar que el 

presente análisis fue llevado a cabo toma~do en cuenta varios niveles jerárquicos, 

teniendo a la muestra total dividida por los tipos de planta, también se tiene el nivel 
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de planta, en donde se toma en cuenta a cada planta con sus respectivos aislados 

como unidad de análisis. Al final de esta sección se presenta un análisis 

considerando además a los dos grupos formados por los ribotipos de los patrones 

de restricción del gen 16S, por lo que los aislados de cada uno de los tipos de 

planta puede ser dividido a su vez por dichos grupos. Por último, se presenta un 

análisis de las secuencias del mismo gen. 

5.2 Diversidad y estructura genética. 

La electroforesis de isoenzimas mostró un total de 14 loci con 54 alelos en 

total , cada locus mostró en promedio 3.86 alelos (Tabla 2). En total se encontraron 

88 ETs, de los cuales 12 ETs son compartidos entre los aislados de la muestra 

total, pero además se presentaron 2 ETs compartidos entre los aislados de los tres 

tipos de planta. Del total de los ETs compartidos el 79 % lo comparten solamente 

dos aislados, mientras que el 21 % tres o más. 

En primer lugar se obtuvieron para los aislados de cada tipo de planta los 

parámetros básicos como número de ETs, diversidad de ETs (Hx), porcentaje de 

loci polimórficos y promedio de alelos por locus. En la tabla 2 se observa que el 

mayor número de ETs se encuentra en el grado silvestre (sin embargo, éste es 

también el que mayor número de cepas tiene), para Hx se observan valores 

similares para las cepas del grado silvestre y domesticado, tienen el mismo 

porcentaje de loci polimórficos, aunque su promedio de alelos por locus es muy 

diferente. Aún cuando los aislados de plantas domesticadas tienen pocos alelos 

por locus, estos son muy diversos, sobre todo al comparar los valores obtenidos 

para los aislados "weedy". 
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Tabla 2. Medidas del número de alelos por locus, porcentaje de loci polimórficos , así como 
diversidad ':1 número de genotipos, obtenidos con la técnica de electroforesis de isoenzimas, para 
cada tipo de planta y el total de la muestra . 

Tipo de planta N 
Número de Diversidad de % de loci Promedio de 

ETs ETs Hx olimórficos alelos or locus 
Silvestre 47 45 0.976 93 3.57 

Weedy 22 21 0.948 86 2.93 

Domesticado 33 32 0.967 93 2.93 

Total muestra 102 88 0.987 93 3.86 

La diversidad genética (HE) para la muestra en total fue de 0.489 

(S.E.=0.058), este nivel de diversidad se encuentra dentro de los niveles 

reportados para la especie (Souza et al., 1994; Valera, 1997; Silva et al. , 1999). 

Los parámetros de diversidad genética (HE) para cada tipo de planta, así como la 

diversidad promedio (Hs) Y la diversidad total (HT) de la muestra dividida por los 

tipos de planta se presentan en la tabla 3. 

Tabla 3. Valores de diversidad y diferenciación genética para la muestra subdividida por los 
distintos tipos de planta por localidad. Los valores entre paréntesis corresponden al error estándar. 

Tipo de planta HE Hs HT GST 
Silvestre 0.511 (0.059) 

Weedy 0.420 (0.057) 0.433 0.478 0.073*" 

Domesticado 0.397 (0.053) 

•• Valor significativamente distinto de O (p < 0.001). 

El mayor valor de diversidad genética (HE) se presentó en las cepas 

silvestres, mientras que el menor en las cepas domesticadas, en donde se 

observa una aparente tendencia a disminuir según las aumentan las 

características de domesticación (Fig. 3). Usando una prueba de t pareada, el 

valor de HE de las cepas de plantas domesticadas resultó estadísticamente 

diferente al valor obtenido de las plantas domesticadas, sin embargo los valores 

de HE entre las cepas de plantas weedy y domesticadas no presentaron 

diferencias significativas (p < 0.05). 
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Figura 3. Comportamiento de la diversidad genética (He) para cada tipo de planta en la muestra 
total. 

Por SU parte , el nivel de diferenciación genética (GST) es significativo (Tabla 

3), aunque puede estar influenciado por la cercanía de geográfica del lugar de 

muestreo de los aislados de plantas silvestres y weedy, para lo cual se realizó una 

análisis de diferenciación pareado entre los aislados de cada tipo de planta (Tabla 

4). 

Tabla 4. Análisis pareado de diferenciación genética (Gsr) entre los aislados de los distintos tipos 
de planta. Debajo de la diagonal se encuentra el número de ETs compartidos entre los tipos de 
plantas. 

Silvestre 

Weedy 

Domesticado 

Siivestre 

2 

2 

, . Valor significativamente distinto de O p < 0.001 . 

y Valor no significativamente distinto de O 

Weedy Domesticado 

0.067" 0.082" 

4 

El valor de GST entre los tipos de plantas fue mayor entre las cepas 

silvestres y domesticadas, sin embargo, llama la atención que no resultó 

significativo entre los aislados weedy y domesticados (no están diferenciados 

genéticamente), y el valor de GST entre los silvestres y weedy es relativamente alto 

aún cuando el sitio de muestreo es muy cercano. Por su parte, se comparten más 

ETs entre los weedy y domesticados, sin embargo el número es muy reducido 
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para poder hacer alguna inferencia, aunque bien pueden reflejar lo obtenido en la 

diferenciación genética. 

Por último, los análisis se llevaron a cabo tomando en cuenta a la planta 

hospedera dentro de cada localidad como unidad de análisis dentro de cada tipo 

de planta, los valores obtenidos se presentan en la Tabla 5. 

Tabla 5. Valores de diversidad genética promedio y total así como la diferenciación genética dentro 
considerando a las plantas hospederas como unidad de análisis dentro de cada uno de los 
díferentes tipos de planta. 

Tipo de planta 

Silvestre 

Weedy 

Domesticado 

Hs 

0.460 

0.411 

0.386 

@ Diferenciación genética entre plantas. 
y Valor no significativamente distinto de O. 

HT 
0.504 

0.422 

0.387 

0.086Y 

0.024Y 

0.003Y 

Las cepas de las plantas domesticadas presentaron los valores de 

diversidad más bajos, mientras que las silvestres presentaron él más alto, la 

diferencia es más grande en el valor de HT. Por su parte, los valores de 

diferenciación genética (GsT) muestran que no existen diferencias genéticas entre 

las cepas aisladas de las plantas de cultivo. Es posible que el número de aislados 

por planta haya influenciado la significancia de GST. debido a su número tan 

reducido, sin embargo, los valores obtenidos pueden dar un panorama de los 

niveles de diferenciación genética entre plantas, aunque hay que tomarlos con 

muchas reservas. Es notorio que los aislados de plantas silvestres presentaron los 

valores de diferenciación genética más altos en todas las jerarquías del análisis 

(aunque a nivel de planta no resultó significativo). 
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5.3 Flujo genético. 

Juntos, los aislados de los tres tipos de plantas presentaron entre ellos un 

número de genotipos migrantes por generación (Nm) de 2.821, mientras que entre 

los aislados de plantas silvestres y weedy es de 1.74 Y entre silvestre y 

domesticado es 1.39, en el caso de weedy y domesticado, el valor de GST no fue 

significativo (Tabla 4), por lo que no se estimó el valor de Nm. En los casos 

silvestre-weedy y silvestre-domesticado, Nm resultó baja, lo cual resulta 

interesante ya que en términos de flujo genético seria más plausible esperar 

mayor flujo (o en este caso mayor número de migrantes) en poblaciones más 

cercanas, como ocurre entre silvestres y weedy. Sin embargo, el nivel de GST fue 

entre weedy y domesticados no es significativo, lo cual indica que las poblaciones 

no están estructuradas. Esto puede sugerir flujo genético continuo, aunque es 

conveniente esperar al análisis de desequilibrio de ligamiento para poder hacer 

afirmación alguna, ya que pueden existir varias razones además del flujo genético 

que pueden estar afectando la diferenciación genética, tal como lo es la selección 

natural, la recombinación, o tasas de mutación diferenciales en cada sitio de 

muestreo. 

5.4 Relaciones genéticas. 

Las relaciones genéticas basadas en los datos de isoenzimas se presentan 

por medio de un dendrograma generado con el método de UPGMA para toda la 

muestra (Fig . 4) Los números ahí presentados corresponden al número de la 

colección del cepario de Laboratorio de Evolución Molecular y Experimental del 

Instituto de Ecología de la UNAM. 
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Figura 4. Dendograma de las relaciones genéticas basadas en los datas de electroloresls de IsoenZlmas dela 
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Los números corresponden al cepario del Laboratorio de Evolución Molecular y Experimental del 
Instituto de Ecología de la UNAM. 

36 



En la figura anterior se muestran las relaciones genéticas del total de los 

aislados analizados, señalando tanto el tipo de planta (triángulo , circulo y 

cuadrado) así como el ribotipo al que pertenece cada cepa (rayado R1 y >« R2). 

Adicionalmente se presenta por medio de símbolos al genotipo de los 14 loci 

analizados, para cada uno de los aislados. 

En principio se puede observar que los aislados se agrupan en 4 ciados 

principales formados a distancias mayores a 0.32. Cabe señalar que a distancias 

más pequeñas también pueden formarse pequeños grupos coherentes, aunque 

para el análisis esto pude resultar impráctico. El ciado A es el más grande y en él 

se observa una heterogeneidad en lo que a tipo de planta se refiere. Por su parte, 

el ciado B presenta una predominancia de cepas de plantas domesticadas, 

además ahí se encuentra la cepa tipo CFN42. En el ciado C se encuentran cepas 

de los tres tipos de planta. Por último, el ciado O es el que se encuentra más 

alejado de los otros tres , y además agrupa únicamente a cepas silvestres. 

Los genotipos de los loci analizados permiten observar la presencia de de 

alelas que forman los ciados, con lo anterior se puede inferir la asociación de 

alelas, lo que puede producir desequilibrio de ligamiento dentro y entre grupos. 

Cuando se observan líneas continuas de un alelo asociado a otro sugiere 

clonalidad, mientras que cuando estos continuos se rompen y forman mosaicos, 

indica recombinación. 

5.4.1 Relaciones genéticas entre aislados de los distintos tipos de planta. 

Para conocer que tan relacionados genéticamente se encuentran los 

asilados de cada tipo de planta, se realizq un análisis considerando a cada grupo 
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de aislados de cada tipo de planta como población, usando el método de UPGMA 

(Fig.5) . 

....----------------------Silvestre 

,-------Weedy 

'--_____ Domesticado 

0.1-

Figura 5. Dendrograma de los aislados de los tipos de planta agrupados como poblaciones 
independientes, generado por el método de UPGMA, con la distancia genética de Nei (1973). 

En esta figura se corrobora lo obtenido con los datos de diferenciación 

genética: los aislados weedy y domesticados, se encuentran más relacionados 

genéticamente (y por lo tanto menos diferenciados), aún cuando esto no 

corresponda a la separación geográfica. Lo anterior sugiere que el proceso de 

domesticación de las plantas está influenciando en gran medida a los genotipos de 

rizobios que se están asociando con P. vulgaris en la zona de estudio. 

5.5 Análisis de desequilibrio de ligamiento. 

Para el análisis de desequilibrio de ligamiento se consideraron los mismos 

niveles jerárquicos (exceptuando entre plantas), pero adicionalmente se utilizaron 

los grupos formados por el análisis de UPGMA para todas las muestras (Fig. 4), 

esto con el fin de identificar hasta que grado los grupos formados presentan 

asociaciones no azarosas de alelos, con lo que se podria inferir la presencia de 

recombinación. 
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Debido a que la prueba de D' es sensible al tamaño de muestra, la 

distribución de D' sólo se obtuvo para la muestra total , esto se muestra en la figura 

6. 

Muestra Total 
o.6.,------------ -------" 

~0.5+----------------------~~ 

]~ ~ 
~u ~ 
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~ O., I ~" : 

O ro n El m ~ 101 n n ~ :i~fl 
o 0.1 0.2 0.3 DA 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 
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Figura 6. Valores de distribución de D' de la muestra total. El Eje X presenta los valores de D', 
mientras en el eje Y se presentan sus frecuencias. 

La distribución de D' en la muestra total indica que la población muestreada 

de rizobios presentan una estructura clonal , pero con algunos loci recombinantes. 

Sin embargo los datos anteriores de Nm muestran evidencia de flujo genético, 

esto sugiere que puede existir flujo genético sin recombinación , o tal vez en 

niveles tan bajos que no rompen con esa estructura clonal. Hay señalar que 

bastan pocos genes que recombinen en cada generación (tasa mayor a 10-6) para 

cambiar la estructura poblacional, lo que incrementa el tamaño efectivo y permite 

que actúe la selección natural a nivel loci. Esto puede ocurrir aunque la 

recombinación no sea suficientemente frecuente para romper con la estructura 

clonal. 

Los valores del índice VONE obtenidos en los tipos de planta, así como para 

la muestra total se presentan en la Tabla 6. Tanto los tipos de planta así como la 

muestra total presentaron desequilibro de ligamiento significativo. El valor más alto 

lo presentan las cepas silvestres, lo cual indica que son las que tienen menores 

niveles de recombinación. Los aislados weedy y domesticados muestran valores 

muy similares, esto resulta peculiar, ya que los ambientes en donde se encuentran 

ambos tipos de planta son distintos, aunque esto también habla de la diferencia 
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entre el ambiente silvestre y aquellos donde se presenta algún grado de 

domesticación. 

Tabla 6. Valores de VofVE tanto para los aislados como para los ETs, considerando la muestra total 
y los distintos tipos de planta . 

Silvestre Weedy 1 Domesticado 1 Total muestra 

Cepas I ET s Cepas I ET s I Cepas I ET s I Cepas I ET s 

VofVe 1 2.141111 12.114111 1.640111 1 1.521111 1 1.638111 11.596111 12.079111 1 1.996111 
~ Valor significativamente distinto de 1 p < 0.001 

El hecho de que los valores de ETs y cepas sean similares indica que en la 

muestra no se encontraron genotipos sobrerepresentados, los cuales podrian 

afectar los estimados de desequilibrio de ligamiento. Sin embargo, si el 

desequilibrio de ligamiento de las cepas fuera mayor que el de los ETs se debería 

a una estructura epidémica, en donde la sobrerepresentación de unos pocos ETs 

puede dar una falsa señal de recombinación. 

También se llevó a cabo un análisis pareado similar al realizado con GST 

entre los aislados de los distintos tipos de planta (Tabla 7), con el fin de saber si 

comparten un acervo genético. 

Tabla 7. Valores pareados de VofVE entre los distintos tipos de planta, sobre la diagonal se 
encuentran los valores para los aislados, mientras Que de bajo se presentan los valores para los 
ETs. 

Tipo de planta Silvestre Weedy Domesticado 

Silvestre 2.131 2.063 

Weedy 2.054
111 

1.65
11 

Domesticado 2.005\1 1.497\1 

~ Valor significativamente distinto de 1 p < 0.001 

Se observa que el nivel más bajo, aunque significativo, de desequilibrio de 

ligamiento se presenta entre los aislados domesticados y weedy, lo que da una 

prueba más de las similitudes que presentan los aislados de estos tipos de planta. 

En el caso de los grupos (o ciados) del dendrograma de la figura 4, se 

observan diferencias entre los valores de desequilibrio multiloci de los ciados A, 
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By C (Tabla 8). El ciado que A está subdividido en más de 4 grupos discretos (ver 

Figura 4) dentro de los cuales se presenta un cierto grado de clonalidad , las 

diferencias entre estos grupos es el origen del valor significativo de desequilibrio 

de ligamiento. Por su parte , en los ciados B y C no se presenta desequilibrio de 

ligamiento significativo, lo cual sugiere que estas cepas pueden estar teniendo 

niveles de recombinación dentro de los ciados que llegan a romper con la 

estructura clonal de estas bacterias . En el caso del ciado D (el cual contiene 

únicamente aislados silvestres), se presenta el valor de desequilibrio de ligamiento 

más alto de los ciados , pero es menor que el valor de las cepas silvestres en total 

(Tabla 6). Esto se debe a que las plantas silvestres están nodulando con cepas del 

ciado D que son clonales, así como con cepas de los demás ciados; aumentando 

con esto la el valor de desequilibrio de ligamiento. Esto no ocurre con las cepas de 

plantas weedy y domesticadas, donde los valores se encuentran dentro del rango 

correspondiente al ciado A donde existe una mezcla de todos los tipos 

Tabla 8. Valores de VoNE para los grupos del dendrograma de la Fig . 7. 

Ciado A ! Ciado B Ciado C Ciado O 

Cepas ETs I Cepas ETs Cepas ETs Cepas ETs 
Valor de VONE 

1.468~ 1 . 324~ ! 1.160§ O.974§ 1.087§ O.886§ 1.797~ 1 . 588~ 

~ Vaior significativamente distinto de 1 p < 0.001 
§ Valor no significativo de 1 p > 0.05 

Debido a que el ciado D resultó el grupo más alejado en el análisis de 

relaciones genéticas, se llevó a cabo un análisis comparando a los demás grupos 

entre ellos y con el mismo ciado D (Tabla 9). 

Tabla 9. Valores de desequilibrio de ligamiento para los ciados A, B Y C juntos. asi como para 
cada uno de estos junto con el ciado D. Únicamente se presentan los valores obtenidos para los 
ETs. 

Valor de 
VoNE 

Ciados ABC Ciados AO 

1.503~ 2.300~ 

~ Valor significativamente distinto de 1 p < 0.001 

Ciados SO Ciados CO 

3.017~ 3 .051~ 
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Aún cuando todos lo valores de VONE resultaron significativos, se notan 

grandes diferencias, en principio el valor para lo ciados A, B Y e baja 

considerablemente en comparación del valor para toda la muestra, mientras que 

los ciados agrupados B ,O Y e, O, presentan los niveles más altos de desequilibrio 

de ligamiento encontrados en este trabajo. Lo anterior sugiere que para la muestra 

total, el ciado O es la mayor fuente de desequilibrio de ligamiento. 

5.6 Análisis de los datos considerando a los ribotipos como grupos 

genéticos. 

A partir de este punto se consideraron a lo ribotipos obtenidos por el análisis de 

los patrones de restricción del gen 168 como posibles grupos genéticos. En 

principio, se observa que existe una mayor proporción de cepas pertenecientes al 

grupo R-2 en el total de cepas obtenidas (Fig . 7). 

58% 

42% 

CR· 1 
CR·2 

Figura 7. Porcentaje de los patrones de restricción encontrados en el total de la muestra . 

Si se consideran los tipos de planta se observó que el porcentaje de cepas 

del grupo R-2 aumenta en los aislado de P. vulgaris silvestre (Fig. 8). 
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Figura 8. Proporción de cepas pertenecientes a cada patrón de restricción en los distintos tipos de 
plantas. 

Para los análisis de diversidad genética se consideraron además de las 

divisiones de los tipos de plantas, se tomaron en cuenta los ribotipos, por lo que se 

puede subdividir la muestra total entre los ribotipos, pero a su vez cada uno de los 

tipos de planta puede ser igualmente dividido. En la figura 9 se representan cada 

una de las subdivisiones para el análisis. 

Muestra total 

Tipo de planta R-1 R-2 

Figura 9. En la figura se representan las jerarquías en las cuales se llevó a cabo el análisis, 
en donde se tiene la muestra total, la cual se divide en dos patrones de restricción (línea gruesa), y 
además en tres tipos de plantas (líneas delgadas) es importante resaltar que cada uno de los 
patrones de restricción también está subdividido por los tipos de planta. 

Considerando los grupos R-1 y R:2, se observan 40 ETs para el grupo R-1 

y 54 para el grupo R-2 (Tabla 10), además se encontró la existencia de un ET 
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compartido entre los ribotipos. Cabe señalar que los ETs compartidos dentro y 

entre los grupos pertenecen a cepas extraídas tanto de la misma planta como de 

diferentes plantas . 

Tabla 10. Medidas del número de alelos por locus, porcentaje de loci polimórficos , asi como 
diversidad y número de genotipos, obtenidos con la técnica de electroforesis de isoenzimas, 
tomando en cuenta el iipo de planta y el grupo genético. 

I I Promedio de 

I 
Número de Diversidad de % de loci 

Grupo Tipo de planta ! N 
ETs ETs Hx polimórficos 

alelos por 
locus 

Silvestre 23 I 22 0.953 93 3.07 , 
R-1 Weedy 10 10 , 0.867 86 2.43 

Domesticado 10 8 0.884 64 1.71 

Total grupo 43 40 0.971 93 3.47 

Silvestre 24 21 0.923 93 3.21 

R-2 Weedy 12 11 0.894 79 2.14 

Domeslicado 23 22 0.951 i 93 2.79 
I 

Total grupo 59 54 0.973 
I 

93 3.71 

Se puede observar que el valor de Hx resulta prácticamente igual e igual en 

el caso del porcentaje de loci polimórficos para los dos grupos, siendo que existen 

diferencias tanto en el número de cepas como en ETs aunque, el promedio de 

alelas por locus en el grupo R-2 es un poco más alto. Hasta este punto los grupos 

no muestran diferencias considerables, al menos en estos parámetros (Tabla 10). 

Con la división de los ribotipos del gen 16S, fue posible obtener los valores 

de diversidad genética promedio (Hs) 0.482 Y de diversidad genética total (HT) 

0.495. Con estos parámetros se obtuvo un valor de GST 0.026, el cual es 

significativo (p<0.0001), esto implica que los ribotipos, como grupos genéticos, 

están poco diferenciados entre ellos. Al comparar con valores de GST obtenidos 

entre los tipos de planta se muestra que la domesticación de las plantas está 

teniendo mayor impacto en la estructuración de la población simbiótica de R. etli 

que la influencia de los posibles grupos genéticos que forman los ribotipos. 
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Ahora bien, si consideramos a los tipos de planta subdivididos por los 

ribotipos se pueden obtener los mismos parámetros , los cuales reflejarán la 

influencia diferencial de tipos de planta sobre los grupos mencionados (Tabla 11). 

Tabla 11 . Valores de diversidad y estructura genética de los tipos de planta subdividido por los 
ribotipos. 

Tipo de planta Hs HT GST@ 

Silvestre 0.443 0.503 0.118·' 

Weedy 0.412 0.422 0.025Y 

Domesticado 0.355 0.371 0.045Y 

@ Valor de diferenciaci6n entre ribotipos dentro de un mismo tipo de planta . 
•• Valor significativo p < 0.001 . 

y Valor no significativo 

El grado silvestre presenta el único valor de diferenciación significativo entre 

los ribotipos, esto puede explicar el alto nivel de diversidad genética (HE) 

encontrado en los aislados de ese tipo de planta. 

Adicionalmente, para cada grupo se calcularon los mismos parámetros 

genéticos, pero en este caso los patrones de restricción fueron divididos por los 

diferentes tipos de plantas. La diversidad genética promedio (Hs) Y total (HT) para 

cada grupo se presentan en la Tabla 12. En la misma tabla se presenta la 

diversidad genética (H E) para tipo de planta de cada grupo. 

Tabla 12. índices de diversidad y diferenciación genética para los ribotipos subdivididos por los 
tipos de planta. 

Grupo Tipo de planta HE HE por Hs por HT por GST 
grupo grupo. grupo. 

Silvestre 0.453 

R-1 Weedy 0.456 0.444 0.403 0.428 0.059** 

Domesticado 0.262 

Silvestre 0.415 

R-2 Weedy 0.346 0.497 0.409 0.494 0.171** 

Domesticado 0.407 

** Valor significativo p < 0.001 . 
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Un dato interesante obtenido a partir de la subdivisión de la muestra en los 

ribotipos es el comportamiento de HE, ya que en la muestra total se observa una 

disminución de HE con los aislados de plantas domesticadas (Fig . 3) , mientras que 

en este caso el ribotipo R-1 disminuye HE en este tipo de planta, y la diversidad 

genética en el ribotipo R-2 aumenta (Fig. 10). Además se observa que la 

diferenciación genética es mucho más alta para el grupo R-2 (Tabla 12), lo cual 

podria sugerir que la domesticación de las plantas hospederas está teniendo 

efectos distintos en cada grupo. Sin embargo, el valor de GST entre los ribotipos en 

el grado silvestre resultó no significativo; esto resulta un tanto paradójico, ya que 

las diferencias de HE entre los grupos este tipo de planta resultaron las más altas, 

Esto puede sugerir que el efecto diferencial observado puede deberse más al 

tamaño de muestra que a diferencias propias de los ribotipos. 
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Figura 10. Comportamiento de la diversidad genética (HE) en cada tipo de planta, para la muestra 
total asi como subdividida por los ribotipos. 

Cabe señalar que debido a que más del 75% de las plantas presentaron en 

sus distintos nódulos a cepas de ambos ribotipos, no fue posible hacer una 

subdivisión de patrones de restricción, además la mitad de las plantas que 

presentaron un grupo tuvieron un sólo nódulo. 
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El valor de diferenciación genética obtenido entre los patrones de restricción 

fue muy bajo (GST = 0.026), lo cual da como resultado un número de genotipos 

migrantes (Nm) 4.682, esto puede sugerir que existe flujo genético entre ellos 

(Tabla 13). 

Tabla 13. Valores de Nm entre los patrones de restricción. 

Nm 

Entre 
grupos 

4.682 

Dentro del 
grupo R-1 

3.544 

Dentro del 
grupo R-2 

1.109 

Los valores pueden reflejar como el proceso de domesticación está 

afectando en términos de migrantes por generación a cada ribotipo. Es notorio que 

R2 tiene valor de Nm menor a 3 mientras que R1 y entre grupos tienen altos 

niveles de flujo génico mayor a 3. 

En el análisis de relaciones genéticas (Fig. 4) no se aprecia una división 

clara que separe los ribotipos, aunque en el ciado B se nota una predominancia de 

cepas del grupo R-1 , además de que en este ciado se encuentra el ET compartido 

entre los ribotipos, mientras que el ciado D sólo agrupa al grupo R-2 excepto por 

una cepa. 
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Figura 11. Valores de distribución de D' por los ribotipos. El Eje X presenta los valores de D', 
mientras en el eje Y se presentan sus frecuencias. 
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Las distribuciones de D' de los ribotipos no son estadisticamente diferentes 

entre ellas ni al compararlas con la muestra total (p > 0.05), lo que sugiere que la 

recombinación puede estar ocurriendo en la misma magnitud dentro y entre los 

ribotipos. 

El análisis de los vaiores de VONE para los ribotipos mostró un valor para 

el grupo R-1 de 2.005 en los aislados y de 1.822 para los ETs, mientras que el 

grupo R-2 tuvo valores de 2.372 y 2.151 respectivamente, todos los valores 

resultaron significativamente diferentes de 1. El ribotipo R-2 tiene un valor mayor 

de desequilibrio debido que el ciado D está conformado únicamente por cepas de 

este ribotipo (exceptuando una), pero además también tiene cepas distribuidas en 

los demás ciados, lo cual refleja una diversidad de bacterias que probablemente 

no tienen oportunidad de intercambio genético (esto puede sugerir diferentes 

hábitos de nodulación), lo cual a su vez eleva el nivel de desequilibrio en R-2. Por 

su parte , el grupo R-1 prácticamente sólo se mantiene en los ciados A y B, debido 

a esto sus niveles de desequilibrio son menores que los presentados por el grupo 

R-1. 

5.7 Análisis de secuencias. 

Se obtuvieron 8 secuencias parciales del gen 16S ribosomal con el fin de 

corroborar la existencia de los ribotipos (R-1 y R-2) obtenidos en base a los 

patrones de restricción que presentó la muestra. Se obtuvieron un total de 8 

secuencias parciales (de 560 pares de bases), cuatro para cada ribotipo. Las 

secuencias fueron comparadas con Blast (www.ncbi.nlm.nih.qov), en donde los 

mayores niveles de similitud se encontraron con secuencias del género 

Rhizobium. Las secuencias que presentaron mayor nivel de similitud se incluyeron 

en el análisis, así como secuencias de especies del mismo género que se 

encuentran alejadas, para obtener el grupo externo se incluyeron las especies 

Bradyrhizobium japonicum, Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium loti (Fig. 12). 
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Figura 12. Dendrograma de las secuencias del gen 16S ribosomal de ambos patrones de 
restricción asi como de cepas de referencia obtenidas del Gen Bank, generado por medio del 
método de Neighbor-Joining con el modelo de Tamura-Nei, en los nodos se muestran los valores 
de Bootstrap. 

En la figura anterior se observa la separación de las secuencias en dos 

grupos principales ciado A y B, dentro de los cuales se agrupan exclusivamente 

cepas de cada uno de los patrones de restricción. En el ciado A se agrupan los 

aislados que pertenecen al grupo R-2 mientras que en el ciado B los aislados del 

grupo R-1, el valor de Bootstrap apoya la formación de estos ciados . Es notorio 

que las cepas del grupo R-1 (Ciado B) se agrupan únicamente con cepas de la 

especie R. etli, mientras que las cepas del grupo R-2 (Ciado A) se agrupan con 

secuencias de distintas biovariedades de la especie R. Leguminosarum, aunque 

también en este ciado se incluyen secuencias de cepas de R. etli. Como grupo 

hermano al ciado B se agrupan las dos cepas de R. tropici, sin embargo el valor 

de Bootstrap resulta muy bajo como para separarlo del ciado B. En un ciado 

exterior se observan las especies R. gallicum, R. mongolense y R. huautlense, y 
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por último se encuentra el grupo externo, teniendo a B. japonicum como la especie 

más lejana. La distribución de las especies no es consistente con lo reportado, ya 

que se ha propuesto que R. gal/icum y R. mongolense son especies más cercanas 

a R. etli que R. tropici (5awada et al. , 2003) . 

Tomando los resultados obtenidos por los patrones de restricción así como 

por el análisis de las secuencias , se podría afirmar la existencia de los ribotipos , 

como grupos genéticos, sin embargo hay que considerar que este análisis fue 

llevado a cabo con dos técnicas moleculares díferentes, pero del mismo marcador, 

el gen 165 ribosomal. Debido a lo anterior, podría resultar arriesgado afirmar o 

negar la existencia de los ribotipos entidades genéticas, sin embargo, los análisis 

de los resultados de la técnica de MLEE pueden ayudar a esclarecer con mayor 

objetividad lo obtenido con el gen 165. 
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6 Discusión. 

6.1 El uso de los patrones de restricción del gen 165 ribosomal para 
la identificación de especies y grupos genéticos. 

En el presente trabajo se hizo patente la importancia de tener un método eficaz 

que permita la identificación de especies, sobre todo cuando se trabaja con 

bacterias, ya que en muchos casos la delimitación de una especie puede resultar 

un problema serio. Los análisis de los patrones de restricción sugieren que las 

cepas analizadas en este trabajo pertenecen a la especie, Rhizobium etli, esto va 

de acuerdo con lo antes reportado, ya que P. vulgaris nodula con al menos 5 

especies de Rhizobium (Eardly et al. , 1995, Aguilar et al. , 1998, Silva et al., 2003; 

Martínez Romero, 2003), sin embargo, R. etli es la especie que nodula 

predominantemente con el frijol común en México (Eardly et al. , 1995, Silva et al. , 

2003). Sin embargo, se identificó un polimorfismo en una de las enzimas de 

restricción, lo cual en principio puede sugerir la existencia de dos grupos 

genéticamente diferentes, este punto se discutirá más adelante . 

6.2 Diversidad y diferenciación genética. 

La diversidad de ETs (Hx) es 0.987, la cual resulta bastante alta (Tabla 2), 

este valor es un reflejo de la proporción de ETs por cepa. Los valores altos de Hx 

pueden ser producto de eventos como migración y recombinación (Harrison et al. , 

1989; Valera, 1997), lo cual sugiere que la población analizada puede encontrarse 

bajo estos eventos dinámicos. No se detectó la existencia de algún genotipo 

dominante, esto puede deberse a un sesgo producido por el tamaño de muestra o 

bien, a que todos los ambientes en donde fueron muestreadas las plantas son 

muy heterogéneos, lo que propicia la existencia de una diversidad de 

microambientes con una diversidad de genotipos localmente adaptados, por lo que 

las plantas tienen acceso a una amplia poza de genotipos (Souza et al., 1994; 
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Hagen y Hamrick, 1996). Los dos ETs compartidos entre los aislados de los 

diferentes tipos de plantas pueden ser de cepas que resultan competentes sin 

importar la domesticación de las plantas, sin embargo, se necesitaría de un 

análisis más extenso para comprobar que su presencia se debe a su 

competitividad o por migración. 

La diversidad genética (HE) de la muestra total es de 0.489, que resulta 

menor al valor obtenido en las plantas silvestres (0.511). Al considerar los valores 

de HE para los aislados de los distintos tipos de plantas se observa una tendencia 

a disminuir HE en las plantas que presentan mayores caracteristicas de 

domesticación de 0.511 en la silvestres a 0.397 en las domesticadas (Tabla 3 y 

Fig . 3). Lo anterior no corresponde con lo antes propuesto, ya que en estudios 

realizados en Puebla y Morelos, cuanto mayor es el grado de domesticación 

mayor es nivel de diversidad genética de las bacterias que nodulan a la planta 

(Souza et al. , 1994; 1997), en estos sitios se observó una fuerte dominancia de 

algunos genotipos tanto en plantas silvestres como en plantas criollas, mientras 

que las plantas cultivadas presentaron una estructura más equitativa de genotipos 

de rizobios. Esto se atribuye a que la planta presenta adaptaciones que le 

permiten seleccionar algunos genotipos de rizobios, sin embargo, conforme 

aumenta el grado de tecnificación de cultivo la capacidad para seleccionar 

genotipos disminuye. Lo anterior ha sido observado sobre todo al comparar cepas 

de plantas silvestres con cepas de plantas cultivadas (Souza et al., 1994; 1997). 

En el presente trabajo se observa una estructura equitativa en todos los tipos de 

planta, cual nos indica en principio, que no hay una selección genotipo específica 

por parte de la planta . 

La diferenciación genética entre los aislados de tres tipos de planta resultó 

baja aunque significativa, sin embargo, al realizar el análisis pareado de los tipos 

de planta se encontró un valor más alto de GST entre los aislados silvestres y 

domesticados (Tabla 4), lo cual indica que el proceso de domesticación de las 

plantas está afectando la estructura genética de la población de R. etli simbióticas 
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en esta localidad. Por su parte la diferenciación entre los aislados weedy y los 

silvestres fue significativa, lo cual sugiere que la estructuración de la población no 

está influenciada en gran medida por la separación geográfica sino por la 

domesticación de las plantas . 

Considerando ahora el nivel de planta, se observa un comportamiento 

similar al de los tipos de planta, tanto la diversidad genética promedio (Hs) como la 

diversidad total (HT) bajan en los aislados de plantas weedy y domesticadas (Tabla 

5). La diferencia más grande se observa en la diversidad genética total , teniendo 

el valor de HT más alto en el nivel silvestre (0.504) y el más bajo en el nivel 

domesticado (0.387). Los niveles de diferenciación genética se encuentran dentro 

de los niveles reportados para isoenzimas (Silva et al. , 1999), aunque cabe 

señalar que los valores más altos se dan para plantas de monocultivo (Le. GST = 

0.19, Valera, 1997). Los resultados de diferenciación genética podrian sugerir que 

las plantas domesticadas están nodulando con genotipos bacterianos muy 

similares , lo cual puede indicar que estas plantas presentan poca variación entre 

ellas . Ahora bien, en las plantas silvestres se observa una mayor estructuración, 

esto sugiere que estas plantas tienen a su disposición una poza genética de 

bacterias mayor o se asocian con linajes bacterianos distintos. A pesar de todo lo 

anterior, ninguno de los valores de diferenciación entre plantas resultó 

significativo, lo cual puede deberse, como ya se mencionó, al tamaño de la 

muestra y al número de aislados por planta , aunque los resultados bien pueden 

mostrar alguna tendencia. 

6.3 Flujo genético. 

El valor de Nm entre los aislados de los tres tipos de planta es bajo (2 .82), 

aunque entre silvestre y domesticado se obtuvo el valor más bajo (Nm = 1.39) 

mientras que entre silvestre y weedy el valor fue de 1.74 . Wright, (1951) postula 

que se necesita de un flujo genético de Nm > 4 para evitar que las poblaciones 

diverjan y se mantengan como una unidad evolutiva, mientras que un valor 
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cercano a 1 indicaría que las poblaciones se encuentran diferenciadas 

genéticamente y que el flujo genético es demasiado reducido y permite que las 

poblaciones diverjan. Lo anterior sugiere la posibilidad de que los aislados de 

plantas silvestres y domesticadas mantengan niveles de flujo genético reducidos, 

lo cual pOdría permitir que puedan divergir como unidades diferentes en un futuro. 

En el caso del nivel de las plantas, no fue posible obtener los valores de Nm 

debido a que la diferenciación genética no resultó significativa en ningún caso 

(Tabla 6), lo cual sugiere que el flujo genético es alto. En este punto hay que 

señalar un hecho importante: este estimado del flujo genético se obtiene a partir 

del índice de diferenciación genética GST, el cual mide la cantidad proporcional de 

variación dentro de subpoblaciones (en este caso entre plantas) con respecto a la 

variación total , sin especificar la identidad de los alelos (Hedrick, 2000), esto 

aunado al número reducido de aislados por planta puede ocasionar un 

subestimado de la diferenciación genética. Lo anterior únicamente pretende 

señalar las limitaciones que pudiera presentar el análisis. A pesar de lo anterior, el 

estimado de migrantes por generación sigue resultando útil, ya que si bien en este 

caso no indica el número exacto de genotipos migrantes, sí ofrece un muy buen 

estimado del flujo genético, y el resultado obtenido puede sugerir que la 

recombinación entre los aislados de las plantas aumenta en gran magnitud debido 

a la domesticación. Este resultado sugiere que el ambiente que representa el 

suelo de cultivo propicia el movimiento del suelo (lo que beneficia la migración), lo 

que puede resultar en un ambiente más homogéneo, esto evita la creación de 

muchos microambientes en los que se da lugar a adaptaciones muy específicas 

(lo cual además limita la diversidad genética) permitiendo poca diferenciación. 

6.4 Relaciones genéticas. 

En el dendrograma de la figura 4 se muestra que en general las cepas de 

plantas silvestres son las que forman un grupo definido (ciado D), pero además se 

observa que se encuentran prácticamente dispersas en todo el dendrograma, lo 
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cual refleja el alto nivel de diversidad de genotipos de rizobios que se asocian con 

plantas silvestres, esto habla de la existencia de un acervo de rizobios que se 

asocian únicamente con estas plantas , aunque también puede sugerir que se 

están asociando selectivamente a un cierto linaje genético de rizobios . En el caso 

de las cepas de plantas domesticadas se observa que llegan a formar pequeños 

grupos, aunque ninguno de estos resulta exclusivo de estas cepas a distancias 

genéticas menores a 0.1, no así el caso de los aislados de plantas weedy, que no 

forman grupos apreciables . 

Otro hecho importante que muestra el análisis de relaciones genéticas es 

que la presencia de los ciados puede estar sugiriendo la existencia de linajes 

evolutivos, ya que el ciado D se muestra particularmente lejano de los otros tres 

ciados, esto es congruente con los valores de diferenciación GST Y número de 

migrantes Nm, los cuales indican que los aislados silvestres se encuentran más 

diferenciados de los demás tipos de planta. Por su parte, las relaciones genéticas 

entre los aislados de los diferentes tipos de plantas son congruentes con todo 

anteriormente obtenido, ya que se muestra al grupo de las cepas de plantas 

silvestres más alejado (Fig . 5). 

6.5 Desequilibrio de ligamiento. 

La frecuencia de los valores de la distribución de D' (Fig. 6 Y 11) muestra 

que tanto los ribotipos como el total de la muestra presentan desequilibrio de 

ligamiento, es decir, mantienen básicamente una estructura clonal. Cabe señalar 

que los ribotipos no presentaron diferencias significativas entre ellos. 

Los niveles de VoNE en los tipos de planta (Tabla 6) muestran que las 

poblaciones se encuentran en desequilibrio de ligamiento, aunque es mayor en los 

aislados silvestres . Cabe mencionar que en todos los análisis de desequilibrio de 

ligamiento se observó que el valor de VONE fue menor cuando sólo se tomaron en 

cuenta los ETs, sin embargo, como el número de ETs compartidos es reducido, 
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dichos valores cambian poco y mantienen su proporción unos con respecto a otros 

cuando se usan todas las cepas, todo esto indica que no existe una estructura 

epidémica. En el análisis pareado de los aislados de los tipos de planta se observa 

que en todos los casos existe desequilibrio de ligamiento (Tabla 7), aunque, cabe 

señalar que los aislados de plantas weedy y domesticadas tuvieron el nivel más 

bajo, aunque significativo, de VONE. lo que sugiere poca recombinación entre los 

aislados de estos tipos de planta, lo cual se contrapone con lo obtenido con GST, 

ya que dichos aislados no presentaron diferenciación significativa, lo cual daría 

una valor infinito de Nm. Lo anterior podria sugerir eventos de migración entre las 

cepas de plantas weedy y domesticadas pero con poca recombinación. Sin 

embargo, esto no seria coherente con la distancia geográfica de las plantas, por lo 

que las similitudes entre las cepas de cada tipo de planta no se debe a eventos de 

flujo genético y recombinación. 

En el análisis de las cepas del dendrograma, es de notar que los ciados B y 

e tienen valores no significativos de VONE, lo cual sugiere niveles considerables 

de recombinación, aún cuando estos ciados se componen de aislados 

pertenecientes a los tres tipos de plantas. Por su parte, el ciado D muestra el nivel 

más alto de desequilibrio de ligamiento (lo que sugiere menor recombinación), 

además de que éste ciado se compone de cepas únicamente silvestres, es el que 

se encuentra más alejado genéticamente. El análisis pareado entre los ciados 

(Tabla 9) refleja la lejanía del ciado D, sobre todo con los ciados B y D, ya que sus 

valores de VONE son considerablemente altos (3.017 y 3.051, respectivamente). 

En un estudio en donde se encontraron especies de rizobios en los cuales se 

presenta una barrera para la recombinación los niveles de VoNE resultaron de 

3.90 (Silva et al., 2003). Si bien lo anterior no necesariamente indica que las cepas 

de los ciados B y e presentan una barrera reproductiva con el ciado D, sí indica 

que tienen niveles de recombinación nulos ó muy bajos. Esto es interesante, ya 

que dentro de los ciados B y e existen cepas de plantas silvestres, lo que sugiere 

que estas cepas mantienen nula o muy poca recombinación con las cepas de 

plantas silvestres del ciado D. Al comparar lo anterior con los niveles de 
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desequilibrio de ligamiento dentro de los ciados A, B Y e se observa que puede 

existir más recombinación aún cuando agrupan a cepas de todos los tipos de 

plantas . Todo lo anterior confirma que las cepas del ciado O conforman un linaje 

distinto dentro de la muestra. 

6.6 Recapitulando los datos. 

En principio , los aislados de los tres tipos de plantas muestran valores de 

He diferentes. El hecho de que la diversidad genética sea más baja en los aislados 

de plantas domesticadas en principio indica que el comportamiento de la 

diversidad genética no necesariamente está ligado al tamaño de la muestra, ya 

que se cuenta con un número menor de aislados weedy que domesticados, y sin 

embargo estos últimos son los que presentaron la He más baja (Tabla 3 y Figura 

3). La disminucución de la diversidad genética se observó tanto en los aislados de 

los distintos tipos de plantas como a nivel de planta. Por otra parte, al tomar en 

cuenta los datos de diferenciación genética se observa que los aislados weedy y 

los domesticados están más relacionados, lo cual está apoyado por el análisis de 

relaciones genéticas así como por el análisis de desequilibrio de ligamiento, esto 

nos lleva otra incógnita: ¿realmente éste fenómeno sucede por eventos de 

migración y recombinación entre las cepas de estos tipos de plantas? Resulta 

improbable que la única causa sea la recombinación, ya que la cercania 

geográfica entre los aislados weedy y silvestres supondría que ambos tendrían la 

misma posibilidad de tener eventos de recombinación con las cepas 

domesticadas, tampoco sería muy plausible que existiera una barrera reproductiva 

entre los aislados silvestres y domesticados, ya que el análisis de relaciones 

genéticas muestra algunas cepas silvestres cercanas a las domesticadas. 

Tomando en cuenta todo lo anterior, una respuesta podría ser la síguiente: El 

ambiente silvestre puede resultar más heterogéneo, lo que propicia mayor 

diversidad de genotipos bacterianos, lo que puede aumentar la poza génica de 

donde las plantas silvestres pueden asociarse con rizobios, no así con los 

ambientes de los aislados weedy y domesticados, en donde las condiciones 
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pueden propiciar la recombinación local , además se ha observado que ciertos 

factores (pH, Ca, temperatura, la fertilización quimica, etc.) en el ambiente pueden 

provocar una disminución en la variación genética de las bacterias asociadas, lo 

cual puede seleccionar a ciertos genotipos de rizobios y precisamente que la 

divergencia observada de las cepas silvestres se deba a que éstas no son 

competentes en los ambientes de los aislados weedy y domesticados (asumiendo 

claro , que las cepas silvestres se encontrasen en todos los ambientes de los 

distintos tipos de plantas). Otra posibilidad seria que el proceso de domesticación 

de las plantas esté ocasionando que las plantas silvestres y domesticadas se 

asocien con rizobios muy diferentes ; Papa y Gepts (2003) proponen la existencia 

de un flujo genético asimétrico entre las plantas domesticadas y silvestres, 

teniendo mayor flujo genético de las plantas domesticadas hacia las silvestres , por 

lo que las plantas híbridas resultantes (en este caso las plantas weedy) pueden 

tener ciertas características que resulten muy parecidas a las plantas de cultivo. 

Debido a lo anterior, las plantas weedy y domesticadas pueden estar 

seleccionando genotipos de bacterias similares, mientras que las silvestres 

genotipos distintos , en este caso se asumiría que se puede encontrar la misma 

poza génica bacteriana en todos los ambientes de los tipos de plantas. Sin 

embargo, la respuesta más plausible parece ser una combinación de las dos 

anteriores: existe un acervo de bacterias que son seleccionadas sólo por las 

plantas silvestres, pero también las condiciones en los ambientes de las plantas 

weedy y domesticadas provocan una disminución de la poza genética disponible 

de rizobios. Con lo anterior se explicaría la disminución en la diversidad genética 

en los aislados domesticados además de la divergencia en las cepas silvestres. 

Considerando aparte la explicación anterior, el grupo de cepas silvestres 

resulta particularmente interesante, por lo cual se realizó un análisis adicional de 

relaciones genéticas usando únicamente a estas cepas (Fig . 10). 
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En la siguiente figura se observa que todos los aislados silvestres 

(exceptuando uno) conservan su ciado con respecto al dendrograma de todas la 

cepas y además la distancia genética que separa a los ciados A, B Y e del D es 

prácticamente la misma, esto , aunado a los resultados obtenidos de desequilibrio 

de ligamiento entre los ciados (Tabla, 13) habla de la posibilidad de tener distintos 

linajes dentro de las cepas silvestres. Debido a que las cepas del ciado D son muy 

divergentes y a su vez están relacionadas, cabe la posibilidad de que se hayan 

originado de un genotipo ancestral , el cual fue exitoso y que posteriormente 

divergió. 
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Figura 10. Dendrograma de las relaciones genéticas de los aislados silvestres, generado con el 
método de UPGMA. Se señala el ciado al que pertenecen en el dendrograma de la Figura 4. 
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6.7 Análisis de secuencias del gen 165 ribosomal. 

En el dendrograma de las secuencias se forman dos ciados en los que se 

que separa a los ribotipos junto con distintas especies de Rhizobium, sin embargo, 

también se observa que distintas cepas de la especie R. etli se encuentran en 

ambos ciados, de hecho, dentro del ciado A se relaciona con R leguminosarum. Lo 

anterior puede sugerir que las secuencias del gen 16S, o al menos la región 

utilizada, puede no ser suficiente para distinguir entre especies cercanas. 

Ahora bien, el análisis del gen 16S ribosomal tanto de los patrones de 

restricción como las secuencias, parecen apoyar la existencia de dos grupos 

dentro de la misma especie. En este punto resulta necesario cuestionar la validez 

del uso de un sólo marcador para distinguir especies y grupos genéticos. Cabe 

señalar que el gen 16S ha sido ampliamente utilizado como marcador para 

clasificar especies, incluyendo a los rizobios, Gaunt et al. (2001) realizan un 

análisis en el cual se muestra una relación consistente del gen 16S con los genes 

atpD y recA, con lo que se corrobora su robustez como marcador. Sin embargo, 

se han tenido evidencias de transferencia horizontal del gen 16S, aunque esto se 

detecta por la presencia de múltiples copias de este gen en el genoma. Cilia et al. 

(1996) mencionan que la subunidad 16S puede no ser adecuada para análisis 

filogenéticos entre especies cercanas (ya no hablar de linajes dentro de una 

misma especie) debido a que existe la posibilidad de que no existan suficientes 

diferencias entre las secuencias. Sin duda una de las polémicas en el uso de este 

gen es la cantidad necesaria de variación que debe presentarse para poder 

separar en grupos a las bacterias. Han sido reconocidas las ventajas que tiene el 

gen 16S como marcador para la clasificación de especies, sin embargo puede 

resultar arriesgado basarse únicamente en un sólo marcador ya sea para la 

clasificación de especies o para el reconocimiento de linajes evolutivos o grupos 

genéticos. Debido a lo anterior se ha propuesto que las clasificaciones deben ser 

basadas en un enfoque polifásico, el cual no debe limitarse a la evidencia de un 

gen, sino también debe tomar en cuenta datos ecológicos y bioquimicos, entre 

otros. Por su parte, los análisis de MLEE no muestran evidencia alguna de la 
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existencia de especies distintas, por lo que se tiene mayor evidencia de que R. etli 

es la especie encontrada en los nódulos de las plantas muestreadas en las 

localidades de estudio en el presente trabajo. 

6.8 Grupos genéticos y ribotipos. 

Numéricamente, los aislados pertenecientes a cada ribotipo no resultaron 

estadísticamente diferentes. A nivel de planta tampoco se encontraron diferencias 

significativas en lo que al número de ribotipos se refiere, esto quiere decir que al 

menos en esta muestra, las plantas no presentan una predominancia de algún 

ribotipo en sus nódulos en ninguno de los tipos de plantas. 

Si se toman en cuenta los ribotipos, se aprecian valores similares de Hx 

(Tabla 10), aunque si se observa dentro de cada ribotipo a cada uno de los tipos 

de planta, aparentemente hay diferencias entre ellos, sin embargo su 

comportamiento puede deberse al tamaño de muestra para cada grupo genético 

para cada tipo de planta. 

La figura 10 muestra de que manera la diversidad genética de los ribotipos 

se comporta de manera distinta. El descenso de la diversidad genética del linaje 

R-1 es evidente, por lo que la baja en la diversidad genética (HE) del grupo R-1 

puede ser la causa de la disminución de HE cuando se considera a la muestra 

total. Sin embargo, lo anterior no responde la pregunta acerca de la razón por la 

que se presenta mayor diversidad en aislados de plantas silvestres que en 

domesticadas, más bien se tendria que reformular la pregunta refiriéndose a la 

causa de dicho comportamiento diferente de los ribotipos. Resultados obtenidos 

por Souza et al. (1997), muestran que la competencia de genotipos dentro de 

condiciones ecológicas específicas puede causar la diferencia en la abundancia 

entre dos localidades (en este caso serían los tipos de plantas), lo cual puede 

sugerir que la diferencia en los datos encontrados para cada grupo genético se 

debe a una presión selectiva en el ambiente de las plantas domesticadas (la cual 
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puede ser ajena a la selección genotipo-específica por parte de las plantas) y está 

beneficiando al grupo genético R-2 y castigando al grupo genético R-1, lo que se 

refleja en el comportamiento de su diversidad genética. 

El nivel de flujo genético entre los ribotipos es considerablemente alto , Nm = 

4.682, si se considera lo postulado por Wright, los ribotipos pueden tener 

suficiente flujo genético para evitar que diverjan como unidades evolutivas 

independientes. En el presente estudio, la migración tiene una papel 

homogeneizador entre las poblaciones, es por esto que la especiación alopátrica 

es el modelo más común, ya que el flujo genético es cortado por las barreras 

geográficas. También es posible que el proceso de domesticación sea 

relativamente reciente desde el punto de vista evolutivo y que los posibles 

procesos de divergencia se encuentren en una etapa temprana. 

En el análisis de relaciones genéticas de la figura 4, no se observa una 

división clara, sin embargo en los ciados e y D predominan cepas del grupo R-2 

(entre estos dos ciados se agrupan el 82% de las cepas de este ribotipo), mientras 

que en los otros ciados se pueden observar pequeños grupos de cada uno de los 

ribotipos, aunque no se definen claramente. Lo anterior corrobora los resultados 

de Nm, ya que las cepas de ambos grupos genéticos pueden estar manteniendo 

flujo genético y recombinación suficiente como para que se mantengan 

relacionados genéticamente. 

Dentro de los ribotipos se muestra también desequilibrio de ligamiento, 

aunque mayor para el grupo R-2, lo cual resulta del hecho de que parte de sus 

cepas se encuentran dentro del ciado D y el resto repartidas entre los demás 

ciados. El valor de desequilibro de ligamiento para toda la muestra corrobora que 

ambos ribotipos son la misma especie si se toma en cuenta lo antes mencionado 

acerca del valor de VONE para especies diferentes de rizobios que comparten 

hospederos (Silva et al., 2003). 
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La existencia de los ribotipos puede tener una gran repercusión sobre los 

resultados obtenidos en el presente estudio, sin embargo se encontraron 

evidencias que sugieren o que rechazan la existencia de los ribotipos. He aquí un 

resumen: 

Datos que apoyan la existencia de los ribotipos como grupos genéticos: 

a) La evidencia de los patrones de restricción del gen 16S. 

b) Congruencia del análisis de secuencias del gen 16S que sustenta la 

división de la muestra por los ribotipos. 

c) Comportamiento distinto de los ribotipos de su diversidad genética (HE) 

en los distintos tipos de planta , asi como en distintos niveles (planta, tipo 

de planta, total). 

d) Distintos valores de GST para cada uno. 

e) Los ribotipos se distribuyen en pequeños ciados , así como la clara 

predominancia del grupo R-2 en los ciados C y D. 

Datos que no apoyan la existencia de los ribotipos: 

a) El uso de un sólo marcador para definir a los ribotipos . 

b) La presencia de un ET compartido entre los grupos. 

c) Los valores de diversidad obtenidos a nivel de planta pueden estar 

influenciados por el número de cepas analizadas. 

d) Mayor estructuración debida a la domesticación de las plantas que a la 

división de los linajes (a nivel de muestra total). 

e) Los valores de Nm así como los de desequilibrio de ligamiento sugieren 

eventos de recombinación entre los ribotipos. 

f) Si bien se forman grupos, no hay una separación absoluta de los 

ribotipos en los análisis de relaciones genéticas. 
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Las diferencias observadas sugieren que los ribotipos pueden tener una 

tendencia hacia la especialización ecológica teniendo eventos de selección que la 

mantiene, sin embargo, los niveles de recombinación no permiten su separación 

como unidades evolutivas. De aceptar la premisa anterior se podría sugerir la 

existencia de linajes evolutivos que podrían divergir a pesar de los niveles de 

recombinación. La incógnita que pudiera residir sobre la validez de los métodos 

utilizados para definir a los ribotipos podría verse aclarada usando otros 

marcadores moleculares, además seria conveniente realizar un muestreo en 

escala temporal para confinnar que los ribotipos se están separando en realidad. 

También se debería llevar a cabo un muestreo de las bacterias del suelo, ya que 

los rizobios del suelo son más diversos genotípicamente que los que nodulan, esto 

es resultado de un complejo proceso de selección de algunos genotipos por parte 

de la planta y por el efecto de procesos estocásticos relativos al efecto fundador 

por parte de las poblaciones de bacterias cercanas a la raíz (Hagen y Hamrick, 

1996) en donde el resultado final del proceso de simbiosis es el reclutamiento de 

una fraccíón de las poblaciones simbióticas del suelo. Teniendo el muestreo del 

suelo permitiría saber si las diferencias en la variación genética se deben a 

diferencias numéricas en la rizósfera, o bien si se debe a diferencias en la 

competitividad para nodular plantas de cultivo. Para lo anterior también seria 

conveniente realizar experimentos de inoculación en jardín común probando las 

diferentes plantas . 

Ribotipos y ciados divergentes, ¿podrían separarse por completo? 

En el presente trabajo se observó la influencia tan fuerte que está teniendo 

el proceso de domesticación de las plantas de P. vulgaris sobre la población de R. 

etli en la zona de estudio, se observaron niveles de desequilíbrio de ligamiento 

considerablemente altos entre los aislados silvestres y domesticados, lo cual 

sugiere bajos niveles de recombinación, y por otra parte se tiene a dos posibles 

ribotipos que están teniendo altos niveles de recombinación. 
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Maynard Smith et al. (1993) proponen que las estructuras clonales (altos 

niveles de desequilibrio de ligamiento) pueden deberse a aislamiento geográfico o 

ecológico (o que no existe un sistema de intercambio genético). Sin embargo, para 

el caso de las plantas silvestre y weedy seria difícil la existencia de aislamiento 

geográfico y ya no hablar de los ribotipos. Esto indica que la posibilidad de 

separación ya sea de las cepas de las plantas silvestres y weedy o de los ribotipos 

se podría dar por un aislamiento ecológico. 

Tanto la migración como la recombinación son fuerzas evolutivas 

importantes para mantener la cohesividad de las especies, en este caso la 

recombinación esta manteniendo a los grupo genéticos unidos como especie ya 

que los valores de desequilibrio de ligamiento indican que está ocurriendo cierto 

nivel de recombinación. Se ha observado que los rizobios no son naturalmente 

competentes para la transformación, por lo que el intercambio genético ocurre por 

conjugación o por transducción (Hynes y Finan, 1998). 

Cohan (2002) argumenta que el intercambio genético entre las bacterias no 

puede evitar la divergencia, dada su rareza y promiscuidad, y plantea que el 

aislamiento sexual es irrelevante para la evolución de divergencia del mundo 

bacteriano. Bajo esta visión las especies asexuales están sujetas a su propia 

fuerza de cohesión, la selección natural que purga diversidad genética dentro de 

las poblaciones. 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; 2002). 
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7 Conclusiones. 

a) Es indispensable contar con algún método que permita distinguir las posibles 

subdivisiones genéticas que presente una muestra, ya sean ribotipos o 

especies. 

b) La especie de rizobio asociada a P. vulgaris en las localidades de estudio es 

R. etli lo que es consistente con la predominancia de esta especie como 

simbionte del frijol común. 

c) Los distintos análisis del gen 16S ribosomal sugieren la existencia de ribotipos , 

lo cuales presentan diferencias en su diversidad y estructura genética, aunque 

presentan altos niveles de recombinación. 

d) La domesticación de P. vulgaris está influenciando sobre los genotipos de 

rizobios con los cuales se asocia. 

e) La diferenciación genética de las bacterias asociadas a las plantas está ligada 

al proceso de domesticación y no a la distancia geográfica. 

f) Las plantas silvestres presentan selectividad por bacterias simbióticas 

divergentes de las asociadas con las plantas domesticadas y weedy. 

g) Sería conveniente utilizar distintos marcadores moleculares para comprobar la 

identidad de los ríbotipos, así como para corroborar los datos obtenidos con las 

isoenzimas. 

h) Se necesita ampliar la muestra en número para tener datos más robustos de 

diversidad y diferenciación genética (sobre todo a nivel de planta) y además 

tener aislados del suelo, así como un análisis en escala temporal para observar 

el comportamiento de los ribotipos. 
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8 Anexo. 

Medios de Cultivo y Buffer utilizados. 

PY Solido. 
5.0 9 
3.0 9 
10 mi 
15.0 9 
1.0 Lt. 

Agar 

peptona de caseina 
extracto de levadura 
CaCI2 0.7M 
agar 
agua destilada 

4g Agar grado bacteriológico 
250mlAgua 

PY Líquido 
5.0 9 
3.0 9 
10 mi 
1.0 Lt. 

peptona de caseína 
extracto de levadura 
CaC120.7M 
agua 

Calentar hasta disolver completamente, mantenerlo tapado a 60° C entre cada uso. 

UL 

10 9 
150 mi 
850 mi 

peptona de caseína 
glicerol 
agua destilada 

Buffer T G (Tris-glicina) 
30 9 Trizma base 
144g Glicina 
Aforar en 10 litros de agua destilada 
Ajustar el pH a 8.5 

Buffer 0.09M Tris HCI pH = 8.0 
44.4g Trizma base 
248ml1M HCI 
Aforar en 4 litros de agua 
Ajustar el pH lo necesario 

Buffer T AE 10x 
48.4 9 Trizma base 
11.42 mi Ácido acético glacial 
20 mi EOTA 0.5 M pH= 8 

Buffer 0.09M Tris HCI pH = 7.0 
44.4g Trizma base 
350ml1M HCI 
Aforar en 4 litros de agua 
Ajustar el pH lo necesario 

Buffer 0.20M Tris HCI pH= 9.0 
98.6 9 Trizma base 
120 mi 1M HCI 
Aforar en 4 litros de agua 
Ajustar el pH lo necesario 
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Ajustar pH 8.2 - 8.3 

Protocolo de extracción de ADN. 

Tratamiento Previo. 

Cultivar las bacterias en PY sólido durante 48 hrs, en estría simple (una 
raya). 
En un tubo de 1.5 mi estéril agregar 0.5 mi de sulfato de magnesio al 10 
mM. 

o Tomar una asada pequeña de bacterias (calculando una cantidad de 2 
colonias medianas) y diluirlas en la solución. Homogeneizar perfectamente. 
Centrifugar a 14,000 RPM Y eliminar el sobrenadante . 
Repetir el paso anterior 2 veces . 
Mantener los tubos siempre en hielo. En el último enjuague, dejar los tubos 
en el hielo durante 30 min antes de centrifugar. 
Eliminar totalmente el sobrenadante colocando los tubos boca abajo en un 
papel secante. 

Lisis Celular 

o Agregar 300 de solución de lisis y resuspender las células pipeteando 
suavemente varias veces. 

o Incubar a 800 C por 5 mino Es conveniente mezclar invirtiendo los tubos 
suavemente 5-10 veces. 

o Inmediatamente después someter las muestras a -800 C por 5 mino 
o Agitar con el vortex vigorosamente durante 10 seg. 

Tratamiento con RNAsa. 

o Agregar 4 ~I de solución de RNAsa. 
Mezclar inviertiendo los tubos 20-30 veces. 
Incubar a 370 C durante 15-30 mino 
Mantener las muestras en hielo. 

Precipitación de proteínas. 

o Agregar 1 00 ~I de solución de precipitación. 
o Agitar con el vortex vigorosamente durante 20 seg. 

Centrifugar a 14,000 RPM por 3 mino Se formará un pequeño botón en el 
fondo del tubo. 

o Tomar 300 ~I del sobrenadante (icuidando siempre de no tocar el botón 
blanco!) y transferirlos a un tubo nuevo. 
Mantener las muestras en hielo. 
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Precipitación de ADN. 

• Agregar 300 ¡JI de isopropanol al 100% Y frío (a 20° C). 
Mezclar inviritiendo los tubos 50 veces. Dejar reposar durante la noche a -
20° C. 
Centrifugar a 10,000 RPM durante 1-2 mino Se formará un pequeño botón 
en el fondo. 
Eliminar el sobrenadante y escurrir los tubos en papel secante hasta 
eliminar todo el isopropanol. 

• Agregar 300 ¡JI de etanol al 70% frio (a -20° C) . Invertir el tubo varias veces 
(¡No perder de vista el botón!). Centrifugar a 14,000 RPM Y eliminar el 
sobrenadante. 
Repetir el paso anterior 2-3 veces. iAI eliminar el sobrenedante se debe de 
cuidar de no perder el botón! 
Eliminar el exceso de alcohol en papel secante en la campana de flujo 
laminar hasta que el botón esté perfectamente seco. Para facilitar el secado 
es conveniente incubar el botón a 65° C durante un min y después en la 
campana de flujo laminar. 

Hidratación del ADN 

• Agregar 300 ¡JI de agua ultra pura. 
• Incubar a 65° C durante 30-60 min (es conveniente mezclar las muestras 

durante la incubación), hasta que el ADN esté perfectamente diluido. 

Protocolo de amplificación del gen 16s ribosomal. 

Reactivo Concentración Cantidad por tubo Concentración final 

Buffer 10x 5J.l1 1x 
MgCI2 30mM 5.8J.l1 3.5mM 
ONTP's 10mM 1.5J.l1 0 .3mM 
PrimerfO, 10mM 0.75J.l1 0 .15mM 
Primer rO, 10mM 0.75J.l1 0 .15mM 
Taq 5U/J.l1 0.2J.l1 1U/J.l1 
H20 34J.l1 
AON 10-20ng/J.l1 2J.l1 0.2-0.4 ng/J.l1 

Volumen total 50 J.LI 

69 



Programa del termociclador. 

Paso Temperatura Tiempo 

1 94° e 3 mino 
2 94° e 1 mino I 

3 59° e 1 mino 133 ciclos 
4 72° e 1 mino 
5 72° e 5 mino 
6 4° C IX) 

Las secuencias de los primers (Weisburg et al., 1991) son las siguientes: 

IDI (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 
rDl (5'-AAGCTT AAGG-AGGTCATCCAGCC-3'). 

Protocolos para la restricción enzimática del producto de la amplificación del 
gen 165 ribosomal. 

~spl S'-CAC G G-3' 
3'-G G cAe-s' 

Reactivo 

Producto PCR 

Buffer" 

Enzima 

H20 

Concentración 

10-20 ng/¡ll 
10x 

20 U/¡ll 

Pstl s' -e T G C AAG-3' 
3'-GAA C G Te-s' 

Reactivo 

Producto PCR 
Buffer" 

Enzima 

H20 

Concentración 

10-20 ng/¡ll 
10x 

20 U/¡ll 

Can!. por tubo 

13 ¡.tI 
2 ¡JI 
0.25 ¡JI 
4.75 ¡JI 

Can!. por tubo 

13 ¡JI 
2 ¡JI 
0.25 ¡JI 
4.75 ¡JI 

Concentración final 

0.5-1 ng/¡JI 
1x 

5U 

Concentración final 

0.5-1 ng/¡JI 
1x 

5U 
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Sau3AI 5'-"G A T e -3' 
3'- e T A G"-5' 

Reactivo Concentración 

Producto PCR 10-20 ng/~ 1 

Buffer" 10x 
Enzima 10 U/~I 
H20 

Can!. por tubo 

13 ~I 
2 ~I 
0.5 ~I 
4.5 ~I 

'Usar el buffer correspondiente según la enzima. 

Concentración final 

0.5-1 ng/~1 
1x 
5U 

Las restricciones enzimáticas se llevaron a cabo incubando las muestras a 37° C 
durante 60 mino Una vez obtenidas, las restricciones de los productos se corrieron 
en geles de agarosa al 2% a 100 volts durante 3 horas en buffer T AE 1 X. 

Posteriormente, los geles se tiñeron con bromuro de etidio (1 mg/ml), las bandas 
se registraron usando un transiluminador UV y fotos Polaroid. 

Isoenzimas. 

Sustratos empleados en la tinción de enzimas. 

Isocitrato deshidrogenasa (IDH) 
1.0 mi Tris HCI2 pH= 7.0 
1.5 mi NADP 
15 gotas di-ácido isocítrico 
8 gotas de MgCI2 

5 gotas MTI 
5 gotas PMS·* 
2ml agar 

Malato Oeshidrogenasa (MOH) 
1.0 mi Tris HCI pH= 8.0 
1.5 mi NAO 
20 gotas de sustrato málicoh/l 
5 gotas MTT 
5 gotas PMS 
2 mi agar 

h/lSustrato Málico 
180 mi agua 
20 mi Tris HCI pH= 9.0 
3.68 g L-ácido málico 
Ajustar a pH= 8.0 

Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa (G6PDH) 
0.6 mi Tris HCI pH= 8.0 
1.5 mi NADP 
12 gotas D-Glucosa-6-fosfato. 
6 gotas MgCI2 
5 gotas MTI 
5 gotas PMS** 
2 mi agar 

Malato Oeshidrogenasa NAOP (ME) 
0.6 mi Tris HCI pH= 8.0 
1.5 mi NADP 
20 gotas de sustrato málicoh/l 
2 gotas de MgCI2 
5 gotas MTT 
5 gotas PMS 
2 mi agar 
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Fosfoglucomutasa (PGM) 
1.0 mi Tris HCI pH8.0 
1.5 mi NAOP 
5 gotas MgCI2 
5 gotas solución Glucosa-1-fosfato ++ 
5 gotas MTI 
5 gotas PMS·* 
2 mi agar 

++Solución Glucosa-1-fosfato 
250 mg Glucosa-1-fosfato Grade 111 
250 mg Glucosa-1-fosfato Grade VI 
5.0 mi agua 

Peptidasa (PEP) 

Xantina Oeshidrogenasa (XOH) 
1.0 mi Tris HCI pH=8 
1.5 mi NAO 
20 gotas Hipoxantina 
5 gotas MTI 
5 gotas PMS*' 
2 mi agar 

2.0 mi 0.02M Na2HP04 (ajustado pH= 7.5) 
4 gotas peroxidasa 
8 gotas o-Oianisidina (diHCI salt) 
2 gotas MgCb 
8 gotas péptido (L-Phenylalanyl-L-Ieucina 10mgml) 
4 gotas L-amino ácido oxidasa'" 
2 mi agar 

··Sustancia lábil o fotosensible, agregar inmediatamente antes de usar. 

Protocolo para la obtención de lisados. 

• En matraces de 125 mi en los cuales se adicionará 25 mi de medio PY 
líquido y se inocularán con una asada de la cepa previamente crecida en 
medio PY sólido. Se incubará por 48 horas. 

• En un tubo para centrífuga de 50 mi verter el contenido de los cultivos, 
centrifugar a 5,000 RPM (es importante usar una centrifuga refrigerada y 
mantener las muestras en hielo) por 2 min, tirar el sobrenadante. 

• Agregar 150 1-11 de solución de MgCI2 10 mM, agitar con el vortex hasta 
disolver la pastilla completamente , centrifugar 5 min a 7,500 RPM Y 
desechar el sobrenadante. Repetir este paso 2 veces más. 

• Transportar la pastilla disuelta a un tubo de 1.5 mi, agitar hasta 
homogeneizar. 

• Congelar las muestras durante 48 hrs. 
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Centrifugar las muestras hasta que se descongelen a 7,500 RPM. Tirar el 
sobrenadante. 

• Adicionar 50 ~I de lisozima (8 mg/ ~I) y 150 ~I de buffer Tris HCI pH= 8. 
Agitar con el vortex hasta homogeneizar. 
Congelar a - 200 C por 5 min y posteriormente descongelar a temperatura 
ambiente. Al ser descongeladas las muestras, su temperatura no debe 
sobrepasar los 50 C. Repetir ésta operación 2 veces más. 
Después de la última descongelada, centrifugar a 10,000 RPM durante 1 
mino El sobrenadante debe ser transparente , de lo contrario, agregar más 
lisozima y buffer y repetir el paso anterior. 

• Transportar el sobrenadante (lisado) en alícuotas de 50 ~I Y conservar a -
200 C hasta el momento de ser utilizados. 
Es indispensable mantener siempre los lisados fríos . 

Los lisados obtenidos se corrieron en láminas de acetato de celulosa a 180 volts 
durante 14 minutos utilizando el sistema de buffer TG, posteriormente fueron 
teñidas con los sustratos antes mencionados. 

Tabla de datos de las cepas usadas en este estudio. 

Patrones de restricción Isoenzimas 

# CEPA Mspl Pstl Sau3A I IDH PEP G6PDH XDH IMDH ME 
6757 A A A 3 4 3 3 5 2 2 2 4 2 2 9 
6758 A B A 4 4 2 1 3 2 1 2 3 2 2 4 
6759 A A A 5 4 2 1 4 2 1 2 3 2 2 4 
6760 A A A 3 4 3 3 4 2 9 2 4 2 2 2 
6761 A B A 4 5 4 3 6 2 1 2 3 2 2 2 
6762 A A A 4 9 2 2 5 3 9 2 3 9 2 9 
6763 A A A 
6764 A B A 
6765 A A A 

4 

I 

4 4 2 6 3 2 2 4 1 2 2 
3 5 4 3 7 1 2 2 3 2 2 2 
4 4 3 1 4 2 1 2 4 2 2 1 

6766 A B A 4 3 4 2 3 2 2 2 4 2 2 1 
6767 A A A 4 4 3 1 4 2 1 2 3 2 2 4 
6768 A A A 4 4 2 1 4 2 1 2 3 2 2 4 
6769 A A A 4 4 2 1 4 2 1 2 3 2 2 1 
6770 A A A 4 4 2 2 4 2 1 2 3 2 2 4 
6771 A A A 4 4 2 1 4 2 1 2 3 9 2 4 
6772 A A A 4 4 2 2 4 2 1 2 3 2 2 4 
6773 A B A 4 5 4 3 7 2 1 2 3 2 2 2 
6774 A A A 4 4 2 2 4 3 1 2 3 3 2 4 
6775 A A A 4 4 2 1 4 2 9 2 9 9 2 3 
6776 A B A 3 5 3 3 6 1 1 2 4 2 2 1 
6777 A B A 3 5 3 3 6 1 1 2 3 2 2 2 
6778 A B A 3 5 4 3 7 1 1 2 4 2 2 2 
6779 A A A 4 4 2 1 4 9 9 2 9 9 2 9 

3 2 
9 2 
9 2 
9 1 
2 2 
9 9 
3 1 
2 2 
3 2 
3 2 
9 2 
9 2 
9 1 
9 2 
9 9 
9 2 
2 2 
9 3 
9 9 
3 1 
2 2 
2 2 
9 9 
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6780 
6781 
6782 
6783 
6784 
6785 
6786 
6787 
6788 
6789 
6790 
6791 
6792 
6793 
6794 
6795 
6796 
6797 
6798 
6800 
6802 
6805 
6807 
6808 
6809 
6810 
6811 
6812 
6813 
6814 
6815 
6816 
6817 
6818 
6819 
6820 
6821 
6822 
6823 
6824 
6825 
6826 
6827 
6828 
6829 
6830 
6832 
6833 
6834 
6835 
6836 

A B 
A A 
A A 
A B 
A B 
A A 

B 
A A 
A B 
A A 
A A 
A B 
A A 
A B 
A A 
A B 
A A 
A A 
A A 
A B 
A B 
A B 
A B 
A A 
A A 
A B 
A A 
A A 
A A 
A A 
A B 
A B 
A A 
A B 
A A 
A A 
A B 
A B 
A A 
A B 
A B 
A A 
A B 
A A 
A A 
A A 
A A 
A A 
A A 
A A 
A B 

A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 

3 
5 
5 
5 
5 
3 
5 
4 
5 
5 
4 
5 
4 
5 
5 
5 
5 
4 
4 
5 
4 
5 
5 
4 
3 
3 
3 
3 
3 
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