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RESUMEN

En este trabajo se estudié la ecologia y la genética de
poblaciones de la bacteria fijadora de nitrégeno Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli asociado tanto a Phaseolus vulgaris
L. (frijol comfn), como a P.coccineus L. (frijol ayocote), ambos
‘silvestres y cultivados, en 5 sitios del Estado de Morelos. En el
caso de las poblaciones asociadas a P.vulgaris estas fueron
analizadas durante dos afos (1987 y 1988), mientras que las tres
poblaciones asociadas a P. coccineus solo fueron estudiadas
durante 1988. En los sitios de P.vulgaris se tomaron muestras de
suelo para cada planta muestreada para analizar posteriormente
sus caracteristicas fisicoquimicas, asimismo, se registraron
diversos paradmetros de las plantas. A todas las cepas aisladas se
les analizé por medio de electroforesis en gel de almidén. Por
medio del an&lisis de los electrotipos de cada afio y de cada
sitio se pudo determinar las abundancias, distribuciones
espaciales, diversidad ecolégica y dominancia de cada sitio de
Rhizobium. También se pudo conocer como esta jerarquizada la
diversidad genética, las relaciones de parentesco entre las cepas
y la diferenciacién entre subpoblaciones. Los resultados
mostraron que los dos sitios donde se encuentra P.vulgaris
difieren significativamente en cuanto a las concentraciones de
nutrientes. En el sitio cultivado de P.vulgaris, algunas de las
cepas mas abundantes de 1987 fueron observadas nuevamente en
1988, mientras que en el sitio silvestre de P.vulgaris no se
encontré ninguna cepa comtn a los dos anos de estudio. Se
analizé la distribucién espacial de las cepas, tanto a nivel
poblacional, como dentro de la raiz de una planta. Asimismo se
observé que la poblacién asociada a P.vulgaris cultivado presenta
una mayor diversidad ecolégica y una menor dominancia que la
poblacién asociada a P.vulgaris silvestre, mientras que en las
poblaciones asociadas a P.coccineus ocurre lo contrario. Por otra
parte, la diversidad genética se encuentra fuertemente jerar-
quizada en esta bacteria en todos los sitios estudiados. Se
encontré que el sitio mds diverso es el asociado a P.vulgaris
cultivado y el menos diverso es el asociado a P.cocgcineus cul-
tivado, las poblaciones asociadas a frijol silvestre presentan
diversidades intermedias. En el anadlisis de los dendrogramas des-
taca el hecho de que las cepas asociadas a P.coccineus silveste
son muy diferentes a las asociadas a P.vulgaris silvestre, atin
cuando estas se encuentran en un mismo sitio, también se observa
gue las cepas capaces de nodular en el frijol comédn cultivado
forman un grupo muy heterogéneo. Las cepas asociadas tanto a
frijol ayocote como a frijol comtin presentan una diferenciacién
entre subpoblaciones (Gst) muy marcada entre las poblaciones sil-
vestres y las cultivadas.




INTRODUCCION

En esta introduccién se hablarid de aspectos generales de la
fijacién del nitrégeno y caracteristicas del suelo y de la
rizésfera para conocer la importancia de esta bacteria fijadora
de nitrégeno asi{ como para comprender mejor el ambiente que la
rodea. Despues se efecttia una recopilacién bibliografica sobre la
ecologia y la genética de poblaciones bacterianas con la
finalidad de colocar al estudio de Rhizobium dentro de un marco
general de informacién. Posteriormente se mencionar4 a los
miembros de la interaccién rizobio-leguminosa que ocupa este es-
tudio, estos son los frijoles coméin (Phaseolus vulgaris L.} y
ayocote (P.coccineus) asi como la bacteria Rhizobium

leguminosarum biovar phaseoli.

I.~- FIJACION DE NITROGENO
A) CICLO DEL NITROGENO

El nitrégeno constituye uno de los recursos mas importantes
para los seres vivos ya que forma parte de mas del 16% de
proteinas, enzimas y Acidos nucleicos (Jenny, 1980). Sin em-
bargo, a pesar de que este elemento en su forma molecular (N, },
es el mAs abundante de la atmésfera pocos organismos pueden
utilizarlo directamente en esta forma; por lo que requiere ser
fijado por ciertos microorganismos para poder ser incorporado por
los demAs seres vivos (Jenny, 1980).Un ejemplo de la importancia
de este elemento en los ecosistemas se encuentra en los suelos
volcanicos Jjdévenes de Hawaii, donde la presencia de una sola
especie (Myrica faya) que puede fijar nitrégeno, es capaz de cam-
biar la estructura de este ecosistema pobre en nitrégeno; Myrica
puede incrementar cuatro veces la cantidad de nitrégeno dis-
ponible, esto tiene como consecuencia directa que el suelo se
vuelve mas fértil permitiendo asi el crecimiento de
numerosas especies (Vitousek et al., 1987).

El nitrégeno presenta un ciclo que se describe brevemente a
continuacién: El nitrégeno que incorporan los organismos a sus
tejidos, en algun momento regresa a la forma inorg&nica a través
de una compleja serie de procesosg que involucran su oxidacién a
amonio (NH4+ } y nitratos (No3-).E1 amonio normalmente es absor-
bido en el suelo, y de ahi puede ser retomado por las plantas y
microbios o ser oxidado por las bacterias nitrificantes dando
" lugar al ién nitrato. El nitrato que no se lixivia es asimilado
por los organismos o regresa a la atmdsfera as! en forma gaseosa
a la atmésfera . Sin embargo el nitrégeno molecular es muy es-
table por lo gue en condiciones normales no puede transformarse a
formas mas asimilables como son el amonio y los nitratos. Se
requiere de la fijacién de nitrégeno para que éste pueda ser
utilizado; este proceso lo realizan bacterias fijadoras tanto de
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vida libre como simbiéticés (Richards, 1987).
I1.-EL SUELO

El medio ambiente donde se desarrolla la bacteria fijadora
de nitrégeno Rhizobium, es el suelo que rodea a las raices de
las leguminosas. Para poder comprender mejor como se comportan
las poblaciones naturales de Rhizobium , a continuacién se
describe brevemente a los componentes biético y abiético del
habitat de esta bacteria.

A)Los organismos del suelo

Los organismos del suelo se clasifican en base a su tamafio
en microbiota (algas, protozoarios, hongos, y bacterias), la
mesobiota (nemdtodos, artrdpodos y larvas pequefias,) y la macro-
" biota (lombrices, moluscos, y artrépodos grandes) En este
trabajo sélo se hablara de la microbiota.

La microbiota es importante para la fertilidad del suelo, ya
que se considera que un buen suelo agricola debe de contener al
menos 2 mil millones de bacterias viables por gramo de suelo
(Jenny, 1980).

Una de las caracteristicas m&s notables del suelo es la dis-.
tribucién heterogénea de nutrientes (Richards,: 1987). Elementos
como el nitrégeno y el azufre, que se presentan principalmente en
la materia orgénica, son mads abundantes en la superficie del
suelo y van disminuyendo en los horizontes mé&s profundos. Un
patrén similar presenta el fésforo, potasio y el calcio intercam-
biable (Miller, 1988). Algunos organismos requieren ciertos com-
puestos org&nicos ademds de los nutrientes esenciales; estos
nutrientes se denominan factores de crecimiento e incluyen
amino&cidos, purinas, pirimidinas y vitaminas, siendo estos muy
abundantes en la rizésfera de las plantas (Jenny, 1980).

La presencia de sustrato es el factor limitante ma&s impor-
tante para la microfauna heterétrofa, este sustrato es
heterogéneo tanto en el tiempo como en el espacio. Por lo que
los microorganismos del suelo tienen que presentar mecanismos
para llegar a sustratos nuevos una vez de que los anteriores se
acabaron (Miller, 1988). Esto sugiere que la dispersién es el
factor clave para la continuidad de la microfauna. Los microbios
del suelo tienen que moverse a .los sustratos adecuados o los
sustratos recientes llegan en ocasiones a los sitios viejos ya
sea por caida de hojas, de madera, degradacién de las raices,
muerte o defecacién de animales. La dispersiédn en el espacio esta
ligada a la reproduccién, mientras que la dispersién en el tiempo
esta relacionada con estructuras de sobrevivencia como esporas o
latencia; en el caso de las bacterias estas se encuentran en el

-suelo formando colonias que sobreviven cubriéndose de mucilago y
embebidas en materiales hdmicos (Richards, 1987).
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B) La rizésfera, sitio donde se desarrolla Rhizobium

La regién que se encuentra en la vecindad inmediata de las
ralces de las plantas se denomina rizésfera, en ella el suelo es
extremadamente favorable para los microorganismos ya que es rico
en carbohidratos, metabolitos secundarios y otros nutrientes; 1la
microfauna y flora gque habita en esta regién del suelo es dis-
tinta de la del resto del suelo. Dentro de la rizésfera las in-
teracciones entre microorganismos y las plantas pueden afectar
considerablemente la productividad de la planta, la fertilidad
del suelo, la existencia de otras plantas y el flujo de
nutrientes (Richards, 1987). La rizésfera es el sitio de
descomposicién org&nica en muchos ecosistemas, asimismo, la
rizésfera genera cierta heterogeneidad de habitat ya gque contiene
mas nutrientes para los microorganismos que el resto suelo por lo
que contribuye de manera importante a la riqueza de especies de
la comunidad subterranea (Stanton, 1988).

El concepto de rizésfera fue acufiado en 1904 por Hiltner
(en Richards, 1987), siendo los limites de ésta variables y poco
definidos. Las ralces estan rodeadas de una capa mucilaginosa que
varia su composicién desde polisac&ridos relativamente simples
hasta polimeros complejos. La influencia de esta zona
mucilaginosa (la cual mide entre 10 y 20 um de ancho) en el
suelo cercano depende de las caracteristicas de éste, siendc de
varios milimetros en los suelos arenosos (Papavizas y Davey, 1961
~en:Richards, 1987). Existen evidencias de una zonacién de 1la
rizésfera (Tabla 1), encontrdndose que estas contienen diferentes
densidades de bacterias.

TABIA 1

NUMERO DE ORGANISMOS EN LAS DIVERSAS ZONAS DE LA RIZOSFERA DE
Trifolium repens (Foster y Rovira, 1978 en: Alexander, 1984)

Zona distancia ndimero de frecuencia
de la raiz tipos en suelo
am microbianos (Cel/cm”® x 109)
Rizoplano 0-1 11 120
Rizésfera 0-5 12 _ 26
interna 5-10 5 : 41
Rizésfera 10-15 2 ' 34
~externa 15-20 2 13

La densidad microbiana en la rizésfera reportada para Es-
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tados Unidos de Norteamérica es de cerca de 50 billones de .
microorganismos por cm”, lo cual representa varios ordenes de
magnitud mis gue el resto del suelo (Richards, 1987).

Se considera que la estimulacién de los microorganismos
cercanos a la ralz es producida por sustancias que provienen de
la planta, éstas se clasifican en exudados, secreciénes y
mucilago (Richards, 1987). Las altas densidades de microorganis-
mos en la rizésfera producen un mayor grado de competencia entre
los microbios y de presiones de seleccién que favorecen a aquel-
los organismos capaces de crecer rapido y de ser versdtiles
biogquimicamente, esto sugiere que la microflora de la rizésfera
tiene una mayor habilidad para resistir cambios bioquimicos
rdpidos que el resto de los organlsmos del suelo (Bowen, 1980, en
Richards, 1987).

III.-Microorganismos

Con la finalidad de situar este estudio sobre la genética de
poblaciones y la ecologia de Rhizobium leguminosarum biovar
phaseoli dentro de un esquema mas general, a continuacién
analizaré algunos aspectos de la ecologia y la genética de
poblaciénes bacterianas.

A) Ecologia

Los microorganismos del suelo, son responsables de entre el
60 y el 90% de la productividad primaria neta, y de mas del 90%
de la productividad secundaria en pastizales (Stanton, 1988).
Asimismo los microorganismos forman parte esencial.de los ciclos
biogeoquimicos a nivel global (Jenny, 1980), y constituyen uno de
los grupos mas importantes de agentes patégenos para el hombre
(Mc Dade y Newhouse, 1986). Sin embargo, esta Area tan importante
de la ecologla, se encuentra muy poco desarrollada debido prin-
cipalmente a los problemas técnicos gque presenta su estudio.

Los progresos en ecologia microbiana dependen actualmente en
mayor medida, de técnicas complejas de bioguimica, biologia
molecular, quimica y fisica mAs que de ecologia tradicional; ya
que el tamanfio tan pequefio de los microorganismos descarta la
mayor parte de las técnicas directas que se utilizan para el es-
tudio de los organismos multicelulares (Porter, 1988). Por
ejemplo, el conteo cldsico de bacterias en placa de agar, el cual
es método mas directo para determinar densidades microbianas, no
tiene relevancia en poblaciones naturales. Por otra parte, 1la
eficiencia en la recuperacién de especies apartir de cajas de
petri puede no ser muy buena (Holben y Tiedje, 1988). Para poder
hacer ecologia bacteriana uno de los principales problemas a los
que se enfrentan los investigadores es la dificultad para iden-
tificar de manera confiable a los diferentes individuos dentro de
una especie. Tradicionalmente se han utilizado métodos de marcaje
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como los serotipos o biotipos, as! como patrones electroforéticos
para enzimas metabélicas (Selander et al., 1987). Recientemente,
se comenzaron a utilizar técnicas de hibridizacién de ADN

(Holben y Tiedje, 1988) que permiten identificar y cuantificar a
numerosos taxa de microorganismos del suelo simultaneamente. Sin
embargo, la resolucién de esta técnica es baja en el caso de
identificacién y cuantificacién de individuos- de una misma
‘especie (Holben y Tiedje, 1988). Otras técnicas recientes que
permiten identificar, cuantificar, concentrar 'y separar a ‘
poblaciones naturales de microorganismos son: citometria de flujo
y %“cell sorting", andlisis de video microscépico y la produccién
de anticuerpos monoclonales y policlonales (Porter, 1988). A
pesar de que estos métodos son de gran interes para la ecologia
microbiana, no tienen muy buena resolucién es el caso de
identificacién de individuos de una misma especie y reguieren de
gran cantidad de equipo y recursos financieros para su
realizacién (Selander, 1986; Porter, 1988).

El estudio de la ecologlia de microorganismos, considera como
ecosistema al microh&bitat donde se desarrollan estos seres
vivos, por lo que se habla de la ecologla microbiana de la piel
(Roth y James, 1988), la ecologia microbiana del sistema digest-
ivo de cucarachas (Cruden y Markovetz, 1987), © la ecologia de
E.coli en el sistema digestivo de vertebrados de sangre caliente
(Harlt y Khnizen, 1984).

En cuanto a las densidades bacterianas en estos
"ecosistemas" se observéd e en la piel varla desde mil hasta un
millén de bacterias por cm® (Roth y James, 1988); mientras que en
el intestino de cucaracha existen densidades bacterianas que van
desde 7000 organismos/ml en la parte media del sistema digestivo,
hasta un billén de organismos/ml en la parte final del intestino
(Cruden y Markovetz, 1987). Por otra parte, las densidades de
Echerichia coli varian desde 0.01 individuos/ml de agua pura
hasta cien millones de organismos/g en el intestino humano (Harlt
y Khnizen, 1984).

Los factores que afectan a las densidades de microorganismos
del suelo en un sitio, incluyen la humedad, temperatura, el pH y
los nutrientes (Stanton, 1988). Para los microorganismos de la
piel, las variables que alteran la composicién de la poblacién
son: el clima, sitio del cuerpo donde se alojan, edad y sexo del
hospedero (Roth y James, 1988). Mientras que para E.coli y otros
endoparédsitos los factores que afectan la abundacia y frecuencia
relativa de algunas cepas son, ademds de los factores que afectan
al hospedero, la presencia de microfauna residente y fenémenos de
deriva génica y extinciénes periédicas de algunas cepas
dominantes (Caughant y Levin, 1980; Hartl y Khnizen, 1984; Cru-
dent y Markovetz, 1987; Selander et al., 1987).

Por otro lado, la distribucién espacial de las bacterias
varia segfin el tipo de organismo y sus métodos de dispersién; por
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ejemplo, algunas cepas de E._coli tienen una distribucién global,
existiendo muy poca diferencia entre las bacterias de Estados
Unidos de América, Suecia y Tonga (Selander et al., 1987),
mientras que otros genotipos de ésta misma bacteria tienen dis-
tribuciones muy locales present&ndose solamente dentro de una
familia (Caugant et al., 1984). Otras bacterias como Rickettsia
rickettsii sélo se distribuyen en sitios hdmedos de Norteamérica
y Centroamérica (Mc Dade y Newhouse, 1986), asimismo, existen
bacterias especializadas a microambientes de la piel o de alguna
parte del intestino de insectos (Mc Dade y Newhouse, 1986; Cruden
y Markovetz, 1987;Roth y James, 1988).

En cuanto a la variacién temporal en bacterias, se ha obser-
vado que dentro de un soloc hospedero, la poblacién de E._coli en-
contrada durante un afio. En éste estudio se identificaron 53
electrotipos diferentes apartir de 550 cepas. De estos, dos se
encontraron durante todo el tiempo, mientras gque los otros
permanecian sélo por algunas semanas. Esto indica que el huésped
fué infectado constantemente por nuevas clonas, las cuales en
general no pudieron establecerse, por lo que la diversidad ob-
servada dentro de un huésped humanc es consecuencia de invasiones
sucesivas de diferentes genotipos de ésta bacteria patégena
(Caugant et al., 1981). ’

Sobre las interacciénes biéticas en microorganismos, se sabe
que los microbios del suelo pueden competir, al igual que otros
organismos, por nutrientes, agua, espacio, aunque la competencia
més significativa se da por el sustrato, es decir, por la fuente
de carbono, ya que este es el factor 11m1tante en el suelo
(Richards, 1987). Existen dos tipos de competencia que también se
pueden aplicar a los microorganismos del suelo: la de explotacién
de un recurso y la de interferencia; la primera se refiere a
cuando. una especie es capaz de agotar un recurso aungue no
restrinja el acceso a las otras especies, mientras que en la
segunda se limita el acceso a un recurso por medio de mecanismos
conductuales o quimicos ( Begon et al., 1986; Roth y James,
1988) .

Asimismo, se ha observado que en el suelo la depredacién es
comdn, dentro de la microfauna los protozoarios y otros or-
ganismos fagotréficos pueden actuar como depredadores, siendo és-
tos, uno de los agentes reguladores de las poblaciones bac- )
terianas. La parasitosis tambien es comdn dentro de los microor-
ganismos del suelo (Alexander, 1984). Los hongos pueden parasitar
a otros hongos, las bacterias pueden parasitar a los hongos y és~-
tas ser parasitadas a su vez por virus, asi como bacterias del
género Bdellovibrio parasitan a otras bacterias como Rhizobium,
ejerciendo ésto también una presién sobre las poblaciénes bac-
terianas (Alexander, 1984).

Por otra parte, la sucesién microbiana aporta numerosos
ejemplos de comensalismo: los organismos pioneros que colonizan
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los restos de plantas descomponen compuestos orgénicos complejos
que funcionan como sustrato a los colonizadores secundarios
(Richards, 1987). Como ejemplo de mutualismo tenemos la
asociacién Rhizobium-leguminosa, alga-hongo formando un liquen, &
ejemplos menos conocidos de microbios como Streptococus faecalis
y Actobacillus arabinosis ya que el primero secreta fenilalanina
que requiere el segundo mientras que este produce 4cido félico
que requiere el primero (Nurmikko, 1965 en Richards, 1987).

B) Genética de poblaciones

La genética de poblaciones nos permite entender la dindmica
de las frecuencias alélicas, esto implica conocer los mecanismos
que modifican la cantidad y la distribucién de la variabilidad
genética (Hedrick, 1985). En esta seccién se mencionarén tanto
los métodos como los datos reportados en la literatura de
genética de poblaciones para diversos géneros bacterianos, esto
tiene la finalidad de situar los resultados de éste trabajo
dentro de un marco de referencia.

El primer paso en el entendimiento de la estructura
genética de una poblacién consiste en describir la cantidad de
variabilidad genética presente. Hasta hace algunos afios esta era
una labor dificil por la falta de marcadores que representaran
segmentos del genoma. Sin embargo, en 1953 surgié la técnica de
la electroforesis de proteinas en gel, siendo ésta aplicada por
primera vez en 1966 (Lewontin y Hubby, 1966) para el estudio de
poblaciones naturales, gracias a éste método es posible conocer
las frecuencias alélicas y por lo consigquiente la variabilidad.
genética de las poblaciones (Hedrick, 1985). A partir de entonces
se han efectuado una gran cantidad de estudios que describen la
diversidad genética en poblaciones de eucariontes. Pero no es
sino hasta hace relativamente poco tiempo que se han empezado a
realizar estudios que permitan estimar la diversidad genética y
la estructura genética de poblaciones naturales de bacterias
(Selander et al., 1986).

Los métodos que se utilizan para analizar la diversidad
genética en bacterias fueron modificados a partir de los métodos
estandar para mamiferos (Selander et al., 1987). Por lo que
podemos identificar a una cepa por el patrén de migracidén de es-
tas enzimas, a esto le llamamos electrotipo (ET). Debido a que la
carga de una enzima depende directamente de su secuencia de
aminodcidos; las variantes de una enzima migraran con diferente
velocidad. Al electrotipo de cada enzima se le puede asociar un
alelo dentro del locus correspondiente (Selander et al., 1986).
La gran ventaja de este método consiste en gue podemos hacer una
interpretacién genética directa de la variacién observada
(Selander et al., 1987; Young et al., 1987), lo cual es imposible
con otros métodos de andlisis bacteriolégico como el estudio de
serotipos, identificacién con fagos, y los patrones de

10




restriccién o tincién de proteinas totales .

Cuando se -analizan varias enzimas polimérficas, cada una de
ellas representada por varios alelos, el némero de combinaciones
genotipicas posibles es enorme (Selander y Levin, 1980). Sin em-
bargo, en la practica sélo se encuentran algunos genotipos (menos
de 100 en las especies estudiadas m&s detenidamente), esto se
debe en parte al némero limitado de cepas obtenidas para cada
especie, y a que la mayor parte de las bacterias tienen una
estructura clonal, por lo que sélo una fraccién de los genotipos
posibles se encuentra representada en la poblacién (Selander et
al., 1986). El hecho de que la mayor parte de las bacterias
presente una estructura clonal, implica una tasa muy baja de
recombinacién genética en ambientes naturales. Este fenémeno
tiene gran relevancia tanto en la estructura genética de las
poblaciones naturales de bacterias como en su ecologia y en sus
patrones evolutivos (Selander y Levin, 1980).

El primer estudio sobre la genética de poblaciones
naturales de bacterias lo elabord Milkman (1973, 1975), quien
midié la diversidad genética en 5 loci enzimAticos en E. coli.
Este trabajo pionero dié pie a una gran serie de estudios sobre
la variacién genética en bacterias. Por medio de éstos se observé
que las bacterias son en general mé&s diversas que los
eucariontes, ya que se han observado, por medio de la
electroforesis, diversidades genéticas que varian desde 0 en
Shigella _sonnei (Selander et al., 1987) hasta de 0.78 en el
género Frankia (Gardes et al., 1987), con un promedio de 0.261
para 23 especies bacterianas ( Beltran et al., 1988; Caugant et
al., 1981; Gardes et al., 1987 ; Musser et al., 1987a:; 1987b;
1988 ;Pifiero et al., 1988; Selander et al.,1985; 1987; Young 1985;
Young et al., 1987).

Como parte del andlisis de la diversidad genética, ésta el
estudio de las distancias genéticas entre las cepas de un grupo
bacteriano, por medio de esto podemos obtener dendrogramas donde
se manifiesten las relaciones genéticas entre los aislados de una
poblacién. Encontrando que existen especies bacterianas muy
heterogéneas como Haemophilus influenzae (Musser et al., 1988),
Bordetella bronchiseptica (Musser et al., 1987b) y H. pleurop-
neumoniae (Musser et al., 1987a), donde la distancia maxima es
mayor a 0.5; mientras que E.coli (Selander et al., 1987), Sal-
monella spp. (Beltran et al., 1988) y Legionella pneumophila
(Selander et al., 1985) presentan dendrogramas mAs homogéneos con
una distancia maxima menor a 0.46.

Para poder, tener mas informacién sobre como esta estruc-
turada esta diversidad dentro de las poblaciones bacterianas, se
puede utilizar un Indice "Gst" (Nei 1974: 1986)el cual nos indica
como estd organizada la diversidad entre subpoblaciones. Este
indice nos puede mostrar, que t&n jerarquizada se encuentra la
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diversidad dentro de una poblacién, asi como darnos indicios de
la estructura de la poblacién, asi como sus formas de dispersién.

Se ha observado que existen bacterias como Escherichia
coli donde no existe una diferenciacién entre subpoblaciones de
diferentes continentes, ni entre diferentes fuentes de infeccién
(Selander et al., 1987) lo cual indica la estructura clonal de
esta bacteria y su amplia dispersién. Para éste mismo organismo
patégeno se observéd que exiten algunas diferencias entre las
cepas que colonizan a los nifios que a los adultos (Selander y
Levin, 1980) , mientras que en otras bacterias patdgenas se ha
observado que no hay grandes diferencias entre subpoblaciones que
infectan a hospederos de diferentes especies(Musser et
al.,1987b). Por otra parte, en E. ¢oli se encuentra que existe
una pequefia diferenciacién entre las subpoblaciones identificadas
por electroforesis, patrén de proteinas totales y biotipos
(Selander et al., 1987), lo cual nos podria sugerir que estos
métodos son equivalentes para la identificacién de cepas de esta
bacteria. Asimismo se encontrd para Haemophilus pleuropneumoniae
(Musser et al., 1987a) y para H._influenzae (Musser et al.,
1988) una fuerte diferenciacién entre serotipos diferentes; lo
cual nos puede indicar gque este método de identificacién separa
adecuadamente a las poblaciones de este género. Este mismo género
presenta una alta diferenciacién geografica (Musser et al.,
1987a; Musser et al., 1988), por lo que podemos suponer que los
mecanismos de dispersién de esta bacteria de las vias
respiratorias son menos efectivos que los de_E._coli.

IV.- Phaseolus vulgaris Y P. coccineus L. R

En éste trabajo se analizar&la interaccién frijol-rizobio, a
continuacién se presenta una revisién bibliogr&fica sobre los dos
miembros de la asociacién.

A) Biologia General y proceso de domesticacién

P.vulgaris se conoce como frijol comtin, y pertenece a la
subtribu Phaseolinae, tribu Phaseoleae, subfamilia Papiliéneae de
la familia Leguminosae; (Marechal, 1978; Allen y Allen, 1980).

Se ha descrito que Phaseolus vulgaris se autopoliniza
lo cual eventualmente produce lineas puras, todas las plantas
dentro de una variedad son homocigas o estdn muy emparentadas
entre si. Sin embargo, existe una gran diversidad genética dentro
de la especie, basicamente entre variedades, aunque se sospecha
que también puede haber diversidad dentro de una variedad en su
sitio de origen, particularmente en las llamadas "land race"
(Kaplan, 1981).

Exploraciones bot&nicas realizadas en México han mostrado
que las variedades de frijol comdin silvestre Phaseolus vulgaris
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L. crecen a lo largo de la Sierra Madre Occidental en la franja
de transicién ecolégica entre el bosque meséfilo y la selva baja
caducifolia, situada -entre los 1500 y 1800 msnm. En esta area
crecen diversas especies del género Phaseolus. Por otro lado, en
-esta misma regién se han encontrado los restos arqueolégicos més
antiguos de frijol cultivado que se conocen en México (Miranda
Colin, 1967; Delgado et al., 1988).

Se trabajo también con otra especie de este mismo género,
denominada Phaseolus coccineus L. la cual se conoce como frijol
ayocote, se ha observado que P.coccineus L. ssp. formosus sil-
vestre, presenta una distribucién m&s amplia que P.vulgaris L.
silvestre, ya que este se encuentra en las zonas montafosas de
clima templado de México entre los 1,000 y 2,800 msnm, en
Guatemala crece a elevaciones similares a las de México.
P.coccineus L. spp.formosus es un taxa muy polimérfico que in-
cluye principalmente especies silvestres, aunque en algunas
regiones es casi imposible delimitar poblaciones silvestres que
no hayan estado sometidas al flujo génico de plantas domesticadas
(Marechal et al., 1978). A diferencia de P.vulgaris L. la cual es
una planta anual, _P. coccineus L. presenta poblaciones
perennes, con una raiz tuberosa (Miranda. Colin, 1979). Se con-
sidera que esta planta es nativa de México y Guatemala (Vavilov,
1949) . Por otra parte, la subespecie cultivada del frijol ayocote
P. coccineus L. spp. goccineus L.se considera como la con-
traparte domesticada de P.coccineus L. spp. formosus (Delgado,
1988). ‘ :

En cuanto al origen de la domesticacién de Phaseolus
vulgaris, se sabe que en América del Sur también:existen
variedades de frijol silvestre denominado P. aborigennus asi
como restos arqueologicos mé&s antiguos que los mexicanos,; entre
los 8,000-10,000 ahos mientras que los encontrados en mesoamérica
tienen una antiguedad de cerca de 7,000 afios (Berglund-Brucher y
Brucher, 1976). Estos datos han generado una gran controversia
sobre el sitio de origen del frijol comén , existiendo varias
teorias al respecto (Gentry, 1969; Kaplan, 1965; Kaplan, 1981;
Delgado et al., 1988; Gepts, 1988). Sobre el frijol ayocote se
creé que el centro de origen estélocalizado en Mxico y el norte
de Guatemala (Kaplan y Kaplan, 1988).

IV.-RHIZOBIUM

Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli es un organismo
sumamente interesante, tanto por su biologia come por su impor-
tancia econémica, ya que es esta bacteria la responsable de la
fijacién de nitrégeno en el frijol, por lo que el estudio
cuidadoso de su ecologla y de su estructura genética, podré
repercutir en un mejor uso agricola de esta asociacion. A
continuacién describiré la informacidén general sobre Rhizobium
asi como los conocimientos que se tienen sobre su ecologla y
genética de poblaciones.
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A)Biologla general y S8istemédtica

"Se considera que los rhizobia son bacilos méviles gram
negativos, con 0.5-0.9 um de ancho y 1.2-3.0 um de largo (Bergey,
1984). Tradicionalmente se clasificaba a una bacteria como
Rhizobium por el sélo hecho de nodular en leguminosas (Vincent,
1980; Elkan, 1981). Actualmente se ha considerado que este grupo
esta formado por dos géneros que difieren en su estructura
celular, requerimientos alimenticios y tiempo de crecimiento. Es-
tos son Rhizobium y Bradyrhizobium . El otro género de la familia
Rhizobiaceae es__ Agrobacterium, que presenta bacterias patdgenas
que producen agallas en las plantas (Elkan, 1981). Estudios
recientes con ARN ribosomal de la fraccién 16S indican que los
rizobios son un grupo polifilético. Rhizobium se encuentra m&s
cerca filogenéticamente de _Agrobacterium que de Bradyrhizobium
quien se encuentra cercamente emparentado con bacterias
fotosintéticas como _Rhodopseudomonas palustri (Young y Jonhston,
1989). Debido a la gran distancia que existe entre Rhizobium y
Bradyrhizobium, bajo la hipétesis de el reloj molecular univer-
sal, se supone que el ancestro comdn de los rizobios capaces de
nodular en leguminosas es anterior al origen de las Angiospermis.
Este hecho, plantea preguntas interesantes sobre el origen la
esta relacién simbiética, asi! como sobre la importancia evolutiva
de la transferencia horizontal en bacterias (Young y Johnston,
1989).

Por otra parte, no todos los Rhizobium nodulan en todas las
leguminosas, sino que existe cierta especificidad de algunos
grupcs de bacterias por algunas leguminosas (Allen y Allen,
1980) . A medida que se fue conociendo m&s a estas bacterias se
observéd que la especificidad a un huesped no era un caracter
taxonémico suficiente por lo que actualmente se clasifica al
género de acuerdo a su patrén de proteinas totales, &cidos
nucléicos y hospederos donde nodulan ( Bergey, 1984).

_ Actualmente se considera la siguiente clasificacién de
Rhizobiacea: Existen tres géneros en este grupo de bacterias, el
primero produce agallas en las plantas y se le denomina
Agrobaterium, los otros dos géneros son capaces de fijar
nitrégeno en los ndédulos de las raices de las leguminosas,  siendo
Rhizobium 1los rhizobia de crecimiento répido, que presentan
colonias de 2 a 4 mm de didmetro despues de incubarlas en medio
PY-agar, produciendo &cido en el medio de cultivo; mientras que
el otro género, denominado Bradyrhizobium es de crecimiento
lento, formando colonias pequeflas de cerca de 1 mm de didmetro
despues de 7 dlas en incubacién en un medio PY-agar al cual
transforman en un medio alcalino. Ambos géneros también se
diferencias en su contenido de guanina-citocina y en su metabo-
lismo energético (Bergey, 1984). Se considera que el género
Rhizobium presenta basicamente 4 especies, segun la leguminosa a
la que son capaces de nodular: R.meliloti gque nodula en
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- Medicadgo, R. loti capaz de nodular en Lotus, R.fredii fija

nitrégeno en soya (Glicine) y R.leguminosarum el cual cuenta con
tres biovares: .___vicea que nodula en chicharo (Pisum) y haba
(Viceae), trifolii que nodula en trebol (Trifolium) y el biovar
phaseoli que nodula en Phaseolus. Dentro del género Bradvhizobium
s6lo se considera una especie bien definida: B.japonicum capaz de
nodular en soya, aunque existe un grupo heterogénec de bacterias
denominadas "cowpea rhizobia" que nodulan en leguminosas sil-
vestres a las cuales se les agrupa en Bradyrhizobium spp.

(Bergey, 1984). :

Sin embargo, como demostraron Pifiero y colaboradores
(1988), esta clasificacién es poco realista, ya que solamente
dentro de 46 aislados de Rhizobium lequminosarum biovar phaseoli
se obtuvo para 15 loci la mayor diversidad genética reportada
para bacterias (H=0.691); ello indica que este es un grupo
sumamente heterodeneo de bacterias todas ellas capaces de nodular
efectivamente en frijol. Por lo gue estos autores sugieren que se
elabore una nueva clasificacién de este género bacterianc basada.
en la variacién del genoma cromosémico y no en caracteristicas
fenotipicas, en especial -aquellas que se encuentran codificadas
en plasmidos, como es el caso de los genes de la nodulacién y la
especificidad en Rhizobjum.

B)Ecologila
1.-Métodos:

El método mds antiguo para conocer el némero de rizobia en
el suelo es la técnica del "nfimero m&s probable". En ella, la
muestra de suelo es diluida, y porcidnes de las diluciones son
aplicadas.a leguminosas. Aquellas plantas que nodulen son mar-
cadas como positivo, con una tabla de nYimeros m&s probables y la
dilucién final con la que se obtuvo un positivo se obtiene la
densidad original en el suelo (Alexander, 1984; Lawson et al.,
1987). Por medio de este método, se ha observado que las den-
sidades de esta bacteria varian desde 10 organismos/g de suelo en
la época de sequia, hasta cién mil bacteroides/g dentro de los
nédulos maduros, siendo la densidad promedio en la rizésfera de
un millén de individuos por gramo de suelo (Alexander, 1984). Sin
embargo, a pesar de la gran importancia agronémica de esta bac-
teria, y a las grandes densidades que puede presentar en las
leguminosas en las que nodula, la ecologia de Rhizobium se en-
cuentra poco desarrollada, debido principalmente a los problemés
técnicos para poder ‘identificar a los individuos. En el caso de
el estudio de poblaciones de Rhizobium se han utilizado numerosos
métodos de identificacién, uno de ellos es la presencia en las
cepas de marcadores genéticos como la resistencia a ciertos
antibiéticos (Bushby, 1981; Hassan et al., 1986), de tal manera
gue se puede seguir el comportamiento de una cepa en especial.
Otro lo constituye el uso de inmunofluorescencia (Schmidt, 1974)
para cuantificar a microorganismos especificos en su medio
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natural. Sin embargo, el método de identificacién de Rhizobium
mas conocido es el de los serotipos, el cual marca a ciertos
antigenos de membrana de las bacterias gue se quiere estudiar
(Brockell y Dudman, 1968; Kaplusta y Rouwenhorst, 1973; Robert y
Schmidt, 1985; Kamicker y Brill, 1986; Lieberman et al., 1986).
La utilizacién de serotipos para la identificacién de individuos
de una sola especie no es muy buena debido a gue se ha demostrado
que los antigenos de membrana pueden estar sujetos a seleccién,
por lo que dentro de un solo serotipo se pueden encontrar
diferentes individuos (Beltran et al., 1988).

El uso de la electroforesis en gel para poder identificar
cepas de Rhigobium y asi conocer su ecologia es muy reciente.
Young et al. (1987) describen la distribucién espacial en la
poblacién y dentro de cada raiz de los 249 nédulos analizadas,
de Rhizobium leguminosarum biovar vicea asociado a 9 plantas de
Pisum sativa en Inglaterra. Estos autores encontraron que la
distribucién de las cepas es heterogénea cuando se consideran
poblaciones de raices primarias y secundarias dentro de una sola
planta y también cuando se comparan poblaciones del nédulo y del
suelo. Asimismo, se demostré que el tamafio de las zona donde se
encuentra cada cepa es pequefio por lo gque se puede predecir que
bacterias relacionadas ocupan nédulos vecinos. Otro estudio es el
realizado por Eardly et al. (1987) donde evaluan el efecto de
variables ambientales en la diversidad de Rhizobium leguminosarum
biovar phaseoli asociado a frijol com?in en 6 sitios en Colombia.
Se encontrd que existen diferentes tolerancias a temperaturas al-
tas y pH criticos entre los diversos electrotipos (ET), siendo
estos factores ambientales m&s importantes que los factores
agronémicos en la determinacién de la variabilidad genética.
Demezas et al. (1988) realizaron un andlisis de la ecclogia de
Rhizobium trifolii en Australia, utilizando simultaneamente
diversas técnicas para. identificar a los individuos y determinar
su estructura genética. Los métodos aplicados en este estudio
fueron: enzimas de restriccién para identificar polimorfismo en
el tamafio de los fragmentos de ADN, hibridizacién de ADN en genes
especificos del cromosoma y del plasmido sym, y electroforesis en
gel para 16 loci diferentes.

2.-Factores que afectan las poblaciones de Rhizobium

Existen una serie de factores biéticos y abiéticos que
pueden afectar las densidades de Rhizobium en el suelo y por
consiguiente alterar el ndmero de nédulos efectivos en las
leguminosas a las que se asocian estas bacterias (Alexander,
1984). El estudio de estos es de gran importancia ecolégica y
agronémica ya que los problemds en la nodulacién efectiva por
bajas densidades de Rhizobium en las etapas tempranas y tardias
del desarrollo de la planta, pueden dar lugar a una gran
reduccién en su productividad (Bushby, 1981).

2.1.~Acidez, Alcalinidad y Salinidad del suelo
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En los suelos tropicales donde la lluvia excede a la
evapotranspiracién, es coméin encontrar suelos &cidos, debido a
que el calcio y el magnesio se pierden por lixiviacién dejando
libre grandes concentraciones de aluminio, manganeso y de iénes
hidrégeno (Jenny, 1980). Se ha demostrado que Bradyrhizobium vy
Rhizobium originarios de éstos sitios son m&s tolerantes a la
acidez que aquellos de origen templado (Mulongoy et al., 1981).
Por ejemplo, en R.leguminosarum biovar viceae asociado a
chicharo; se observé que tanto el desarrollo de Rhizobium como su
capacidad de fijar nitrégeno se ven inhibidos a pH menores de 5.6
(Evans et al., 1980 en Subba Rao, 1984).

Los suelos salinos y alcalinos son comunes en regiones
dridas o semi-aridas, donde el transporte de sales solubles no
ocurre por la falta de lluvia, depositéndose éstas en el suelo
(Webster y Wilson, 1980). Rhizobium presenta un rango amplio de
sensibilidad hacia la salinidad, no se encontré correlacién entre
la habilidad de esta bacteria para tolerar la salinidad y su
sitio de origen (Singleton et al., 1982). La tex-ura del suelo
también puede alterar el efecto de la salinidad sobre Rhizobium,
la sobrevivencia es mayor en aquellos suelos con m&s materia
orgdnica y més arcilla que en los suelos arenosos (Subba Rao,
1984). En el desierto de Sonora se encontrd que la sobrevivencia
de Rhizobium asociado a mesquite (Prosopis spp.) puede ex-
plicarse en términos de su habilidad .para acumular L-glutamato
intracelularmente a altas concentraciones.

2.2.~-Humedad

La falta de humedad es un factor critico para la sobreviven-
cia de Rhizobium (Alexander, 1984). Existen dos etapas de mortan-
dad bacteriana durante la epoca de sequia, la primera ocurre al
principio de la estacién, cuando se pierde el agua del suelo, en
ella la mortandad de Rhizobium es rdpida. En la segunda etapa,
hay un decaimiento mas lento de la poblacién, después de que el
suelo ha alcanzado su estado seco constante (Pefla-Cabriales y
Alexander, 1979). Al probar la tolerancia de diferentes cepas de
Rhizobium se encontré que la densidad poblaciénal caé
aproximadamente dos ordenes de magnitud, en un ciclo de secas. No
se presentaron cepas resistentes a la sequla despues de varios
ciclos de cultivo y de sequia. La existencia de materia organica
no disminuye el efecto de la falta de agua sobre estas bacterias
(Pefia-Cabriales y Alexander, 1979). En otro estudio se encontré
que el porcentaje de sobrevivencia de R.japonicum esta direc-
tamente relacionado con la cantidad de agua que queda en el suelo
durante .1la sequia y con la humedad relativa (Osa-Afiana y
Alexander, 1982) Por otra parte, se observé que Bradyrhizobium
sobrevive mejor a la desecacién en suelos arenosos gque
Rhizobium (Bushby y Marshall, 1%77a).

Las inundaciones son comunes en los trépicos htimedos y semi-
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htmedos. Bajo estas condiciénes también existe un répido
decaimiento en las densidades de Rhizobium al principio de 1la
inundacién, estabiliza&ndose posteriormente las poblaciones (Osa-
Afiana y Alexander, 1982). Debido a que estas bacterias son
aerédbicas, las condiciénes de anaerobiosis que ocurren bajo el
agua, afectan directamente la sobrevivencia. Sin embargo, al-
gunas de ellas, en particular cepas de Bradyrhizobium, son
capaces de utilizar nitrato como aceptor de electrones bajo
anaerobiosis por lo cual sobreviven exitosamente a las inun-
daciones (Zablotowicz et al., 1978) incrementando inclusive sus
densidades (Daniel et a2l., 1982).

2.3.-Temperatura

Las temperaturas mdximas scn mAs altas en las regiones secas
que en las regiones h¥imedas, por lo que a la presién de
sobrevivir a la sequia hay que agregarle el efecto de las altas
temperaturas (Alexander, 1984). Al probar la resistencia de
Rhizobium a las altas temperaturas, se encontré que sélo unas
cuantas cepas sobreviven temperaturas mayores de 38 °C
(Bowen y Kennedy, 1959). Cuando se agregd arcilla a los suelos
arenosos mejoré la sobrevivencia de Rhizobium a las altas tem-

‘peraturas pero no asi la de Bradyrhizobium ( Marshall, 1964). El

aislamiento de varias cepas de Bradyrhizobium, originarias de am-
bientes secos y cdlidos en la sabana africana mostré que todas
ellas eran tolerantes a temperaturas altas (Eaglesham et al.,
1981). Sin embargo, esto mismo no ocurrio con cepas aisladas de
lugares cédlidos y secos en Australia, probablemente porgue en el
sitio de origen las temperaturas son menos extremas (Bowen y
Kenedy, 1959).

También existen problemas de fijacién de nitrégeno, desar-
rollo y nodulacién de Rhizobium a bajas temperaturas; aungque ex-
iste una gran variabilidad en esta respuesta. Subba Rac (1984)
encontré en frijol, que disminuia la fijacién de nitrégeno a tem-
peraturas bajas, aungque éste efecto dependia del tipo de frijol,
existiendo una variedad resistente al frio. Posteriormente, éste
mismo autor encontréd que en esta variedad de frijol resistente si
se produce. la nodulacién y la fijacién de nitrégeno, aunque. ésta
se ve retrasada en comparacién con cultivares de zonas calidas.

2.4.- Factores ambientales combinados.

En el primer estudio donde se observé el efecto combinadec de
diversas variables ambientales como la temperatura y la luz, asi
como niveles diferentes de amonio y nitrato , en la nodulacién de
Vigna sinensis por Bradyrhizobjium, se encontré gue la nodulacién
se ve significativamente afectada por todos. estos factores, exis-
tiendo una condicién éptima para cada variable. La temperatura
también influyé en el peso seco de los nédulos por planta, asi
como el tamafo y la estructura de los mismos (Dart y Mercer,
1965). En un estudio posterior realizado en soya nodulada por
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R.japonicum se observé que tanto la temperatura como la cantidad
de luz afectan el crecimiento, la nodulacién y la fijacién de
nitrédgeno, existiendo un éptimo de 15 a 30 °C de temperatura y un
18% de sombra para obtener los rendimientos més altos de soya
(Trang y Giddens, 1980). Lawson et al. (1987) encontraron que la
densidad de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii es afectada
significativamente de manera positiva por la altura de 1la
vegetacidén y por la radiacién solar, pero no asi por la tem-
peratura, la precipitacién, el tipo de suelo é el potencial
matrico del suelo.

2.5.-Interacciénes biéticas.

Existen factores bidéticos como la competencia y la
depredacién gque afectan las densidades de Rhizobium en la
rizésfera (Alexander, 1984).

La depredacién por parte de protozoarios no tiene un efecto
importante en la poblacién de Rhizobium en el suelo (Alexander,
©1984), ya que al mismo tiempo que los protozoarios atacan a las
bacterias, estas se multiplican a una tasa mas alta compensando
el efecto de los depredadores. Esto mismo ocurre con la muerte de
Rhizobium por bacteriéfagos (Alexander, 1981). Sin embargo, las
grandes densidades de fagos que atacan a Rhizobium observadas en
estudios posteriores, dejan abierta la posibilidad de que 1la
interaccién tenga algtWin impacto sobre la din&mica poblacional de
Rhizobium. Se observéd que éste efecto no altera la abundancia de
ésta bacteria, ya que existe una correlacién positiva entre ambos
organismos, sino que los bacteriéfagos pueden alterar la estruc-
tura genética de la poblacién, al seleccionar variantes resis-
tentes a ellos o promover el intercambio genético (Lawson et
al.,1987).

Por otro lado, la competencia intraespecifica por nodular en
las leguminosas parece ser  importante en la estructura de
poblaciones naturales de Rhizobium (Dowling y Broughton, 1986).
Este efecto cobra importancia en el caso la de introduccién de
cepas comerciales de Rhizobium en sitios donde existen cepas
locales bien adaptadas a su medio. Frecuentemente se ha obser-
vado, gue cuando se inoculan semillas con cepas mejoradas, las
plantas nodulan con cepas locales de Rhizobium menos efectivas
para fijar nitrégeno (Dowling y Broughton, 1986). AYin en el caso
de que durante el primer afio, la inoculacién sea efectiva, estas
cepas comerciales generalmente no persisten en las siguientes es-
taciones (Mc Loughlin et al., 1984 y Meade et al., 1985).

B) Genética de poblaciones
A pesar de que los primeros estudios sobre genética de
poblaciones bacterianas se iniciaron con Milkman en 1970; es

hasta 1985 cuando Young realiza el primer trabajo de genética de
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poblaciones de Rhizobium, a partir de este estudio sélo se han
realizado otras 4 investigaciones al respecto (Young et al.,
1987; Eardly et al., 1987; Demezas et al., 1988 'y Pifiero et al.,
1988) de las cuales se observa que esta bacteria presenta una
diversidad muy alta en poblaciones naturales, asimismo se ob-
serva que las diferenciaciones entre subpoblaciones reportadas
por Young et al (1987) y por Pifiero et al. (1988) son muy bajas y
que los dendrogramas descritos en estos dos estudios presentan
gran heterogeneidad, por lo que se observan distancias méximas
mayores a 0.5. Asimismo, en estos estudios se ha demostrado que
la estructura genética de Rhizobium es clonal.

El poco conocimiento que se tiene sobre la estructura
genética de esta bacteria en condiciones naturales, indica que. es
de suma importancia efectdiar estudios al respecto, sobre todo en
los paises de origen de la interaccién leguminosa=-rizobio.
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OBJETIVOS

Esta tesis se estudia la estructura poblacional de Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli asociado tanto a Phaseolus vulgaris
~como a P.coccineus cultivado y silvestre en 3 localidades de
Morelos. El andlisis de las siguientes preguntas podradn dar una
- idea mas clara de como esta estructurada la poblacién de esta
bacteria ya sea en una parcela cultivada como en un sitio de
frijol silvestre.

¢ Cémo es el ambiente ed&fico en los sitios de estudio? y si
tiene esto alguna relacién con la diversidad y estructura de las
poblaciones de Rhizobium que ahi se encuentran.

¢ Cémo es la abundancia de los aislados de esta bacteria en cada
sitio asociado a frijol comin, en los dos arios de estudio? ¢Cémo
estan distribuidas espacialmente estas cepas, tanto a nivel

poblacional como intraplanta? ¢cuales son sus patrones de diver-
sidad y dominancia? ¢qué similitudes existen entre ambos sitios?

¢ Qué tanta diversidad genética existe en cada sitio y en cada
afio? y ¢cémo estd estructurada ésta diversidad dentro de los
diversos niveles de organizacién?

¢ Cémo se distribuyen las distancias genéticas entre las bac-
terias asociadas a las dos especies de frijol estudiadas ? :Qué
relacién presentan las poblaciones silvestres con las cultivadas?

¢ Cémo cambia la estructura de la poblacién de Rhizobium cuando
esta bacteria se encuentra asociada a dos especies muy emparen-
tadas de frijol: P.vulgaris y PB.coccineus tanto silvestre como
cultivado?

¢ Cémo es la diferenciacién entre subpoblaciones de Rhizobium?
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MATERIAL Y METODO

I.-DESCRIPCION DE LOS SITIOS DE ESTUDIO

Este trabajo se realizé en tres sitios de estudio: el
primero esta ubicado en un rancho en Santiago Tepetlapa, Morelos,
donde se cultiva frijol de mata negro en dos parcelas contiquas;
en &1 se colectaron los nédulos asociados a Phaseolus vulgaris L.
cultivado. El segundo sitio se encuentra en el Km 5.5 de la
carretera de cuota hacia Tepoztlan Morelos; en el se colectaron
los nédulos asociados a Phaseolus vulgaris L. silvestre y a P.
coccineus L. silvestre y cultivado (Figura 1). El tercer sitio se
encuentra en Nepopoalco Morelos, en &l se colectd R.leguminosarum
asociado a P.coccineus L. spp. formosus silvestre.

A) SBitio de cultivo de Phaseclus vulgaris L. cultivado

Santiago Tepetlapa se encuentra a 5 kilémetros del pueblo
de TepoztlAn Morelos (Figura 1), presenta una altitud de 1500
msnm en las coordenadas 99°05’ de longitud y 18°59’ de latitud.
" Presenta una precipitacién promedio anual de 1000 mm, una tem-
peratura media anual de 20°C. En esta regién, el suelo se
clasifica como feozem, siendo el suelo predominante un feczem
haplico, mientras que el suelo secundario se considera feozem
pélico con textura media (DETENAL, 1979). La mayor parte de esta
zona se encuentra cubierta por parcelas cultivadas, mientras que
en los montes cercanos hay selva baja caducifolia. El clima se
clasifica como templado con verano lluvioso y cdlido y con poca
oscilacién de temperatura (Garcla, 1988). En este sitio hay una
temporada de secas que va de mediados de noviembre hasta prin-
cipios de mayo; mientras que la de lluvias es en el verano-otofio
con un pico en septiembre (Garcla, 1988).

La parcela de frijol cultivado se encuentra en el pueblo de
Santiago Tepetlapa Morelos en un rancho propiedad del Sr. Ben-
jamin Shalkwijk. En éste se cultiva frijol de temporal, cacahuate
en ocasiones, aguacate, citricos, alfalfa, calabaza, maiz y
arboles frutales como guayabos, mangos y ciruelos. Existen dos
parcelas (Figura 2 y 3) en terraza donde se cultiva frijol negro
de mata en la época de lluvias, en ambas hay una larga historia
de cultivo de esta leguminosa, encontré&ndose inclusive restos
precolombinos que indican actividad agricola en esta zona
(obs.personal). El1 frijol lo siembran solo y en algunas partes de
la parcela lo siembran junto con maiz. La técnica de siembra es
la tradicional de la zona, la cual implica barbechar el suelo,
hacer los surcos con arado de mula, sembrar a mano las semillas,
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aplicar fertilizante nitrogenado (sulfato de amonio) cuando em-
pieza .la floracién y recolectar las semillas a mano. Se
utilizaron las dos parcelas durante este trabajo, la parcela
grande de aproximadamente 3600 m“, se encuentra en la terraza
inferior (Figura 2), en ella se efectgb la colecta de 1987; y la
parcela mas pequeia de cerca de 600 m“, que se encuentra a 10
metros de la primera en una terraza inmediatamente superior
(Figura 3). Debido a que en verano de 1988 se inundé la parcela
grande, en este afio se decidié colectar en la parcela pequefia, la
cual, por estar mas alta, no se inundé.

B) 8itio de Phaseolus vulgaris L. silvestre y P.coccineus L. sil-
vestre y cultivado en Tepoztlan, Morelos

El sitio de Phaseolus vulgaris L. y P. coccineus L. sil-
vestre se encuentra sobre la carretera de cuota a Tepoztlén en el
km 5.5 en la orilla de un encinar muy perturbado (Figura 4). Este
sitio es un manchén de vegetacidn arbustiva que se encuentra
rodeado por pastizales y vegetacién secundaria._El lugar de
colecta es muy pequefio de aproximadamente 300 m“ , siendo este el
unico sitio donde se encuentra P.vulgaris silvestre en el 4rea
(A. Delgado com. pers). También observamos P._coccineus, y P.
marechalis. As! como otras leguminosas arboreas. Este sitio, a
pesar de gue se encuentra a escasos 4 km en linea recta de San-
tiago Tepetlapa, es diferente a este, en clima, suelos y
vegetacién. El sitio de Phaseolus vulgaris y PB.coccineus L.
spp. formosus silvestre se encuentra a 1850 msnm en las coor-
denadas 99°07’ de longitud y 19° 00’ de latitud, presenta una
precipitacién media anual de 1100 mm, una temperatura media anual
de 19°C, la profundidad del suelo es mayor a los 10 cm, el
drenaje horizontal del suelo es bueno debido a gque la pendiente
es fuerte en esta zona, la cual presenta un suelo predominante de
tipo litosol con un suelo secundario litosol hémico y textura
media (DETENAL, 1979). Se colecté P. coccineus L. spp. coccineus
cultivado a escasos metros del sitio de los frijoles silvestre,
este sitio se caracteriza por estar en la parte alta de una
pequeiia loma donde se extiende una parcela de frijol ayocote cul-
tivado, debido a que el cultivar se encontraba rodeado de alambre
de pfias, se colectaron todas las plantas de P.coccineus gque se
encontraban en la orilla de la parcela, en un bosque de encino.

C) Bitio de P.coccineus L. spp. formosus en Nepopoalco

Se encuentra en el km. 41 de la carretera federal
Xochimilco-Oaxtepec, a una.altitud de 2200 msnm, siendo la
vegetacién dominante la de bosque mixto pino-encino con muchos
elementos de origen tropical en el sotobosque (Bérquez y SaruKhan
1984) . Se colectaron todas las plantas de P.coccineus I,. que se
encontraron en la zona. Este sitio presenta un clima similar al
observado en el sitio de colecta de P. vulgaris silvestre
(Garcia, 1988).
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II1.-COLECTA Y MANEJO DE LAS CEPAS DE Rhizobium

A) Colecta de Rhizobium lequminosarum biovar phaseoli asociado a
frijol cultivado y silvestre.

Para la colecta de Rhizobium asociado a frijol comdén cul-~
tivado, durante 1987; se eligieron al azar 100 plantas de
aproximadamnete un mes de edad (cuando empieza la floracién).
Para cada una de ellas, se tomdé con una pala pequefa, una muestra
del suelo que se encontgaba alrededor de cada planta
(aproximadamente 15 cm“ por planta) y posteriormente, se
cuantificé para cada planta muestreada, el largo, didmetro basal,
ndmero de hojas, de flores y de frutos. De las 100 plantas se ob-
tuvo un solo nédulo por planta, salvo en una planta elegida al
azar donde se extrajeron todos sus nddulos. Durante 1988 se
muestrearon aleatoriamente en la parcela contigua 32 plantas
tomando las mismas mediciénes que el afio anterior; en esta
ocasidn se aislaron todos los ndédulos de cada planta.

En el sitio de Rhizobium asociado a frijol com¥n silvestre,
tanto en 1987 como en 1988, se siguieron los mismos métodos que
para las parcelas de frijol cultivado, pero se muestrearon las
plantas del mismo sitio en ambos afios.

En el caso de las colectas de rizobios asociados a
P.coccineus durante 1988, se muestrearon todos los nédulos
maduros de todas las plantas que se encontraron en cada sitio.

Tanto en las poblaciones silvestres como en las cultivadas,
se mapearon las plantas dentro de cada sitio, y los nédulos
dentro de cada planta.

B)Aislamiento y purificacién de cepas, obtencién de las proteinas
de Rhizobium.

Los nédulos colectados se lavaron con cuidado para extraer
todos los residuos de tierra., Cada uno de ellos se colocd en un
tubo Ependorff de 1.5 ml etiquetado, se le aplicd a cada uno 1 ml
de hipoclorito de sodio al 15% durante 5 minutos, enjuagadndolos
posteriormente 3 veces con agua estéril. Se prepararon cajas de
Petri con medio de cultivo PY (Anexo 1) dejandolas enfriar. Cada
ndédulo fue exprimido con unas pinzas esterilizadas al fuego. Pos-
teriormente, el liquido rosado que sale del nédulo fue estriado
en la caja con medio de cultivo. Las cajas etiquetadas fueron
colocadas en un estufa a 30 °C por 5 dlas (Martinez, 1985).

Una vez crecidas las colonias bacterianas que se presen-
taban en el nédulo, se aisld una de ellas que presentara el color
y forma caracteristicas de Rhizobium, esta fué estriada en una
caja de Petri con medio de cultivo, de tal manera que se pudieran
obtener colonias aisladas. Las cajas etiquetadas fueron incubadas
a 30 °C por 3 dias. Con el propdsito de tener cepas puras se
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repitié este proceso 3 veces.

En el caso del andlisis de diversidad intranédulo, efectuado
con la. colecta de 1987, se extrajeron 100 colonias de Rhizobium
de un nédulo elegidoc al azar y de otros 3 nédulos se aislaron 20
colonias de cada uno para poder tener réplicas; con estas
colonias se repitié el proceso de purificacién mencionado an-
teriormente.

Para cada cepa purificada se tomo una muestra abundante con
un palillo estéril y se resuspendié en 1 ml de glicerol al 50% y
se colocd en un frasco etiquetado, a -70 °C. Esto se hizo con la
finalidad de preservar la cepa para estudios posteriores
(Martinez, 1985).

Ya que se tuvo un cultivo puro de Rhizobium se procedié a
crecerlo en 150 ml de medio de PY liquido (Anexo 1), incubandolo
por un dia a 30 °C con agitacién constante. El1 cultivo crecido
fue centrifugado a 5000 rpm durante 8 minutos, en una centrifuga
ultrardpida SORVALL con rotor S-H4, se desechd el sobrenadante y
el botdén se resuspendid con 3 ml de medio PY liquido. Posterior-
mente, con la finalidad de obtener las proteinas de cada cepa, se
expuso el botén resuspendido a 2 pulsos, de 1 minuto cada uno, de
80 Hz de ultrasonido, utilizando un sonicador BRANSON 250/450.
Las protelnas obtenidas fueron colocadas inmediatamente en el
hielo, utilizando tres tubos epedorff de 1.5 ml previamente
etiquetados para cada cepa. Estas muestras se colocaron pos-
teriormente a -70 grados C, en un refrigerador REVCO.

Para estar seguros de que las cepas aisladas son Rhizobium
lequminosarum biovar phaseoli, se procedié a inocular frijol con
una cepa por electrotipo. Los frijoles inoculados fueron
colocados en frascos con medio nutritivo y agar (ver: Anexo 1),
los frascos con medio fueron previamente esterilizados, mientras
que los frijoles fueron lavados con hipoclorito de sodio al 15% y
enjuagados varias veces con agua estéril; los frijoles inoculados
se dejaron crecer en una camara de germinacién Acon durante un
mes. Adquellas cepas que no indujeron nodulacién en frijol fueron
desechadas de la muestra. final.

III.-ELECTROFORESIS

Se eligieron dos sistemas de buffer (Anexo 1), con base
en el estudio de Pifiero et al (1988), para analizar por medio de
electroforesis 6 enzimas en la colecta de 1987, y posteriormente
9 loci enzimAticos para la colecta de 1988 (Tabla 2).
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TABLA 2

ENZIMAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO

ENZIMAS* SISTEMA** ARO
BUFFER
IDH TRIS PH 8 1987,1988
6-PGD TRIS PH 6 1987,1988
MDH TRIS PH 6 1987,1988.
G-6P TRIS PH 8 1987,1988
HBD TRIS PH 6 1987,1988
PEP TRIS PH 8 1987,1988
XDH TRIS PH 6 1988
EST TRIS PH 8 1988

* tinciones basadas en Selander et al., 1986 (Ver Anexo 1)
*#* el uso de estos buffer esta basado en el estudio de Pifiero et
al (1988).

Se hicieron geles de almidén al 12%, y se siguio la
técnica descrita por Selander et al. (1987) para correr las
muestras y tefir los geles.

A cada cepa se le asighd un electrotipo (ET) de acuerdo al
patrén de bandas que presentd para las enzimas analizadas. Se
corrieron al menos tres electroforesis por cepa para estar
seguros de su ET.

IV.-ANALISIS DE SUELOS

Se tomé una muestra de suelo de la zona que rodeaba la ratz,
para cada planta de donde se extrajeron nédulos. Esta muestra
fue introducida inmediatamente a bolsas de plastico donde se
etiquetaron y sellaron. Las muestras fueron secadas al aire y
pasadas por tamices con malla cada vez mas peduefia hasta llegar a
la malla de 0.5 mm con la finalidad de tener particulas pequeiias
y homogeneas de suelo.

En el laboratorio de Andlisis Quimicos del Centro de
Ecologia UNAM se analizaron estas muestras para determinar su pH,
contenido de fésforo, calcio, nitrégeno total y materia
org&nica. Para este proceso se siguieron las técnicas descritas
por Jackson (1982).

V.-ANALISIS DE DATOS
A)Distribucién espacial

l.-Correlacién entre distancia genética entre 1las cepas que
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nodulan ‘una planta y la distancia espacial que ocupan estos
nédulos dentro de cada planta.

Esta correlacién nos dar& informacién sobre si el suelo
donde se desarrolla una planta es dinamico, suponiendo que si ex-
iste correlacién entre ambas variables el suelo es estdtico ya
que todas las bacterias presentes en una planta estarian
estrechamente emparentadas.

Con este fin se utilizé la prueba no paramétrica de Mantel
(1967 en Manly, 1985). En esta prueba, se comparan dos matrices
simétricas de distancias euclidianas. Este andlisis fue original-
mente. disefiado para detectar aglutinaciones en el tiempo y el
espacio de enfermedades; mas tarde fué propuesto para estudiar la
variacién geografica en poblaciones naturales y mas recien-
temente para analizar seleccién natural en poblaciones (Manly,
1985). La ventaja que presenta este andlisis sobre el de com-
paraciones pareadas es que en este existe independencia entre las
variables de cada matriz (Dietz, 1983).

Se obtuvo la matriz de distancias para la frecuencia alélica
de las cepas por planta y la matriz de las distancias entre
nédulos de esa planta. Para conocer la correlacién entre ambas
matrices. se obtiene el estadistico Z

Z=.2’E‘ijeij
i,
Donde:
mjs=elemento de la matriz de distancias M
eijzelemento de la matriz de distancias E

Z es calculada y comparada con una distribucién de Z que es
obtenida al tomar los elementos de una matriz de manera aleatoria
y comparé&ndolos con la otra matriz. Al repetir este procedimiento
muchas veces, utilizando diferentes ordenes aleatorios de la
matriz en cada ocasién, se obtienen la distribucién de Z
aleatorizada. '

La idea basica de este andlisis es que cuando no existe una
relacién entre las frecuencias alélicas de las cepas con la dis-
tancia de los nédulos, entonces la matriz de distancias de los
nédulos de la planta o de los ET’s sera igual a la matriz
aleatorizada de los nédulos o de los ET’s, por lo que la Z obser-
vada sera tipica de la distribucién z (Manly, 1985).

El programa estadistico que se utilizé para obtener las per-
mutaciénes de las matrices de distancia, fue disefado por Dietz
(1983) y esta compilado en MICROSOFT FORTRAN VER. 4.01, en el se
obtiene el valor del estadistico de Mantel, Spearman y Kendal asli
como la significancia de cada uno de ellos. Se realizaron 4000
permutaciones para comparar la matriz de las cepas con la de los
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nédulos. Se considera un nivel de significancia de 0.05 para la
prueba de Mantel.

2.~Distribucién de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli
dentro de una ralz.

Cuando un ET se presenta ma&s de una ocasién dentro de una
ralz es interesante saber si ésta distribucién se debe al azar o
a que existe un fenémeno de contagio de este ET dentro de la
raiz. Para conocer esto, se utilizé un prueba de "t de student"
modificada (Greig-Smith, 1984), donde la "t" es el resultado de
la divisién del promedio de distancias entre nédulos de ET
diferente menos el promedio de la distancia de nédulos con ET
idéntico sobre el error estandar de la distancia entre nédulos
diferentes.

3.-Relacién entre las frecuencias alélicas de las cepas de una
ralz con los factores del suelo que la rodean y con las variables
de la planta donde se encuentra.

Con la finalidad de conocer la relacién entre las
caracteristicas de las plantas a las que estan asociadas las
cepas y del suelo que se encuentra alrededor de éstas plantas, se
utilizé la prueba no paramétrica de Mantel (1967 en: Manly,
1985). Se obtuvo la matriz de distancias para la frecuencia
alélica de las cepas por planta y las matrices de los pard&metros
estandarizados tanto del suelo como de la planta. Estos se estan-
darizaron de la siguiente manera:

Valor estandarizado= -=~---=-

Donde:
X =Valor promedio del factor a estandarizar
¥s: =Valor del factor para la planta jésima

D?E=desviacién estandar del factor

La idea bé&sica de este andlisis es que cuando no existe una
relacién entre las frecuencias alélicas de las cepas con la
planta o el suelo, entonces la matriz de distancias de la planta
o el suelo serd igual a la matriz aleatorizada de la planta 6 el
suelo, por lo que la Z observada sera tipica de la distribucién 2
(Manly, 1985). '

B)Analis de la diversidad, dominancia y similitud de las cepas de
Rhizobium asociadas a frijol cultivado y silvestre

Como medida de la diversidad ecolégica se utilizé el in-

-verso del indice de Simpson (Begon et al., 1986):
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1/b= 1/3(pi)?

donde.
pi= abundancia proporcional de la cepa 1é51ma.

Para determinar la dominancia de ciertos ET’s en los
diferentes sitios de estudio, se aplicé el indice de Simpson

{Begon et al., 1986):
. b= (pi)?
Donde:

pi= frecuencia de la cepa iésima

Para comparar las diversidades ecolégicas de cada sitio
se ordenaron en un histograma los ET desde el m&s akundante hasta
el de menor abundancia y se realizé una prueba de X° entre los
sitios.

Asimismo se compararon los sitios con el indice de
similitud de Sorensen (Krebs, 1978):

Similitud= —====-==

Donde:
c=ntimero de cepas.comunes a ambos sitios
a, b= nuimero de cepas particulares de cada sitio

C)biversidad genética

La diversidad genética fué analizada a diversos niveles
(intranédulo, intraplanta, poblacién) tanto para Rhizobium
asociado a frijol silvestre como al que nodula en frijol cul-
tivado, Esta puede expresarse de manera separada para cada enzima
(h) o en promedio (H) (Nei, 1978):

h=1—§£x2(n/n—1)
H= Zh /n(loci)

Donde:

x= la frecuencia del alelo iésimo

n= el némero de ET’s.

h= la diversidad genética por loci

H= la media aritmética de h para los diferentes loci. .

Las diversidades genéticas obtenidas para cada afio y para
cada poblacién fueron comparadas por medio de una prueba de "t de
student".
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D)Distancia genética y dendrogramas

Otro pardmetro importante es el de distancia genética (D)
entre los diversos ET. Existen muchas fermas estadisticas de cb-
tener indices para distancias genéticas (ver Nei, 1987). Aqui se
utilizé es la sugerida por Selander et al (1986):

2(num. de loci con alelos diferentes )
No. alelos i + No. alelos j

Donde:
alelos iésimo y jésimo, presentan diferentes movilidades
electroferotipicas.

A partir de la matriz de distancias genéticas, se pueden
usar numerosos métodos estadisticos que nos ayudan a determinar
el parentesco genético entre los ET (ver Nei, 1987); estos in-
cluyen componentes principales, coordenadas principales y
"an&lisis de conglomerados". Dentro de este #ltimo grupo de
métodos destaca el UPGMA ("un weighted pair-group method with
aritmetric mean"), el cual fué desarrollado inicialmente por
Sokal y Michener (1958 en: Nel, 1986). Por medio de simulaciones
donde se utilizaban datos moleculares (sustitucién de
nucledtidos) se demostrd que cuando las distancias genéticas es-
timadas estan sujetas a errores estocdsticos grandes, el UPGMA es
mejor que los otros métodos para obtener el &rbol filogenético
m&s cercano a 1 &rbol real (Tateno et al., 1982; Nei et al.,
1983).

E) Diferenciacién entre subpoblacione de Rhizobium leguminosarum
biovar phaseoli asociado a frijol cultivado y silvestre en
Morelos

Se determiné la diferenciacién entre subpoblaciones (Gst)
(Young et al., 1987) de Rhizobium asociado a frijol comdn y a
frijol ayocote, tanto silvestre como cultivados durante 1988.

Donde:

Ht=diversidad genética total

Hs=promedio de la diversidad genética de las subpoblaciones a
comparar
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RESULTADOS

I.-ECOLOGIA
A) Andlisis de suelos

En 1988 se obtuvieron muestras de suelos para los dos sitios
de Phaseolus vulgaris L., silvestre y cultivado, los resultados
de los analisis de suelo se muestran en las tablas 3 y 4 respec-
tivamente.

TABLA 3

ANALISIS DE SUELO PARA EL SITIO DE Phaseolus vulgaris SILVESTRE
DURANTE 1988

MUESTRA % HUMEDAD pH $MATERIA  CALCIO NITROGENO FOSFORO
ORGANICA  (PPM) TOTAL (PPM) (PPM)
1 20.81 6.32 17.59 26.98 14993 2120
2 34.40 5.90 16.56 33.72 13273 1605
3 23.90 5.85 6.90 42.71 9408 2103
4 31.50 5.85 18.28 30.35 13273 1585
5 28.20 6.05 8.26 21.36 8548 2078
6 37.80 6.00 14.14 46.08 11985 2078
7 19.80 6.20 8.97 28.01 8118 2070
8 27.40 5.95 9.32 26.98 8118 2063
9 28.20 6.15 20.35 24.73 11555 2575
10 31.25 6.00 18.24 25.46 10265 5626
11 30.00 6.25 15.18 24.73 12885 2038
12 29.57 5.98 18.36 23.98 10958 1987
13 26.12 5.92 22.77 51.15 12786 2057
14 32.60 5.98 15.18 24.73 12145 1478
15 27.45 6.14 17.25 19.11 11125 1468
16 24.54 5.94 12.42 17.89 16280 1458
17 31.20 5.98 22.08 16.86 10265 1445
18 34.68 6.08 20.70 37.09 12415 1435
19 9.09 6.12 22.08 22.08 10695 1415
20 35.65 5.89 13.80 39,34 16280 1405
21 28.40 6.11 10.35 25.98 14133 1498
22 24.80 6.09 10.35 40.46 12415 1383
23 23,60 6.00 13.80 41.59 7688 1393
PROMEDIO  26.97 6.05 14.96 27.57 11674 1687
+/-D.E 6.9 0.13 4.77 1.73 2496 343
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TABLA 4

ANALISIS DE SUELO PARA EL SITIO DE Phaseolus vulgaris CULTIVADO,
DURANTE 1988

MUESTRA $HUMEDAD PH $MATERIA CALCIO - NITROGENO FOSFORO

ORGANICA  (PPM) TOTAL ( PPM) (PPM)
1 14.31 5.10 1.65 113.36 895 3567
2 27.90 5.30 1.41 156.96 901 3663
3 16.70 5.26 1.79 191.84 1069 3377
4 25.00 5.45 1.98 122.08 816 3667
5 21.70 6.10 1.31 139.52 900 3572
6 31.10 5.80 1.90 130.80 815 3573
7 13.30 5.61 1.33 148.24 899 3671
8 20.90 5.70 1.23 122.08 561 3379
9 21.70 6.01 1.52 139.52 1237 3183
10 23.50 5.40 1.50 174.40 983 3281
11 7.45 5.36 1.16 130.80 998 3579
12 19.62 5.78 1.85 104.64 1067 3480
13 26.10 5.83 1.37 104.64 982 3681
14 20.95 5.26 1.43 139.52 985 3482
15 18.10 5.36 1.46 148.24 982 3483
16 24.70 5.47 1.26 156.96 897 3585
17 28.18 5.90 1.12 148.24 1601 4195
18 2.59 5.21 1.34 130.80 1081 2874
19 29.15 5.60 1.18 139.52 1661 4202
20 21.90 5.80 2.04 139.52 1130 3898
21 18.30 5.46 1.56 235.44 725 354
22 17.10 5.34 1.90 104.64 980 3696
23 20.95 5.16 1.39 139.52 895 3697
24 19.62 5.26 1.42 130.80 894 3596
25 23.89 5.98 1.56 132.56 987 3698
26 31.10 5.50 1.73 130.97 876 3358
27 28.18 5.60 1.24 165.68 1064 3493
28 20.90 5.70 1.87 113.36 893 3599
29 16.90 5.40 1.45 174.40 1074 3599
30 19.62 5.90 1.75 156.96 1135 3602
PROMEDIO 20.84 5.53 1.52 140.14 996 3469
+/-D.E 6.40 0.26 0.23 38.0 214 620
t ENTRE 1.13N.S 8.66*% .10.2% 13.09%* 19.10% 9.83%
SITIOS +silv  +silv +cult +silv +cult

+silv:existe mayor cantidad en el sitio silvestre.
+cult:exite mayor cantidad en el sitio cultivado.
*p > 0.005

N.S. no significativo
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Por medio de una prueba de "t" se encontré (Tabla 5) que,
en el sitio de frijol cultivado hubo menos materia orgénica y
menos hitrégeno total que el sitio de frijol silvestre. Asimismo,
en la parcela cultivada hubo en promedio mads calcio y. mas
fésforo que el sitio de frijol silvestre. También se observé que
el pH fué mas &cido en el sitio de frijol cultivado.

B) Descripcisn de la abundancia de las diversas cepas de
Rhizobium en los sitios de estudio.

1.~Frijol comdn cultivado

Durante 1987 se aislaron un total 299 cepas de Rhizobium
lequminosarum biovar phaseoli asociadas a frijol com®n
cultivado: 51 de plantas diferentes, 28 cepas dentro de una
planta y 220 intrandédulo. En la tabla 5 se presentan los
electrotipos por enzima aislados a partir de las cepas colectadas
durante 1987. Dentro de estas cepas sélo dos electrotipos (ET)
se presentaron mds de 5 veces, representando estos cerca del 59%
de todas las cepas, mientras el 19.3% de las cepas se presentaron
solamente una vez (Tabla 6).

En 1988 se obtuvieron 198 cepas de R. leguminosarum biovar
phaseoli a partir de 385 nédulos de 32 plantas de P. vulgaris
cultivado. De estas, 180 cepas presentaron actividad en 9 loci
enzimadticos. Estas cepas se aglutinaron en 66 ET’s diferentes
(Tabla 7). E1 51.3% de los ET se presentaron 5 veces o més,
mientras que el 15.8 % de las cepas se presentaron una séla vez.
Dentro de estos ET, 7 son comunes a la colecta de 1987. Los 3 ET
mds comunes de 1988 fueron también abundantes en 1987 (Tabla 8)

2.~-Frijol comdtn silvestre

Para el ano de 1987 en la poblacién de. frijol silvestre se
obtuvieron solamente 16 cepas de nédulos diferentes, 12 de plan-
tas diferentes y 4 dentro de una planta, asi como 220 colonias
intranédulo. En este afio sélo se obtuvieron 3 ET’s diferentes
(Tabla 9) en toda la poblacidn siendo el ET 3 el maAs abundante
(56%) (Tabla 10).

Durante 1988 se muestrearon 42 plantas de Phaseolus_vulgaris
silvestre de las cuales 22 presentaron nédulos; de estas se ob-
tuvieron 123 nédulos; de los .cuales se lograron aislar 33 cepas
de Rhizobium lequminosarum biovar phaseoli que se aglutinan
en 8 ET’s (Tabla 9). Dentro de estos, uno de ellos es comén al
cultivar de 1988 y otro representa por si sélo el 63.6% de la
poblacién (Tabla 10).

3.-Frijol ayocote silvestre y cultivado

Durante 1988, en la poblacién de P._coccineus L. spp.
coccineus cultivado de Tepoztladn se muestrearon 6 plantas
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obteniéndose 15 cepas que se agruparon en 4 ET. En la poblacién
de P.coccineus spp. formosus L. silvestre de Tepoztlan se ex-
trajeron 8 plantas de las que se aislaron 15 cepas que se agrupan
en 10 ET, mientras que en el sitio de P.coccineus L. spp. for-
mosus de Nepopoalco se analizaron 9 plantas de las que se
purificaron 20 cepas que se agrupan en 17 ET (Tabla 11). Dentro
de las cepas asociadas a frijol ayocote cultivado, se observa que
los dos ET m&s abundantes son comunes a los ET encontrados en la
parcela cultivada de P.vulgaris (Tabla 8). En la Tabla 12 se
muestra la distribucién de la abundancia de los ET observados en
los sitios de frijol ayocote silvestre.

TABLA 5 °

ELECTROTIPOS POR ENZIMA PARA_ Rhizobium leguminosarum biovar
phaseoli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris CULTIVADO EN SANTIAGO
TEPETLAPA, MORELOS, EN 1987

ENZIMAS ET PLANTAS EN

IDH 6PG MDH G6P HBD PEP LAS QUE NODULARON

1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 1.0 4 42

1.0 2.0 0.5 -~ 1.0 1.0 5 58

1.0 3.0 0.5 1.0 1.0 1.0 6 80

1.0 2.5 1.0 1.0 1.0 2.0 7 60,29

1.0 2.5 1.0 1.0 1.0 3.0 8 24,47

1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 1.5 9 52

1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 2.0 10 19,18,32,26,
43,91,89

1.5 2.5 1.0 1.0 1.0 3.0 11 97

1.0.1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 12 88,73,92,6,56,53,
5,74,82,49,64,9,50

3.0 4.0 1.0 1.0 3.0 - 13 68

3.0 3.0 1.0-1.0 1.0 1.0 14 15

1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 15 35

3.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 16 62

1.5 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 17 75

1.0 3.0 1.0 3.0 1.0 2.0 18 67

1.0 2.5 1.0 .3.0 1.0 2.0 19 66,11,59,39

1.0 3.0 2.0 2.0 1.0 2.0 .20 87

1.0 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 21 37

1.0 2.5 3.0 2.0 1.0 1.0 22 30,81,65

1.0 1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 23 54

1.0 1.5 1.0 2.0 1.0 - 24 28,1

1.0 2.5 1.0 1.0 1.0 -~ 25 34
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continuacién de la tabla 5

ENZIMAS ET PLANTAS EN
IDH 6PG MDH G6P HBD PEP LAS QUE NODULARON
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 3.0 26 31
1.0 4.0 1.0 1.0 1.0 1.0 27 2
1.0 4.0 1.0 3.0 1.0 - 28 2
1.0 4.0 1.0 4.0 1.0 - 30 2
1.0 2.5 1.0 4.0 1.5 - 32 2
1.0 1.0 1.0 1.0 3.0 - 33 2
3.0 4.0 1.0 1.0 1.0 - 34 2

TABLA 6
ABUNDANCIA DE LOS ELECTROTIPOS MRS COMUNES DE Rhizobium

lequminosarum biovar phaseoli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris
CULTIVADO EN 1987.

ET NUMERO DE CEPAS PORCENTAJE EN LA POBLACION
15 1 1.2
12 13 23.5
10 18 35.2
13 2 2.4
8 2 2.4
22 3 3.6
26 1 1.2
9 2 2.4
19 4 7.8
TOTAL 46 79.7
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1,5,6,8,12,13
15,23,25,26,30
1,2,6,8,9,11,12,
14,19,23,25,30
2,9,13
2,3,7,8,19,23
2,21,27,29,30
2,21
2,14,18,22,29
2,12,19a,23,
24,25,28,29

2

PLANTAS EN LAS
2

QUE MODULAN

ET
15a
15b
26
39
40
41
10a
12
42
43
44

0 2.0 1.0
0 3.0 1.0

ENZIMAS
IDH 6PG MDH G6P HBD PEP XDH EST1 EST2

EN 19a8s8.

.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0

01.0 2.0 1.0 2
.01.0 2.0 1.0 2

1.0 1.0 3.0 1.0 2.0 2.0 1.0 1.0
1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 3.0 1.0 1.0

.0 3.
0 2

phaseocli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris CULTIVADO EN SANTIAGO
1.0 1.01.01.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0

ELECTROTIPOS POR ENZIMA PARA Rhizobium le uminosarum BIOVAR

1.0 3.0 1.0 3.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0
1.0 3.0 3.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.

1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 1.0 1.0
1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0

1.0 1.0 4.0 1.0 1.0 3.0 0.5

TABLA 7
TEPETLAPA,
1

1.

0000
« s s e

1111
0000

1

1.0 2.0 1.0 2.0 1.0.2.0 1.0

3,8,11,23,29
6

7

4

7,12
6,12,24,30
7,14

50
51

00000000
11111111

212131

N
[ e N ]

16,19
10
7,13

6
21
7

56
52
80
57
74
18
58

000000

. .
111111
000000

000000
232222

CoOOoOMoo

coocoo

2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0

0 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0

o o s s
[ e B N B |
[=NeNoNeNo Nl

.0

D
L B B B B B I |

0050000

2112233
0000000

1111111111111

59 9,21,30
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continuacién Tabla 7

QUE MODULAN -

PLANTAS EN LAS

ET

ENZIMAS
IDH 6PG MDH G6P HBD PEP XDH EST1 EST2

12,14,19a,22,
23,28,29

6
7

60
64

1.0 1.0 3.0 1.0 1.0
1.0 2.0 1.0 1.0°1.0

1.0 3.0 1.0 2.0
1.0 1.0 1.0 2.0

14,25

14
6,16

15
15
7,9

1.0'1.0 55
68 14
65 18
19
66
104

2.0 2.0 1.0 1.0.1.0
1.0 1.0

0 0

0 0

1
.0 2 .
1.0 2.0 3.0 3.0 1.0

1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

(oo

.0 3.01.0 1.0 1.0 2.0

11,12
15
15

69
70
61
62
71
72

(=N =]
o
000
131
[=NeNe
NN
[Nl =]
NeAQ
[=N=No)
i
[=N=Ne
NN
[=N=No}
o
000
112

0000

0.5 1.0 2.0 1.0 1.0 2.0 3.0 1.0
.01.0 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 1.0

1

05

201111

.O 1.0 2.0 1.0 2.

11,23
21
16
16
6,16
21
19
19
14
21
21
22

63
82
73
75
10e .
81

(=]
-
0
1
(=]
~
(=]

0

0
.0
0
1.0

1.0 2.0 1.0 2.01.0 1.0 1.0 3.0 3.0

A -
(=N oo
o e v e
[=Nelolo]
Ne N
[=N=Nole)
NN N -
[= NN o)
A
[=N=NeNe)
NA N
00000
11111
00000
521221
(o NeNeNoNeNo]
A -

1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.

76
77

2.0 2.01.01.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0

1.0 1.0 2.0 2.0 1.0

67
78

2.0 1.0 1.0

22,24
23
23
23
25
26
27
28

86
87%*

88 .
89
90
91

79
83
84
85

00000000000
11111111111
COO0O0O0OO0O0OO0OOO
B T R R e
00000000000
22212222111
ONOCO0OO0OO0OO0OO0OOOO0
1011217M1_7MZl
OCO0O0QOOO0OINOCOOO
AHAINNO M-
OCOO0OQ0O0OO0OO0OO0OO0O0OO0O
12221212137w
[eNeNoNoloNoNoloNoNoNe]
111-.11._111111
50000000000
01151211252
00000000000
11111111111

* Cepas que no nodularon en presencia de Phaseolus vulgaris
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TABLA 8

ABUNDANCIA DE LOS ELECTROTIPOS MAS COMUNES DE Rhizobium
legquminosarum biovar phaseoli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris Y
A P.coccineus coccineus CULTIVADO EN 1988.
P.vulgaris P.coccineus
ET NUMERO % ET NUMERO %
DE CEPAS POBLACION DE CEPAS POBLACION

NOWORE AR WN

ONNDWB DO

C Electrotipos comunes a los dos afios de estudio.

V Electrotipos comunes a P.vulgaris cultivado

* Debido a que en la colecta de 1987 sélo se usaron 6 loci y en
1988 se utilizaron 9, existen varios ET’s de 1988 diferentes
dentro de un ET de 1987.

** El1 resto de los ET se presentan menos de 5 veces, por lo que
se 'consideran poco abundantes.

TABLA 9

ELECTROTIPOS POR ENZIMA PARA Rhizobium legquminogarum BIOVAR
phaseoli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris SILVESTRE EN TEPOZTLAN, EN
1987 Y 1988,

ENZIMAS ET PLANTAS EN ILAS
IDH 6PG MDH G&6P HBD QUE NODULARON
2.01.0 1.0 2.0 1.0 1 17,4,13
2.0 1.0 1.0 2.0 2.0 2 5,6,9,11,12
2,0 2.0 1.0 2.0 1.0 3 13,14,16, 17,18,20,22,23
24,25

continuacién tabla 9
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ELECTROTIPO POR ENZIMA PARA 1988

ENZIMAS PLANTAS EN LAS
IDH 6-PGD MDH G-6P HBD PEP XDH EST1 EST2 ET QUE NODULARPON
1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 92 2,3,4,6,13,

14,16,18,22

1.0 2.0 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 82* 8,9,22
1.0 5.0 1.0 1,0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 93 7,13
1.0 4.0 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 94 9
| 1.0 4.0 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 95 6,13
| 1.0 2.0 1.0 3.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 96 12,18
| 1.0 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 1.0 1.0 97 14
1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 0.5 2.0 1.0 1.0 928 16

TABLA 10

ABUNDANCIA DE ELECTROTIPOS DE Rhizobium lequminosarum BIOVAR
phaseoli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris SILVESTRE .

ELECTROTIPOS DE 1988 ELECTROTIPOS DE 1987
ET NUMERO % ET .- NUMERO " - %
DE CEPAS POBLACION DE CEPAS . POBLACION
1988 , 1987

92 21 63.6 1 2 12.5

82 4 12,.1% 2 5 31.2

93 2 6.06 3 9 56.2

94 2 6.06

95 1 3.03

96 1 3.03

97 1 3.03

98 1 3.03
TOTAL 33 100 16 100
* Electrotipo com?in a R.lequminosarum asociado a frijol cul-
tivado

TABLA 11
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EN TREE LOCALIDADES DEL

ELECTROTIPOS POR ENZIMA PARA Rhizobium lequminosarum BIOVAR

phaseoli ASOCIADO A Phaseolus coccineus

ESTADO DE MORELOS

PLANTA EN LA

ET

ENZTMA
IDH 6PG MDG G6P HBD PEP XDH EST1 EST2

QUE NODULAN

cultivado

coccineus

Sitio de P.

1,5,7,8,2,4,3
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2
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TABLA 12

ABUNDANCIA DE ELECTROTIPOS DE Rhizobium leguminosarum BIOVAR
phaseoli ASOCIADO A Phasaolus coccineus spp. formosus SILVESTRE
EN DOS SITIOS DE MORELOS.

SITIO DE TEPOZTLAN SITIO DE NEPOPOALCO
ET NUMERO % ET NUMERO %
.DE CEPAS POBLACION DE CEPAS POBLACION

102 1 6.6 112 1 5
103 5 33.3 113 1 5
104 1 6.6 114 1 5
105 2 13.3 115 1 5
106 1 6.6 116 1 5
107 1 6.6 117 1 5
108 1 6.6 118 1 5
109 1 6.6 119 1 5
110 1 6.6 4% 1 5
111 1 6.6 120 2 10
121 1 5

122 1 5

123 2 10

124 2 10

125 1 5

50%* 1 5

52% 1 5

TOTAL 15 100 20 100

- - o G o 90 o s S s G o e e o R e o T e D S ) T S R R A ks ! e e o e Lt o ot 2 e

C) Distribucién espacial de Rhizobium asociado a P.vulgaris cul-
tivado y silvestre.

En las plantas de frijol comdin se realizaron dos pruebas
distintas; la primera determina si el suelo que rodea a las
ralces dinamico y la segunda analiza el contagio entre los
ndédulos vecinos.

Para cada planta de frijol cultivado de 1988 con 8 o mas
nédulos se compararon la distancia espacial entre los nédulos con
las distancias genéticas obtenidas por medio del dendrograma de
Nei, con este fin se utilizé la prueba de Mantel, observéndose
s6lo un caso con una correlacién positiva significativa entre
ambas variables (Tabla 13). En los casos donde habila dos o mé&s
cepas iguales dentro de una railz se analizé si éstas se en-
contraban agregadas o distribuidas al azar, por medio de una
prueba de "t" modificada. En varias ocasiones éstas se presentan
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de manera significativamente agregada (Tabla 14).
TABLA 13

RELACION ENTRE LAS DISTANCIAS GENETICAS DE Rhizobium
legquminogarum BIOVAR phaseoli Y DISTANCIA ESPACIAL DE LOS
NODULOS DENTRO DE UNA RAIZ DE Phaseolus wvulgaris CULTIVADO
(1988)

PLANTA VALORES DE SIGNIFICANCIA PARA LAS PRUEBAS DE

SPEARMAN MANTEL KENDAL
2 0.001 0.001 0.001
3 0.745 0.756 0.642
6 0.234 0.143 0.272
7 0.654 0.388 0.728
8 0.426 0.553 0.365
12 0.445 0.420 0.630
14 0.987 0.997 0.963
19 0.907 0.878 0.909
21 0.277 0.200 0.330
30 0.951 0.959 0.917
TABLA 14

RAICES DE pPhaseolus vulgaris CULTIVADO CUYOS NODULOS PRESENTAN
ET’8 AGREGADOS DE R. leguminosarum biovar phaseoli (1988)

PLANTA ET b A GRADOS SIGNIFICANCIA

DE LIBERTAD

2 10 5.16 7 P<0.001

26 3.59 7 P<0.01
6 15 2.45 7 P<0.05
8 10’/ 2.72 11 P<0.05
12 157 7.69 9 P<0.001
23 39 6.31 | 10 . P<0.001

64 4.70 10 P<0.01

157 -2.82 10 P<0.02
30 15 3.42 8 P<0.01

A nivel poblacional se exploré nuevamente por medio de la
prueba de Mantel la correlacién entre las cepas de cada planta
con el medio ambiente donde se encontraban se consideraron los
paramétros de la planta como la altura, el di&metro,el ndmero de
hojas, de flores y de frutos, as! como los nutrientes del suelo
que rodean a la raiz. Se observéd que la matriz de distancias
genéticas de las cepags aisladas por planta no se correlacionan de
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manera significativa con la matriz de distancias para los valores
estandarizados de ninguno de los parametros considerados. Por
otro lado, la matriz del suelo se encontrd significativamente
correlacionada con la matriz de las plantas (Tabla 15).

TABLA 15

ANALISIS DE MANTEL ENTRE LA DISTANCIA GENETICA DE LAS CEPAS DE R.
legquminosarum CON LOS VALORES ESTANDARIZADOS DE LA PLANTA DONDE
NODULAN Y DEL SUELO DONDE SE ENCUENTRAN (en la parcela de frijol
comdén cultivado durante 1988)

ANALISIS CEPA PLANTA SUELO
SPEARMAN - 0.801 0.933
CEPA MANTEL 0.108 0.256
KENDALL 0.745 0.970
SPEARMAN : - 0.046%*
PLANTA MANTEL 0.050%*
KENDALL 0.013%*

D)Patrones de diversidad, dominancia y similitud en Rhizobium
asociado a frijol cultivado y silvestre en Morelos

Debido a que se ha reportado que Rhizobium presenta tasas de
recombinacién muy bajas en el campo, que indican una estructura
clonal (Young, 1985; Young et al., 1987; Pifiero et al., 1988),
para poder comparar los sitios de estudio se utilizaron indices
que normalmente se utilizan para cuantificar la diversidad de
especies dentro de las comunidades biolégicas. En este estudio se
encontré que en el sitio de frijol comdin cultivado existe una
diversidad mayor y una menor dominancia que en el sitio de
P.vulgaris silvestre (Tabla 16). Mientras que en el caso de las
porlaciones asociadas a P.coccineus ocurre lo contrario, ya que
el sitio menos diverso es el de frijol ayocote cultivado y el més
diverso es el de frijol ayocote silvestre de Nepopoalco (Tabla
16) .
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TABLA 16

ANALISIS COMPARATIVO DE LA DIVERSIDAD ECOLOGICA ¥ LA DOMINANCIA
EN LAS POBLACIONES DE Rhizobium ESTUDIADAS DURANTE 1988.
INDICE . POBLACION DE Phaseolus
CULTIVADA SILVESTRE
vulgaris coccineus vulgaris coccineus(T)_coccineus(N)

SIMPSON 0.035 0.62 0.431 0.16 0.06
1/SIMPSON 28.12 1.60 2.31 6.08 16.02

Si comparamos las distribuciones ge los electrotipos para
cada sitio por medio de una prueba de X se encontré gue las
poblaciénes asociadas al frijol com?in son significativamente dis-
tintas entre si y con todas las demAs poblaciones (Tabla 17),
mientras que los tres poblaciones asociadas al frijol ayocote
presentan distribuciones muy semejantes de su diversidad.

TABLA 17

DIFERENCIAS ENTRE LAS DISTRIBUCIONES DE LA DIVERSIDAD EN LAS
POBLACIONES DE Rhizobium ESTUDIADAS DURANTE 1988

CULTIVADAS SILVESTRES

VULG cocc. VULG. COCC.(T) COCC. (N)
CULTI VULG. -~ 10465.9 9094.8  14563.2  13756.9
VADA cocc. <0.005 - 15.1 13.5 14.2
SIL VULG. <0.005 <0.05 . - 20.7 25.3
VES COCC.(T) <0.005 <0.1 N.S. <0.05 - - 12.5
TRE COCC.(N) <0.005 <0.1 N.S. <0.05 0.7 N.S -

VULG. =P.vulgaris

COCC. =P.coccineus

(T) =sitio de Tepoztlan

(N) =sitio de Nepopoalco

N.S. =no significativo

la diagonal superior presenta los valores de X2 mientras que la
diagonal inferior presenta los valores de significancia.

‘Asimismo se observé que entre las 2 poblaciones asociadas a
frijol comdn existe una similitud de 0.027 ya que comparten una
cepa, mientras que las 3 poblaciones asociadas a frijol ayocote
no comparten ninguna cepa entre si (similitud de 0). Las dos
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0.028 a pesar de gque se trata de dos especies diferentes de
frijol.

II.-GENETICA DE POBLACIONES

A) Diversidad genética en los diferentes niveles de organizacién
de_Rhizobium lequminosarum biovar phaseoli asociado a P.vulgaris

1) Intranédulo

En 1987 se encontrd un sélo electrotipo de Rhizobium
leguminosarum biovar phaseoli por nédulo tanto de P,vulgaris
cultivado como de silvestre, por lo gue un nédulo representa muy
poco de la diversidad total del sitio.

2) Intraplanta

A partir de los datos electroforéticos obtenidos durante
1988 (Tablas 5, 7 y 9) se observd que la mayor parte de las
raices tienen una H menor a la poblacional tanto en rizobios
asociados a frijol comfn cultivado como a frijol comén silvestre
(Figuras 5 y 6). Si consideramos qué porcentaje de la diversidad
genética total representada en los nodulos de una planta promedio
de frijol comuh cultivado encontramos que ésta es del 72%
mientras que en una planta de frijol comuh silvestre es del 33%,
siendo por lo tanto la jerarquizacién de la diversidad masg fuerte
es la poblacién de P.vulgaris silvestre.

3) Poblacional

La diversidad genética observada en las dos poblaciones de
Rhizobium asociadas a P.vulgaris difiere de un afio a otro. En la
poblacién cultivada un afio representa el 74% de la diversidad to-
tal del sitio, mientras que en el sitio silvestre un afo repre-
senta sélo el 56% de la variacién total del sitio,

Por otra parte, todos los loci estudiados fueron
polimérficos. En Rhizobium asociado a frijol comdn cultivado 1la
diversidad genética por locus va desde 0.727 en la enzima 6-PGD
hasta 0.01 en la EST2 (Tabla 18).
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TABLA 18

DIVERSIDAD GENETICA POR LOCUS PARA LOS ELECTROTIPOS DE Rhizobium
lequminosarum BIOVAR phaseoli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris
CULTIVADO EN SANTIAGO TEPETLAPA, MORELCEZ; DURANTE 1987 'Y 1988

ENZIMA FRECUENCIAS ALELICAS h h
1. 2 3 4 5 6 1988 1987

IDH 0.955 0.043 0.01 0.08 0.496
(0.74) (0.19) (0.05)

$-PGD 0.343 0.331 0.121 0.07 0.015 0.015 0.747 0.761
(0.43) (0.03) (0.37) (0.13) (0.019)

MDH 0.957 0.015 0.015 0.015 0.08 0.370
(0.03) (0.84) (0.04) (0.08)

G-6PD 0.409 0.469 0.07 0.03 0.606 0.610
(0.22) (0.45) (0.32)

HBD 0.842 0.075 0.04 0.015 0.015 0.727 0.218
(0.98) (0.02)

PEP 0.409 0.363 0,121 0.107 0.671 0.540
(0.05) (0.11) (0.72) (0.11)

XDH 0.717 0.181 0.093 0.015 0.492 -

EST1 0.867 0.015 . 0.121 0.243 -

EST2 0.984 0.015 0.02 -

PROMEDIO 0.407 0.499

t de student 5.06 N.S.

( ) frecuencia alélica de 1987.
N.S. no .significativo

En 1988 se encontré una diversidad por ET de 0.407 (tabla 18)
la cual es menor a la obtenida por ET durante 1987 (H=0.499),
aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa
(p>0.05). Si consideramos durante 1988 sélo las 6 enzimas
utilizadas durante 1987, encontramos que la H se incrementa a
0.485, que es muy similar (p >0.1) al promedio encontrado en
1987.

Con los datos de las tablas 5 y 7 se construyeron los
dendrogramas que nos indican las relaciénes genéticas entre or-
ganismos. En é&ste dendrograma (Figura 7) los ET exclusivos a la
colecta de 1988 forman 5 grupos bastante heterogéneos entre si,
siendo uno de ellos bastante parecido a los ET exclusivos a 1987.
Asimismo, los ET comunes a los dos anos de estudio se encuentran
insertados en medio de los exclusivos de 1988, al igual que al-
gunos ET’s exclusivos de 1987. Dos de los electrotipos (49 y 85)
no nodularon. En la Tabla 19 se observa dque la diversidad
genética por ET, para la poblacién de Rhizobium asociado a frijol
silvestre (datos electroforéticos en la tabla 39) es menor dque
la encontrada en la poblacién asociada a frijol comdn cultivado
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asimismo, se observaron solamente 3 loci polimérficos en las 9
enzimas analizadas

TABLA 19

DIVERSIDAD GENETICA POR LOCUS PARA ELECTROTIPCS DE Rhizobium
lequminosarum BIOVAR phaseoli ASOCIADO A Phaseolus vulgaris SIL~
VESTRE EN TEPOZTLAN MORELOS DURANTE 1%87 Y 1988.

ENZIMA FRECUENCIAS ALELICAS ‘h h
1 2 3 4 5 1988 1987
IDH 1 0 0
(1) _
6-PGD 0.250 0.376 0.257 0.121 0.70 0.66
(0.36) (0.63)
MDH 1 0 0
(1)
G-6FPD 0.624 0.251 0.125 0.48 0
(1)
HBD 1 0 0.42
(0.79) (0.21)
PEP 0.875 0.125 0.11 -
XDH 1 0 -
EST1 1 0 -
EST2 1 0 -
PROMEDIO 0.118 0.216
t de student 8.56%*

( ) frecuencia alélica en 1987
* p<0.05

La diversidad de los ET asociados a frijol silvestre es de
0.118 durante 1988 mientras gque durante 1987 fué de 0.21,siendo
esta diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo, si
se considera para la muestra de 1988 solamente las 5 enzimas
analizadas durante 1987, se encuentra que la H por ET se in-
crementa a 0.23, siendo los diferencias estadisticas en este caso
no significativas (t=2.21 p>0.1).

Las cepas asociadas a frijol silvestre forman un grupo
natural que se encuentra a una distancia de 0.38 con respecto a
un grupo de cepas asociadas a frijol cultivado de la colecta de
1988, mientras que el resto de 1las otras cepas asociadas a P.
vulgaris cultivado se encuentran a una distancia genética mayor
de 0.43 (Figura 8). Las cepas asociadas a frijol cultivado de los
dos anos de estudio forman un grupo relativamente homogéneo con
una distancia m&xima de 0.32, existiendo un grupo de cepas ob-
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distancia de 0.442. Asimismo existe un peguefio grupo de bac-
terias asociadas a frijol cultivado de 1988 que se encuentra muy
distante de todo lo demds- (0.56 de distancia méxima).

En la tabla 20 se observa la diversidad genética para
las tres poblaciones asociadas a P.coccineus, donde se encuentra
que. la poblacién cultivada es muy poco diversa (H=0.05), presen-
tando sélo 3 loci polimérficos. La poblacién silvestre de
Tepoztlan es un poco mas diversa y la 511vestre de Nepopoalco es
la de mayor diversidad genética.

TABLA 20

DIVERSIDAD GENETICA POR ENZIMA EN Rhizobium leguminosarum BIOVAR
Ehaseoli-ASOCIADO A P.cocgcineus EN 3 SITIOS DEL ESTADO DE MORELOS

ENZIMA FRECUENCIA ALELICA H SITIO
1 2 3 4

IDH 1 0 Tepoztlan cultivado

6PG 0.84 0.16 0.25

MDH 1 0

G6P 0.94 0.05 0.05

HBD 1 0

PEP 0.84 0.16 0.25

XDH 1 0

EST1 1 0

EST2 1 0

TOTAL 0.058

IDH 0.93 0.07 0.07 Tepoztldn silvestre

6PG 0.33 0.60 0.07 0.49

MDH - 1 : 0

G6P 0.93 0.07 0.07

HBD 0.73 0.27 0.35

PEP 0.07 0.86 0.20

XDH 0.80 0.13 0.07 0.29

EST1 0.86 0.14 0.19

EST2 1 0

TOTAL 0.185
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ENZIMA FRECUENCIA ALELICA H SITIO
1 2 3 4 :
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IDH 0.%90 0.10 0.13 Nepopoalco silvestre

6PG 0.45 0.20 0.05 0.05 0.74
MDH 0.75 0.10 0.10 0.05 ' 0.39
G6P 0.53 0.30 0.17 0.62
HBD 0.35 0.30 0.25 0.72
PEP 0.05 0.70 0.25 0.43
XDH 1 0
EST1 1 0
EST2 1 0
TOTAL 0.335

_ A partir de datos . electroforéticos de las bacterias que
nodulan en frijol ayocote y en frijol comén (Tablas 5, 7, 9 y 11)
se obtuvo la matriz de distancias para todas las cepas de R.
leguminosarum biovar phaseoli aisladas en Morelos, tanto en
P.vulgaris como en P.coccineus cultivado y silvestre; con ellas
se construyd un dendrograma de Nei (Figura 9). En este
dendrograma se observa una estructura similar a la de la figura 8
donde las cepas asociadas a P.vulgaris silvestre forman un grupo
homogéneo que se encuentra relacionado con un grupo de cepas
asociadas a frijol cultivado de la colecta de 1988, asimismo, la
" mayor parte de las cepas asociadas a P.vulgaris cultivado de los
dos anos de estudio y las cepas.obtenidas de P.coccinheus cul-
tivado forman un grupo relativamente homogéneo con una distancia
ma&xima de 0.35. Mientras que las cepas aisladas de P.coccineus
silvestre tanto de Tepoztlan como de Nepopoalco forman dos grupos
aislados con ninguna cepa comtin entre P.vulgaris silvestre de
Tepoztlan y P.coccineus silvestre del mismo sitio. La mayor parte
de los aislados (los 2 ET mAs abundantes) obtenidos de
P.coccineus cultivado de Tepoztlan son idénticos a los obtenidos
en P.vulgaris cultivado.

C) Diferenciacién entre subpoblaciones de Rhizobium asociado a
frijol en Morelos.

La diferenciacién entre las subpoblaciones observada en este
estudio se muestra en la tabla 21. Las Gst obtenidas son bastante
altas en las diferentes subpoblaciones de rizobio asociado a
frijol cultivado y silvestre, tanto para P.vulgaris como para
P.coccineus. Esta tambien es alta entre las diversas sub-
poblaciones silvestres, lo cual corrobora la estructura en el
dendrograma (Figura 9) donde se observa que las tres sub-
poblaciones silvestres se encuentran muy separadas entre si y
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aisladas de la mayor parte de las cepas cultivadas. Asimismo
existe muy poca diferenciacién entre el total de las cepas
asociadas a P.vulgaris.

TABLA 21

DIFERENCIACION ENTﬁE SUBPOBLACIONES DE Rhizobium ASBOCIADO A
Phaseolus SILVESTRE Y CULTIVADO EN MORELOS

SUBPOBLACIONES Gst
P.vulgaris cultivado/silvestre ’ " 0.40
P.vulgaris/P.coccineus cultivado 0.89
P.coccineus cultivado/silvestre (Tepoztlan) : 0.59
P.coccineus silvestre Tepoztlan/Nepopoalco 0.20
P.vulgaris/P.coccineus silvestre Tepoztlan 0.50
total P.vulgaris 0.03

total P.coccineus ) ; 0.35




DISCUSION

- I.-ECOLOGIA

A)Descripeion de la abundacia de las cepas de Rhigobium en los
sitios de estudio

E1 hecho de encontrar electrotipos comunes a los dos afios de
estudio en el sitio de frijol com¥in, sugiere que estas cepas
comunes lograron sobrevivir a la temporada de sequia y que la
estructura de la poblacién se mantiene, ya que los electrotipos
mas abundantes de 1987 siguen predominando al afo siguiente. En
E._coli se observé gue se pueden distinguir dos tipos de cepas,
las residentes, las cuales son abundantes y permanecen por
periodos largos de tiempo y las transitorias las cuales tienen
frecuencias bajas y sélo se presentan por dias o semanas,
desapareciendo posteriormente (Caugant et al., 1981). En este es-
tudio se podria pensar gue los electrotipos comunes a los dos
afios son residentes de este campo de cultivo, mientras que las
otras cepas tipicas de 1987 aparentemente son transitorias. La
poblacién de P.coccineus cultivado tiene una estructura total-
mente diferente, donde dos cepas comunes al cultivar de frijol
coméin representan el 86.6% de la poblacién, esto probablemente
refleja una situacién de empobrecimiento de la diversidad del
sitio ya que sélo se observan 4 ET diferentes, de los cuales la
mayor parte pertenecen a cultivos tipicos de P.vulgaris.

Por otra parte, en el sitio de P.vulgaris silvestre la
estructura parece ser muy diferente a la del sitio cultivado ya
que en cada afio un ET distinto es el m&s frecuente. Adem#ds el no
encontrar ningun ET comtin en los dos arfios de estudio, sugiere. que
las condiciones ambientales a las que se ven sujetas las cepas de
Rhizobium son severas en-el sitio silvestre, ya que la temporada
de secas es muy larga y esto puede disminuir en gran medida la
probabilidad de sobrevivencia de un afio a otro, aunque es posible
de que algunas cepas puedan sobrevivir a éstas condiciones al
mantenerse en grumos de suelo que permanecen hdimedos a¥in en epoca
de sequia (Alexander, 1984). Asimismo, es necesario muestrear a
la poblacién de rizobios no simbiéticos que permanecen en el
suelo, ya que estos podrian representar una fuente importante de
Rhizobium capaz de nodular durante la temporada siguiente, al ad-
quirir estos el pléasmido simbiético por transferencia horizontal
(Segovia com.pers.).

El hecho de encontrar, durante 1988, un ET comén al cultivo
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Rhizobium por viento (Alexander, 1984), ya que ambos sitios se
encuentran a aproximadamente 6 km en linea recta. En otras bac-
terias se ha observado que existen mecanismos eficientes de
dispersién, tanto por viento como a través de sus hospederos. Por’
ejemplo, la presencia de una misma clona de E._coli en dos con-
tinentes diferentes, sugiere una dispersién eficiente por medio
del hospedero (Selander et al., 1987). Por otra parte, en la
poblacidn asociada a P.coccineus de Nepopoalco se encuentran 3 ET
comunes al sitio de P.vulgaris cultivado, lo cual tal vez indique
procesos de dispersidn entre estos dos sitios. Esto no ocurre en
el sitio de Tepoztlan, donde a pesar de que en €l se muestrearon
3 poblaciones diferentes, ninguna de ellas comparte ningun
electrotipo lo cual tal vez indique procesos de especificidad muy
estrictos que separan a los rizobia asociados a P. vulgaris sil-
vestre de los de P.cocineus silvestre y estas dos poblaciones se
bargo, la hipdtesis de la especificidad es necesaria probarla
posteriormente de manera experimental.

En la poblacion asociada a P.coccineus silvestre de
Nepopoalco se observé una estructura bastante homogénea, ya que
en ellas cada ET representa una proporcién similar dentro de la
poblacién. Mientras gue en el sitio de frijol ayocote silvestre
de Tepoztldn se observa el caso del ET 103 que representé 1/3 de
la poblacién de rizobios, mientras que los demds ET estuvieron
distribuidos de manera bastante equitativa.

B) Distribucien espacial de Rhigzobium leguminosarum biovar
phaseoli asociade a frijol comun silvestre y cultivado

El hecho de que la prueba de Mantel mostrara que de todas
las plantas analizadas sélo una planta de Phaseolus vulgaris cul-
tivado presenté correlacién positiva entre la distancia genética
de las cepas dentro de una ralz y la distancia espacial entre
nddulos, indica que el suelo de la parcela cultivada se comporta
en general de manera dindmica, por lo que los nédulos se van for-
mado a partir de las cepas que se encuentran distribuidas m&s o
menos al azar alrededor de la rizésfera. Este efecto prob-
ablemente se deba a que las practicas de cultivo tienden a
homogenizar al suelo con la ayuda del arado, por lo que las bac-
terias se distribuyen a lo largo de todo el campo de cultivo.

Por otra parte, él problema es mé&s complejo, ya gue se
observé que dentro de una rafz es comén encontrar cepas gque
tienen una distribucién agregada. En la ralz entonces puede exis-
tir contagio de una cepa hacia varios nédulos cercanos en el
momento de la formacién de estos. Esto mismo cbservaron Young et
al. (1987) en rizobio asociado a chicharo, donde existe también
una fuerte probabilidad de contagio por la misma cepa en los
nddulos vecinos. El1 fendémeno de agregacién es comdin en enfer-
medades producidas por microorganismos en el hombre, donde unos
cuantos individuos presentan altas densidades de microparédsitos y
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estos los transmiten de manera contagiosa a las personas que se
encuentran. cerca de ellas (Anderson, 1982).

A nivel poblacional se observd que las cepas de Rhizobium no
se encuentran correlacionadas con el ambiente que las rodea, al
menos al nivel que se evaluaron los parametros del suelo y de 1la
planta. Esto se puede deber entre otras cosas a que el nivel de
percepcién del ambiente por parte de los rizobios es a nivel mas
microscépico, por lo que tal vez habria que medir los factores
fisicoquinicos de la rizésfera y las diferencias entre las
raices. '

C) Patrones de diversidad ecolsgica y dominancia en 5 sitios de
Rhizobium durante 1988 .

El sitio de frijol comdn cultivado presentdé una diversidad
mayor y una menor dominancia que en el sitio de frijol comdn sil-
vestre, mientras que en las poblaciones de Rhizobium asociado a
frijol ayocote ocurrié lo contrario, el sitio menos diverso que
el cultivado y el mads diverso es el silvestre de Nepopoalco. Se
ha reportado que las practicas tradicionales de cultivo generan
una mayor diversidad de especies asociadas al cultivar, esto se
observé en un estudio comparativo, efectuado en el desierto de
Sonora entre una comtinidad agricola de los: indios Papagos y un
sitio similar silvestre. Lo contrario ocurre en sitios donde se
aplican métodos agricolas modernos (Nabhan et al., 1982). En
cuanto a estudios comparativos entre bacterias silvestres y su
contraparte asociada al hombre no existen datos que hablen de la
diversidad ecolégica y la dominancia. Estas observaciones tal vez
pueden indicar que la parcela cultivada de frijol comén es mé&s
diversa ecolégicamente debido a que el hombre a través de la
practica agricola tradicional enriquece la diversidad de especies
asociadas al cultivar. Sin embargo esto no explica el por que de
la baja diversidad del sitio del frijol ayocote cultivado. Por lo
que serla necesario estudiar ma&s sitios silvestres y compararlos
con sitios de frijol cultivado.

Por otra parte, las diferencias tan notables entre los dos
sitios de P.vulgaris se pueden deber en parte a que se trata de
dos sitios sumamente diferentes edaficamente, ya qu: mientras que
el sitio de frijol cultivado presenta las condiciones de
nutrientes éptimas para el desarrollo de Rhizobium, en el sitio
silvestre las condiciones de nodulacién pueden ser dificiles
debido a la falta de calcio y al exceso de nitrégeno. Por ejemplo
se ha reportado que el comportamiento de Bradyrhizobium japonicum
varia a lo largo de en un gradiente altitudinal, ya que la tem-
peratura del sitio afecta en el ndmero de nédulos y peso de estos
a lo largo del gradiente (George et al., 1987). Por lo que a las
diferencias en el suelo en ambos sitios podemos agregarle que el
sitio de frijol ‘silvestre es mas alto que el de frijol cultivado.
Todo esto podria indicar que la parcela de frijol comdn cultivado
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es més diversa y no presenta dominancia debido a que las con-
diciones ambientales en este sitio son buenas para el desarrollo
de Rhizobium . En el sitio de frijol comdn silvestre, aparen-
temente, las condiciones son dificiles para esta bacteria por 1lo
que encontramos una comunidad empobrecida donde una cepa
dominante y bien adaptada a las condiciones ambientales puede
ocupar la mayor parte de los sitios de nodulacién. El hecho de
considerar a Tepoztlé&n como un sitio pobre para el desarrollo de
Rhizobium tambien puede explicar en parte la baja diversidad del

- sitio de ayocote cultivado, ya que la diversidad de las tres

poblaciones que se encuentran en Tepoztldn son las de menor
diversidad ecolégica y las de mayor dominancia.

Por otra parte, el encontrar una dominancia tan pequeria en
la parcela cultivada puede ser importante desde el punto de
vista de la reintroduccién de cepas mejoradas. Estudios an-
teriores elaborados con Rhizobium suponian que existen algunas
cepas dominantes m&s competitivas en los campos de c¢ultivo, por
lo que ocuparian la mayor parte de los sitios de nodulacién
(Brockell y Dudman, 1968; Kalusta y Rouwenhorst, 1973; Robert y
Schmidt, 1985; Kamicker y Brill, 1986; Lieberman et al., 1986).
Por otra parte, otros autores enfatizan la importancia de los es-
tudios ecolégicos antes de reintroducir organismos manipulados
por el hombre, ya que el conocer la ecologia de los organismos
"silvestres" en sus ambientes naturales promueve una mayor efec-
tividad y evita problemas potenciales generados por los organis-
mos que han sido sujetos a la ingenieria genética (Tiedje et
al., 1989).

Los resultados obtenidos en éste trabajo podrian sugerir
estrategias de reintroduccién de cepas con una mayor cpacidad de
nodular y de fijar nitrégeno. Debido a que el sitio de frijol
comtin cultivado no presenta dominancia, una posiblilidad de
inoculacién exitosa de Rhizobium seria el liberar bacterias muy
competitivas obtenidas de otro sitio con caracteristicas ambien-
tales y edadficas similares. Esto permitiria tener plantas de
frijol con alta productividad y valor alimenticio sin el uso de
fertilizantes nitrogenados, los cuales son caros y contaminantes.

II.- GENETICA DE POBLACIONES

"A) Diversidad genetica en diferentes niveles de 6rganizacion para

Rhizobium legquminosarum biovar phaseoli en Morelos.

En algunas leguminosas se ha reportado una incidencia desde
un 15% hasta un 25% de ndédulos ocupados por mas de un serotipo
(Demezas y Bottomley, 1986). Sin embargo, se considera que en
general los nédulos se encuentran ocupados por una sola cepa de
Rhizobium (Hudges y Vincent, 1980). Esto fue confirmado en este
estudio ya que el 100% de las cepas de un nédulo correspondieron
a una sola clona, tanto en la poblacién de P.vulgaris silvestre
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como en la cultivada.

El fendémeno de la jerarquizacién de la diversidad genética
fué analizado anteriormente en otras bacterias, en E. coli la
diversidad genética encontrada en nifios es mas baja (0.44) pero
similar a la observada para el total de la poblacién _
(0.47) (Selander y Levin, 1980). Young et al. (1987) observaron
con electroforesis de tres enzimas polimérficas que en Rhizobium-:
leguminosarum biovar vicea asociado a chicharo en Inglaterra,
una gran diferenciacién entre los nédulos que se encuentran en la
raiz principal y los de las raices laterales, la poblacién de
rizobia de cada planta es muy diversa (H=0.57), representando una
planta casi la totalidad de la diversidad de la poblacién
(H=0.59). Esto indica que la jerarquizacién de la diversidad es
muy baja tanto en E. coli como en R. leguminosarum biovar vicea.
Mientras que en éste estudio, Rhizobium asociado tanto a frijol
cultivado como a silvestre presenta una jerarquizacién clara de
la diversidad genética en los diferentes niveles de estudio.

Si consideramos. que los rizobios son clonales, entonces,
cada ET podria llamarse un "gamodemo" (poblacién aislada
reproductivamente) dentro de una "comunidad" de rizobios. Pielou
"(1975) sugiere que la diversidad entre niveles jerarquicos no
debe de determinarse por la riqueza de especies sino por 1la
diversidad de gamodemos. Los ecosistemas presentan numerosos
ejemplos de la jerarquizacién entre los niveles de organizacion
(Begon et la., 1986) por lo que parece que este es un fenémeno
comdn en la naturaleza.

Por otra parte, a diversidad. genética por ET no varia sig-
nificativamente de un afo a otro (p >0.1) a pesar de que las
diversidades por enzima si varian. Esto indica que estructura de
la poblacién cambia de un afio a otro aunque la diversidad
genética promedio se mantenga similar. Esto mismo fue observado
por Young et al. (1987) con R. lequminosarum biovar vicea en dos
sitios que tienen diversidades genéticas similares. Los resul-
tados presentados en ésta tesis réfuerzan la idea de Selander et
al.(1987) de que existe clonalidad en las poblaciones bac-
terianas, ya que aquellas cepas observadas en ambos afios de es-
tudio se mantuvieron sin cambios alélicos, por lo que podemos
suponer que no existe la recombinacién genética que altere esta
combinacién especifica de genes. Mientras que a nivel
poblacional, el cambio en las frecuencias alélicas, de un afio al
otro, probablemente se debe a la aparicién de cepas nuevas tran-
sitorias.

Mientras que la diversidad observada por Pifiero et al
(1988), en Rhizobium legquminosarum biovar phaseoli entre 46 ETS
de todo el mundo para 15 enzimas metabélicas fué de 0.691, la en-
contrada en este estudio es menor (H=0.40). Sin embargo hay que
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contrada en este estudio es menor (H=0.40). Sin embargo hay dque
resaltar gue esta es un coleccidn de 66 ET’'s dentro de un soclo
sitio cultivado. Al comparar la diversidad reportada en este
trabajo con la de otras bacterias (Tabla 22), se corrobora que
Rhizobium  leguminosarum biovar _phaseoli es un grupo de bacterias
muy diverso geneticamente a¥@in cuando comparamos esta especie con
otros géneros bacterianos (Tabla 23).

TABLA 22

DIVERSIDAD GENETICA DE DIVERSOS GRUPOS DE ORGANISHMOS

GRUPO DE - TAMARO DE H : AUTORES
ORGANISMOS MUESTRA*

BACTERIAS 19 0.261 ver tabla 23
INSECTOS 123 0.081 Nevo (1978)
VERTEBRADOS 184 0.041 Nevo (1978)
DICOTILEDONEAS 40 0.052 Nevo (1978)
CONIFERAS 20 0.207 Nevo (1978)
Rhizobium spp 4*% , 0.432 ver tabla 23

* ESPECIES DIFERENTES DENTRO DE CADA GRUPO
**INCLUYE A LOS TRES BIOVARES DE R.leguminosarum Y A R. meliloti

TABLA 23

LA DIVERSIDAD GENETICA POR ELECTROTIPC EN BACTERIAS ESTUDIADAS
POR METODOS DE ELECTROFORESIS EN GEL.

ESPECIE DIVERSIDAD No DE ILOCI AUTORES

H CEPAS
Escherichia coli 0.39 550 20 Caugant et al., 1981

0.428 3609 35 Selander et al,.1987
Shigella bonydii 0.289 24 12 Selander et al., 1987
Shigella dysenteriae 0.25 10 12 " -om
Shigella flexneri 0.174 51 12 " "
Shigella sonneij 0.0 . 38 12 " "
Heamophilus influenzae 0.467 2209 17 Musser et al., 1988
H._pleuropneumoniea 0.428 135 15 Musser et al., 1987
Legionella pneumophila 0.312 292 22 Selander et al.,1985
Frankia spp. 0.78 40 7 Gardes et al., 1987
B. bronchiseptica 0.248 303 15  Musser et al., 1987
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continuacién tabla 23
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ESPECIE " DIVERSIDAD No DE LOCI AUTORES
H " CEPAS
Salmonella choleraesuig 0.165 85 23 Beltran et al., 1988
Salmonella derby 0.258 349 23 " "
Salmonella dublin 0.101 115 23 " "
Salmonella enteritidis 0.176 257 23 " "
Salmonella heidelberg 0.092 204 23 " "
Salmonella infantis 0.152 o113 23 " "
Salmonella newport 0.149 105 23 " "
Salmonella typhimurium 0.114 299 23 " "
Rhizobium * 0.5 252 3 Young 1985
R.leguminosarum
(biovar viceae) 0.465 249 3 Young et al., 1987
(biovar phaseoli) 0.691 51 15 Pinero et al., 1988

R.lequminosarum
(biovar phaseoli)
asociado a P.vulgaris

cultivado 1988 0.407 .189 9 este estudio

silvestre 1988 0.118 33 9 " "
asociado a P.coccineus

cultivado 1988 0.058 15 9 este estudio
silvestre Tepoztlan 0.185 15 9 " "
silvestre Nepopoalco -0.335 20 9 " "

* Esta coleccién incluye a g.méliloti Yy R.leguminosarum biovar
phaseoli,vicea y trifolii
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Por otra parte, en el dendrograma que se obtuvo de los dos
afilos de estudio en el sitio de P.vulgaris cultivado,se observa
que la mayoria de los electrotipos exclusivos de 1987 forman un
grupo relativamente aislado, este fenémeno indica que el muestreo
de un afio a otro no es aleatorio, esto se puede deber a la
estructura clonal de las poblaciones de esta bacteria, y a que la
mayoria de las cepas de un ano se considerarian transitorias,
como se ha demostrado que se comportan las poblaciones de E.coli
en el intestino humano (Caughant et al., 1984). Otro hecho inter-
esante es que los ET comunes a los dos arios de estudio, estan
insertados en medio de los exclusivos de 1988 junto con algunos
de los ET exclusivos de 1987, lo cual indica que ambas parcelas
estan colonizadas por el mismo grupo de bacterias, asi como que
existe un grupo mis heterogeneo de cepas de 1987 que es
geneticamente similar a las cepas de 1988, y es dentro de estas
bacterias gque se encuentran las cepas residentes capaces de
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resistir la epoca de sequia. Asimismo se observa un pequeiic grupo
de cepas .que son muy diferentes al resto de la poblacién ya que
se encuentran a una distancia genética mayor de 0.5, estas bac-
terias son Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli ya que son
capaces de nodular efectivamente en frijol, sin embargo la dis-
tancia genética a la que se encuentran nos indica la gran
heterogeneidad genética de este biovar bacteriano y de los
problemas taxonémicos que este presenta (Pifiero et al., 1989).

Si comparamos a este Arbol de relacidnes genéticas con los
reportados para otras bacterias, encontramos que esta muestra de
rizobio es bastante heterogénea ya que la distancia ma&xima es
similar a la reportada para otras bacterias heterogéneas como
Haemophilus influenzae (Musser et al., 1988), H.pleuropneumoniae
(Musser et al., 1987a) Bordetella brochiseptica (Musser et al.,
1987b) y Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli (Pifiero et al.,
1988). Todos ellos con una distancia genética m&xima mayor a 0.5.
Por otra parte, existen varias de las especies bacterianas que
presentan dendrogramas ma&s homogéneos, con distancias genéticas
mAximas por abajo de 0.45 como es el caso de E. coli (Selander et
al.,1987) Legionella pneumophila (Selander et al., 1985) y Sal-
monella spp (Beltran et al., 1988).

Los electrotipos 49 y 85 no nodularon, posiblemente porque
estas cepas perdieron posteriormente al pldsmido sym, que es
donde se encuentran codificados los genes de la nodulacién y la’
fijacién de nitrégeno en Rhizobium (Flores et al., 1988). El
hecho de que se encuentren dentro de los ctimulos de rizobia
capaces de nodular, desecha la hipétesis de que se trate de bac-
terias de otro género. Se ha reportado con anterioridad la ines-
tabilidad del plasmido sym en algunas cepas de Rhizobium
leguminosarum biovar _phaseoli (Flores et al., 1988), por lo gue
. aguellas cepas que originalmente eran capaces de nodular al
frijol pueden perder esta caracteristica al ser manejados bajo
condiciones de laboratorio.

En la poblacién de rizobia asociados a frijol comdn sil-
vestre, se encontrd que la diversidad por ET es de 0.118 para
1988 y de 0.216 para 1987. En cuanto a estudios comparativos
entre bacterias silvestres y su contraparte asociada al hombre
solo existe un estudio con lLegionella pneumophila aislada de
hospitales y de ambientes naturales (Selander et al. 1985), sin
embargo, se presentaron algunos problemas de nuestréo en éste
trabajo ya que para las bacterias "cultivadas" que fueron ais-
ladas de hospitales de todo el mundo se tiene un tamafo de
muestra grande (170 cepas), de la muestra ambiental sélo se
tienen 23 cepas, de las cuales tres se consideran de otra
especie. En ese estudio se encontré que la diversidad genética es
muy similar en ambos sitios.

La teoria sobre la domesticacién de las plantas indica que
al cultivar a una planta el hombre busca homogenizar tanto a la
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planta como al suelo a través de la seleccién artificial y a las
practicas de cultivo (Ford-Loyd y Jackson, 1986). Por lo que
esperariamos que un medio homogéneo se traduzca en una diversidad
baja de rizobia. El sitio de frijol silvestre presenta una mayor
heterogenidad de ambientes, por lo que se esperaria una mayor
diversidad de rizobia generada por la colonizacién de nichos
heterogéneos. Se ha demostrado que la heterogeneidad ambiental
incrementa la posibilidad de coexistencia de especies similares,
que en un ambiente homogeneo no podrian coexistir debido a la
competencia entre ellas (Hanski, 1981). Sin embargo, como las
condiciones del suelo no son las dptimas para el desarrollo de
Rhizobium en el sitio de frijol silvestre, esto podria tener un
efecto negativo sobre las poblaciones de esta bacteria reduciendo
su diversidad genética.

Se observd que la diversidad genética de las tres
poblaciones de rizobios asociados a P. coccineus presenta un
patrén diferente al que se encontré en las dos poblaciones
asociadas a P.vulgaris ya que la poblacién de Nepopoalco es la
mas diversa (H=0.32), mientras que las dos poblaciones de
Tepoztlan, tanto la cultivada (H=0.05) como la de frljol ayocote
silvestre (H=0.20) son bastante pobres.

El hecho de que el sitio de Tepoztlan presente tan baja
diversidad genética, tanto en las bacterias asociadas a frijoles
silvestres como a cultivados de ambas especies sugiere que por
alguna razén este sitio es pobre para las bacterias. Los andlisis
de suelos efectuados en el sitio de P. vulgaris silvestre, el
cual se encuentra a escasos metros de los sitios de colecta de P.
coccineus de Tepoztlan, demuestran que en efecto existen can-
tidades de calcio muy por abajo de lo que reguiere esta bacteria
para nodular (Kijne et al., 1988) asi como un exceso de nitrégeno
total el cual también inhibe a la nodulacién (Dart y Mercer,
1965). Por lo que las bacterias que aislamos a partir de los
nbédulos de frijol silvestre de las dos especies probablemente,
han sido seleccidnadas para sobrevivir y nodular bajo estas
dificiles condiciones ambientales, mientras que la bajisima
diversidad genética observada en el sitio de P.coccineus cul-
tivado en Tepoztlan se podria deber a que estas bacterias
“"tipicamente cultivadas" no han pasado por el proceso adaptativo
que les permita nodular adecuadamente en frijol. Este hecho
tendria que ser demostrado mas ampliamente por medio del an&lisis
de mas sitios de Rhizobium tanto asociados a frijol silvestre
como a frijol cultivado.

Un hecho interesante es que en el dendrograma de. los
rizobios asociado a Phaseolus vulgaris silvestre y cultivado se
observa claramente que las cepas gque nodulan en frijol silvestre
son un grupo natural bien diferenciado emparentado con un grupo
de cepas asociadas a frijol cultivado de la colecta de 1988, am-
bos grupos se encuentran claramente separados del resto de las
cepas asociadas a frijol cultivado de los dos anos de estudio.
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Dentro del grupo de cepas asociadas a P.vulgaris cultivado se en-
cuentran las cepas tipicas de 1987, las cuales continuan formando
un grupo aparte de las cepas tipicas de 1988, sin embargo estos
dos grupos se encuentran mAs emparentados entre si que las cepas
asociadas a frijol cultivado similares a las asociadas a frijol
silvestre. Esto sugiere que en el campo de cultivo existen a
grandes rasgos, dos tipos de cepas: aquellas derivadas de
Rhizobium silvestre de la regién del Tepozteco, a las cuales las
podemos denominar como cepas locales y las cepas genéticamente
separadas de .las silvestres, a estas las podemos llamar cepas
colonizadoras ya que probablemente se encuentren en la parcela de
cultivo debido a que el hombre transporta semillas de frijol de
un lado a otro del pais, aportando de esta forma nuevas cepas de
Rhizobium legquminosarum biovar phaseoli al campo de cultivo.
Este mismo hecho tal vez podria explicar la presencia del grupo
de cepas con una distancia genética mayor a 0.5, ya que estas
pudieron provenir, junto con las semillas, de lugares lejanos con
suelos muy diferentes a los del centro de la Reptiblica Mexicana.
Sin embargo, estas son hipétesis que requieren de un muestreo ex-
tensivo en el pals para poder ser demostradas. Otra posibilidad
es que las cepas que presentan distancias geneticas mayores a 0.5
sedn bacterias ajenas a este biovar las cuales adquirieron el
plasmido sym por transferencia horizontal, Para comprobar ésta
hipétesis se requiere la secuenciacién tanto del cromosoma como
del plésmldo de unas cepas "“tipicas" y compararlas con las
secuencias de las cepas distantes.

Al realizar el dendrograma para las 5 subpoblaciones de
Rhizobium legquminosarum biovar phaseoli en el estado de Morelos
se observa que Rhizobium asociado a Phaseolus vulgaris sil-
vestre sigue siendo un grupo natural que solo esta emparentado a
las cepas locales asociadas a P.vulgaris cultivado. Por otra
parte, las cepas asociados a P.coccineus silvestre de
Nepopoalco,. forman otro grupo aislado al igual que las cepas
asocladas a P.coccineus silvestre de Tepoztléan; siendo ambos
grupos muy diferentes genéticamente a las cepas asociadas a
P.vulgaris tanto silvestre como cultivado. Mientras que las cepas
asociadas a frijol comdn cultivado de los dos afios de estudio
forman un grupo heterogéneo en el cual se mezclan las bacterias
que nodulan en P._coccineus cultivado con las que nodulan en
P.vulgaris cultivado, existiendo inclusive 2 ET‘s comunes en los
dos sitios (los cuales representan mas del 86% de la poblacién de
P.coccineus cultivado). Esto confirma la idea expuesta anterior-
mente de que este sitio de frijol ayocote cultivado es muy poco
diverso debido a que presenta cepas "tipicamente cultivadas" que
no han pasado por el largo proceso de adaptacién a este sitio
pobre en nutrientes.

Por otra parte, el grupo de cepas asociadas a frijol comdén
cultivado que presentaban una gran distancia genética con
respecto a las demds cepas, ahora se encuentra mas emparentado
con las cepas asocliadas a P.coccineus silvestre de Nepopoalco que
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con las cepas que nodulan en P.vulgaris, lo cual puede indicar
que estas cepas se originaron en otra regién de Morelos y que in-
icialmente nodulaban al frijol ayocote y por las préacticas
agricolas se fueron adaptando a nodular en P.vulgaris cultivado
y posteriormente fueron transportadas junto con las semillas a la
regién del Tepozteco. Estos datos también indican que aquellas
cepas capaces de nodular tanto en P.coccineus como en P.vulgaris
cultivado son mé&s similares entre si que sus contrapartes sil-
vestres, lo cual indica que las poblaciones silvestres se en-
cuentran aisladas genéticamente del resto de las cepas de

Rhlzoblum lequminosarum biovar phaseoli.

C) leerenciacion entre subpoblaciones de Rhizobium asociado a
frijol en Morelos.

Los datos obtenidos en este trabajo sobre la alta
diferenciacién entre las subpoblaciones estudiadas refuerzan la
idea de que la domesticacién del frijol tiene una gran influencia
sobre las poblaciones de Rhizobium asociado a sus raices, ya que
las Gst m&s altas se presentaron al comparar las poblaciones
asociadas a frijol cultivado con las asociadas a frijol sil-
vestre, esto también se podria deber a que las poblaciones sil-
vestres forman "islas" aisladas del resto de los rizobios
asociados a frijoles cultivados; por lo que estas poblaciones se
han diferenciado a lo largo del tiempo. Por otra parte, el en-
contrar una diferenciacién tan alta entre la poblacién asociada a
frijol ayocote cultivado y la de frijol comdn cultivado se debe
en parte a un efecto de tamafio de muestra y a la posible pobreza
de habitat donde se encuentra el frijol ayocote cultivado, ya que
en la parcela de Santiago Tepetlapa se obtuvieron 66 ET durante
1988 mientras que el sitio de Tepoztlan presenté solo 4 ET
asociados a P. coccineus.

En otros estudios sobre la Gst reportados en la literatura
(Tabla 24). Se observa que en general las diferenciaciones entre
subpoblaciones son mds bajas que las encontradas en este estudio,
siendo en promedio de 0.109 para todas las especies bacterianas
reportadas.

69



e TR S "“’"&M
T RIBLIOTECA

% CENTRO DE ECOLOGIA

TABLA 24

DIFERENCIACION ENTRE SUBPOBLACIONES BACTERIANAS ANALIZADAS POR

ESPECIE SUBPOBLACIONES  Gst REFERENCIA
BACTERIANA A COMPARAR :
E.coli nifios~total 0.06 Selander y Levin, 1980

fuentes de infeccién 0.007 Selander et al.,b 1987
métodos de clasificacién 0.04 " " "
Europa y Norteamérica 0.008 " " "

H.pleuropneumoniae serotipos 0.431 Musser et al., 1987a
Europa y Norteamérica 0.18 " " "

H.influenza serotipos 0.326 Musser et al., 1988

B.bronchiseptica huespedes 0.05 Musser et al., 1987b

L.pneumophila sitios 0.002 Selander et al., 1985
: serotipos 0.05 " " "
especies similares 0.07 " " "

Salmonella spp. especies 0.43 Beltran et al., 1988

R.legquminosarum plantas 0.02 Young et al., 1987
biovar vicea sitios 0.006 " w "

forma de muestrear 0.03 " " "

R.lequminosarum México y 0.035 Pifero et al., 1988
biovarphaseoli Sudamérica
sitios de frijol comdn* 0.402 Este estudio
sitios de frijol ayocote 0.351 " "
cultivado/silvestre** 0.592 " "
5 subpoblaciones de frijol*=* 0.341 w om

* cultivado y silvestre
** P,coccineus

Estas diferenciaciones pedquefias que se reportan en la
literatura se pueden deber a diversas razones.En el caso de
E.coli se supone que la diferenciacién tan pequerfia que existe
tanto entre continentes, como entre las bacterias que se en-
cuentran en nifios o en la poblacién general, asi como entre las
bacterias que-provienen de diferente fuente de infeccién; se debe
a la dispersién tan amplia que tiene este organismo y a gque las
colonizaciénes sucesivas por parte de bacterias transitorias
tiende a homogenizar a las poblaciones (Selander et al.,1987).
Este mismo fenémeno de dispersién amplia que homogeniza
poblaciones, parece ocurrir en Bordetella bronchiseptica (Musser
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et al., 1987b) donde la diferenciacién entre huespedes de
especies diferentes es muy pequefia; y en Legionella pneumophila
entre sitios con diferentes ambientes y afin entre especies
similares (Selander et al., 1985). En cuanto a los datos ob-
tenidos en otros estudios con Rhizobjum leguminosarum en los que
también se encuentran diferenciaciones muy pegquehas, éstas se
pueden deber, por una parte a un muestreo extensivo de cepas ais-
ladas en dos regiénes geogr&ficas, y por otra parte a que todos
los rizobios analizados por estos autores provienen de P.vulgaris
cultivado (Pifiero et al., 1988), siendo que en el presente es-
tudio las diferenciaciones m&s fuertes se presentan al comparar
poblaciones silvestres con cultivadas. Esto mismo puede ocurrir
en el caso de los rizobia aislados de chicharo en Inglaterra,
donde la diferenciacién tan baja se puede deber también a que se
comparan sitios muy cercanos geograficamente. Cuando comparamos
diferentes métodos de clasificacién encontramos en general
diferenciaciones pequefias, salvo en los casos de serotipos
diferentes para Haemophilus pleuropneumoniae (Musser et al.,
1987a) y H.influenzae (Musser et al., 1988) donde. las Gst son
similares a las encontradas en este estudio, las cuales también
son comparables a las observadas entre especies diferentes del
género Salmonella (Beltran et al., 1988).




CONCLUSIONES

1.-Los dos sitios donde se encuentra P.vulgaris difieren sig-
nificativamente en cuanto a las concentraciones de nutrientes,
existiendo en el sitio cultivado méds calcio y fésforo que en el
sitio silvestre mientras que este @ltimo presenta mas materia
orgénica y n1tr69eno total que la parcela cultlvada.

2.-BEn el sitio cultlvado de P.vulgaris, algunas de las cepas mas
abundantes de 1987 fueron observadas nuevamente en. 1988,
mientras que en el sitio silvestre de P.yulgaris no se encontré
ninguna cepa comdn a los dos afios de estudio.

3.-En cuanto a la distribucién espacial de BQ;;QQ;QQ asociado a
P.vulgaris se puede concluir que:

A)En la mayor parte de los casos el suelo donde se desarrollan
las plantas es dindmico en cuanto a la poblacién de esta bac-
teria, ya que no. hay correlaciédn entre la distancia espacial
dentro de una raiz'y la dlstancla genétlca de las cepas que
nodulan en ella.

B)Una vez que empiezan a nodular las rafces, es mis probable que
‘la misma cepa ocupe nédulos vecinos.

C)No existe correlacién de las cepas con el tipo de suelo que las
rodea ni con la morfologia de la. planta donde nodulan, mientras -
qgue la planta si responde a las variables del suelo.

4.-La poblacién asociada a P.vulgaris cultivado presenta una
mayor diversidad ecolégica y una menor dominancia que la
poblacién asociada a P.vulgaris silvestre, En el caso de
Rhizobjum asociado a P.coccineus ocurre lo contrario, ya que la
poblacién cultivada es la m&s pobre, y la poblacién silvestre de
Nepopoalco es la mis diversa ecoldgicamente. El sitio. de
P-coccineus cultivado es el de mayor dominancia y el 511vestre de
Nepopoalco el de menor. .

5.-La diversidad genética se encuentra fuertemente jerarquizadak
en Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli en todos los sitios
estudiados, existiendo mayor diversidad en la poblacién que en el
51tio, que dentro de una planta. que dentro de un nédulo.

 6.-.1a mayor dlversidad genetica se present6 en el sitio asociado
a p. ;ga;is cultivado (H=0.40) y la menor en el asociado a
2 coccineus cultivado(H=0.05), las poblaciones asociadas a frljol
ilvestre presentan diversidades que van desde H=0.11 en el sitio
P-vulgaris hasta H—o 33 en el de P.coccineus de Nepopoalco.

—Las cepas asociadas. a tri]ol comdn cultivado forman dos
grandes grupos, uno asociado a las cepas de frijol comdn sil-
vestre 'y otro gran grupo heterogéneo donde la mayoria de las .
cepas obtenidas en 1987 son geneticamente diferentes a las ob-
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tenidas en 1988, existiendo algunas cepas comunes a los dos arfios
de estudio. Dentro de este grupo de cepas "cultivadas" se inter-
calan las cepas obtenidas de frijol ayocote cultivado, mientras
que las dos poblaciones de frijol ayocote silvestre forman cada
una de ellas un grupo aislado distante geneticamente de todas las
dem&s. Las cepas asociadas a P.coccineus silveste son muy
diferentes a las asociadas a P.vulgaris silvestre, a®in cuando es-
tas se encuentran en un mismo sitio.

8.-Las cepas asociadas tanto a frijol ayocote como a frijol comtin
presentan una diferenciacién entre subpoblaciones (Gst) bastante
grandes, siendo la diferenciacién m&s grande la observada entre
poblaciones silvestres y cultivadas, tanto en P.vulgaris como en
P.coccineus. :
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ANEXO 1
TECNICAS QUE SE UTILIZARON EN ESTE ESTUDIO
1.-MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANOS

A) MEDIO SOLIDO PEPTONA-LEVADURA (PY)

PEPTONA DE CASEINA-----—-—-——- 5 gr
EXTRACTO DE LEVADURA--==c=====- 3 gr
AGAR-——m=mm——— s —em—ce oo oo 15 gr
AGUA DESTILADA---=-==--======- 11t

Esta solucién se esteriliza por 20 minutos a 2 atmésferas y antes
de vaciarla en las cajas de petri se le anade 10 ml de solucién
stock de cloruro de calcio 0.7M.

B) MEDIO LIQUIDO PEPTONA-LEVADURA (PY)

PEPTONA DE CASEINA------------5 gr
EXTRACTO DE LEVADURA===mmmmmm= 3 gr
AGUA DESTILADA-——m—mm=m=m===== 11t

Se toman 150 ml de esta solucién y se esteriliza en matraces de
250 ml, una vez estéril se le agrega a cada matraz 1.5 ml de
solucién stock de cloruro de calcio 0.7M.

2.-SISTEMAS BUFFER PARA ELECTROFORESIS DE ENZIMAS BACTERIANAS
{Selander et al., 1986)

A) BUFFER TRIS CITRATO (PH=8)

CHAROLA

TRIS====mm == mmmm e e e e 83.20 gr

ACIDO CITRICO MONOHIDRATADO---33.09 gr

AGUA DESTILADA-=~=mm=mmmmmm————— 1.00 1t
GEL

Se diluye el buffer de charola a una proporcién 1:29

B)  BUFFER TRIS-CITRATO (PH=6.7)

CHAROLA
TRIS===-=—==—m—mccccccn——————— 27.00 gr
ACIDO CITRICO MONOHIDRATADO---18.07 gr
AGUA DESTIIADA--=====memeece—e=a 1.00 1t

Se ajusta el pH a 6.3 con NaOH
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GEL -
TRIS= === mm—mm e e e e 0.90 gr
ACIDO CITRICO MONOHIDRATADO---0.63 gr
AGUA DESTILADA~-m=—m=—me—=—==-=1,00 1t

Se ajusta el pH a 6.7 con NaOH

3.-SOLUCIONES DE TINCION PARA LAS DIVERSAS ENZIMAS* (Selander et
al., 1986) '

*Estas recetas estan elaboradas para tenir dos geles
TABLA 1

S8OLUCIONES STOCK PARA LAS TINCIONES

————— —— 22 Tt i i T o T — Y —— ———— — — — — > > " D T e, € TS e S S L 0 I S S e o s o

SOLUCION REACTIVOS AGUA DESTILADA
TRIS 0.2 M (PH=8) TRIS-=-===-~ 24.20 gr : 1000 ml
~ (tris hidrochloride) :

MTT - MTT-------- 1.25 gr 100 ml
(dimethylthiazol tetrazolium)

PHMS PMS——————— -=1.00 gr 100 ml
(phenazine methosulfate)

NAD NAD~w=—==—= 1.00 gr 100 ml
NADP : 'NADP------- 1.00 gr 100 ml
CLORURO DE MAGNESIO " MgCl2.,6H20-2.03 gr 100 ml
DL-ACIDO MALICO 268 gr 1000 ml
DL~-ACIDO ISOCITRICO : - 2.94 gr : 100 ml
a~-/b NAFTIL ACETATO 1.00 gr 100 ml*
FOSFATO. DE SODIO (PH 7) :
mezclar partes iguales de:NaH2P04---27.6 gr 1000 ml

Na2HPO4.7H20-53.6 gr 1000 ml

diluir la mezcla en una proporcion 1:25 de agua destilada

ACIDO MALICO--===——-==—==c—=n 12 ml
TRIS-~~===——=——m—m——mmmmem ~-100 ml
L ——mmm=—=2 ml
PMS———===mmmem e 1ml
NAD== ===~ m e e 4 ml

B) XANTINO DESHIDROGENASA (XDH) BUFFER RECOMENDADO: TRIS PH 6.7

HIPOXANTINA -——=—cm—c—u- -===0.2 gr




ml
NAD-===-me e e e ml
PMS-====mm e e e 1 ml
MIT-———==————=—c———soo———caa—— ml

D) 3-HIDROXIBUTIRATO DESHIDROGENASA (HBD) BUFFER RECOMENDADO:

nl
ml
ml
ml
ml
ml

gr
ml
ml
ml
ml
ml

gr

TRIS

{6-PGD) BUFFER RECOMENDADO TRIS

F)GLUCOSA 6-FOSFATO DESHIDROGENABSA (G-6P) BUFFER RECOMENDADO TRIS

ACIDO ISOCITRICO--====—====== 4
TRIS--===-=m—=——e—mmmeme e 100
MgCl2--=momm e Cmm e 4
NADP=====mmmommm o oe oo 2
e e P P 2
PMS———=———=——m—m e 1
PH 6.7

ACIDO HIDROXIBUTIRICO---—-- 0.2
TRIS--==========m=—mmmmomme 100
MgCl2-==—mmm e 4
NAD=--=====-omm o mmmm e 4
PMS--=m=—— e —mmm e e 1
i R e 2
E) 6~-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA
PH 6.7

ACIDO FOSFOGLUCONICO------ 0.02
TRIS=—=====m=—mm=——mm— e 50
MgCl2~-=—mmm—mmmmm e 20
NADP-===== == === mm e 2
PMS—==—=m=—m———mmmmm e 2
PH 8 -
GLUCOSA 6~FOSFATO==-===m==== 0.2
TRIS~=——====m=——mm— e e 100
MgCl2=====—mmmmm e 2
NADP-=—— === mmmem e 2
PMS=——=—— e 1
Ly e ——— 2

O-DIANISINA-=--=-==-mmem—- 0.02
LEU-ALA-~—=====m - e e 0.04
PEROXIDASA-==-==mm=mme———— 0.02
VENENO SERPIENTE (V7000)--0.02
TRIS-~=====—==m=cmmm—————— 100

MnCl2 0.25 M-m=e==~=mecmmecae-]

gr
gr
gr
gr
ml
ml
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H)ESTERASAS (EST1 Y EST2) BUFFER RECOMENDADO TRI3 PH 8

NAFTIL ACETATO~-~==-w=—we-———— 3 ml
FOSFATO DE SODIO-—-—==—w——— 80 ml
FAST BLUE RR SALT=---=-=-—-— 0.05 gr
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