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INTRODUCCION

Las leguminosas arbdreas tienen un alto
valor en programas de reforestacion,
conservacion de suelos y como abonos
verdes. Los simbiontes de Rhizobium de
Acacia y Leucaena han sido
ampliamente estudiados, pero no existe

conocimiento de las especies de
Rhizobium que nodulan a otras
leguminosas arbdéreas tales como

Gliricidia sepium. G. sepium es un
miembro de la subfamilia Papilionidae
que en ocasiones ha sido llamada "la
alfalfa de los tropicos" porque puede ser
usada como forraje para la produccién
animal (Ford, 1987). G. sepium es muy
eficiente en el uso de agua y es nativa
de América (Hughes, 1987).
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Se han descubierto nuevas bacterias
noduladoras  en el grupo B-
proteobacteria mediante el seguimiento
de hospederos no caracterizados
(Moulin et al. 2001). Anteriormente se
caracterizd Rhizobium tropici y se
encontroé que es resistente a la acidez, a
las altas temperaturas y a metales
pesados (Martinez-Romero et al., 1991).
Esas caracteristicas muestran sus
ventajas para su uso como inoculante
en los tropicos. Actualmente varias
cepas eficientes de R. tropici se estan
usando exitosamente en Brasil para la
inoculacion de frijol Phaseolus vulgaris
(Mostasso et al., 2002). En el laboratorio
R. tropici nodula y fija nitrdgeno en
Gliricidia  maculata y en oftras
leguminosas (Hernandez-Lucas et al.,
1995). Rhizobium tropici ha sido
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calificado como un nodulador
oportunista del frijol (Martinez-Romero,
1996) y su hospedero natural es
desconocido (Martinez-Romero, 1996;
Graham and Vance, 2000).

El objetivo de este trabajo fue
caracterizar genéticamente los aislados
de Rhizobium de G. sepium con
especial interés en las cepas de
Rhizobium tropici.

MATERIALES Y METODOS.

Aislamiento y crecimiento de las
bacterias aisladas de nédulos.
Gliricidia sepium crece naturalmente en
Santa Rosa, Morelos y Veracruz,
Veracruz, México. Santa Rosa esta a
900 msnm con una temperatura
promedio de 24 °C y suelo arcillo
arenoso (pH 6.3); Veracruz esta a nivel
del mar con una temperatura promedio
de 25.2 °C y suelo arenoso (pH 7.9). En
cada uno de los lugares se colectaron
nodulos que fueron procesados dentro
de los primeros 3 dias después de la
colecta, se esterilizaron con hipoclorito
de sodio y se aplastaron sobre placas
de medio PY (peptona de caseina 5 g,
extracto de almidéon 3 g, CaCl, 0.6 g y
agar 15 g por litro de H>O) con o sin
acido nalidixico (Nal, 20 mg/l), en medio
minimo (Gonzalez-Pasayo y Martinez-
Romero, 2000) o en medio YM (Vincent,
1970). Se realizd una prueba de
esterilidad de la superficie de los
nodulos; se purificd una colonia de cada
nodulo y se probd su crecimiento en
medio PY sin calcio y con antibitticos a
28 y a 37 °C. Se probd el crecimiento en
placas con medio Luria-Bertani (LB).
También se llevaron a cabo oftras
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pruebas fenotipicas como lo describen
Wang et al. (1998).

Analisis PCR-RFLP de los genes 16S
rRNA 'y sus secuencias. Se
sintetizaron fragmentos casi completos
del gen 16S rRNA en PCR con taq
polimerasa usando los "primers" fD1 vy
rD1 (Weisburg et al., 1991) y digeridos
con las enzimas de restriccion Hinfl,
Hhal, Mspl, Rsal, Ddel y Sau3Al. Los
patrones de los fragmentos resultantes
fueron comparados con aquellos
obtenidos de las cepas "tipo" de
especies de Rhizobium, Sinorhizobium vy
Mesorhizobium. Se obtuvieron
secuencias parciales de genes 16S
rRNA de las cepas CFNEV21 (1029 pb,
numero de acceso al GenBank
AF480573), CFNER34 (754 pb, numero
de acceso al GenBank AY079179 vy
AY079180), y CFNER90 (973 pb,
numero de acceso al GenBank
AF480572) (Rogel et al., 2001). Las
secuencias fueron alineadas y
analizadas con los programas GCG vy
ClustalW. Se obtuvieron productos de
PCR del gen nifH de CFNER90 con los
"primers" nifH1 y nifH2 (Eardly et al.,

1992) y se secuenciaron (455 pb,
numero de acceso al Genbank
AY079181).

Electroforesis de enzimas multilocus.
Los aislados bacterianos fueron
crecidos en medio liquido PY. Se

prepararon extractos como describen
Wang et al. (1998) y corridos en
electroforesis en geles de almidén o de
almidon (7.5%) mas agarosa (1.5%)
(Selander et al.,, 1986). Las enzimas
metabdlicas que se probaron fueron las
siguientes:  hexokinasa, glutamato,
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glucosa 6-fosfato, malato, alanina,
isocitrato deshidrogenasa,

fosfoglucomutasa y enzima malica.

Perfiles de plasmidos y ensayos de
hibridacién. Se siguié un procedimiento
modificado de Ekhardt (Hynes and
McGregor, 1990) para visualizar los
plasmidos en geles de agarosa. El DNA
fue extraido con el kit gendmico
(Amersham Pharmacia) siguiendo las
instrucciones del fabricante. También se
realizaron hibridaciones "Soutern blot"
como lo describen previamente Wang et
al. (1998).

Ensayos de nodulacion en plantas.
Se esterilizaron superficialmente
semillas de G. sepium ecotipo "Morelos"
y se germinaron en agar, posteriormente
las plantulas se colocaron en conos
forestales de plastico de 20 cm de largo
con vermiculita estéril en invernadero y

en camara de crecimiento. Se
escarificaron semillas de  Acacia
farneciana con acido sulfurico

concentrado. Se crecieron plantulas de
Leucaena y Acacia en un medio de
Farhaeus sin nitrogeno (Farhaeus,
1957) en jarras con vermiculita. Se
crecieron semillas de frijol Phaseolus
vulgaris usando un soporte de algodon
Las raices de las plantulas fueron
inoculadas con 10° bacterias al
momento del trasplante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislados de rhizobia de G. sepium
fueron obtenidos de 164 nddulos de raiz
de cuatro arboles de Santa Rosa y de
40 nddulos de 19 arboles de Veracruz.
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Aislados de Santa Rosa. Se pudieron
distinguir  claramente tres  grupos
principales de los aislados de Santa
Rosa basados en las caracteristicas
fenotipicas y morfolégicas. Varios
representantes de cada grupo fueron
analizados mediante patrones
aloenzimaticos (Figura 1) y por PCR-
RFLP de 16S rDNA (Cuadro 1). Un
grupo presentd patrones de PCR-RFLP
de 16S rDNA similares a los de
Sinorhizobium terangae. ElI segundo
grupo que comprendio el 25 % de los
aislados, fue asignado a Rhizobium
tropici tipo B basados en la secuencia
de los genes 16S rRNA de una cepa
representativa (CFNER90), con 7
diferencias de nucledtidos en 863 bases
(98.9 % de identidad) comparada con
Rhizobium tropici tipo B cepa CIAT899.
La asignacion también fue hecha
basada en las caracteristicas fenotipicas
tipicas que distinguen a las cepas de
Rhizobium tropici tipo B, es decir
resistencia a la carbenicilina (1 g I') y
cloramfenicol (5 g I'"), crecido a 37°C y
crecido en medios LB y PY sin calcio;
sin embargo, las cepas de Santa Rosa
tipo B Rhizobium tropici fueron mas
gomosas que la cepa de referencia
CIAT899. Un tercer grupo abarcando el
26 % de los aislados, fue encontrado
altamente similar a cepas de Rhizobium
tropici tipo A por sus caracteristicas
morfolégicas: las cepas fueron no
gomosas, fueron sensibles a los
antibiéticos mencionados arriba y no
crecieron en LB o en PY sin calcio.
Ademas los fragmentos del gen 16S
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rRNA de una cepa representativa de
este grupo (CFNER34) fue casi idéntica
(99.8 %) a la CFN299 (1 base diferente
en 754 bases).

Solo uno de los aislados de Santa Rosa
se agrupo con cepas de Rhizobium etli
de acuerdo con sus patrones de 16S
rRNA (Cuadro 1). Las caracteristicas
reiteradas del gen nifH de la cepa
Rhizobium etli fueron encontradas en
CFNER343 (no se muestran); por lo
consiguiente este aislado fue asignado
al biovar phaseoli. CFNER343 también
presentd un gran numero de plasmidos
como en otras cepas de Rhizobium etli
(Figura 2). Anteriormente la cepa de
Rhizobium etli bv. phaseoli fue
encontrada nodulando Gliricidia
maculata bajo condiciones de
laboratorio (Hernandez-Lucas et al.,
1995).

Aislados de Veracruz. Todas las cepas
de nodulos de G. sepium de Veracruz,
fueron morfolégicamente idénticas entre
ellas y en tasa de crecimiento a
Rhizobium tropici tipo A cepa CFN299
en medio PY, pero menos gomosas que
la CFN299 en medio YM. También
fueron incapaces de crecer a 37 °C, en
medio LB o en presencia de
carbenicilina y cloramfenicol, como la
CFN299. Los aislados tuvieron patrones
de restriccién idénticos de 16S rDNA
(Cuadro 1) y la secuencia del gen 16S
rRna de un representante (CFNEV21)
fue también idéntica (99.9 %) a la de
Rhizobium tropici CFN299 (1 base
diferente en 1 029 bases). Los patrones
de plasmidos encontrados en algunos
aislados de Veracruz fueron similares a
los de CFN299 pero en otras, también
se detectaron plasmidos mas pequefios
(Figura 2).

Cuadro 1. Patrones de 16S rDNA de aislados seleccionados de nédulos de Gliricidia sepium y de
cepas de referencia. Las diferentes letras representan los patrones de los productos de PCR
obtenidos respectivamente con las enzimas de restriccion (Mspl, Hindi, Hhal, Rsal, Ddel) como
describen Wang y col. (1999) siguiendo la técnica de Laguerre y col. (1994).

Patrones 16S rDNA

Sinorhizobium
S. terangae ORS51 (cepa de referencia)®

Rhizobium

. tropici CFN299 (cepa de referencia)

. tropici tipo A (aislado de Veracruz)”

. tropici tipo A (aislado de Santa Rosa)®
. tropici CIAT899 (cepa de referencia)

. tropici tipo B (aislado de Santa Rosa)d
. etli CFN42 (cepa de referencia)

. etli CFNER343

VOO0 OD

LBIAF

EBFDL
EBFDL
EBFDL
FBDBE
FBDBE
DBECE
DBECE

®de Lajudie et al. (1994). "Aislados CFNEV3, CFNEV13, CFNEV16, CFNEV17, CFNEV19,
CFNEV21, CFNEV24, CFNEV32, CFNEV34, CFNEV35, CFNEV37. C‘Aislados CFNER?2,
CFNERG6, CFNER13, CFNER18, CFNER26, CFNER34, CFNER35, CFNER40, CFNER41,
CFNER44, CFNER47, CFNER51. ‘Aislados CFNER76, CFNER83, CFNER85, CFNERSS,

CFNER90.
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Figura 1. A. Relaciones genéticas de los aislados de G. sepium, incluyendo las cepas de referencia de
Rhizobium tropici y Rhizobium etli. El dendograma se construy6 con datos de electroforesis de enzimas
multilocus con las enzimas metabdlicas mencionadas en los materiales y métodos. Otros aislados que
corresponden al tipo electroforético 5 son: CFNEV13, CFNEV16, CFNEV19, CFNEV24, CFNEV32,

CFNEV34, CFNEV35 y CFNEV37.

B. Hibridacion DNA-DNA como porcentaje relativo a las cepas de referencia. EI DNA de la cepa
CFNER90 también se hibridizd con el DNA de las especies (% de hibridacién entre paréntesis):
Rhizobium leguminosarum USDA2370 (15), Rhizobium giardinii H152 (9), Rhizobium gallicum R602
(12), Rhizobium mongolense USDA1844 (12) y Rhizobium galagae USDA4128 (14).

Caracteristicas de Rhizobium tropici.
Los aislados de Rhizobium tropici tipo A
y B, de Veracruz y de Santa Rosa
fueron resistentes a Nal (20 mg I),
crecieron en pH de 4.5, y presentaron
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un megaplasmido de tamafo similar
(Figura 2). La gran distancia genética
observada por electroforesis de enzimas
multilocus (MLEE) entre las cepas de
Rhizobium tropici B en México y las de
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Brasil (Figura 1) probablemente indica
que divergen desde hace mucho tiempo.

Se realizd una caracterizacion mas
completa de un aislado de Santa Rosa
(CFNER90) y wuno de Veracruz
(CFNEV21), se determinaron los
patrones de hibridacion del gene nifH y
los niveles de hibridacion total DNA-
DNA. Adicionalmente se secuenciéo un
fragmento parcial del gene nifH de
CFNER90, que mostr6 una alta
similaridad (96%) con la cepa BR6001
de Rhizobium tropici tipo B (Haukka et
al., 1998) y con la cepa de referencia
CIAT899 tipo B de Rhizobium tropici. La
hibridacién del gene nifH de CFNEV21,
CFNER34, CFNER90, CIAT899 vy
CFN299 revelaron una banda idéntica
de alrededor de 8 kb con el DNA
digerido con EcoR1 (no mostrado). Los
resultados de la hibridacion total DNA-
DNA se muestran en la figura 1. El DNA
de CFNER90 hibridizdé 67% con el DNA
de Rhizobium tropici y 92-98% con el
DNA de otros Rhizobium tropici tipo B
aislados de Santa Rosa. EI DNA total de
CFNEV21 (de Veracruz) hibridiz6 68%
con el DNA de CFN299, 100% con el
DNA de CFNEV34 (de Veracruz) y 40%
con el DNA de la cepa CIAT899. Las
cepas de Rhizobium tropici tipo Ay B
tienen valores de hibridacion DNA-DNA
de alrededor de 36% (Martinez-Romero
et al., 1991) por esta razén y debido a
sus diferencias en las secuencias de los
megaplasmidos, se ha propuesto que
son diferentes especies (Geniaux et al.,
1995), pero la existencia de cepas con
caracteristicas intermedias entre las
cepas de tipo A y B estan en contra de
esta propuesta (Martinez-Romero, 1996;
Mostasso et al., 2002).
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Los nodulos en G. sepium (ecotipo
Morelos) aparecen después de 8 dias
de la inoculacién con diferentes cepas
probadas en camaras de crecimiento.
En el laboratorio, los aislados de
Rhizobium tropici tipo A y B aislados de
G. sepium se encontraron nodulando
Phaseolus vulgaris (frijol comun) vy
formaron un promedio de 15 nddulos
fiiadores de nitrégeno a los 14 dias
después de la inoculacién, similar al
numero de noédulos formados por
aislados de Rhizobium tropici de frijol.
Los aislados tipo B de G. sepium fueron
adicionalmente probados en Acacia
farnesiana y Leucaena leucocephala y
se encontré que también nodulan muy
bien.

Se han aislado cepas de Rhizobium con
caracteristicas fenotipicas diferentes
dependiendo de la altitud geogréfica
(Melchor-Marroquin et al., 1999) pero
las especies de Rhizobium no fueron
caracterizadas. Se encontr6 que la
fijacion de nitrégeno por G. sepium esta
influenciada por el genotipo de la planta,
la cepa Dbacteriana (Awonike vy
Hardarson, 1992) y las condiciones
ambientales (Sanguinga et al., 1991). La
identificacion de los simbiontes de G.
sepium puede ayudar a promover su
inoculacién y aumentar la productividad
para su uso como forraje para la
ganaderia. Rhizobium tropici
frecuentemente es usado como un
modelo de estudio de la interaccidon
planta-bacteria, la identificacion de un
hospedero natural de Rhizobium tropici
podria enriquecer el panorama de la
investigacion en su interaccién con las
plantas.
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FIGURA 2. Patrones de plasmidos. Lineas 1,13 Rhizobium etli cepa de referencia CFN
42, lineas 2, 12 R. tropici tipo A cepa de referencia CFN299. R tropici tipo A aislados de
Veracruz: linea 3 CFNEV19, linea 4 CFNEV13, linea 5 CFNEV24, linea 6 CFNEV32, linea
8 CFNEV21, linea 11 CFNEV37; linea 7 CFNER34 de Santa Rosa. R. tropici tipo B: linea
9 CFNER90 de Santa Rosa, linea 10 CIAT899. Linea 14 R. etli de Santa Rosa aislado
CFNER343. Los marcadores de peso molecular estan en kb.
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