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. RESUMEN

El mayor estrés abiodtico que presenta la agricultura a nivel mundial es la
salinidad del suelo, dicha condicién es tan antigua como la tierra misma y el ser
humano ha contribuido a que esta circunstancia se vea agravada a lo largo de toda su
historia por las précticas de cultivo tales como la irrigacion y el uso de fertilizantes
quimicos. Estudios previos han evidenciado que altas concentraciones de sal causan
un desequilibrio iénico y un estrés hiperosmotico en la planta, conduciendo a un dafio
molecular, reduccion del crecimiento, raquitismo e incluso la muerte. La sensibilidad a
la sal puede ser atribuida a las acumulaciones de iones toxicos en diferentes tejidos de
la planta, los cuales interfieren en algunas actividades enzimaticas. Si bien es cierto
que la aplicacion de fertilizantes nitrogenados a los cultivos incrementa su tolerancia a
la salinidad, también los costos son muy altos y perjudiciales para el suelo. Es por ello,
que los estudios sobre la fijacion bioldgica del nitrdgeno, sus mecanismos y fenémenos
asociados a ella han adquirido una gran importancia en las Ultimas décadas.

De igual manera, las leguminosas, han tomado una gran relevancia, ya que
pueden contribuir a la economia mundial del nitrdgeno mediante el establecimiento de
una relacion simbidtica con especies bacterianas pertenecientes al grupo de los
rhizobia y, con ello, incrementar la productividad del suelo. No obstante, se sabe que el
estrés salino reduce la nodulacion de leguminosas al inhibir los eventos simbidticos
tempranos. Es por ello que se considera fundamental analizar dicha interaccion a
diferentes concentraciones de sal, reproduciendo asi, las diferentes condiciones que
suelen presentar los suelos salinos empleados para la agricultura.

El objetivo principal de este trabajo es la caracterizacion de un grupo de
bacterias pertenecientes al género Ensifer, las cuales fueron aisladas de una
leguminosa silvestre (Phaseolus filiformis) en la playa de Guadalupe en el estado de
Baja California, México; empleando, para ello, la amplificacién del gen 16S rDNA vy los
genes de mantenimiento gInA y thrC, para realizar un analisis multilocus en conjunto
con las secuencias de los genes atpD, rpoB, gyrB y recA obtenidas de la base de
datos. Cabe destacar que en la relacidn filogenética obtenida, el grupo de bacterias
estudiadas las agrupa en un cluster individual muy cercano a E. saheli, E. terangae y E.
kostiensis pero sin pertenecer a ninguna de estas especies; por lo que se puede
concluir que es una especie nunca antes descrita.

De igual manera, y por el lugar del que provienen los aislados, se decidio
analizar la tolerancia que estas bacterias pudieran tener, en vida libre, a diferentes
valores de pH, temperatura y salinidad; cuantificandose las UFC mediante la técnica de
GSPM, para cada uno de los tres tratamientos. Los resultados sugieren que las
condiciones empleadas para los tres tratamientos no afectan el crecimiento bacteriano,
a excepcion de un pH acido (5.3) el cual inhibe el crecimiento de algunas de las cepas
de interés.

Por dltimo, y partiendo de los resultados anteriores con respecto a la
salinidad, se decidié analizar la interaccion de estas bacterias con el frijol comun
(Phaseolus vulgaris cv. Jamapa) con las mismas condiciones salinas del tratamiento
anterior; cuantificando solo los parametros de desarrollo vegetal (longitud y peso de la
raiz y parte aérea), asi como la formacién de nodulos. Los resultados indican que las
plantas inoculadas con las cepas de interés son capaces de formar nédulos a una
concentracion de 0.01 M de NaCl; mientras que las plantas son capaces de sobrevivir
por un periodo de 28 dias a una concentracion de 0.05 M de NaCl.
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Il. INTRODUCCION

De manera general, la agricultura como tal, comenz6 aproximadamente
hace unos 12,000 afios en solo cuatro regiones del mundo, el actual territorio de
México fue una de ellas. Es por ello, que México es reconocido como uno de los
centros de origen, domesticacion y diversificacibn de especies vegetales
fundamentales para la subsistencia humana, aportando un importante nimero de
especies vegetales domesticadas para su uso (Perales y Aguirre, 2008).

La domesticacién de plantas es la resultante de un proceso que combina la
evolucién natural y la seleccion empirica practicada por el hombre, originando
cultivos domesticados a partir de sus progenitores silvestres (Hernandez et al.,
2013). Actualmente, alrededor de la mitad de las calorias que consumen los
mexicanos proviene de especies originarias y domesticadas en el pais, como es el
caso del maiz, diversos frijoles, calabazas, el aguacate, la vainilla y otras especies
importantes.

La mayor parte de lo que se conoce sobre las especies que estuvieron
asociadas a los antiguos pobladores del pais, proviene de tres sitios: la cueva de
Guila Naquitz cerca de Mitla, en Oaxaca; las cuevas de Coxcatlan y San Marcos
cerca de Tehuacan, en Puebla, y las cuevas de Romero y Valenzuela cerca de
Ocampo, en Tamaulipas (Smith, 1997) (Fig. 1) (Tabla 1).

Golfo de México
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Fig. 1. Mapa de México que muestra las areas geogréaficas de domesticacion de frijol comuan (////1), maiz (||||) y
calabaza (000), asi como la ubicacién aproximada de las cuevas de Ocampo, Tamaulipas; Tehuacan, Puebla
y Guila Naquitz, Mitla, Oaxaca (Adaptado de Smith,2001; Smith, 2005; Kwak et al., 2009).
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Tabla 1. Registro més antiguo (afios a. C.) de las principales especies mesoamericanas domesticadas.

Sitio arqueoldgico

Especie  Guild Naquitz, Oaxaca Tehuacan, Puebla Ocampo, Tamaulipas

Maiz Zea mays 6 300 5 500 4 400
Frijol Phaseolus vulgaris 2100 2 300 1 300
Calabaza Cucurbita pepo 10 000 7 900 6 300
Guaje Lagenaria siceraria 10 000 7 200 6 400

Basado en Smith (2001, 2005)

Para determinar el origen y la domesticacion de las plantas suelen utilizarse
cuatro tipos de evidencias, de acuerdo con Candolle (1882) (citado por Gepts,
1999), las cuales son, evidencias arqueoldgicas (mas especificamente las
arqueobotanicas); las botanicas (por ejemplo, la distribucién de las especies
silvestres o de sus parientes ancestrales); las histdricas (la existencia de registros
escritos que documentan la importancia o existencia del cultivo); y las linglisticas
(por ejemplo, la existencia de palabras que designen el cultivo o conceptos
relacionados con el cultivo en lenguaje autoctono). Ejemplo de ello es la familia de
las leguminosas, la cual se sabe que, a lo largo de la historia, algunas de sus
especies fueron cultivadas por los pueblos precolombinos durante miles de afos
como principal fuente de proteinas. Uno de los principales representantes de esta
familia es el frijol coman, el cual, segun informan los primeros cronistas, en el
imperio Azteca e Inca se le daba gran importancia, ya que con este podian pagar
tributos. Asi, las leguminosas adquirieron una gran importancia economica y, a
partir del siglo XIX, una importancia cientifica con el esfuerzo de la mejora
genética concentrada en el frijol.

2.1 LEGUMINOSAS

Las leguminosas son una familia de plantas del orden de las fabales, las
cuales son facilmente reconocibles por su fruto tipo legumbre y muestran una
amplia diversidad tanto morfolégica como de habitats; encontrando desde formas
herbaceas anuales hasta arboles tropicales; llegando a ser una de las tres familias
con mayor riqueza de especies. Se conocen cerca de 19,700 especies clasificadas
en 727 géneros (Xu et al.,, 2009; Lavin et al., 1990) y agrupadas en 40 tribus
(Lewis et al., 2005) que se encuentran tanto en climas tropicales como templados.
Se divide en tres subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae.
Su domesticaciéon y cultivo data desde hace 5 000 a 2 000 afios a. C. Algunos
integrantes de esta familia son el frijol comun (P. vulgaris), el cual contribuye con
el 33% del requerimiento proteico de la dieta en humanos; la soya (Glycine max) y
el cacahuate (Arachis hypogeae) los cuales proveen mas del 35% del aceite
vegetal procesado en el mundo (Graham y Vance, 2003). Una caracteristica de las
leguminosas es que pueden establecer simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno, las cuales no constituyen un grupo taxonémico homogéneo, sino que se
caracterizan por presentar la enzima nitrogenasa (Zehr et al., 1998).

2.1.1 El género Phaseolus

El género Phaseolus L., al que pertenece el frijol coman, es originario del
continente americano y se distribuye en el sureste de Canada, este y suroeste de
Estados Unidos, México, Centroamérica, Antillas y Sudamérica, principalmente en
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la region andina hasta el norte de Argentina. Este género contiene nueve grupos
filogenéticos dentro de una sola linea evolutiva general (Delgado-Salinas et al.,
1999; Freytag y Debouck, 2002); es parte de la subtribu Phaseolinae y pariente
cercano del género Vignha, con especies agricolamente importantes como los
frijoles adzuki y mungo de Asia y el cowpea africano (Perales y Aguirre, 2008). De
las mas de 60 especies silvestres de este género, en México se encuentran por lo
menos cincuenta (83%), y de estas, 34 son endémicas. Los estados con mayor
rigueza de especies son Oaxaca y Jalisco. SoOlo cinco de ellas cuentan con
variantes domesticadas, pero algunas de sus variantes silvestres y de otras
especies silvestres son utilizadas por diferentes grupos étnicos. Su valor nutritivo y
agronomico es reconocido en todo el mundo. Los diferentes cultivares
tradicionales y fitotécnicos de estas cinco especies son producto del proceso de
domesticacion llevado a cabo desde hace mas de 5 000 afios por diferentes
grupos humanos, habitantes tanto de la region mesoamericana como de la region
andina en América del Sur. Es importante apuntar que México aun cuenta con
variantes silvestres de cuatro de las cinco especies domesticadas (Perales y
Aguirre, 2008).

Las especies del género Phaseolus son herbaceas volubles y por lo general
se encuentran creciendo en espacios abiertos, enredando sus tallos en las ramas
de otras plantas postradas sobre el suelo del bosque. Muchas especies son
vistosas por sus inflorescencias, con numerosas flores de color violaceo, rosa,
blanco o rojo. La mayoria de ellas se desarrollan en suelos con buen drenaje,
donde anclan sus raices gruesas que les permiten vivir por varios afos en
asociacion con bacterias fijadoras de nitrogeno de los géneros Bradyrhizobium,
Rhizobium y Ensifer principalmente (Perales y Aguirre, 2008; Martinez-Romero,
2003; Herrera-Cervera et al., 1999). Los frutos o vainas pueden contener desde
una hasta cerca de 20 semillas, las cuales son comunmente expulsadas a varios
metros de distancia al separarse violentamente sus valvas elasticas. Mediante la
domesticacion han resultado plantas con frutos inmaduros (ejotes) y semillas
(granos) de dimensiones mas grandes (Hernandez et al., 2013).

El frijol comun (Phaseolus vulgaris) se origind y domesticO en México, se
sabe que también se produjo una domesticacion independiente en Sudamérica; la
distribucion de plantas silvestres de frijol comin se conoce desde el noroeste de
Argentina hasta el norte de México (Gepts y Debouck, 1991), pero las semillas de
las poblaciones mesoamericanas se caracterizan por ser mas pequefias que sus
contrapartes sudamericanas. En México también se encuentran mas de 50
especies silvestres del género Phaseolus; incluyéndose también las cinco
especies domesticadas: P. vulgaris (frijol comun), P. lunatus (frijol lima) comdn en
la Depresion del Balsas, la Peninsula de Yucatan y la Planicie Costera del Golfo,
P. acutifolius (frijol tépari) domesticado en el noroeste de México, P. coccineus
subsp. coccineus (frijol ayocote) y P. dumosus = P. polyanthus (P. coccineus
subsp. darwinianus) (frijol de afio) comunes en regiones templadas (Freytag y
Debouck, 2002; Ballesteros, 1999) (Tabla 2).
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Tabla 2. Usos y especies domesticadas del género Phaseolus.

Especie Variante silvestre | Nombre comun o Comestible
conocida local
P. acutifolius Si Tépari y escumite Semilla
P. coccineus Si Ayocote, patolas, | Raiz, follaje, flor,
tecomari y frijolén fruto y semilla
P. lunatus Si Navajita, frijol lima, Semilla
ib, ixtapacal,
chilipuca, pallares
y comba
P. dumosus = P. Si Frijol de afo, ibes Fruto y semilla
polyanthus
P. vulgaris Si Frijol Fruto y semilla

Adaptado de Perales y Aguirre, 2008

Dentro de las especies que aun no han sido domesticadas encontramos a
P. filiformis (frijol Slim-jim); el cual, es una especie de frijol silvestre considerado
como planta trepadora, nativa del suroeste de los Estados Unidos y norte de
México (Fig. 2)(United States Department of Agriculture, 2013).
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Fig. 2. Mapa de la distribucion geogréfica de P. filiformis, adaptado de la USDA-NRCS (United States
Department of Agriculture/Natural Resources Conservation Service, 2013).
http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=phfi3
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Sus nombres comunes incluyen a frijol Slim-jim o Phaseolus de Wright
(Jepson Herbarium, 2013). Esta planta se asemeja a otros frijoles en apariencia,
sus hojas son compuestas de foliolos triangulares lobulados y flores parecidas a
guisantes de color rosa. Las pequefias vainas son de 2.5 a 3.5 cm de longitud y
menos de 1 cm ancho, la cual contiene semillas que pueden ser comestibles. Es
considerada dicotiledénea anual cuyo crecimiento se da en suelos arenosos y
secos, por lo que su principal caracteristica es que se considera una planta
resistente a la sequia.

2.2 FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO

El Nitr6geno es el componente que se encuentra en mayor proporcion en la
atmésfera de nuestro planeta; y debido a la energia que es necesaria para romper
el triple enlace existente entre los atomos de nitrégeno, este no puede ser
aprovechado como tal por organismos superiores, convirtiéndolo,
paradojicamente, en uno de los principales factores limitantes del crecimiento
vegetal (Fassbender y Bornemisza, 1994). Las plantas s6lo pueden asimilar
formas de nitrégeno combinado, generalmente amonio (NH4") o nitrato (NO3), que
son derivadas del N, atmosférico a traveés del proceso denominado fijacion de
nitrogeno. Este término incluye la reduccion del N, hasta sus formas combinadas,
bien por procesos fisicoquimicos (naturales o inducidos por el hombre) o por
procesos biologicos. La fijacion biologica de nitrégeno (FBN) es un proceso
enzimatico atribuible s6lo a algunos microorganismos procariotes de vida libre o
en asociacion con plantas, los diazotrofos, los cuales son capaces de reducir el N»
atmosférico hasta amonio (NH4"), incorporandolo de este modo a la biésfera en
una forma asimilable para las plantas, esta propiedad es responsable de
aproximadamente 2/3 del total de nitrégeno fijado en la biosfera (Sanjuan-Pinilla,
2001).

La capacidad de los diazétrofos para fijar N, deriva de un complejo
enzimatico llamado nitrogenasa, cuya estructura y propiedades son muy similares
en todas las especies que lo poseen. Este complejo enzimatico consta de dos
componentes: el componente | caracterizado por tener un cofactor de hierro y
molibdeno (FeMoCo), también llamado ferromolibdenoproteina o dinitrogenasa, el
cual es sintetizado por los genes nifD y nifK (subunidades o y B) (Baca et al.,
2000); y el componente I, llamado ferroproteina o dinitrogenasa reductasa, el cual
es sintetizado por el gen nifH y posee atomos de hierro acomplejados con azufre,
este componente es el que en dltimo término lleva a cabo la reduccién de N, hasta
amonio (Sanjuan-Pinilla, 2001). De manera general, la fijacién de nitrogeno puede
resumirse segun la siguiente reaccion:

N, + 8H" + 8e” + 16 Mg-ATP ——> 2NH3 + H, + 16Mg-ADP + 16Pi

El primer producto de la reaccibn es NHz, pero este es rapidamente
protonado, formandose NH,", el cual es favorecido por el pK (9.25) de la reaccion,
de tal manera que el amonio es la especie predominante a los pH fisiolégicos y la
gue toma parte en las reacciones de asimilacion (Sprent y Sprent, 1990).

La fijacion de nitrdgeno en la simbiosis Rhizobium-leguminosa es de
considerable importancia en agricultura; ya que, gracias a la accién de estos
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microorganismos el empleo de fertilizantes quimicos en suelo deja de ser la Gnica
opcion para enriquecerlo. Dado que la carencia de nitrégeno suele darse en
suelos desnudos y sin abonar, las leguminosas noduladas ofrecen una ventaja
selectiva en tales condiciones y pueden crecer bien en zonas con condiciones
ambientales desfavorables donde otras plantas no lo harian (sequia, salinidad,
baja fertilidad del suelo). Es por ello que leguminosas arbustivas y arbéreas se
emplean como plantas pioneras en la reforestacion de zonas aridas y semiaridas
(Neyra, 1995). Sin embargo, para que esta simbiosis se lleve a cabo, se requiere
qgue, tanto las bacterias como las plantas, sean compatibles debido a que la
interaccion es altamente especifica; lo cual significa que, de manera general, cada
especie bacteriana se establece en simbiosis con uno 0 pocos géneros o especies
vegetales (Denarié et al.,, 1996). De igual manera, necesitan que el medio
ambiente del suelo sea el apropiado para el intercambio de sefales que preceden
a la infeccion (Hirsch et al., 2003; Leibovitch et al., 2001; Zhang et al., 2002), ya
gue, la especificidad del hospedador viene determinada por el tipo de moléculas
sefal producida por cada pareja bacteria-planta (Denarié et al., 1996).

2.3 GENERALIDADES DE LOS RHIZOBIA

El término “Rhizobia”, originalmente y en su estricto sentido, se utilizo
Unicamente para los miembros del género Rhizobium. Sin embargo, con el paso
del tiempo, el término fue acufiado para todas aquellas bacterias que son capaces
de nodular y fijar nitrdgeno en asociacion con leguminosas (Willems, 2006; Zakhia
y de Lajudie, 2006).

Diversos estudios basados en caracteristicas morfolégicas y bioquimicas,
huellas genéticas (Versalovic et al., 1994), el analisis de los ésteres metilicos de
los acidos grasos (FAME) (Jarvis y Tighe, 1994; Tighe et al., 2000), analisis de la
secuencia de genes 16S rRNA (Laguerre et al., 1994; Ludwig et al., 1998),
hibridacion DNA-DNA (Willems et al.,, 2001) y MLSA (Analisis de secuencias
Multilocus) (Martens et al., 2008; Vinuesa et al., 2005 a, b) han permitido distribuir
a estas bacterias fijadoras de nitrdgeno asociadas a leguminosas en 15 géneros y
aproximadamente 100 especies (ICSP Subcommittee on the taxonomy of
Rhizobium and Agrobacterium diversity, phylogeny and sistematics, 2012),
distribuidas en las subfamilias a y p de las Proteobacteria (Chen et al., 2003;
Moulin et al., 2001); las cuales estan filogenéticamente relacionadas con otras
bacterias de vida libre o patogénicas, como Rhodopseudomonas, Afipia,
Agrobacterium y Brucella (Willems y Collins, 1993; van Berkum y Eardly, 1998;
Sadowsky y Graham, 2002).

Dentro del grupo de las a-Proteobacteria encontramos los géneros
Rhizobium, Aminobacter, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Ensifer
(Sinorhizobium), Mesorhizobium, Methylobacterium, Microvirga, Neorhizobium
(Abdollah et al., 2014), Ochrobactrum, Pararhizobium (Abdollah et al., 2015)
Phyllobacterium y Shinella; mientras que en grupo de las B-Proteobacteria estan
los géneros Herbaspirilum (Valverde et al., 2003), Burkholderia (Moulin et al.,
2001) y Cupriavidus (Vandamme y Coenye, 2004). Cubriendo, de esta manera, un
espectro ecolégico muy amplio: encontrdndose como sapréfagos en el suelo y
agua dulce; viviendo como rizobacterias en la rizésfera de leguminosas o
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formando 6rganos fijadores de nitrégeno, llamados nddulos, en las raices o tallos
de estas plantas (Brewin, 1998; Long, 1989; van Rhijin y Vanderleyden, 1995;
Sadowsky y Graham, 1998).

El género Sinorhizobium (actualmente Ensifer), se propuso para designar a
bacterias de rapido crecimiento aisladas de nodulos de soya. Aungue inicialmente
se habian agrupado como Rhizobium meliloti, las diferencias en las secuencias del
gen 16S rRNA condujo a su separacién (Chen et al., 1988). Posteriormente, un
analisis filogenético de las a-Proteobacteria agrup6 los géneros Sinorhizobium vy
Ensifer en un solo cluster, ademas mostré evidencia de que Ensifer adhaerens era
miembro del género Sinorhizobium (Balkwill, 2005). Esto tuvo importantes
consecuencias en la nomenclatura ya que el nombre mas antiguo, Ensifer, tuvo
preferencia; por lo que, el comité taxonémico propuso que todas las especies de
Sinorhizobium deberian ser transferidas al género Ensifer, quedando
correctamente escrito el nombre Ensifer adhaerens en lugar de Sinorhizobium
adhaerens (Young, 2003). Asi, el género Ensifer quedo descrito como bacilos que
miden 0.5-1.0 x 1.2-3.0 um, gram negativos, aerobios; con una temperatura optima
de crecimiento entre 25 y 30 °C; pH 6-7 y poseen movilidad mediante flagelos
(Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2005). Estd compuesto de 15
especies las cuales crecen rapidamente y producen acido en medio YMA. Su
arquitectura gendmica esta constituida por un cromosoma circular y varios
plasmidos (Freiberg et al., 1996; Galibert et al., 2001; Gonzalez et al., 2003). La
mayoria de los genes necesarios para establecer la nodulacion y fijacion de
nitrégeno se localiza en uno de los plasmidos, denominado plasmido simbidtico.

2.4 TECNICAS MOLECULARES DE CLASIFICACION BACTERIANA

En la actualidad, la clasificacion de bacterias es polifasica e implica técnicas
gue toman en cuenta tanto caracteristicas fenotipicas como genotipicas
(Vandamme et al., 1996). De los métodos genotipicos, la secuenciacion del gen
16S rRNA vy la hibridacion genémica DNA-DNA han sido la columna vertebral para
la determinacion de especies bacterianas desde hace un par de décadas
(Stackebrandt y Goebel, 1994; Willems y Collins, 1993; Young y Haukka, 1996;
Yanagi y Yamasato, 1993; Young et al., 2001).

La hibridacion DNA-DNA (DDH) es un método ampliamente recomendado
para delinear nuevas especies; y actualmente, con esta técnica, una especie
puede definirse como un grupo de cepas que cuentan con aproximadamente el
70% o mas de relacion DNA-DNA. Sin embargo, en la préactica, los resultados
obtenidos de la DDH son diferentes debido a la variacién entre laboratorios y los
diversos métodos empleados para obtenerlos (Goris et al., 2007; Lindstrom et al.,
2015).

De igual manera, el gen 16S rRNA es considerado como un adecuado
marcador molecular para andlisis filogenéticos, donde el andlisis de su secuencia
ha demostrado un alto poder de resolucién para medir el grado de relacion entre
organismos, con utilidad para jerarquias taxonémicas superiores al nivel de
especie (Stackebrandt y Goebel, 1994). Se ha visto que organismos con una
relacion gendmica total mayor al 70% (evaluado por hibridacién DNA-DNA), por lo
general, comparten mas del 97% de similitud en la secuencia del gen 16S rRNA
(Stackebrandt y Goebel, 1994).
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No obstante, en afos recientes, diversos estudios han mostrado que los
genes rRNA de rhizobia estan sujetos a una alta frecuencia de transferencias
laterales y recombinaciones genéticas, resultando en una secuencia mosaico
(Eardly et al., 1996, 2005; Sullivan et al., 1996; van Berkum et al., 2003; Vinuesa
et al., 2005). Aunado a esto, una de las principales desventajas de la filogenia del
gen 16S rDNA es que las especies relacionadas estrechamente no siempre
pueden ser distinguidas debido a su alto nivel de conservacion de secuencia, esto
hace que, a diferencia de la hibridacion DNA-DNA, el analisis de la secuencia del
gen 16S rRNA carezca de un poder de resolucién en el nivel de especie (Olseny
Woese, 1993).

Para superar estas limitaciones, se han sugerido marcadores filogenéticos
alternativos, los cuales son genes que codifican para proteinas con un nivel mas
alto de divergencia en sus secuencias que los genes rRNA, pero suficientemente
conservados para retener la sefial filogenética y permitir a los primers ser
disefiados (Stackebrandt et al., 2002). Asi, cada vez mas se ha estado utilizando
el Analisis de Secuencias Multilocus (MLSA) como una técnica de clasificacion
bacteriana, la cual usa las secuencias de multiples genes, que codifican para
proteinas con caracteristicas antes mencionadas, Yy elucidar relaciones
taxonOmicas entre especies; para asi, obtener una caracterizacion genotipica de
un grupo de bacterias (Gevers et al.,, 2005; Wertz et al., 2003; Adékambi y
Drancourt, 2004; Christensen et al., 2004; Holmes et al., 2004; Naser et al., 2005;
Thompson et al., 2005).

2.5 BASES MOLECULARES DE LA INTERACCION RHIZOBIA-LEGUMINOSA

El establecimiento de una simbiosis entre los rhizobia y las leguminosas da
como resultado la generacion de un nuevo oOrgano llamado nodulo, el cual se
forma en los pelos radiculares de la planta o, en algunos casos, en los tallos de la
misma (Suzuki et al., 1997; Liu et al., 2011) como en el caso de Sesbania (Boivin
et al., 1997) y Aescheynomene (Miché et al., 2010), entre otras; el tipo de nddulo
formado dependera de la planta, pudiendo ser indeterminado (alargado) cuando
hay una zona meristematica persistente, o determinado (circular) cuando no existe
dicha zona de division celular activa (Hisch, 1992).

El proceso de la formacién de los nédulos es el resultado de un continuo y
adecuado intercambio de sefiales entre los simbiontes (Broughton et al., 2000),
produciendo una interaccién altamente especifica. Este aspecto ha promovido
gran cantidad de estudios para identificar las sefiales implicadas en este primer
paso, el cual comienza incluso antes de que los simbiontes entren en contacto
fisico. Por otro lado, existen ejemplos de bacterias con amplio rango hospedero,
capaces de nodular a un elevado nimero de géneros de leguminosas (Sanjuan-
Pinilla, 2001). Aunque pueda parecer que no existe una aparente correlacion entre
especie bacteriana y plantas hospedadoras, la especificidad del hospedero viene
determinada por el tipo de moléculas sefial producidas por cada pareja bacteria-
planta (Denarié et al.,, 1996). Este proceso global de la interaccién puede
resumirse en cuatro etapas:
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2.5.1 Quimiotaxis

Antes de llevarse a cabo la infeccion de las raices de leguminosas por los
rhizobia, debe de haber un crecimiento bacteriano en la rizésfera (Hirsch et al.,
1992), inducido por compuestos exudados por las raices de la planta y cuya
composicion puede variar dependiendo de la planta hospedadora, su estado de
desarrollo y de factores medioambientales. Entre estos compuestos destacan
acidos organicos, azUcares, aminodacidos, flavonoides y otras moléculas de bajo
peso molecular. De especial importancia durante las etapas iniciales son los
compuestos de tipo flavonoide, que cumplen varias funciones (Dowling et al.,
1986; Gaworzewska et al., 1982):

1. Quimioatrayendo a las bacterias hasta las raices de plantas leguminosas
(Caetano-Anollés et al., 1988).

2. Estimulando el crecimiento bacteriano alrededor de la raiz (Luteolina)
(Hartwig et al., 1991).

3. Induciendo la activacion de genes de nodulacion bacterianos (Sanchez et
al., 1991; Barbour et al., 1991).

En respuesta a la sefial de la planta, las bacterias responden sintetizando
otras sefiales especificas, los factores Nod; estos son dirigidos hacia la planta
hospedadora e inducen la formacion de nddulos (Lloret y Martinez, 2005) (Fig. 3).

Factor Nod
Rhizobium
fof\o
; I(v \ ) Flavonoide
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Fig. 3. Representacion esquemaética del dialogo de sefializacion inicial entre la planta hospedera y la bacteria
fijadora de nitr6geno (Adaptado de Jones et al., 2007).

Los factores Nod (también Ilamados LCOs; del inglés: lipo-
chitin oligosaccharides) son oligdbmeros de N-acetil-D-glucosamina unidos por
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enlace 1-4 y que llevan unido un &acido graso al nitrégeno del extremo no reductor
(Fig. 4).
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Fig. 4. éstructura del factor Nod de E. meliloti (Lerouge et al., 1990)

Los genes de la bacteria implicados en la sintesis de los factores Nod son
los genes nod (nodulacién). Estos genes, a excepcion de nodD, no se expresan Si
no se encuentra la sefal inductora adecuada de la planta. El gen nodD se expresa
constitutivamente y la proteina NodD tiene la capacidad de reconocer los
flavonoides especificos secretados por la leguminosa.

Los operones de los genes nod estan precedidos por un promotor que
contiene una secuencia consenso. A esta secuencia consenso se le llama caja de
nodulacién (o cajanod) y que es reconocida por la proteina NodD. Una vez
activada por los flavonoides, la proteina NodD a su vez, va a activar la
transcripcion de los genes de la nodulacion mediante su unién a las cajas nod,
llevando a la sintesis del factor Nod.

Los factores Nod purificados son capaces de inducir en la planta reacciones
similares a las que producen los rhizobias. De modo significativo, son capaces de
inducir la division en células ya diferenciadas del cortex de la planta. Es por ello
gue a los factores Nod se les llama morfégenos y se ha sugerido que su estructura
pueda imitar a sefiales u hormonas de la propia planta, aun no identificadas.

2.5.2 Adhesion celular

Tras la colonizacion de la superficie de la raiz, las células se adhieren
fundamentalmente a los pelos radiculares jévenes. Se sabe que comienza con una
unién débil inicial, seguida por un anclaje con filamentos de celulosa sintetizados
por la bacteria (Smit et al., 1987).

En este proceso de adhesion pueden estar implicados componentes
superficiales de los rhizobia, como exopolisacaridos (EPS), lipopolisacaridos
(LPS), antigenos capsulares (CPS) y proteinas superficiales, como ricadhesina y
Bj38. Por parte de la planta, son necesarios compuestos como lectinas o un
homélogo de vitronectina (Swart et al., 1994). Estas lectinas estarian implicadas
en la adhesion utilizando los componentes superficiales bacterianos como sitios de
unién (Diaz et al., 1996; Dazzo y Truchet, 1987; Kijne et al., 1997) (Fig 5).
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Fig. 5. Adhesion celular a los pelos radiculares. Los factores Nod (10'7 a10?® M) se encargan de promover la
division de las células corticales en la planta (Adaptado de Jones et al., 2007).

Las condiciones ambientales pueden afectar la capacidad de los rhizobia de
adherirse a los pelos radicales; tal es el caso del pH en el suelo y la limitada
disponibilidad de elementos como manganeso, nitrégeno y oxigeno (Swart et al.,
1994).

2.5.3 Curvatura de los pelos radiculares y formacion del canal de infeccidn

La adhesion de estas bacterias a los pelos radiculares jovenes provoca la
primera respuesta microscopicamente visible: la deformacién y curvatura del pelo
radical. Se sabe que la presencia de los factores Nod en concentraciones del
orden 10 M es suficiente para que en la planta se produzca tal deformacién en
los pelos radiculares (Lerouge et al., 1990; Heidstra et al., 1994). Esta curvatura se
produce por una estimulacion local del crecimiento del extremo apical del pelo
radical y no por una inhibicion del crecimiento.

Cuando las bacterias inducen la curvatura de los pelos radiculares, algunas
guedan atrapadas en ella, desencadenando el proceso de infeccidn, que comienza
con una hidrdlisis muy localizada de la pared celular vegetal en el punto de
curvatura del pelo radical. De este modo, se origina una invaginacion de la
membrana plasmatica del pelo, formando asi los primordios del canal de infeccion,
estructura a través de la cual las bacterias van a transitar por la raiz hasta llegar al
nodulo (Fig. 6). El crecimiento continuo de esta estructura origina el hilo de
infeccion. A lo largo de todo el canal, existe una matriz glucoproteica cuyos
componentes proceden tanto de la planta como de la bacteria (Broughton et al.,
2000).

Ya en el interior, las bacterias comienzan a dividirse activamente en los
espacios intercelulares hasta tener acceso a las células corticales y luego a las
células del meristemo (Brewin et al., 1992), donde los rhizobia penetran, se
encapsulan en polisacaridos extracelulares (Leigh y Walker, 1994; Reuhs et al.,
1995) y se convierten en simbiontes intracelulares.
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A. Lisis de la pared celular B. Primordio del hilo de infeccion C. Hilo de infeccién
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Fig. 6. Esquema del proceso de la formacién del hilo de infeccion en la simbiosis Rhizobia-leguminosa (Jones
et al., 2007).

2.5.4 Diferenciacion en bacteroides

El proceso termina con la liberacion de las bacterias al interior de las células
del primordio, el cual ocurre mediante un mecanismo de endocitosis especifico,
por el que las bacterias son liberadas al citoplasma rodeadas de una membrana
de origen vegetal, la membrana peribacteroidal, misma que sirve de intermediario
de sefiales, metabolitos y nutrientes entre la bacteria y la planta.

Una vez dentro de la célula vegetal, los rhizobia pueden dividirse una o
pocas veces mas. La membrana peribacteroidal se divide en sincronia con la
division de la bacteria, por lo que finalmente cada bacteria queda encerrada en su
propia membrana formando la unidad simbiotica denominada simbiosoma. En el
simbiosoma cesa la multiplicacion de las bacterias, que se transforman en los
llamados bacteroides, de mayor tamafio (de cuatro a siete veces su tamafio
original) y con una morfologia irregular (Fig. 7). En el bacteroide se lleva a cabo la
reduccion del nitrégeno hasta amonio, el cual es exportado a la célula vegetal.

Aunque hasta hace poco se pensaba que el amonio era exportado
directamente, estudios recientes indican que el producto de la nitrogenasa es
exportado desde el bacteroide en forma de alanina (Waters et al., 1998), o bien a
través de la membrana peribacteroidal donde ha sido caracterizado un canal de
amonio que podria estar implicado en la transferencia de nitrégeno fijado a la
célula hospedadora (Kaiser et al., 1998).

Hilo de
| infeccion Simbiosoma
N\,

Bacteroide

Diferenciacion Fijacion de
Endocitosis en bacteroides Nitrégeno
y = s
r
‘ —l A ) A /| ] w—

Fig. 7. Proceso de liberacion de bacterias al interior de la célula, formacion del simbiosoma y diferenciacion a
bacteroides, donde se lleva a cabo la fijacion bioldgica del nitrégeno (Jones et al., 2007).
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2.6 SALINIDAD

El suelo es considerado un recurso natural fragil y no renovable, debido a
que resulta dificil y muy costosa su recuperacion e, incluso, mejorar sus
propiedades. Es indispensable para la producciéon de alimentos y el crecimiento
vegetal, almacena minerales, materia organica, agua y otras sustancias quimicas.
Sin embargo, el ambiente arido, la cercania de la costa, la altura sobre el nivel del
mar y diversas practicas agricolas como la irrigacion, han provocado que hoy en
dia la salinidad sea la causa mas grande de la degradacion del suelo (Zhu, 2001),
causando dispersion de la arcilla y degradacién de los agregados, con la
consecuente reduccidon en permeabilidad, porosidad y conductividad eléctrica
(Amézketa, 1999), provocando con ello la declinacion en el rendimiento de los
cultivos y la consecuente disminucion de la produccion agricola (Maduefio-Molina
et al., 2006), al inhibir el crecimiento de las plantas de diferentes maneras:

e Disminucion del contenido de agua en la planta, ya que el Na* (compuesto
altamente higroscopico) atrapa las moléculas del agua del suelo,
disminuyendo asi su hidratacion,

e Acumulacién de iones en cantidades toxicas y,

e Reduccion de la disponibilidad de nutrimentos, al afectar la estructura del
suelo y disgregar sus particulas (Kuiper, 1984; Ashraf, 1994).

Por otro lado, la salinidad provoca que se reduzca la absorcion y
traslocacion de K* y Ca?', que son elementos necesarios para mantener la
selectividad e integridad de la membrana celular de la raiz (Jones y Lunt, 1967,
Fageria, 1983). De igual manera, se sabe que las sales sodicas, en particular el
NaCl, provocan un mayor estrés salino en comparacion con otras sales y es este
compuesto una de las sales mas comunes presentes en zonas agricolas (Levitt et
al., 1980).

La salinidad afecta drasticamente la fotosintesis en los vegetales (Seeman
y Sharkey, 1986; Soussi et al., 1998), el contenido de nitrégeno (Cordovilla et al.,
1994; Mansour, 2000; Santos et al., 2002), y el metabolismo del carbon (Balibrea
et al., 2003); también provoca disturbios en la nutricién mineral y acumulacion de
sodio (Na*) en diversos tejidos (Cordovilla et al., 1995a; Grattan y Grieve, 1999;
Mengel y Kirkby, 2001).

Particularmente, tanto la simbiosis establecida entre los rhizobia y las
leguminosas, asi como la formacion de nédulos, son mucho mas sensibles al
estrés salino que las bacterias por si solas, ya que el estrés salino inhibe las
etapas iniciales de la simbiosis (Zarhan, 1999), como la supresion de la
deformacion del pelo radicular a una concentracion de 210 mM de NaCl (Tu,
1981). De igual manera, se ha observado que a una concentracion de 0.3 M de
NaCl, se produce una disminucion drastica de la producciéon de EPS,
manifestandose con cambios morfolégicos coloniales (colonias no mucoides),
afectando la colonizacion de los pelos radiculares y el proceso de nodulacién
(Lloret et al., 1998).

El estrés salino también acelera la senescencia de los nddulos (Martinez-
Salazar et al., 2009) y reduce el contenido de leghemoglobina dentro de ellos, lo
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gue provoca la inefectividad de éstos (Delgado et al., 1993). Sin embargo, algunas
especies de leguminosas (también catalogados como cultivos de cobertura o
abonos verdes) manifiestan tolerancia a la salinidad durante algunas etapas
tempranas del desarrollo, o cual es importante para la supervivencia en estas
condiciones ambientales; si alguna de ellas logra mantener la simbiosis, podrian
mejorar las caracteristicas fisicas del suelo, tales como la infiltracion de agua
(Cassman y Rains, 1986), la agregacion y porosidad (MacRae y Mehuys, 1985) y
la reduccion de la formacién de corteza en el suelo (Mitchell et al., 2000). También
lo enriquece gracias a su contribucién biolégica con el nitrégeno, ya que reduce el
requerimiento de fertilizantes nitrogenados (Perret et al., 2000; Spanik, 2000).

Es por ello que, desde hace tiempo, se conocen los beneficios obtenidos al
utilizar esta interaccion a nivel de campo; ya que Rhizobium fue la primera bacteria
producida a gran escala y se ha afiadido como inoculante durante 105 afos a
diversos cultivos agricolas, con éxito en muchos casos (Tao et al. 2004). Debido al
interés motivado por estas bacterias para su aplicacion en la agricultura, se han
realizado investigaciones extensas sobre este sistema simbidtico, incluyendo
estudios sobre la diversidad y la taxonomia de los rhizobia.
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[Il. ANTECEDENTES

En la actualidad, hay una creciente necesidad de reducir el uso de
fertilizantes quimicos nitrogenados y uno de los procedimientos que dia a dia va
tomando mayor auge es el empleo de inoculantes bacterianos, los cuales, han
comenzado a desempenfiar un papel importante en la mejora de cultivos y técnicas
agricolas. Sin embargo, uno de los grandes problemas que enfrenta este recurso
es la presencia de cepas naturales que, por lo general, son mas competitivas y se
encuentran mejor adaptadas en su entorno, reduciendo la efectividad de la
inoculacién de los cultivos. Ejemplo de ello es el caso de Rhizobium etli, que se ha
encontrado en regiones donde el frijol se ha introducido desde inicios del siglo XVI,
después del descubrimiento de América; con base a esto, diferentes estudios han
revelado que, precisamente, R. etli es el microsimbionte que seguramente
coevoluciond con el frijol, encargandose de su nodulacion de manera natural
(Segovia et al., 1993). El género Phaseolus se caracteriza por establecer esta
simbiosis con un gran nimero de bacterias, se sabe que P. coccineus y P. vulgaris
comparten microsimbiontes (Pifiero et al., 1988; Souza et al., 1994), ya que
pueden ser nodulados por diferentes especies del género Rhizobium (Silva et al.,
1999), y en algunos casos, en la agricultura tradicional, ambas especies de
Phaseolus son cultivadas en la misma area. Por otro lado, P. acutifolius es
naturalmente nodulado por Bradyrhizobium sp. (Somasegaran et al., 1991) o por
R. etli (Martinez et al., 1985). Asi mismo, P. lunatus (frijol Peruano) es nodulado
por Bradyrhizobium sp., y en algunos casos, por Sinorhizobium sp. (Dobert et al.,
1992; Ormefio et al., 2003).

Por otra parte, es sabido que, cuando un inoculante es introducido en la
agricultura, solo una pequefa parte de estas bacterias forman ndédulos (menor al
5%) vy el resto lo forman las cepas nativas. Es por ello que, para descifrar la
simbiosis efectiva Rhizobium-frijol, en cuya asociacion intervienen cepas
silvestres, el objetivo del proyecto fue estudiar la diversidad molecular de cepas de
Ensifer las cuales son tolerantes a la salinidad y capaces de nodular una especie
de frijol silvestre, Phaseolus filiformis, mismo que proviene del norte de México.
Este proyecto tiene, como finalidad, generar inoculantes cuyos componentes sean
capaces de competir con bacterias nativas en un campo de cultivo.

Previamente, en el Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana, se
obtuvo una coleccién de cepas de rhizobia, las cuales, fueron aisladas de
Phaseolus silvestre, obtenidas de diferentes partes de la Republica Mexicana
(Puebla, Veracruz, Hidalgo, Tlaxcala, Morelos y Baja California), como parte del
proyecto ECOS-NORD MO08-A02 “Gendmica comparativa y funcional de
poblaciones de rhizobia simbiontes de frijol silvestre (Phaseolus spp.)’, cuya
finalidad es la identificacion de los determinantes genéticos que participan en una
simbiosis efectiva rhizobia-frijol, que permitiran la seleccion de cepas con potencial
biofertilizante como alternativa para el mejoramiento de los cultivos de diferentes
variedades de frijol.

En la busqueda de bacterias eficientes en fijacion de nitrégeno, se realiz6
un ensayo de tipo invernadero, utilizando plantas de diferentes variedades de frijol
comun (pinto, peruano y negro Jamapa). Para evaluar el potencial biofertilizante
de las cepas, se cuantificd el peso seco y la longitud de raices y partes aéreas de
la planta, asi como el peso seco y cantidad de nédulos. Asi mismo, se cuantifico la
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actividad reductora de acetileno (ARA) de los nodulos producidos. En los
resultados se encontr6 que la cepa LEM457 mostr6 un alto potencial
biofertilizante. Posteriormente, mediante un analisis de secuencias parciales del
gen 16SrDNA, se determind que esta cepa, junto con otras aisladas de la misma
region, pertenece al género Ensifer. Por lo que, el cepario quedd conformado por
66% de cepas del género Rhizobium, 15% de Ensifer, 15% de Bradyrhizobium y el
4% de Ochrobactrum (Cuellar, 2011).

Las cepas que conforman el bloque de Ensifer fueron aisladas de plantas
de P. filiformis en una playa del norte de México. Y, por el lugar del que provienen
los aislados, fueron sometidos a una prueba de tolerancia a la salinidad. Esta
prueba se dividié en dos partes: una cualitativa y otra cuantitativa. Para la primera
prueba, se sembraron de manera masiva todas las cepas en medio YMA (8.5x10™
M de NaCl) a diferentes concentraciones de cloruro de sodio: 0.02 M, 0.1 My 0.3
M; mientras que para la segunda, se realiz6 la técnica de Goteo por Sellado en
Placa Masivo (GSPM) (Corral-Lugo et al., 2012) y las bacterias fueron inoculadas
en placas con medio YMA a diferentes concentraciones de NaCl: 0.4 M, 0.6 M, 0.8
My 1.0 M. Observandose que las cepas con mayor resistencia fueron la LEM451,
LEM456, LEM465 y LEM466, para la primera determinacion; asi como la LEM451
y LEM466, quienes lograron tolerar hasta 1.0 M de sal en la segunda
determinacion (Rocha et al., 2015).

Partiendo de estos resultados, se evalud la capacidad infectiva (formacién
de nédulos) y efectiva (fijacidon de nitrdgeno) de las cepas hipertolerantes al estrés
salino (LEM451, LEM456, LEM465 y LEM466) en un ensayo de invernadero con
semillas de P. vulgaris crecidas en medio YM a diferentes concentraciones salinas
(8.5x10™, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 M); sdlo las plantas inoculadas con las cepas LEM451
y LEM466 soportaron dichas condiciones de estrés, observandose senescencia en
la mayoria de ellas (Rocha et al., 2015).

Por ultimo, se llevé a cabo un MLSA empleando, para ello, seis genes de
mantenimiento (atpD, dnakK, ginll, gyrB, recA y rpoB) de las 11 cepas aisladas de
P. filiformis, mediante los métodos Neighbor-Joining (NJ), Maxima Parsimonia
(MP) y Maximum Likelihood (ML), con la finalidad de identificar la especie a la que
pertenecen estas cepas. Asi pues, el analisis genético arrojé que la cepa LEM456
se clasificé como E. meliloti, mientras que la cepa LEM463 se agrupé en el género
de Rhizobium. Por otro lado, las cepas LEM451, LEM453, LEM457, LEM459,
LEM462, LEM465, LEM466, LEM468 y LEM551 formaron un grupo que se
encuentra estrechamente relacionado a E. saheli pero sin formar parte de este
cluster. En base a estos resultados, se concluyé que las cepas de Ensifer
tolerantes a la salinidad, y aisladas de P. filiformis en el norte de México no
pertenecen a ninguna de las especies de Ensifer utilizadas en ese analisis (Rocha
et al., 2015).

Pagina | 17



IV. JUSTIFICACION

El nitrégeno es el factor limitante para el crecimiento de las plantas en los
agroecosistemas mundiales. En el caso de las leguminosas, este puede ser
obtenido gracias a la Fijacion Biolégica del Nitrégeno (FBN) a través de una
simbiosis con bacterias del grupo de los rhizobia.

El frijol comun (P. vulgaris), es una de las principales fuentes proteicas para
los paises de América del Sur, Centroamérica, el sur de Norteamérica, El Caribe,
Asia y Africa; siendo México uno de los principales productores de frijol en el
mundo. Esta facilidad de cultivo se da gracias a la interaccion simbiética, fijadora
de nitrégeno, que presentan, con R. leguminosarum, bv. phaseoli, R. tropici, R.
etli, R. gallicum, R. giardinii y E. fredii, principalmente; permitiendo asi su 6ptimo
crecimiento.

Por otro lado, no solo se obtienen beneficios econémicos del cultivo de este
tipo de leguminosas, sino que también se presentan beneficios ecoldgicos; ya que
actualmente se emplean como biorremediadores en suelos que presentan erosion
o inclusive altas concentraciones de sales. Se sabe que la superficie agricola de
riego esta afectada por sales en un 10% y se registra que anualmente 10 millones
de hectéareas se dejan de sembrar por los bajos rendimientos relacionados con los
problemas de salinidad. Los suelos agricolas afectados por sales en México se
han dividido en cinco regiones: Regidén noroeste con el 20% de su superficie
afectada por sales; Region Centro Norte con el 16.6%; Noroeste y Lerma-Balsas
con el 12% cada una y la Regién Sureste con el 6.6%. Siendo el estado de Baja
California el que tiene el mayor problema de salinidad con un 45.3%, seguido por
Sinaloa 17.1%, Sonora 13% y Nayarit 0.2%.

La identificacion, caracterizacion y determinacion del potencial biofertilizante
de cepas adaptadas a estas condiciones salinas nos permitira, en un futuro, el
disefio de un inoculante 6ptimo para ser aplicado bajo estas condiciones agricolas.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la diversidad molecular de cepas de Ensifer tolerantes a la

salinidad, nodulantes de Phaseolus filiformis, en el norte de México.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar la relacion filogenética de las cepas de Ensifer mediante un
analisis individual de los genes de mantenimiento atpD, recA, ginll, rpoB,
dnaK y gyrB, asi como un MLSA en conjunto con los genes gInA, thrC y
16S rDNA.

Analizar la tolerancia de las cepas de Ensifer a diferentes condiciones de
salinidad.

Analizar la tolerancia de las cepas de Ensifer a diferentes condiciones de
temperatura.

Analizar la tolerancia de las cepas de Ensifer a diferentes condiciones de
pH.

Cuantificar los parametros de desarrollo vegetal y de nodulacion de las
cepas de Ensifer a diferentes concentraciones de NacCl.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 CEPAS BACTERIANAS

Para este estudio, se seleccionaron un total de 11 cepas (LEMA451,
LEM453, LEM551, LEM456, LEM457, LEM459, LEM462, LEM463, LEM465,
LEM466 y LEM468) de una coleccion perteneciente al laboratorio de Ecologia
Molecular Microbiana del Instituto de Ciencias Microbiologicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla; las cuales fueron aisladas de nédulos de
Phaseolus filiformis de la regién de la Bahia de Santa Maria, en la playa de
Guadalupe, Los Cabos, Baja California Sur, ubicada a 22°5551.5” N,
109°48'55.3” O y 9.5 msnm (Cuellar, 2011), mismas que pertenecen al género
Ensifer y se caracterizan por tener resistencia a la salinidad y presentar un
potencial biofertilizante en estudios hechos en P. vulgaris (Rocha et al., 2015).
También se emplearon la cepas Rhizobium etli CE3 y Sinorhizobium saheli
ORS611 como control positivo en los ensayos de invernadero y a diferentes tipos
de estrés.

6.2 MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION

6.2.1 Medios YMy YMA

Las cepas de Ensifer fueron cultivadas rutinariamente a 28 °C en
condiciones aerobias y en medio Levadura Manitol (YM) (Vincent, 1970) o en su
variedad con agar (YMA) (Bergersen, 1961), cuya composicion es:

VAN .. 1049
Extracto de levadura...... ... 19
KoHPOy, cristalizado. ... ..o 0.66 g
Glutamanto de SOI0........c.oiriiii 05¢g
N L o 0.05¢
Solucion T (MgSO427H20 10 G/L)..vneie e 10 mL
SolucioN U (CaCl2 40 g/L) ... e 1mL
Solucion V (FEClge6H20 4 /L) .ovieiee e 1mL
Agar (para medio SOlIdO)........oouiiiii i, 18 g

El pH se ajust6 a 6.8 con HCI al 10%, posteriormente se esterilizd a 15 psi
durante 15 minutos.

6.2.2 Medio Jensen libre de nitrégeno
Para la experimentacion con plantas, se preparé medio Jensen libre de
nitrégeno, (Somasegaran y Hoben, 1994) cuya composicion es:

SOIUCION P e e 10 mL
KzHPO,4 (20 g/L)
MgSO, (20 g/L)

SOIUCION Qe e 10 mL
NacCl (20 g/L)
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o] [Vl le] ol = ST 20 mL
CaHPO4 (50 g/L)

Yo ] [V1e3 Lo ] o I B I 10 mL
FeCl3*6H,0 (4 g/L)

OlgOBIEMENTOS. ... 1mL
MnSQO4+4H,0 (2.03 g/L)

ZnS0,47H,0 (0.22 g/L)

CuSO045H,0 (0.08 g/L)

Naz;MoO4+2H,0 (0.09 g/L)

Agua destilada ChP .. .. 1L
Agar (Medio SONAO)......ouiee i 18 (g/L)
Nota: Si se necesita nitrogeno, agregar 0.5 g de KNO3 0 0.5 g de NH4NOs.

6.2.3 Agar Agua
Para el proceso de germinacion de la semilla de frijol, se emplearon cajas
Petri con agar agua, el cual esta conformado por:

6.3 PRUEBAS DE TOLERANCIA

6.3.1 Salinidad

Cada una de las cepas bacterianas se cultivd en 5 mL de medio YM y se
mantuvieron a 28 °C durante dos dias en agitacion contante. Pasado el tiempo, las
células se precipitaron por centrifugacion a 5, 000 rpm en un lapso de 10 minutos
y se resuspendieron en 2 mL de medio YM estéril. A continuacién, se tomaron
muestras de esta solucion bacteriana y se midieron en un espectrofotometro
UV/Visible Jenway 6305 hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.8 a una longitud
de onda de 620 nm, lo cual equivale aproximadamente a 8x10% UFC.

Posteriormente, siguiendo el procedimiento de GSPM (Corral-Lugo et al.,
2012) se colocaron 100 uL de cada suspension bacteriana y por triplicado en la fila
superior de una placa multipozos. Después, se depositaron 180 pyL de agua
destilada estéril en el resto de los pozos. Concluida esta parte, se realizaron las
diluciones seriadas en factor 1:10, tomando 20 pL de las muestras en la fila
superior y transfiriéndolas a la fila inferior inmediata, diluyendo y homogenizando
durante 8 segundos; para que de esta manera, estas muestras tuvieran una
dilucion 1/10. Igualmente, se tomaron 20 uL de esta fila y se pasaron a la tercera
fila volviendo a diluir y homogenizar; estas muestras tenian una dilucién 1/100. El
procedimiento siguié hasta obtener una dilucion 1/10000000 en la fila inferior de la
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placa multipozos. Cada una de las diluciones (incluyendo la muestra inicial de la
fila superior) fueron inoculadas en placas de medio YMA adicionado con NacCl
(8.5x10™, 0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 M) (Elboutahiri et al. 2010) utilizando para ello
un replicador estéril (Fig. 8). Al finalizar, las placas se incubaron a 28 °C y se
realizé un conteo de colonias diario durante un lapso de 5 dias. Para calcular el
namero de UFC/mL, se siguio el procedimiento descrito por Corral-Lugo et al.,
2012.

P

130 o s o AR
Fig. 8. Distribucion general de la muestra inicial y sus diluciones de la técnica de Corral-Lugo de GSPM a lo

largo de una placa, para dos cepas diferentes por triplicado cada una.

6.3.2 Elevadas temperaturas

Para esta prueba, la metodologia empleada fue la misma que la descrita en
el punto anterior, siguiendo el procedimiento descrito por Corral-Lugo et al., 2012;
la diferencia fue que las diluciones inoculadas en placas con medio YMA, en
condiciones normales de salinidad, se incubaron a diferentes temperaturas (28 °C,
32 °C, 37 °C y 40 °C) (Elboutahiri et al. 2010), realizando de igual manera un
conteo de colonias diario por un lapso de 5 dias. Los célculos posteriores para
determinar las UFC/mL fueron tomados también del procedimiento descrito por
Corral-Lugo et al., 2012.

6.3.3 Diferentes valores de pH

Como en la metodologia anterior, para este analisis se utilizd la técnica
descrita en Corral-Lugo et al., 2012. En este punto, las diluciones fueron
inoculadas en placas con medio YMA en condiciones normales de salinidad pero
con valores de pH modificados (5.3, 6.8, 8.3 y 9.5) (Elboutahiri et al. 2010) e
incubadas a 28 °C. El conteo de colonias se realiz6 de manera similar que en el
punto anterior y los calculos de las UFC/mL se hicieron basandose en el
procedimiento descrito por Corral-Lugo et al., 2012.
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6.4 ENSAYOS CON PLANTAS

6.4.1 Planta de frijol

En este ensayo, se emplearon plantas de frijol comun (Phaseolus vulgaris
cv. Jamapa), tomando en cuenta que se seleccionaron aquellas semillas que no
presentaban un dafio mecanico visible y cuyo tamafio y color era uniforme.

6.4.2 Desinfeccion y germinacion de las semillas

Las semillas de frijol previamente seleccionadas, fueron desinfectadas
superficialmente, para lo cual se lavaron con jabdon y se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio comercial al 10% durante 3 minutos en agitacion
constante, después se realizaron cinco enjuagues con agua destilada estéril y se
colocaron sobre agar agua, dejandose germinar a 28 °C durante 72 horas en
ausencia de luz.

6.4.3 Preparacion del inoculo

A partir de los cultivos en YMA, se tom0O una colonia de cada cepa y se
resuspendieron en 5 mL de medio YM, incubandose durante 48 horas a 28 °C con
agitacion continua a 180 rpm, hasta alcanzar una densidad optica de 0.8 a una
longitud de onda de 620 nm (equivalente a aproximadamente 8x10® UFC/mL).

6.4.4 Siembra e inoculacion

El sistema de cultivo consistié en tubos de ensayo, los cuales contenian 20
mL de solucién nutritiva Jensen gelificada en pico de flauta y 80 mL de solucion
Jensen liquida, ambas soluciones libres de nitrégeno y con una concentracion de
NaCl de 8.5x10™* M, 0.01 M, 0.05 M, 0.1 M, 0.15 M y 0.2 M, para cada prueba
respectivamente. Los tubos fueron cubiertos con papel aluminio, en el que se
realiz6 una pequefia perforacion para insertar la radicula de las semillas
previamente germinadas. Para evitar que la luz incidiera directamente sobre las
raices, se cubrio con plastico negro la parte inferior de los tubos.

La inoculacion de las plantulas se realizé después de la emergencia de los
cotiledones, agregando 200 uL de los cultivos en medio liquido. En ambos casos
los ensayos se realizaron por triplicado, dejando en cada tratamiento un medio sin
inocular, empleado como control negativo; asi como un tratamiento inoculado con
R. etli CIAT para ser tomado en cuenta como control positivo. Las plantas fueron
conservadas durante 35 dias y los tubos de ensayo fueron llenados segun lo
requirieran con la solucion Jensen correspondiente al tratamiento.

6.4.5 Evaluacién de los paradmetros

El potencial fijador de nitrégeno fue evaluado por la medicion de los
siguientes parametros de desarrollo vegetal: la altura y peso seco de la parte
aérea de la planta, la altura y peso seco de la parte radical de la planta (Debouck e
Hidalgo, 1985) y numero de nédulos (Somasegaran et al., 1991).

6.4.6 Longitud y peso seco de las plantas
La longitud total de la parte aérea y la parte radical del frijol fueron medidas
y pesadas; posteriormente, las plantas se colocaron en bolsas de papel
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debidamente etiguetadas para ser secadas en una estufa a 60 °C por un lapso de
24 horas, y asi determinar el peso seco. Estos fueron obtenidos en una balanza
analitica Shimadzu UW420H vy los valores se expresaron en mg (Debouck e
Hidalgo, 1985).

6.5 AMPLIFICACION DE LOS GENES 16S rDNA, glnA Y thrC

Con la finalidad de confirmar la relacion filogenética de nuestras cepas de
interés, se realizd un andlisis de secuencias de manera individual y un MLSA; para
ello, primero se amplificaron dos genes de mantenimiento (ginA y thrC) y el gen
16S rDNA. Para la extraccion de DNA se utiliz6 el “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, se realiz6 una mezcla de reaccion de PCR en un volumen total de
25 L, el cual contenia: 12.5 yL de buffer Master Mix (Thermo scientific), 1.25 pL
de cada primer (forward y reverse), 9 yL de agua libre de nucleasa y 1 uyL de DNA
de cada muestra para todos los fragmentos, utilizando el 2400 GeneAmp PCR
Systems® Perkin Elmer thermocycler para la reaccién.

Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 1%,
tefiidos con bromuro de etidio (0.5 mg/mL) a 100 V durante 90 minutos, utilizando
a su vez, un marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas). La visualizacion
del gel se hizo en un transiluminador de luz UV (Spectroline). Las bandas de los
productos de la amplificacion fueron cortadas del gel y purificadas por medio del
Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) segun las instrucciones del fabricante y
finalmente enviados para su secuenciacion a los laboratorios del CINVESTAV
campus Irapuato.

6.5.1 Gen 16S rDNA

Para llevar a cabo la amplificaciéon del gen 16S rDNA, se utilizaron los
siguientes primers: UN27F (5°-TAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’) y UN1392R
(5°-CAG GGG CGG TGT GTA CA-3’) (Morales-Garcia et al., 2011). El perfil de
temperaturas para la PCR se muestra en la figura 8.

35 ciclos
94 °C 94 °C
5’ 30"
72°C | 72°C
45" 7’
61°C
30"

Fig. 9. Perfil de temperaturas para la amplificacion del gen 16S rDNA (Morales-Garcia et al., 2011).

6.5.2 Gen glnA
La amplificacion del gen gInA se hizo empleando los primers ginA144F (5'-
GTC ATG TTC GAC GGY TCY TCG-3') y gInA1142R (5'-TGG AKC TTG TTC TTG

Pagina | 24



ATG CCG-3’) (Martens et al., 2007) y el protocolo de temperaturas y tiempos
mostrado en la figura 9.

2 ciclos 32 ciclos
95°C | 94°C 94 °C
10 2’
72 °C
10’
62 °C
2’ 1’

Fig. 10. Perfil de temperaturas para la amplificacién del gen ginA (Martens et al., 2007).

6.5.3 Gen thrC

Por dltimo, para la amplificacion del gen thrC, se tomaron los primers
descritos por Martens en 2007: thrC577F (5-GGR AAT TTD GCC GGR TGS GC-
3’) y thrC1231R (5’-GGC AMK TTC GAC GAY TGC CAG-3’), asi como el perfil de
temperaturas, mismo que se muestra a continuacion.

3 ciclos 30 ciclos

94 °C

95°C | 94°C
5’ 2’

72°C
5'

55 °C
2’ 1’

Fig. 11. Perfil de temperaturas para la amplificacion del gen thrC (Martens et al., 2007).

6.6 ANALISIS FILOGENETICO

El analisis de las secuencias de los genes 16S rDNA, thrC y gInA, ademas
de los genes de mantenimiento descritos por Rocha et al., 2015, atpD, ginll, recA,
gyrB, dnakK, rpoB; se llevé a cabo de manera individual para cada uno, asi como
de manera conjunta a través de un MLSA, mediante la comparaciéon de estas
secuencias con aguellas que se encontraron en la base de datos de la National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

6.6.1 Alineamiento, analisis y generacion de arboles filogenéticos

El empalme tanto de las secuencias forward como reverse se llevo a cabo
en el programa Bioedit Sequence Alignment Editor, versién 7.0.8; el cual nos da
un archivo en formato fasta, mismo que se manejé en un editor de texto. Este

Pagina | 25



paso sélo fue para las secuencias de los genes thrC, ginA y 16S rDNA; ya que las
secuencias de los demas genes ya estaban empalmadas (Rocha et al., 2015).

Posteriormente, las secuencias fueron alineadas con ayuda del programa
CLUSTALX version 2.0.10 y los archivos de alineamiento (*.aln) fueron importados
nuevamente al programa Bioedit donde fueron procesados, obteniéndose
nuevamente archivos en formato fasta, los cuales se importaron al programa
GeneDoc version 2.7.000 para generar archivos *.aa y poder ser exportados al
programa DNAsp versiéon 4.50.3 para que, de esta manera, fueran manipulados y
se produjeran archivos con formato MEGA (*.meg), los cuales, finalmente se
procesaron con el programa MEGA version 6.06, mismo que nos permitio llevar a
cabo el analisis filogenético al generar los arboles filogenéticos (de manera
individual para cada gen, asi como el concatenado de todos los genes) mediante
los algoritmos Neighbor Joining y Maximum Likelihood (Saito y Nei, 1987) y un
andlisis de confianza (bootstrap confidence analysis) de 1000 réplicas para
determinar asi la confiabilidad de la topologia obtenida para cada arbol filogenético
(Felsentein, 1985).

Es de importancia aclarar que las cepas de referencias empleadas para
este analisis fueron obtenidas de las secuencias en la base de datos del NCBI y
de los trabajos de Martens et al., 2007 y 2008.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PRUEBAS DE TOLERANCIA

Por el lugar del que fueron aisladas las cepas, decidimos analizar su
tolerancia a la salinidad, a diferentes temperaturas y condiciones de pH; y, de esta
manera, comparar el crecimiento bacteriano bajo estos tipos de estrés.

7.1.1 Tolerancia a salinidad

La tolerancia al estrés salino, presentado por numerosos microorganismos
del suelo, ha despertado interés debido a que, diversos estudios han comprobado
gue la salinidad afecta en gran medida la produccion de los cultivos y la
sustentabilidad de la agricultura en regiones aridas y semiaridas. Esto es causado
principalmente por problemas asociados a la pobre calidad del agua de irrigacién
durante la temporada de sequia (Faghire et al., 2011). En relacién con los rhizobia,
se ha descrito que el género Ensifer posee especies que pueden ser tolerantes a
altas concentraciones de NaCl (Kuykendall et al., 2005; Elboutahiri et al., 2010),
seguido del género Rhizobium (Martinez-Salazar et al., 2009), Bradyrhizobium
(Aparecida et al., 2010) y Mesorhizobium (Soussi et al., 1998).

Para el analisis de los diferentes tipos de estrés, se empleé la cepa
Sinorhizobium saheli ORS611 como testigo, y asi comparar a nuestras 11 cepas
de interés. Como pruebas positivas se tomaron aquellas donde las cepas fueron
capaces de crecer. En base a esto, pudimos observar que el crecimiento
bacteriano no se afecta a ninguna concentraciéon salina, tal y como se observa en
las figuras 12, 13, 14, 15, 16 y 17; donde se grafica el promedio de los
crecimientos bacterianos, ademas podemos observar que conforme se va
aumentando la concentracion de sal, el tiempo para obtener el nUmero maximo de
UFC es mayor.

Tolerancia a NaCl (8.5x10* M)

g Ensifer sp. LEMA451
sl Ensif er sp. LEM453
sy EN=if 2r =p. LEMES1

e E. meliloti LENMASE

gy Ensif er sp. LEMAST

==—ge== Ensif er sp. LEM452

Log (UFC/mL)

e Ensif er sp. LEMAE2
. Rhiz obiium sp. LEMAE3

Ensifer sp. LEM4E5
g Enisifier =p. LEMAEE

sl Ensif er sp. LEM4E62

5. saheli ORSE11

Dias

Fig. 12. Crecimiento bacteriano en condiciones normales de salinidad (8.5x10™ M de NaCl).
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Tolerancia a NaCl (0.01 M)
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Fig. 13. Crecimiento bacteriano a una concentracion de 0.01 M de NacCl.
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Tolerancia a NacCl (0.05 M)
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Fig. 14

. Crecimiento bacteriano a una concentracion de 0.05 M de NacCl.
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Fig. 15

. Crecimiento bacteriano a una concentraciéon de 0.1 M de NaCl.
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Fig. 16.

Crecimiento bacteriano a una concentracion de 0.15 M de NacCl.
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Tolerancia a NaCl (0.2 M)
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Fig. 17. Crecimiento bacteriano a una concentracion de 0.2 M de NaCl.

En cada una de las figuras, se observa como la cepa Rhizobium sp.
LEM463 crece con mayor rapidez que el resto de cepas analizadas. Asi mismo, no
presenta un tiempo de adaptacion y su crecimiento no se ve afectado a las
diferentes condiciones salinas del medio. De manera similar, podemos ver en las
figuras anteriores el crecimiento de un grupo de cepas conformadas por Ensifer
sp. LEM451, LEM457, LEM459, LEM462, LEM465, LEM466, LEM468, E. meliloti
LEM456 y S. saheli ORS611; las cuales presentan un tiempo de adaptacion de un
dia para los tratamientos salinos bajos y cerca de dos dias para el valor maximo
de 0.2 M de NaCl (Fig. 17), demostrando que a mayor cantidad de sal, el tiempo
de adaptacion es mayor. En cuanto a las UFC/mL, el grupo bacteriano alcanza el
maximo nimero en un lapso de tres dias, a diferencia de la cepa LEM463, la cual
lo alcanza en el primero. Por ultimo, se observa que el crecimiento de la cepa
Ensifer sp. LEM551 presenta un tiempo de adaptacion mayor al del resto de
bacterias (2 dias para tratamientos de hasta 0.05 M de NaCl y 3 dias para las
concentraciones mayores) y que el nimero maximo de UFC/mL los alcanza en un
lapso de 4 dias para el tratamiento de 0.2 M de NaCl (Fig. 17).

Con base en estos resultados, llegamos a la conclusion de que las
bacterias fijadoras de nitrégeno, aisladas del norte de México, no ven afectado su
crecimiento con los valores de salinidad manejados en este experimento. Esta
conclusién, se ve reforzada con lo observado por Rocha et al., 2012, donde se
probd la tolerancia de estas cepas a altas concentraciones de sal (desde 0.3 hasta
1 M de NaCl); de igual manera, otros estudios determinaron cémo algunas
bacterias del género Ensifer, tal es el caso de E. arboris cepa HAMBI1552, son
capaces de tolerar concentraciones elevadas de sal e inclusive poder establecer
simbiosis con plantas leguminosas en desierto (Elboutahiri et al., 2010; Zhang et
al., 1992).

Una de las caracteristicas mas notorias observadas en este experimento
fue el cambio en la morfologia colonial a altas concentraciones de NacCl, en las
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gue las colonias pierden su caracteristica mucoide y su crecimiento es puntiforme,
llegando incluso a cambiar un poco su coloracién, pasando de ser beige a
blancas, como lo podemos ver en la Fig. 18.

’
Fig. 18. Morfologia colonial a diferentes concentraciones salinas, durante 5 dias de incubacién, mediante la
técnica de GSPM. A) Concentracién normal (8.5x10* M), B) 0.2 M de NaCl.

7.1.2 Tolerancia a temperaturas elevadas

El estrés térmico por calor es comun en muchas partes del mundo, en parte
debido a que mas del 50% del planeta es arido, semiarido o sujeto a alguna clase
de este tipo de estrés (Mayaka et al.,, 2004). Dicha condicién puede afectar
adversamente el crecimiento y producciéon de algunas plantas, causando pérdidas
en agricultura y silvicultura. La disminucion en el crecimiento de las plantas por
este estrés ha sido bien caracterizado en diversas especies de plantas, tales como
arroz, maiz y diferentes leguminosas; siendo las altas temperaturas y la
disponibilidad de nutrientes y agua, las principales restricciones para su
productividad, alterando también la diversidad funcional de la microflora asociada
a su raiz (Valladares et al. 2005; Bréda et al., 2006; Marulanda et al., 2006). Con
respecto a este Ultimo punto, en ausencia de estas plantas hospederas, algunos
microorganismos de suelo sufren una disminucién en su poblacion por las altas
temperaturas, mientras que otras bacterias deben sobrevivir como saprofitas para
poder persistir en estas regiones (Zahran et al., 1999; Jensen et al., 2002). Por
otra parte, se ha observado que la asociacion de plantas, como las leguminosas,
con bacterias del grupo de los rhizobia puede aliviar el estrés térmico por calor de
la bacteria (Augé et al., 2001; Morte et al., 2001; Aranjuelo et al., 2005), debido a
gue se han hecho experimentos extensos y donde se ha observado que la especie
Ensifer saheli cepa HMBI1496 puede resistir temperaturas altas cercanas a los
40°C (Zahran et al., 1994).

Partiendo de esto, se decidid probar la tolerancia que nuestras cepas
pudieran mostrar a elevadas temperaturas. Los resultados se muestran en las
figuras 19, 20, 21y 22.
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Tolerancia a temperatura (28°C)
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Fig. 19. Crecimiento bacteriano a una temperatura normal de 28°C.

Tolerancia a temperatura (32°C)

. Ensifer sp. LEMEG1
el Ensifer sp. LEM453
. Enysif &r 5p. LEMSS1

e E. meliloti LENASE
g Erysif &r sp. LEMAET

g Enzif er sp. LEM453

. Ensif er sp. LEMA6Z

Log (UFC/mL)

— Rhizobium sp. LEMAG3

e Ensif &r sp. LEMEES

. Enysif 26 2p. LEMAEE
sl Ensifer sp. LEMAEE

1 et S, s3heli ORSELL

-1

Fig. 20. Crecimiento bacteriano a una temperatura de 32°C.
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Tolerancia a temperatura (37°C)
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Fig. 21. Crecimiento bacteriano a una temperatura de 37°C.

Tolerancia a temperatura (40°C)
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Fig. 22. Crecimiento bacteriano a una temperatura de 40°C.

Como se observa en cada una de las figuras, el promedio de los
crecimientos de la cepa Rhizobium sp. LEM463 muestra un crecimiento rapido y
no se observa alteracion alguna en su curva de crecimiento a las diferentes
temperaturas en las que fue incubada. Mientras que, el promedio del crecimiento
bacteriano del grupo formado por las cepas E. meliloti LEM456, Ensifer sp.
LEM451, LEM453, LEM457, LEM459, LEM462, LEM465, LEM466, LEM468 y S.
saheli ORS611 presenta un periodo de adaptacion de un dia en las figuras
correspondientes a los cambios de temperatura; de igual manera, en estas curvas
de crecimiento, observamos que conforme se aumenta la temperatura, el tiempo
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para alcanzar la fase estacionaria (y asi el nUumero maximo de UFC/mL) es menor,
pasando a ser de casi tres dias (Fig. 19 y 20) a dos dias (Fig. 21y 22).

Finalmente, el crecimiento de la cepa Ensifer sp. LEM551 nos muestra que
esta cepa requiere un mayor tiempo de adaptacion, de hasta dos dias, para
temperaturas bajas (Fig. 19 y 20); pero, lo sorprendente es que a mayores
temperaturas, el tiempo de adaptacion al medio se reduce a 24 horas por lo que
Su crecimiento se ve acelerado, inclusive su curva de crecimiento se asemeja a la
del grupo bacteriano antes mencionado (Fig. 22).

Morfolégicamente, sus colonias sufrieron alteraciones conforme la
temperatura iba aumentando, produciendo una mayor cantidad de exopolisacéarido
en las temperaturas mas altas (Fig. 23).

Fig. 23. Morfologia colonial a diferentes temperaturas, durante 5 dias de incubacién, mediante la técnica de
GSPM. A) 37°C, B) 40°C.

Tomando en cuenta estos resultados, podemos concluir que las bacterias
filadoras de nitrdgeno, aisladas del norte de México, son tolerantes a las elevadas
temperaturas empleadas en este ensayo, ademas, creemos que estas
temperaturas elevadas son 6ptimas para su crecimiento. Comprobamos también
la tolerancia de la bacteria S. saheli ORS611 a las elevadas temperaturas,
apoyando lo reportado por Zahran et al., 1994 para esa misma especie pero con la
cepa HAMBI1496.

7.1.3 Tolerancia a diferentes valores de pH

El suelo marginal es un medio ambiente complejo donde el crecimiento y
desarrollo de diversas bacterias puede estar influenciado por diversas tensiones
medioambientales, entre las que destacan la salinidad, el agua, las altas
temperaturas, metales pesados y el pH. En este contexto, la acidez del suelo es
un problema importante al que se enfrenta la produccién agricola en muchas
areas del mundo y limita la productividad de muchas plantas, entre ellas, las
leguminosas (Bordeleau et al.,, 1994; Clarke et al., 1993; Correa et al., 1997;
Graham et al.,, 1992). Muchas de estas plantas requieren suelos neutros o
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ligeramente acidos para su crecimiento, especialmente cuando ellas dependen de
la fijacion simbidtica de nitrégeno (Bordeleau et al., 1994; Brockwell et al., 1991);
ya que la acidez del suelo restringe la fijacion del nitrgeno en ambientes
tropicales y templados (Munns et al., 1986), limitando asi, la supervivencia y
persistencia de los rhizobia en suelos y reduciendo la nodulacion (Ibekwe et al.,
1997).

Siguiendo las bases antes mencionadas y las diferentes caracteristicas que
posee el ecosistema del cual provienen nuestros aislados, se decidié probar la
tolerancia de nuestras bacterias a diferentes valores de pH, los resultados se
observan a continuacion.

Tolerancia a pH (5.3)

11
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Fig. 24. Crecimiento bacteriano a un valor de pH de 5.3

En la figura 24, con un pH de 5.3, la cepa Rhizobium sp. LEM463 no altera
Su crecimiento con respecto a los demas valores, siendo el promedio de este muy
rapido y sin necesidad de un tiempo de adaptacion al medio. Caso contrario ocurre
para las cepas S. saheli ORS611, Ensifer sp. LEM451, LEM551, LEM462 y
LEM468; cuyo promedio de crecimiento es mas lento, debido al tiempo que
necesitan para su adaptacion al medio (el cual es de dos dias aproximadamente),
pero su fase estacionaria la alcanzan en un lapso de cuatro dias; a excepcion de
la cepa LEM451 cuya fase estacionaria no se obtuvo en el tiempo que duré el
ensayo, por lo que sus UFC/mL disminuyeron dos o6rdenes de magnitud en
comparacion con LEM468 y cuatro 6rdenes de magnitud en comparacion con
LEM551.

Otro caso, son las cepas E. meliloti LEM456 y Ensifer sp. LEM453; su
promedio de crecimiento fue mas lento que el resto de cepas bacterianas, debido
a que estas cepas requirieron de tres dias para adaptarse al medio; sin embargo,
E. meliloti LEM456 alcanzé su fase estacionaria al cuarto dia de incubacion,
concordando asi con estudios realizados con la cepa E. meliloti WSM419 donde
se mostré que esta bacteria se desarrolla satisfactoriamente en el campo en
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suelos acidos (pH 5.0 a 5.5) (Clarke et al., 1993; Howieson et al., 1988), mientras
que la cepa Ensifer sp. LEM453 obtuvo el mismo promedio de UFC/mL que la
cepa LEM451 impidiendo asi, llegar a su fase estacionaria y reduciendo su
namero de colonias en un pH acido. Por ultimo, las cepas Ensifer sp. LEM457,
LEM459, LEM465 y LEM466 no lograron crecer a este valor de pH en el medio.

Diversos estudios han reportado que los granos de leguminosas acidifican
el suelo en un alto grado y que las especies de leguminosas difieren en su
capacidad para producir acidos (McLay et al., 1997; Tang et al., 1998). No
obstante, se han identificado algunas especies de bacterias con una alta tolerancia
para la acidez, tal es el caso de R. tropici y R. loti, las cuales se han caracterizado
por ser moderadamente acido tolerantes (pH=5) (Graham et al., 1982; Tiwari et al.,
1992). También se demostré6 que las especies del genero Ensifer son menos
tolerantes al pH acido que las especies de Bradyrhizobium (Graham et al., 1994),
aunque algunas de ellas son consideradas acido tolerantes (Wood et al., 1988).

Al igual que con el pH acido, decidimos analizar también la tolerancia de
estas bacterias a valores basicos de pH. Los resultados se presentan a
continuacion.

Toleranciaa pH (6.8)
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Fig. 25. Crecimiento bacteriano a un valor de pH de 6.8
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Toleranciaa pH (8.3)
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Fig. 26. Crecimiento bacteriano a un valor de pH de 8.3

Tolerancia a pH (9.5)
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Fig. 27. Crecimiento bacteriano a un valor de pH de 9.5

En las figuras 25, 26 y 27, se puede observar que la cepa Rhizobium sp.
LEM463 no present6 dificultades en su curva de crecimiento. Este mismo
comportamiento lo presentd en todos los tratamientos, mostrando asi su tolerancia
tanto al estrés salino, como a las elevadas temperaturas y diferentes valores de
pH. Por otro lado, las cepas S. saheli ORS611, Ensifer meliloti LEM456, Ensifer
sp. LEM451, LEM453, LEM457, LEM459, LEM462, LEM465, LEM466 y LEM468
presentan un crecimiento mas retardado, debido al tiempo que necesitan para
adaptarse a los valores de pH en el medio, siendo de un dia para todos los
ensayos de pH, pero alcanzando su fase estacionaria al segundo dia. Por ultimo,
se presenta el crecimiento de la cepa Ensifer sp. LEM551, en la cual observamos
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el mismo tiempo de adaptacién pero tardando un dia mas en llegar a su fase
estacionaria, mismo que se acelera conforme se aumenta el valor de pH.

De manera general, en el aspecto morfoldgico, se puede apreciar que en
medio acido, las colonias son blanquecinas, puntiformes y se pierde el aspecto
mucoide; mientras que en los medios basicos su coloracion sigue siendo beige y
entre mas alto sea el valor de pH, aparentemente secretan mas exopolisacarido
(Fig. 28).

Fig. 28. Morfologia colonial en medio YMA con diferentes valores de pH, durante 5 dias de incubacion,
mediante la técnica de GSPM. A) pH 5.3, B) pH 6.8.

De acuerdo a estos resultados, podemos concluir que todas las bacterias
de nuestro estudio son tolerantes a medios alcalinos, debido a que crecen sin
problemas en un pH de hasta 9.5. Del mismo modo, concluimos que las cepas
Ensifer sp. LEM451, 453, 551, 462, 468, Ensifer meliloti LEM456, Rhizobium sp.
LEM463 y Sinorhizobium saheli ORS611 son bacterias acido tolerantes pues
logran crecer en medio con pH de 5.3.

Cabe aclarar que aungque no hay bases para apoyar que una alta tolerancia
a la acidez o a la basicidad de una bacteria se reflejara en un mejor proceso
simbibtico bajo estas condiciones, en otro experimento, cepas acido tolerantes de
E. meliloti potenciaron el establecimiento de Medicago spp., en suelos
medianamente acidos en Australia (Howieson et al., 1986; 1988).

7.2 EFECTO DEL ESTRES SALINO EN EL DESARROLLO VEGETAL Y LA
NODULACION

La salinidad es una de las principales causas en la pérdida de tierras
agricolas y de la productividad en muchas partes del mundo; se sabe que cerca
del 40% de la superficie terrestre puede presentar este tipo de estrés (Zahran,
1999). La mayoria de los cultivos son sensibles a bajos niveles de sal (Tuteja,
2007), pero en la simbiosis rhizobia-leguminosa, tanto la planta como la bacteria
son sensibles a esta condicidon; siendo la simbiosis mas sensible al estrés
osmoético que la rhizobia de vida libre. Sin embargo, como vimos en resultados
previos, hay algunas rhizobia capaces de tolerar un alto grado de salinidad y con
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base en esto, se busca identificar y utilizar variedades resistentes para la solucién
de este problema.

Por ello, en este experimento se determiné la capacidad infectiva
(formacion de nodulos) de las siguientes cepas: Ensifer sp. LEM451, 453, 551,
457, 459, 462, 465, 466, 468 y Ensifer meliloti LEM456, asi como de Rhizobium
etli CE3 (control positivo) y Sinorhizobium saheli ORS611 (cepa testigo) en una
interaccion con plantas de frijol negro comun (Phaseolus vulgaris cv. Jamapa); de
igual manera, se cuantificaron algunos de los parametros de desarrollo vegetal,
tales como longitud y peso de la raiz, asi como longitud y peso de la parte aérea
de las mismas plantas. Todo el experimento de invernadero se dividié6 en dos
partes por la cantidad de muestras que se analizaron.

7.2.1 Capacidad infectiva (Formacién de nédulos)

Los resultados obtenidos de este analisis se representan en forma de
grafica, donde se observa el promedio del nimero y peso seco de los nédulos
formados por la interaccion (Fig. 29).
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Fig. 29. Nimero de nédulos (barras) y pesos secos de estos (rombos), formados en plantas P. vulgaris cv.
Jamapa en interaccion con nuestras cepas de interés, bajo condiciones normales (8.5x10™ M de NaCl).

En las gréficas anteriores, se puede observar que la produccion de nddulos
se ve disminuida comparada con nuestro control positivo (41 nédulos), estando en
el rango de 13 y 25 nédulos para las cepas mas productoras (Ensifer sp. LEM451,
LEM453, LEM551, LEM462, LEM468 y E. meliloti LEM456); sin embargo, la
cantidad de nodulos generados por nuestra cepa testigo cayé en este mismo
rango (24 nodulos). Cabe aclarar, que tanto nuestras cepas de interés como
nuestra cepa testigo pertenecen a un género diferente a nuestro control positivo y
segun los reportes, R. etli es el microsimbionte que seguramente coevoluciond con
el frijol (Segovia et al., 1993). Para otras cepas como Ensifer sp. LEM457, LEM459
y LEM466 su produccion es muy baja (2, 4 y 5 nédulos, respectivamente),
mientras que la cepa Ensifer sp. LEM465 no generé nddulos, no obstante, esta
planta sobrevivio por el lapso de 35 dias que dur6 el experimento.
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De igual manera, el ensayo se hizo con diferentes concentraciones salinas
y los resultados se muestran a continuacion (Fig. 30).
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Fig. 30. Nimero de nodulos en condiciones normales de salinidad (8.5x10™ M) (barras rojas) y a una
concentracion de 0.01 M de NaCl (barras azules), formados en plantas P. vulgaris cv. Jamapa en interaccion
con nuestras cepas de estudio.

En la figura 30, se observa que la formacion de nodulos solamente se
manifiesta a una concentracion normal de sal y a su valor mas bajo de tratamiento
(0.01 M de NaCl). También, observamos que conforme se aumenta la
concentracion de sal, el niumero de ndédulos disminuye, incluso se inhibe para las
cepas Ensifer sp. LEM551 y LEM457. Esto ha sido reportado en otros trabajos
donde se expresa que el estrés salino reduce la nodulacién de leguminosas
mediante la inhibicion de los eventos simbidticos tempranos, tales como la
colonizacion de la raiz, infeccion y desarrollo del nédulo (Tu, 1981; Zahran y
Sprent, 1986; Zahran, 1991; 1999; Bouhmouch et al., 2005), asi como la actividad
fijladora de nitrégeno por unidad de peso de los nodulos (Delgado et al., 1993;
1994; Baker et al., 1995; Aydi et al., 2008).

Se sabe pues, que la iniciacion de la nodulacion es mas sensible al estrés
salino que el desarrollo del mismo nédulo, y esto se pudo observar en los
resultados; ya que, en concentraciones altas de sal (0.05, 0.1, 0.15y 0.2 M) no
hubo formacién de ndédulos, mientras que en concentraciones bajas (0.01 M), si
hubo formacién, pero su tamafio fue mas pequefio, comparado con los nddulos en
condiciones normales, y su peso no fue cuantificable (>0.001 g) (Fig. 31).
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B) Concentracion de 0.01 M NacCl.

Aungue altas concentraciones salinas inhibieron la nodulacion en frijol, se
sabe que hay algunas variedades de leguminosas que fijan nitrdgeno
exitosamente bajo estas condiciones, tal es el caso de Medicago sativa, Vicia faba
y Trifolium alexandrinum (Zahran et al., 1978; Mohammad et al., 1989b), mismas
que producen nédulos indeterminados los cuales son mas tolerantes a la salinidad
gue los nodulos determinados formados por otras leguminosas como Vigna,
Glycine y Phaseolus spp. (Sprent, 1983; 1985); ya que, estos nddulos pueden
contener una alta concentracion de iones Na* y CI” cuando estan en presencia de
estas condiciones salinas (Serraj et al., 1998; Ashraf y Bashir, 2003).

7.2.2 Longitud y peso de la parte aéreay de la raiz

Los resultados de este andlisis nos muestran que el aumento en la concentracion
salina afecta el crecimiento de las plantas de manera importante, ya que, a una
concentracion superior a 0.05 M de NaCl, la planta no logré desarrollarse.
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Fig. 32. Promedio de las longitudes de las partes aéreas de plantas de P. vulgaris cv. Jamapa en interaccion
con las cepas de nuestro estudio.

Como se observa en la figura 32, una concentracioén de 0.05 M de NaCl en
el medio, afectd el desarrollo de las plantas que interaccionaban con las cepas
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Ensifer sp. LEM453, LEM457, LEM462, LEM466, LEM468 y S. saheli ORS611,
mientras que aquellas en simbiosis con Ensifer sp. LEM451, LEM551, LEM459,
LEM465 y E. meliloti LEM456 presentaron un desarrollo normal. Para el caso de la
concentracion mas baja de nuestro analisis (0.01 M de NaCl), solamente la planta
en interaccién con la cepa Ensifer sp. LEM457 no logré desarrollarse bajo esta
condicién. El desarrollo de las plantas puede verse también en la figura 34.
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Fig. 33. Promedio de los pesos secos de las partes aéreas de plantas de P. vulgaris cv. Jamapa en
interaccion con las cepas de nuestro estudio.

En cuanto al peso seco de la parte aérea (Fig. 33), se observa como en las
plantas relacionadas con las cepas Ensifer sp. LEM451, LEM453, LEM459,
LEM465 y S. saheli ORS611 hay un incremento en la biomasa conforme la
salinidad aumenta; en otros trabajos, se atribuye a la liberacién de compuestos,
por parte de la bacteria, los que favorecerian para el crecimiento de la planta en
suelos salinos; otra teoria es que algunas leguminosas pueden llegar a ser
tolerantes a pequefas cantidades de sal cuando son sometidas a este estrés en
fases tempranas de su crecimiento (Cassman y Rains, 1986).

La figura 34 nos muestra el crecimiento de las plantas interaccionando con
nuestras bacterias. Como podemos ver, en las concentraciones elevadas de sal
(Fig. 34D y 34E), el desarrollo de las plantas fue escaso y con el paso de los dias
se marchitaron. Para la concentracién de 0.2 M de NaCl (Fig. 34F) el crecimiento
se inhibié por completo, corroborando asi lo reportado por Maduefio-Molina et al.,
2006 quien observd que la salinidad reduce la produccion agricola mediante la
inhibicién del crecimiento de las plantas. Por otro lado, en las figuras 34B y 34C el
crecimiento de las plantas fue normal, inclusive, no se distinguieron diferencias
entre ellas, ni con las plantas crecidas a concentraciones normales de sal (Fig.
34A).
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Fig. 34. Plantas de P. vulgaris cv. Jamapa en interaccion con las cepas de nuestro interés, crecidas durante
21 dias. A) 8.5x10™ M, B) 0.01 M, C) 0.05 M, D) 0.1 M, E) 0.15 My F) 0.2 M de NacCl.

De manera similar, la salinidad también esté involucrada tanto en la longitud
como en el peso seco de las raices de plantas de P. vulgaris (Fig. 35 y 36),
observando que el aumento en la concentracion salina incrementa su longitud y
peso, la mayor diferencia, en la longitud, es la presentada por la planta
interactuando con E. meliloti LEM456 (6 cm), mientras que para el peso, la mayor
diferencia es observada con la planta en relacion con Ensifer sp. LEM453 (0.05 g).
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Fig. 35. Promedio de las longitudes de las raices de plantas de P. vulgaris cv. Jamapa, en interaccion con las
cepas de nuestro interés.
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Fig. 36. Promedio de los pesos secos de las raices de plantas de P. vulgaris cv. Jamapa, en interacciéon con
las cepas de nuestro interés.

Diferentes estudios concuerdan en que las leguminosas son clasificadas
como cultivos sensibles a la sal (Lauchli, 1984) y la limitacion en su productividad
estd asociada con el bajo crecimiento de la planta huésped, pobre desarrollo
simbidtico de bacterias noduladoras de raiz (Georgiev y Atkins, 1993) y una
consecuente reduccion en la capacidad fijadora de nitrogeno (Delgado et al.,
1993), afectando ademas la actividad de algunas enzimas y provocando una
disminucién en su crecimiento (Shaheen, 1984; Friedman et al., 1989). Del mismo
modo, en algunas leguminosas, los patrones de distribucién de carbohidratos y
solutos organicos, como la prolina, cambian bajo estrés salino (Joshi, 1984; Brady
et al., 1984; Ashraf, 1989), explicando asi, otra manera de disminuir su
crecimiento.

Sin embargo, se sabe que la aplicacion de fertilizantes nitrogenados para el
crecimiento de leguminosas en climas aridos puede incrementar la tolerancia a la
salinidad de esas plantas. No obstante, el incremento en los costos de los
fertilizantes nitrogenados y el dafio al incrementar la salinidad del suelo esta,
probablemente, limitando la aplicacion de estos compuestos. Es por ello, que el
interés en la fijacion biolégica del nitrégeno se ha visto incrementada en afios
recientes (Arutyunova & Shevyakova, 1984; Mohammad et al., 1989a).

7.3 MLSA

El Analisis de Secuencias Multilocus (MLSA) es una herramienta efectiva
para la identificacion de cepas y designacion taxonémica, la cual es usada en la
actualidad como una alternativa a la hibridacion DNA-DNA para delimitar
genoespecies, empleando para ello genes de mantenimiento, los cuales codifican
para proteinas con un nivel de divergencia superior que los genes rRNA, pero
conservados suficientemente para mantener la sefial filogenética; asi, al
concatenar sus secuencias, se pueden observar los patrones de agrupamiento
entre las grandes poblaciones de cepas estrechamente relacionadas, incluso para
aquellos taxa que experimentan frecuentes transferencias laterales de genes y
recombinacién homéloga (Papke et al., 2011; Martens et al., 2007). Una de las
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desventajas que presenta este analisis es que los resultados obtenidos pueden
variar considerablemente, debido a la seleccién de los genes de mantenimiento, la
cantidad de los mismos y el método de calculo empleado para comparar las
secuencias obtenidas (Glaeser y Kampfer, 2015). Sin embargo, basandonos en
los resultados obtenidos por Rocha et al., 2015, se decidid utilizar este andlisis
para identificar la especie a la cual pertenecen nuestras cepas de estudio,
teniendo especial cuidado en la eleccién del tipo y numero de genes de
mantenimiento, asi como del método empleado para comparar nuestras
secuencias.

7.3.1 Amplificacion del gen 16S rDNA y los genes de mantenimiento glnA y
thrC.

Ademas de las secuencias que Rocha et al., 2015 obtuvo para su andlisis,
recA (recombinasa A), dnaK (proteina de choque térmico, Hsp70) (Stepkowsky et
al., 2003), atpD (subunidad beta de la ATP F1 sintasa), ginll (glutamina sintetasa
tipo 1) (Martens, 2007), gyrB (Subunidad beta de la girasa del DNA) y rpoB
(Subunidad beta de la RNA polimerasa) (Martens, 2008); se optd por amplificar
otros dos genes de mantenimiento, glnA (Glutamina sintetasa tipo 1) y thrC
(treonina sintasa) (Martens, 2008); al igual que el gen 16S rDNA. Esto, con la
finalidad de incrementar la profundidad del analisis realizado previamente (Rocha
et al., 2015). Para ello, primero se hizo una PCR obteniéndose fragmentos de
1400 pb para el gen 16S rDNA (Fig. 37A), 900 pb para el gen gInA (Fig. 37B) y
600 pb para el gen thrC (Fig. 37C). Estos fragmentos, se mandaron a secuenciar
las muestras para continuar con nuestro analisis.

Fig. 37. Fragmentos de los genes a) 16S rDNA, B) ginA, C) thrC en geles de agrosa al 1%. Carriles: M,
Marcador; 1, LEM451; 2, LEM453; 3, LEM551; 4, LEM456; 5, LEM457; 6, LEM459; 7, LEM462; 8, LEM465; 9,
LEMA466; 10, LEM468.

7.3.2 Arboles independientes

En este analisis, se generaron arboles filogenéticos, de manera individual
para cada gen, mediante el método de Neighbor Joining (NJ); el cual, transforma
los caracteres en distancias para poder analizarlos mediante métodos basados en
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matrices de distancias (Vinuesa, 2008). Para facilitar nuestro estudio, los arboles
fueron enraizados con secuencias del género Rhizobium.

7.3.2.1 Gen atpD

Varios genes de mantenimiento ya han sido utilizados como marcadores
filogenéticos alternativos en rhizobia, atpD, recA (Gaunt et al., 2001), gIinA, ginB
(Turner y Young, 2000; Wernegreen y Riley, 1999), dnaK (Stepkowski et al., 2003)
y gltA (Hernandez-Lucas et al., 2004), debido a que presentan una alta
concordancia con los resultados obtenidos del analisis del gen 16S rRNA y una
gran congruencia entre ellos (Gaunt et al., 2001).
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Fig. 38. Arbol filogenético generado por NJ para el gen atpD.

Para el gen atpD (Fig. 38), se puede observar que la cepa LEM456 se
agrupa dentro del cluster perteneciente a la especie E. meliloti, con un valor de
bootstrap del 93.5%; mientras que las cepas LEM451, LEM453, LEM551,
LEM457, LEM459, LEM462, LEM465, LEM466 y LEM468 forman un cluster
individual relacionado estrechamente con la especie E. saheli pero sin pertenecer
a este. El valor de bootstrap para este cluster es del 54.8%, recordando que el
valor recomendado debe ser superior al 70%, de lo contrario nuestro resultado no
sera fiable, por lo que podria variar con otro andlisis (Felsentein et al., 1985).
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7.3.2.2 Gen dnaK
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Fig. 39. Arbol filogenético generado por NJ para el gen dnak.

En el caso del gen dnaK (Fig. 39), se puede observar que la cepa LEM456
se agrupa igualmente en el cluster de la especie E. meliloti con un valor de
bootstrap del 49.4%; en cuanto a las cepas LEM466, LEM457, LEM453, LEM459,
LEM465, LEM468, LEM462 y LEM461, estas se agrupan nuevamente en un
cluster individual relacionado nuevamente con la especie E. saheli (Bootstrap del
48.3%), caso especial es la cepa LEM551, la cual es separada del resto de cepas
formando un clUster aparte. Esta cepa, probablemente no es de la misma especie
gue el grupo de bacterias provenientes de la misma region; ya que también hemos
visto que presenta un comportamiento diferente en cuanto a su tolerancia a

diferentes tipos de estrés.

Estas diferencias puede deberse a, como se

mencionaba anteriormente, transferencias horizontales de genes o, incluso a,
recombinaciones genéticas (Eardly et al., 1996, 2005; Sullivan et al., 1996).
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7.3.2.3 Gen gInll

Una de las dificultades que presentd la elaboracién del arbol filogenético
para el gen ginll es que no todas las especies descritas del género Ensifer tienen
liberadas las secuencias de este gen de mantenimiento y para llevar a cabo su
estudio, nos basamos en la busqueda del gen en algunos genomas completos.
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Fig. 40. Arbol filogenético generado por NJ para el gen ginll.

El arbol filogenético observado en la figura 40 nos muestra nuevamente que
la cepa LEM456 se agrupa dentro del cluster de la especie E. meliloti con un valor
de bootstrap del 99.8% tal y como se ha observado en los genes anteriores. Por
otro lado, las cepas LEM551, LEM451, LEM453, LEM468, LEM457, LEM462,
LEM459, LEM465 y LEM466 forman un grupo individual, esta vez estrechamente

relacionado con la especie E. kostiensis (Bootstrap del 52.6%) pero sin pertenecer
a esta especie de manera especifica.
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7.3.2.4 Gen gyrB
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Fig. 41. Arbol filogenético generado por NJ para el gen gyrB.

Para el caso de gyrB (Fig. 41), el resultado para la cepa LEM456 es el
mismo que con los genes anteriores, agrupandose con la especie E. meliloti y con
un valor de bootstrap del 99.9%. De igual manera, las cepas LEM451, LEM465,
LEM453, LEM462, LEM468, LEM466, LEM459, LEM457 y LEM551 forman un
cluster separado del resto de las especies pero ahora relacionado estrechamente
con la especie E. terangae y con un valor de bootstrap del 89.7%.

7.3.2.5 Gen recA

El gen recA junto con el gen atpD, son unos de los genes mas utilizados en
este analisis para el género Ensifer, ya que presentan una alta concordancia entre
ellos y con el gen 16S rDNA (Martens, 2007; 2008; Gaunt et al., 2001). La figura
42 nos muestra la relacion filogenética obtenida con este gen.
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Fig. 42. Arbol filogenético generado por NJ para el gen recA.

Como se puede observar, la cepa LEM456 se agrupa con las cepas de la
especie E. meliloti con un valor de bootstrap del 59.4%, este resultado no ha
variado en ningun analisis de los genes pasados; y, siguiendo el resultado del gen
atpD, las cepas LEM459, LEM468, LEM465, LEM551, LEM462, LEMA457,
LEM453, LEM466 y LEM451 forman un clUster individual relacionado con la
especie E. saheli pero con un valor de bootstrap del 29.3%. Comprobando, de
esta manera, la concordancia entre los genes atpD y recA descrita previamente.

7.3.2.6 Gen gInA

Para este gen, se sabe que también es uno de los mas usados en este
analisis para el género Ensifer, por su grado de confiabilidad y similitud con genes
rRNA (Martens et al., 2007), sin embargo, no existen reportes que mencionen la
concordancia de este gen con algun otro de mantenimiento.
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Fig. 43. Arbol filogenético generado por NJ para el gen glnA.

En el arbol filogenético del gen gInA (Fig. 43) podemos observar que la
cepa LEM456 se encuentra nuevamente dentro del clister que forma la especie E.
meliloti, con un valor de bootstrap del 100%. Por otro lado, con este gen, se
pueden observar dos diferencias significativas en relacion con los genes
anteriores; la primera es que la cepa LEM551 la ubica junto con la cepa LEM456
(dentro de la especie E. meliloti) y con un valor de bootstrap del 100%. La
segunda diferencia es que la cepa LEM459 la coloca dentro del cluster generado
por la especie E. saheli también con un valor de bootstrap del 100%, dando a
entender que probablemente pertenecen a esas especies. Por ultimo, tenemos el
grupo de cepas restantes, LEM451, LEM465, LEM453, LEM457, LEMA466,
LEM462 y LEM468 que, al igual que en los genes anteriores, forman un grupo
separado y estrechamente ligado a E. saheli pero con un valor de bootstrap del

42.3%.
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7.3.2.7 Gen thrC
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Fig. 44. Arbol filogenético generado por NJ para el gen thrC.

El resultado del analisis del gen thrC (Fig. 44), muestra un arreglo similar al
obtenido por los genes anteriores; donde la cepa LEM456 se agrupa dentro del
cluster de E. meliloti con un valor de bootstrap del 100% concluyendo que esta
cepa pertenece a la especie antes mencionada. Igualmente, las cepas LEM457,
LEM468, LEM465, LEM466, LEM551, LEM462, LEM453, LEM459 y LEM451
forman nuevamente un cluster individual, el cual esté relacionado estrechamente
con la especie E. saheli con un valor de bootstrap del 53.9%.

7.3.2.8 Gen 16S rDNA

El andlisis filogenético de este gen (Fig. 45), se realiz6 con la finalidad de
comparar los resultados obtenidos de los genes de mantenimiento con este gen
gue, como se habia dicho anteriormente, no presenta un poder de resolucion por
debajo del nivel de especie (Olsen y Woese, 1993), generando un enfoque global
en la relacion filogenética de nuestras cepas de estudio con las especies descritas
para el género Ensifer.
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Fig. 45. Arbol filogenético generado por NJ para el gen 16S rDNA.

Con la figura 45, se comprobo lo visualizado en el andlisis de los genes de
mantenimiento respecto a la cepa LEM456, ya que, de igual forma, esta se agrupa
en el cluster perteneciente a la especie E. meliloti con un valor de bootstrap del
78.4%, perteneciendo asi a esta especie. Mientras que para la cepa LEM468 se
presenta una diferencia con respecto a los genes de mantenimiento, pues la ubica
dentro del cluster de E. saheli con un valor de bootstrap del 98%. El resto de las
cepas LEMA451, LEM465, LEM466, LEM453, LEM457, LEM551, LEM459 vy
LEM462 forman una agrupacion no compacta, que no pertenece a hinguna
especie descrita, pero que se relaciona estrechamente con la especie E.
kostiensis, resultado similar a lo presentado con el gen ginll pero con un valor de
bootstrap del 84.5%.

7.3.3 Arboles concatenados

El MLSA de genes de mantenimiento es superior al analisis de la secuencia
del gen 16S rRNA para la discriminacion de especies de Ensifer (Martens et al.,
2007). Este andlisis de mdltiples genes puede ser obtenido de dos maneras,
mediante el analisis individual de cada gen con la generacién de los arboles
filogenéticos correspondientes y usar, de esta manera, un consenso de estas
relaciones para representar el arbol genético global, o mediante el andlisis de las
secuencias concatenadas, donde se forma una super matriz para generar el arbol
de especies (Sanderson et al., 2003). Para el arbol concatenado, se emplearon los
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genes 16Sr DNA, atpD, recA, gyrB, rpoB, gInA y thrC y dos métodos de analisis, el
método Maximum Likelihood (ML) (Fig. 46), el cual trata de seleccionar modelos y
parametros que maximicen la funcion de optimizacién; y el método de Maximum
Parsimony (MP) (Fig. 47), cuya funcién es representar la hipo6tesis evolutiva
consistente con el camino evolutivo mas corto que explique o conduzca a los
caracteres observados (Vinuesa, 2008). En estos analisis, los arboles fueron
enraizados con la cepa Mesorhizobium loti LMG6125.
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Fig. 46. Arbol concatenado (16SrDNAatpDgInAthrCrecArpoBgyrB) generados por ML.
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Fig. 47. Arbol concatenado (16SrDNAatpDglnAthrCrecArpoBgyrB) generados por MP.

La distribucion de la cepa LEM456 para el arbol concatenado generado por
ML (Fig.46) asi como el arbol generado por MP (Fig. 47) fue la misma, la cepa se
agrupo en el cluster perteneciente a la especie E. meliloti con valores de bootstrap
del 59% y 88%, respectivamente. La ubicacion de esta cepa es igual a la obtenida
por el analisis de los genes de mantenimiento y del gen 16S rDNA. Comprobando
una vez mas, que la cepa LEM456 pertenece a la especie E. meliloti.

Por otro lado, en el caso de la figura 46, las cepas LEM466, LEM457,
LEM451, LEM551, LEM462, LEM459, LEM465, LEM453 y LEM468, se agrupan
en un cluster independiente, mismo que se relaciona con la especie E. saheli, pero
sin pertenecer precisamente a esta, con un valor de bootstrap del 59%; este
resultado concuerda con el andlisis obtenido de los genes atpD, dnak, recA, ginA
y thrC de manera individual. Para el caso de la figura 47 estas mismas cepas
forman, como en el resultado anterior, un grupo aislado, pero ahora relacionado
estrechamente con la especie E. terangae con un valor de bootstrap del 88%,
dicho resultado es similar al reportado por el gen de mantenimiento gyrB, de
manera individual, en este mismo analisis.

Con base en todos nuestros resultados, podemos concluir que las cepas
LEM466, LEM457, LEM451, LEM551, LEM462, LEM459, LEM465, LEM453 y
LEMA468, aisladas de P. filiformis en el norte de México, no pertenecen a ninguna
especie descrita para el género Ensifer, pero se relacionan de manera estrecha
con la especie E. saheli. Esta conclusién concuerda con lo reportado por Rocha et
al., 2015 (Fig. 48).
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Fig. 48. Arbol concatenado adaptado de Rocha et al., 2015.

Se sabe que, para llevar a cabo un enfoque prometedor hacia una
clasificacion bacteriana, se necesita de un minimo de cinco genes de
mantenimiento (Stackebrandt et al., 2002). No obstante, Zeigler en el 2003, sugirié
gue este analisis, incluso, puede ser llevado con menos de cinco genes de
mantenimiento, elegidos adecuadamente, para una clasificacion segura. Por lo
gue, en nuestro estudio, utilizamos seis genes de mantenimiento y el gen 16S
rDNA para la clasificacion de nuestras bacterias y asi obtener resultados mas

confiables.
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VIIl. CONCLUSIONES

En este estudio, mediante un MLSA utlizando siete genes de
mantenimiento, se determind que las cepas Ensifer sp. LEM451, LEMA453,
LEM551, LEM457, LEM459, LEM462, LEM465, LEM466 y LEM468, aisladas de P.
filiformis y provenientes del norte de México, no pertenecen a ninguna especie
descrita para el género Ensifer, tratAndose, asi, de una nueva especie, la cual esta
relacionada estrechamente a E. saheli. Con el mismo analisis, se concluy6 que la
cepa LEM456 pertenece a la especie de E. meliloti, nombrandose ahora Ensifer
meliloti LEM456.

Las caracteristicas que poseen este grupo de cepas es que son tolerantes a
la salinidad, con un valor de hasta 0.2 M de NaCl, mismo que induce la
disminucién de exopolisacarido. Este mismo efecto lo presentan las cepas Ensifer
sp. LEM451, LEM453, LEM551, LEM462, LEM468 y E. meliloti LEM456 al ser
crecidas en pH acidos, tolerando valores de hasta 5.3. Otra caracteristica es que
nuestro grupo de cepas presenta tolerancia a medios basicos, creciendo a valores
de pH de hasta 9.5, induciéndoles un aumento en la produccion de
exopolisacéarido. De igual manera, presentan tolerancia a elevadas temperaturas,
creciendo exitosamente a valores de 40°C.

Finalmente, en un ensayo de invernadero, las plantas de Phaseolus vulgaris
cv. Jamapa, inoculadas con cada una de las cepas de interés, lograron sobrevivir
por un lapso de 35 dias, creciendo en condiciones salinas de hasta 0.05 M de
NaCl. La visualizacion de nodulos en la raiz de la leguminosa, pudo observarse
s6lo a una concentracion <0.01 M de NaCl. Desconociéndose aun el mecanismo
de resistencia al estrés salino.
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