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DIVERSIDAD GENETICA DE BACTERIAS MUTUALISTAS DE
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RESUMEN

México es un pais con una gran diversidad vegetal, animal y también microbiana. Esta tltima es muchas veces
olvidada o desdefiada pero es esencial para la supervivencia de todas las demas especies. Ha sido gracias a los
nuevos enfoques moleculares que se ha podido revelar una diversidad bacteriana insospechada y se han clasifi-
cado certeramente a las bacterias. Algunas de las bacterias contribuyen al crecimiento de las plantas y de estas
bacterias hemos reconocido algunas nuevas especies. En el estudio de las bacterias endofitas (en el interior) de
plantas como platano, cafia de azlcar y maiz identificamos una nueva especie de Klebsiella, muy cercana a K.
pneumoniae. A esta nueva especie lanombramos K. variicola, que significa de muchos sitios porque se obtuvo
de una amplia variedad de plantas pero también de pacientes humanos en hospitales pediatricos. No recomen-
damos su uso en agricultura a pesar de que estas bacterias promueven el crecimiento vegetal y son fijadoras de
nitrégeno. Rhizobium y bacterias de géneros relacionados son capaces de formar nédulos (pequefias biofabricas
de fertilizante nitrogenado) en las raices de las plantas leguminosas, como el frijol (Phaseolus vulgaris) o
arboles de leguminosas como Leucaena, Sesbania o Acacia. Algunas especies de estos géneros son nativas de
México y sus simbiontes no habian sido caracterizados. Reconocimos entre ellos nuevas especies, como
Rhizobium etli, R. tropici y Sinorhizobium americanum, que han sido de utilidad tanto para estudios moleculares
como para aplicaciones en agricultura o en proyectos de recuperacion ecoldgica en areas taladas. El uso de estas
bacterias sustituye a los fertilizantes quimicos nitrogenados y permite a las plantas crecer en suelos pobres de
nitrégeno. Por otro lado, el reconocimiento adecuado de las especies nos ha permitido revelar que con la tala de
los bosques de los Tuxtlas en México se pierden especies de Bradyrhizobium nativas de la selva. Existe atin un
gran desconocimiento de las especies de bacterias asociadas a plantas.
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SUMMARY

GENETIC DIVERSITY OF MUTUALISTIC BACTERIA
FROM PLANTS

Mexico is a country with a large diversity of plants, animals and bacteria. Bacterial diversity is not always
considered in biodiversity studies but it is key to the survival of all other species. Molecular approaches have
revealed an enormous and unsuspected bacterial diversity and have allowed an accurate classification of
bacteria. We have discovered some new species among bacteria that promote plant growth. Studying endophytic
(inside plants) bacteria from banana, sugarcane and maize, we identified a new Klebsiella species, closely
related to K. pneumoniae. We named this new species K. variicola, meaning “different places” because it was
isolated from a large variety of plants and also from human patients in pediatric hospitals. Even though these
bacteria promote plant growth and fix nitrogen, we do not recommend their use in agricultural fields. Rhizobium
and bacteria from related genera are nitrogen fixing bacteria that form nodules (small biological factories of N
fertilizers) in the roots of legumes such as Phaseolus vulgaris (beans) or trees like Leucaena, Seshania and
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Acacia. Some species of these genera are native to Mexico and their symbionts had not been previously
analyzed. We discovered new species as Rhizobium etli, Rhizobium tropici and Sinorhizobium americanum,
that have become useful not only for molecular studies but also for applications in agriculture or in reforestation
projects in tilled areas. The use of these bacteria substitutes chemical nitrogen fertilizers and allows plants to
grow in nitrogen poor soils. The adequate identification of species has allowed us to reveal that the tillage of
Tuxtlas forest in Mexico causes loss of Bradyrhizobium species native to the forest. There is still an enormous
lack of knowledge of bacterial species associated with plants.
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INTRODUCCION

Las plantas surgieron entre el sol y el suelo con sus
microorganismos. En el suelo se encuentra una de las di-
versidades mas altas de bacterias, entre 10*-10° 0 mas es-
pecies diferentes por gramo de suelo con 10? bacterias
totales por gramo. Seguramente plantas y microorganismos
han coevolucionado durante cientos de millones de afios.
Las relaciones que se establecieron entre plantas y bacte-
rias son de lo més diversas, destacadndose las interacciones
mutualistas y las patogénicas.

El objetivo de este trabajo es la descripcion de la diver-
sidad genética de bacterias benéficas de plantas que han
sido estudiadas en nuestro laboratorio. Se incluiran tanto
bacterias que son endofiticas (dentro de las plantas) como
aquellas capaces de formar nédulos en las raices de plan-
tas como las leguminosas.

Endéfitos

La cafia de azlcar en Brasil (Boddey et al., 1995) parece
obtener un aporte significativo de nitrégeno que proviene
de bacterias fijadoras de nitrégeno capaces de convertir el
N gaseoso de la atmdsfera en amonio, el cual es utilizado
por las plantas. Del interior de plantas de cafia de azUcar
de Brasil se han aislado diferentes especies de bacterias
(James & Olivares, 1997; James et al. 1997, Olivares et al.,
1997; Reis et al., 1994). En México aislamos cepas de la
especie Gluconacetobacter diazotrophicus de plantas de
cafia de azlcar que se encontraban en campos agricolas
donde no se utilizan altas concentraciones de fertilizantes
nitrogenados (Caballero Mellado y Martinez-Romero,
1994). La diversidad genética de estas bacterias fue mas
reducida que la encontrada en Brasil (Caballero-Mellado
etal., 1995) en donde se emplean normalmente bajas can-
tidades de fertilizantes nitrogenados. Encontramos tam-
bién que la colonizacion de estas bacterias en el inverna-
dero se ve disminuida cuando las plantas crecen en pre-
sencia de fertilizantes nitrogenados (Fuentes-Ramirez et
al., 1999). Un efecto similar del fertilizante sobre la coloni-
zacién de bacterias fijadoras de nitrégeno se demostro
posteriormente en arroz (Tan et al., 2003). Encontramos

Gluconacetobacter diazotrophicus y una nueva especie
de Gluconacetobacter (Fuentes-Ramirez et al., 2001) aso-
ciadas también con café, pero en la rizosfera principalmen-
te. Investigadores en un laboratorio de E. E. U. U. reporta-
ron que G. diazotrophicus es capaz de proporcionar N a
plantulas de cafia de azlicar y promover su crecimiento
(Sevillaetal., 2001), tal vez por su capacidad de producir
hormonas vegetales.

Del interior de diferentes tejidos de la planta de platano
aislamos diversas bacterias fijadoras de nitrégeno que pro-
mueven el crecimiento de las plantas generadas a partir de
cultivos de tejidos. La bacteria mas abundante en condi-
ciones cultivables fue Enterobacter (Martinez et al., 2003).
Los estudios filogenéticos que hemos realizado con estas
bacterias indican que se trata de un nuevo género cercano
a Enterobacter (Rosenblueth et al., no publicado). Ade-
mas aislamos un grupo considerable de bacterias pertene-
cientes al género Klebsiella. Estas bacterias fueron aisla-
das también de plantas de maiz, de cafia de azucar y de
arroz. Sorprendentemente, las bacterias de Klebsiella ob-
tenidas de las plantas fueron indistinguibles de bacterias
aisladas en hospitales pediatricos de pacientes humanos
enfermos. Estas bacterias se aislan con menor frecuencia
de casos clinicos que Klebsiella pneumoniae y represen-
tan una nueva especie, a la que nombramos K. variicola
(Rosenblueth et al., 2004), cercanamente relacionada con
K. pneumoniae. No recomendamos su uso en agricultura
(Lloret et al., 2004) ya que pensamos que los contagios
humanos provienen de reservorios naturales como las plan-
tas (Martinez et al., 2004). Las bacterias de K. variicola de
pacientes fueron todas fijadoras de nitrégeno y poseen
niveles mas bajos de resistencia a antibioticos que las ce-
pas clinicas de K. pneumoniae (Rosenblueth et al., 2004;
Martinez et al., 2004).

En la agricultura tradicional en México y en PerQ se
cultiva el frijol asociado al maiz. Supusimos que en estas
condiciones las bacterias podrian compartirse entre am-
bas plantas, por lo que buscamos cepas de Rhizobium etli
(que es el simbionte mas comun de frijol que forma nédulos
fijadores de N) en las plantas de maiz. En cultivos en aso-
ciacion todas las plantas de maiz contenian R. etli, mien-
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tras que en monocultivos de maiz sélo un porcentaje bajo
(20%) tenian R. etli (Gutiérrez-Zamora & Martinez-Rome-
ro, 2001). En la rizésfera del maiz encontramos 1088 bacte-
rias de R. etli por gramo seco de suelo y 10%* por gramo de
tejido fresco de raiz en el interior como endéfitos. Las bac-
terias aisladas de maiz son capaces de re-colonizar un gran
numero de razas y variedades criollas de maiz y también de
promover su crecimiento (Gutiérrez-Zamora & Martinez-
Romero, 2001). El analisis mediante patrones de mobilidad
electroforética de enzimas metabdlicas y perfiles de
plasmidos de poblaciones de R. etli de diferentes nichos:
suelo, nédulos, rizésfera y del interior de raices y tallos,
revel6 una diferenciacion de las poblaciones (Rosenblueth
& Martinez-Romero, 2004), lo que sugirid que existen clonas
mas adaptadas para colonizar el interior de la planta de
maiz. Actualmente estamos estudiando las diferencias en
el contenido genémico de una cepa de R. etli que es muy
buena colonizadora de maiz en comparacién con una cepa
de R. etli que no coloniza eficientemente. Ademas, estu-
diamos los genes de R. etli que se expresan en presencia
de maiz (Rosenblueth et al., no publicado). Rhizobium se
ha utilizado en la agricultura por mas de 100 afios y no se
considera que represente un riesgo para la salud. Dada la
gran capacidad competitiva de algunas cepas de R. etli
para colonizar maiz, éstas se pudieron utilizar para despla-
zar poblaciones de bacterias de Burkholderia cepacia que
colonizan maiz en Europa (Chiarini et al., 2000). Las cepas
de B. cepacia se consideran un riesgo para la salud huma-
na ya que causan infecciones (aun letales) en pacientes
con fibrosis quistica.

Bacterias nodulantes

Las leguminosas constituyen una de las familias mas
grandes de plantas. Tal vez parte de su éxito se debe a su
capacidad de establecer simbiosis con bacterias fijadoras
de nitrégeno. Una revision de las poblaciones de rizobios
nativas de México se publicé recientemente (Martinez-
Romero, 2001). En México existe un gran nimero de legu-
minosas nativas, entre ellas destacan las plantas del géne-
ro Phaseolus (P. vulgaris, P. coccineus, P. lunatus y otras
47 especies). P. vulgaris, el frijol coman, fue domesticado
en Mesoamérica y en otros dos sitios en Sudamérica (Gepts
& Debouck, 1991). Las especies que se aislan principal-
mente de los nddulos de frijol son Rhizobium etli en Méxi-
co (Pifiero etal., 1988; Segovia et al., 1991, 1993; Silva et
al., 2003) y R. tropici en suelos acidos en Sudamérica
(Martinez-Romero et al., 1991), aunque también hemos ais-
lado R. gallicum bv. gallicum (Silva et al., 2005), el cual es
también simbionte de P. coccineus. En contraste, P. lunatus,
el frijol Lima, establece simbiosis con diferentes linajes de

Bradyrhizobium (Ormefio-Orrillo et al., 2005), algunos de
crecimiento extra lento y con Bradyrhizobium
yuanmingense (Ormefio-Orrillo et al., 2005; Vinuesa et al.,
2005b), ademéas hemos encontrado un nuevo linaje que
representa una nueva especie de Bradyrhizobium (Ormefio-
Orrillo et al., no publicado).

Uno de los géneros mas amplios de leguminosas es el
de las acacias. Las acacias son altamente resistentes a la
sequia con raices que llegan a 35 m de profundidad y son
noduladas por varias especies de rizobios (de Lajudie et
al., 1994; 1998; Nick et al., 1999). Describimos una nueva
especie de Sinorhizobium, S. americanum, aislada de los
nodulos de varias especies de acacias nativas de México
(Toledo et al., 2003). S. americanum esta cercanamente
relacionado a S. fredii que nodula soya en China. S.
americanum no nodula soya y S. fredii no nodula Acacia,
lo que indica que hay una co-evolucidn de estas bacterias
con sus hospederos. De otra especie de Acacia, A.
angustissima que crece en las selvas de Chiapas y de Morelos
hemos aislado y estamos caracterizando un nuevo linaje de
sinorhizobia, cercanamente relacionado con S. terangae, que
es simbionte de diferentes especies de Acacia en Africa.

En los nédulos de Seshania en México encontramos R.
huautlense que es capaz de nodular en condiciones de
inundacién (Wang et al., 1998). En campos inundados en
Venezuela también encontramos R. huautlense en otras
especies de Seshania (Vinuesa et al., 2005a).

De la selva tropical de los Tuxtlas en Veracruz hemos
reconocido linajes nuevos de Bradyrhizobium, uno de los
cuales se pierde con el cambio de uso de suelo, que oca-
siona también otros cambios drésticos en las poblaciones
de rizobios (Ormefio-Orrillo et al., enviado). El conocimiento
que hemos obtenido de los simbiontes de diversos arbo-
les de leguminosas incluyendo Acacia (Toledo et al., 2003),
Gliricidia (Acosta et al., 2002) y Leucaena (Wang et al.,
1999) nos ha permitido iniciar proyectos de restauracion
ecoldgica en los que introducimos leguminosas nativas y
sus bacterias en areas taladas.

Laidentificacidny las relaciones entre las bacterias las
hemos establecido con base en estudios filogenéticos
considerando las secuencias de genes que codifican pro-
teinas y también de los genes ribosomales. Estos enfo-
ques moleculares han permitido revelar la gran diversidad
genética de bacterias asociadas a plantas y su mas certera
identificacion (Vinuesa et al., 2005b). La diversidad de bac-
terias asociadas a plantas alin esta poco explorada y segu-
ramente tiene una funcion ecoldgica y agronémica muy
importante. La utilizacién de Rhizobium como inoculante
en la agricultura permite ahorros de millones de délares
(Mendes et al., 2004).
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