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RESUMEN

Bl azuci ox producido en Méxsico v en s e 70 paises del muondo. Ademis de serun
importante producte agrivola, nuis de 130 subproductos pueden ser obtenidos de fa cana.

Muy altos miveles de rertilizantes nirogenados thasta 300-400 kg de N por ha.) son
aphicados al cultivo de Ta caia do ardenr en Lo ayvorin de los padses, incluido México. En
contraste. en Brastl se aphcan no nuis de 50 kg de N por ha,, no existiendo disminucion en
los rendimientos de cana ni en o reserva de nitrdgeno del suelo aun despuds de décadas de
cultivo. En experimentos recientes con diferentes variedades de caia se estimo que la fijacion
biologica del nitrégeno (FBNY puede contribuir con 50 a 80% del nitrégeno total de la planta,
Entre los diferentes fjadores de pitrdeoeno asociados o la caila se sugiere que ta bacteria
endolita Acetobacter diazotrophicus pudiera ser una de las que contribuyan importantemente
en la FBN observada, debido @ sus caracteristicas poco conuines entre los diazotrofos.

Tomando en cuerta ¢l uso potencial de A, diazotrophicus en biotecnologia agricola, sc
considerd importante el conocer la diversidad genética y la estructura de la poblacidn de esta
bucteria.

Un total de 79 cepas do A diczerrophicus aisladas principalmente de diferentes variedades
de cana cuttivada en Mdxico y Brasil, asf como de otras plantas ricas en sacarosa y de la
"chinche harinosa” Yaccharicoccus sacchari asocrada a la caia fueron caracterizadas mediante
clectroforests de enzinws metabdlicas (MLEE), También se analizaron los perfiles de
plasmidos, asi como oy patronies de {os genes nifHDK y de los genes ribosomales,

Los resuitados de MLEDR wevelaron gue L diversidad genética de A. diazotrophicus ¢s mucho
mds baja que o observada en la mayoria de otras especies bacterianas conocidas, Se
identificaron sicte difcrentes tipos electroforéticos (1Ts) entre las cepas de A diazotrophicus
analizadas. Seis ETs presentan alta homologia DNA-DNAL hallindose una media de 86% y
reldcionados entre s a una distancia geadtica de 0.195. El séptimo ET fué muy divergente,
encontrindose a una distancia gendtica de .33 y niveies de homologia DNA-DNA de 54%
coit respectod a la cepa de referencia. Las cepas agrupadas en este ET pudieran representar una
especie fijadora de N, diferente dentro del género Acetobacter, Una mayor diversidad genética
se observd entre las cepas aistudas de Brasil en comparacién a las aisladas de México. Este
hecho probablemente esté relacionado con las muy diferentes ddsis de fertilizante nitrogenado
aplicadas entre ambos paises. Bl andlisis gendtico indicd que 1a estructura de poblacion de A.
diazotrophicus es clonzl, creontrdndose una clona predominante (ET 1),

La mayorfa de las cepas de A. diuzotrophicus albergan pldsmidos con un tamafio que varfa
entre 2.0 y 170 kb. Dos plasmidos (uno de 20-24 kb y otro de 170 kb) fueron muy
conservados entre las cepas analizadas. La cepa tipo PAl 57 y otras pocas no alberagan
ninglin plismido. La existencia de estas cepas puede indicar que las caracterisiicas fenotfpicas
fundamentales de A. diazotrophicus no son codificadas por plasmidos. De hecho,
independiente de la presencia de plasmidos, todas las cepas comparten un patron comiin de
organizacion de los genes niff{OK en ¢l cromosoma,

Desde un punto de vista de aplicacidn biotecnoldgica, serd importante determinar si las cepas
agrupadas en el ET predominante pueden ser mds cficientes en comparacién a otros linajes
clonales para promaover ¢l crecimicnto de las plantas hospederas, ya sea mediante la sintesis
de dcido indol acctico o mediante el suministro de nitrégeno.
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ABSTRACT

Cane sugar is produced conunercially in Mexico and in over 70 countries around the world.
Sugar is an important agricultural product, and more than 150 by-products may be obtained
from sugarcane,

Commonly, very high levels of nitrogen feathizers (up to 300-400 kg of N per ha) are
applied in sugarcane crops in most countries, included Mexico. In contrast, sugarcane crops
in Brazil do not recetve more than 30 kg of nitrogen fertilizer, and neither cane yields nor soil
N reserves appear to diminish after decades of culture. Recent experiments estimated that the
contribution of biological nitregen fixation (BNIF) to the sugarcane cultivars ranged trom S0
to 80% of total plant nitrogen, Ameng the different nm'ogcn-l'i;(ing bacteria associated with
sugarcane plants, it is suggested that the endophytic bacterium Acetobacter diazotrophicus
could be responsible of contributing importantly to the observed BNF, due to their little
common physiological features among the diazotrophs.,

Taking into account the potential use of A, diazotrophicus tn agricultural biotechnology, we
considered important to know the genctic diversity and genetic structure of this bacteria.

A totul of 79 1solates of A diuzotrophicus recovered matnly from different sugarcane

varietics cultivated in Mexico and Brazi, as well as trom another sucrose-rich host plants, und

from mealybugs Saccharicoceus sacchari associated with sugarcane plants were characterized
by the clectrophoresis mobilities of metabolic enzymes (MLEE). Plasmid profiles, nifHDK and
ribosomal genes patterns were also analyzed.

The results of MLEE analvses revealed that there is a lower genetic diversity in these
bacteria in comparison o the majonity of other well-known bacterial species. Seven different
clectrophoretic types (ETs) were identiiied among isolates of A, diazotrophicits recovered from
different.hosts. Six ETs are highly homogencous, exhibiting a mean DNA homology of 86%
and related within 0.195 genetic distance. The seventh ET was largely divergent, separated at
genetic distance of (.53, an:l had only 54% DNA liomology to the reference strain. Strains
corresponding to this ciuster could represent a distinct nitrogen-fixing species oi the genus
Acetobacter. More genetic diversity was encountered in isolates from Brazil than in those from
Mexico, probably due te the very different nitrogen fertilization levels used in the crops. The
genetic analysis indicates that the genetic structure of A, diazotrophicus is clonal, with a
largely predominant clone (ET 1),

Plasmids were present in most A, divzotrophicus strains, and the molecular sizes of the
plasmids ranged from 2.0 to 170 kb, Two plasmids (a 20-t0 24-kb plasmid and another 170-
kb) were highly conserved among the isolates examined. Type strain PAl 57 and other few
strains did not harbor any plasmid, The existence of plasmidless strains may indicate that
fundamental phenotypic characieristics of this species are not plasmid encoded. In fact,
regardless of presence of plasmids, all isolates shared a highly conserved nv’HDIx gene
organization patiern on the chromosome.

From the viewpoint of biotechnelogical application, it will be importont to determine if

strains represented by the highly predominant ET 1 could be more efficient in promoling
growth of the host plants by either involving indoleacetic acid or supplying nitrogen, or both,
in comparison to other clona! lincages.
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RESUMEN

El azicar es producido en México y en mds de 70 paises del mundo. Ademds de ser un
importante producto agricola, mids de 150 subproductos pueden ser obtenidos de 1a caiia,

Muy altos niveles de fertilizantes nitrogenados (hasta 300-400 kg de N por ha.) son
aplicados al cultivo de la cafia de aziicar en la mayorfa de los paises, incluido México. En
contraste, en Brasil se aplican no mds de 50 kg de N por ha., no existiendo disminucién en
los rendimientos de caiia ni en la reserva de nitrégeno del suelo aun después de décadas de
cultivo. En experimentos recientes con diferentes variedades de caila se estimé que la fijacién
biolégica del nitrégeno (FBN) puede contribuir con 50 a 80% del nitrégeno total de la planta.
Entre los diferentes fijadores de nitrégeno asociados a la cafia se sugiere que la bacteria
endéfita Acetobacter diazotrophicus pudiera ser una de las que contribuyan importantemente
en la FBN observada, debido a sus caracteristicas poco comiines entre los diazétrofos.

Tomando en cuenta el uso potencial de A. diazotrophicus en biotecnologia agricola, se
considerd importante el conocer la diversidad genética y la estructura de la poblacidn de esta
bacteria.

Un total de 79 cepas de A. diazotrophicus aisladas principalmente de diferentes variedades
de cafia cultivada en México y Brasil, asi como de otras plantas ricas en sacarosa y de la
"chinche harinosa" Saccharicoccus sacchari asociada a la cafia fueron caracterizadas mediante
electroforesis de enzimas metabdlicas (MLEE). También se analizaron los perfiles de
pldsmidos, asf como los patrones de los genes nifHDK y de los genes ribosomales.

Los resultados de MLEE revelaron que la diversidad genética de A. diazotrophicus es mucho
mas baja que la observada en la mayorfa dec otras especies bacterianas conocidas. Se
identificaron siete diferentes tipos electroforéticos (ETs) entre las cepas de A. diazotrophicus
analizadas. Seis ETs presentan alta homologia DNA-DNA, halldndose una media de 86% y
relacionados entre sf a una distancia genética de 0.195. El séptimo ET fué muy divergente,
encontrindose a una distancia genética de 0.53 y niveles de homologia DNA-DNA de 54%
con respecto a la cepa de referencia. Las cepas agrupadas en este ET pudieran representar una
especie fijadora de N, diferente dentro del género Acetobacter. Una mayor diversidad genética
se observe entre las cepas aisladas de Brasil en comparacién a las aisladas de México. Este
hecho probablemente esté relacionado con las muy diferentes désis de fertilizante nitrogenado
aplicadas entre ambos pafses. El andlisis genético indicé que 1a estructura de poblacién de A.
diazotrophicus es clonal, encontrdndose una clona predominante (ET 1).

La mayoria de las cepas de A, diazotrophicus albergan pldsmidos con un tamaiio que varfa
entre 2.0 y 170 kb. Dos plismidos (uno de 20-24 kb y otro de 170 kb) fueron muy
conservados entre las cepas analizadas. La cepa tipo PAl 57 y otras pocas no alberagan
ningun plasmido. La existencia de estas cepas puede indicar que las caracteristicas fenotipicas
fundamentales de A. diazotrophicus no son codificadas por plismidos. De hecho,
independiente de la presencia de pldsmidos, todas las cepas comparten un patron comtin de
organizacion de los genes nifHDK en el cromosoma.

Desde un punto de vista de aplicacién biotecnoldgica, serd importante determinar si las cepas
agrupadas en el ET predominante pueden ser mds eficientes en comparacion a otros linajes
clonales para promover el crecimiento de las plantas hospederas, ya sea mediante la sintesis
de 4cido indol acético o mediante el suministro de nitrégeno.



INTRODUCCION

| La fijacién bioldgica del nitrégeno (FBN), es decir, la reduccion del nitrégeno
de la atmdsfera a amonio, representa junto con la fotosintesis uno de los procesos
clave responsables de mantener la vida en la tierra, Ambas actividades constituyen
las principales vias de entrada de carbono y nitrégeno en ¢l componente vivo de los
ecosistemas naturales. En tanto la fotosintesis es llevada a cabo por organismos
procariotes y eucariotes, la FBN se restringe solamente a algunos procariotes, los
cuales pueden vivir libremente o en asociacion, principalmente con plantas,

Atln cuando las leguminosas pueden cubrir sus necesidades de nitrégeno
naturalmente a través de bacterias asociadas, la agricultura intensiva ha demandado
en los ultimos 50 afos el suministro de fertilizantes minerales, particularmente de
los nitrogenados. Estos se proporcionan en forma de sales de amonio, nitratos o urea.
En los suelos agricolas, los iones NH," son convertidos por las bacterias nitrificantes
en el ion nitrato, por lo que ésta forma es la dominante (Oaks, 1992). El NO,” que
no es asimilado por las raices o inmovilizado por las poblaciones microbianas del
suelo, se pierde rapidamente de la zona de exploracidn radical, ya sea por lixiviacion
o bien por desnitrificacién. Se ha reportado (Mulder y col. 1977) que solamente del
50-60% del nitrégeno aplicado como fertilizante mineral es aprovechado por las
plantas y el 20% se pierde debido a la alta solubilidad de los NO,, es decir, son
lixiviados hacia los mantos fredticos que a su vez los transportan hasta los cuerpos
de agua superficiales. Del 10 al 15% se pierde por la actividad desnitrificante,
liberando a la atmdsfera NO y N,O y el resto es inmovilizado por las poblaciones
microbianas del suelo.

El fertilizante no asimilado por los cultivos se traduce en pérdidas econdmicas
para el agricultor, pero el problema rebasa el aspecto financiero. Asi, el nitrégeno

aplicado como NH,;" o NO;" inhiben en mayor o menor grado la fijacién de N, en



la rizosfera, y también ¢l establecimiento de las importantes asociaciones formadas
por diferentes especies de Rhizobium con leguminosas (Curl y Truclove, 1986). El
resultado final para ¢l ambiente es su contaminacidn, tanto de la atméstera (Bohlool
y col. 1992), como de los cuerpos de agua (Mulder y col. 1977).

Lo anterior es un ejemplo de como la agricultura intensiva altera drdsticamente
el ciclo biogeoquimico del nitrégeno, por lo cual seria conveniente que las practicas
agricolas fueran modificadas lo suficiente como para permitir que los sistemas
bioldgicos, mas que los fertilizantes minerales, pudieran reemplazar ¢l N del suelo
extraido por los cultivos.

Es conocido que las plantas al crecer bajo condiciones naturales interaccionan
continuamente con una amplia variedad de microorganismos, muchos de los cuales
contribuyen al crecimiento de las plantas y pueden favorecer el rendimiento de los
cultivos a través de diferentes mecanismos. Las principales actividades de las
rizobacterias que benefician el desarrollo de las plantas, incluyen la supresion
competitiva de patégenos (Kerr, 1980; Schroth y Hancock, 1981), la solubilizacién
de minerales (Barea y col. 1976), la produccion dc substancias reguladoras del
crecimiento vegetal (Libbert y col. 1966; Mascarta-Esparza y col. 1988; Strzelezyk
y Burdziej, 1984), y la fijacién de nitrégeno (Diem y col. 1983; Yoo y col. 1986).
Diversas revisiones han sido publicadas al respecto (Gaskins y col. 1985; Henzell,
1988; Lynch, 1990; Schanck y col. 1983). La investigacion para mejorar la respuesta
de los cultivos se ha concentrado en el estudio de las bacterias fijadoras de nitrégeno
autdctonas de la rizosfera, destacdndose los extensos estudios realizados sobre la
asociacion Rhizobium-leguminosas (Bauer, 1981; Bottomley, 1992; Fisher y Long,
1992; Graham, 1981; Martinez y col. 1990; Martinez- Romero, 1994; Schlaman y
col. 1992; Vincent, 1974 y 1977). Exceptuando los amplios estudios rcalizados sobre
la rizocenosis Azospirillum-gramineas (Caballero-Mellado y col. 1992; Débereiner

y col. 1976, Tien y col. 1979; y los citados en Ddbereiner y Pedrosa, 1987; Hubbell



y Gaskins, 1984; Michicls y col. 1989; Okon y Kapulnik, 1986; Okon y Labandera,
1994), muy poco se conoce sobre otras poblaciones bacterianas rizosféricas asoctadas
a no leguminosas, y menos atin sobre las poblaciones diazotréficas enddfitas de otras
plantas de cultivo. Esto es particularmente cierto para plantas como la cafa de
azicar, de las cuales se han aislado en afios recientes algunas especies diazotroficas,
predominante y/o estrictamente enddfitas.

A pesar de que el origen de la caiia de azicar es controvertido, parece ser que
el centro primario de diversidad de Saccharum officinarum corresponde al drea de
Nueva Guinea (Liu, 1984), cultivindose actualmente en mds de 70 paises de
regiones tropicales, generalmente entre los 35° N y 35° S de latitud (Nickell, 1983).
La mayoria de las centenas de variedades comerciales de caia que se cultivan en la
actualidad, derivan principalmente del germoplasma de 20 variedades de S.
officinarum y de menos de 10 variedades de S. spontaneum, lo cual explica su
limitada variabilidad genética (Liu, 1984).

La importancia agricola del cultivo de la caiia radica fundamentalmente en la
obtencion de aziicar, el cual es usado tanto para consumo interno de la poblacién
como para exportacion, significando para algunos paises cn desarrollo una de las mds
importantes fuentes de ingresos. Ademds de este uso directo, mds de 150
subproductos pueden ser obtenidos de la industria azucarera, entre ellos, electricidad,
papel y alimento animal, asi como dcidos orgdnicos y etanol (Paturau, 1988). Entre
éstos ejemplos puede destacarse la produccion brasileiia de alcohol en voliimenes de
12 X 10° litros anuales, obtenidos mediante la fermentacién y posterior destilacién
del jugo de caiia, el cual es usado en su forma pura (93-95%) como combustible
para 4 millones de vehiculos y otros 7 millones usan "gashol" que contiene 10 a
22% de etanol (Boddey, 1991).

Entre las muchas variables involucradas en el costo de produccion del cuitivo de

la caiia, pueden mencionarse los gastos en fitohormonas (Nickel, 1983), control de
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insectos plaga (particularmente del grupo de los gusanos "barrenadores™) (Flores
Ciceres, comunic. personal), asi como en la adquisicién de los fertilizantes
nitrogenados, debido a que éste macronutriente es el principal factor limitante en los
suelos de las regiones tropicales (Graham et al. 1988).

El cultivo de la cafia de azicar es considerado como altamente extractivo de
nutrientes del suelo. En el primer ciclo, el cultivo de la cafia extrac de 120 a 270 Kg
de nitrégeno por hectdrea, en tanto que la extraccion de nitrégeno en ¢l segundo
corte varia de 100 a 170 Kg/ha (Sampaio y col. 1984; Urquiaga y Bodey, 1987).
Estos datos implican, que sin el uso de los fertilizantes nitrogenados, cl cultivo
continuo de la caiia de azdcar puede agotar raipidamente la reserva de nitrogeno del
sueio, adn aquéllos de alta fertilidad, por lo que este cultivo se ha fertilizado
tradicionalmente con muy altas cantidades de fertilizantes minerales. La aplicacién
de éstos varia de 200 a 400 Kg N/ha (aproximadamente de 1 a 2 toncladas de sulfato
de amonio) en paises como Estados Unidos, Cuba 6 Venezuela, En México este
cultivo ocupa uno de los primeros lugares por superficie sembrada, cultivindose en
el ciclo 1990 alrededor de 678,000 hectireas (INEGI, 1992) con aplicaciones que
varian entre 120 y 320 Kg N/ha (Minjarez Castro; Martinez Arroyo, comunic.
personal), dependiendo de la regién caiiera. En contraste, Brasil fertiliza el cultivo
con dosis no mayores a S0 Kg N/ha (Ruschel y Vose, 1984), equivalente a 235 Kg
de sulfato de amonio, obteniéndo rendimientos medios de 65 toneladas de cafia por
hectdrea. Estos rendimientos son comparables a los obtenidos en los paises que
aplican hasta 6 veces mas fertilizante nitrogenado, e incluso, han logrado obtener con
algunas variedades rendimientos equivalentes a 200 toneladas de caiia que acumulan
200 Kg N/ha/afio. Los altos rendimientos de caiia obtenidos atn con bajos niveles
de fertilizacién nitrogenada sugieren que una parte importante de cste nutriente
proviene de la FBN (Urquiaga y col. 1989 y 1992). Estudios realizados mediante el

balance "N/N mostraron que algunas varicdades de caiia obtienen hasta el 80% del




nitrégeno necesario para su crecimiento a través de la FBN (Boddey y col. 1991),

La cafia de aziicar se propagada generalimente de forma vegetativa a partir de
trozos de tallo (esquejes) que presentan entrenudos. Debido al intenso intercambio
internacional de germoplasma de varicdades de cafa de azicar, esta forma de
propagacion ha contribuido a la dispersion mundial de enfermedades "encubiertas”,
como ocurrié con la enfermedad denominada "escaldadura” de la hoja de la caiia de
aziicar, causada por Xanthomonas albilineans, la cual se disperso tanto en los paises
del drea del Caribe como en Estados Unidos y Africa (Koike, 1968). La misma
situacion de dispersion se presenta probablemente con las bacterias endofitas
fijadoras de nitrégeno de la caiia de azicar, las cuales permanecen en un estado
latente en el interior de los esquejes hasta el momento en que se inicia la emergencia
del nuevo tallo y la formacion de nuevas rafces (Patriquin y col. 1980).

Se conoce que existe una alta incidencia de bacterias acrobicas y anacrébicas
fijadoras de nitrégeno en todo cl sistema radicular (Ruschel, 1981), realizandose la
FBN tanto en la raiz como tambicn en las "semillas" (csquejes) de siembra de la
cafia, una vez que ha iniciado la germinacion (Ruschel y col. 1975). Se ha reportado
(Patriquin y col. 1980) que las poblaciones de diazdtrofos conforman entre el 1 y
10% de la poblacién bacteriana que vive en el interior del tallo de la caia, Entre las
especies bacterianas aisladas del interior de raices y/o tallos de la cafia se encuentran
Erwinia herbicola, Klebsiella pnewmoniae, Enterobacter cloacae, Bacillus polymyxa,
Azotobacter vinelandii, (Rennie y col. 1982), Azo.s'pir"illum spp. (Dobereiner y col.
1988), Herbaspirillum seropedicae, Pseudomonas rubrisubalbicans (Baldani y col.
1992) y la mas recientemente aislada Saccharobacter nitrocaptans (Cavalcante y
Déobereiner, 1988), actualmente reclasificada como Acetobacter diazotrophicus (Gillis
y col. 1989). Algunas bacterias como Beijerinckia (Débereiner, 1961), Azotobacter
spp., Bacillus spp., Enterobacter cloacae y Derxia gummosa son frecuentemente

aislados de la rizosfera de la caia (Hegazi y col. 1979, McCarley y Rennie, 1980).
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A pesar de haberse logrado observar (Arias y col. 1978) y aislar un elevado
nimero de bacterias fijadoras de nitrégeno, tanto de la rizosfera como del interior
de las raifces y del tallo de la caiia de azicar, atin no se conoce cudl o cuiles de estas
bacterias diazotréficas, rizosféricas y/o enddfitas, pudicra(n) ejercer un mayor
impacto en la economia del nitrégeno de la planta. Posiblemente las bacterias
enddfitas sean responsables de mayores tasas de fijacién de N, que las rizosféricas,
dada la mayor disponibilidad de nutrientes y menor competencia por éstos en cl
interior de la planta que en la rizosfera. Se ha sugerido que A. diazotrophicus
pudiera ser una de las mds importantes, debido a su naturaleza enddfita y a sus
caracteristicas fisioldgicas poco comtines entre los diazétrofos (Boddey y col. 1991),
las cuales favorecerian la FBN in planta.

A. diazotrophicus pertenece al grupo de las Hamadas bacterias del dcido acético
de la familia Acetobacteraceae formada por los géneros Acetobacter 'y
Gluconobacter (De Ley y col. 1984), correspondiendo a la subclase alfa de las
Proteobacterias (Gillis y col. 1989). El nivel de homologia DNA-DNA de 84% entre
cepas representativas de esta bacteria, indican la existencia de un sélo grupo (Gillis
y col. 1989). A, diazotrophicus es la tnica especie de la familia Acerobacteraceae
con la capacidad de fijar N,. Comparte con otros miembros de esta familia la
capacidad de formar dcido acético de ctanol y puede oxidarlo, al igual que el lactato,
a CO, (De Ley y col. 1984; Swings, 1992). Crece a elevadas concentraciones de
sacarosa y glucosa (incluso 30%), y el crecimicnto optimo se presenta a alrededor
de 30°C y pH de 5.5, pudiendo crecer y fijar N, ain a pH 3.0 (Cavalcante y
Débereiner, 1988). La fijacion de nitrégeno atmosférico se lleva a cabo en
condiciones microaerofilicas ain en presencia de altas concentraciones de NO;™ (10
mM) y es solo inhibida parcialmente por 20 mM de (NH,),SO, o por aminodcidos
(Stephan y col. 1991).

A. diazotrophicus ha sido aislado del interior de raices y tallos de diferentes
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variedades de cafia cultivada en Brasil (Cavalcante y Ddébereiner, 1988), Australia
(Li y Macrae, 1991) y México (Fuentes y col. 1993; ver antecedentes), logrindose
la mayor frecuencia de aislamientos de la region apical de los tallos (Fuentes y col.
1993). También ha sido aislada del interior de las raices y tallos de Pennisetum
purpurewm var, Camerun, asi como del camote (Ipomoea batatas), pero en ninguna
ocasién se ha logrado recobrar de suelo o de otras familias de plantas (Débereiner
y col. 1993). El aislamiento de A. diazotrophicus también se ha logrado del interior
de esporas del hongo micorrizico Glomus clarum (Paula 'y col. 1991), asi como del
homéptero Saccharicoccus sacchari (intimamente asociado a la caiia de azicar), pero
no de otros insectos estudiados (Ashbolt ¢ Inkerman, 1990). Estos autores han
sugerido que A. diazotrophicus puede ser microbiota autdctona de S. sacchari, el
cual es comin hallarlo en todos los paises donde la caiia es cultivada (Flores y
Abarca, 1961; Flores Céceres, comunic. personal, 1994), El conjunto de los datos
anteriores permiticron demostrar que A. diazotrophicus ¢s una bacteria
predominantemente enddfita, adaptada a microambicntes donde existe abundante
sacarosa y ligera acidez.

El interés por los microorganismos y en particular por las bacterias, ha sido
generado en gran medida por el dafio que causan o por los beneficios que se pueden
obtener de ellos. Diferentes enfoques experimentales se han utilizado para su estudio.
Asi, el estudio sistemdtico de un taxon bacteriano particular se inicia con su
aislamiento en cultivo puro. Sin embargo, algunas especics no han sido aisladas adn
en la actualidad en medios de laboratorio, siendo conocidas sélo por observaciones
microscdpicas (Schlegel y Jannasch, 1992). Al respecto, Torsvik y col. (1990),
seiialan que entre el 99.5 y 99.9% de las bacterias del suelo, observadas al
microscopio de fluorescencia, no se pueden cultivar en el laboratorio. Estos autores
demuestran mediante desnaturalizacidon térmica y reasociacién del DNA (extraido de

la fraccién bacteriana del suelo), la existencia de cerca de 4,000 genomas bacterianos
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diferentes, correspondiendo la mayor diversidad a la parte de la comunidad fa cual
no puede ser cultivada,

Especies y géneros bacterianos han sido y ain son descritos, en muchos de los
casos, sobre la base de unas cuantas cepas, e incluso sobre la base de una sola
(Triiper y Schleifer, 1992), utilizando principalmente como criterios de identificacion
y clasificacién un conjunto variable de caracteristicas fenotipicas. En el manual
Bergey’s (Williams y col. 1984) puede apreciarse que la mayoria de los métodos de
identificacion bacteriana se basan en el andlisis de caracteristicas que evalGan
caracteres morfoldgicos (macro y microscdpicos) y estructurales, asi como caracteres
nutricionales, metab6licos y también pardmetros ecoldgicos. En estos tltimos sc
incluyen la asociacién simbidtica con plantas y patogenicidad sobre plantas
hospederas o animales. Nuecvos y mejores métodos taxondmicos incluyen la
determinacion de la composicion quimica de diversos constituyentes celulares,
métodos inmunolégicos y genélicos. Entre los métodos genéticos destacan la
hibridacién de dcidos nucléicos (DNA/DNA, DNA/RNA), la relacion de bases del
DNA vy la secuencia comparativa de oligonucléotidos del 16S rRNA, los cuales han
permitido en diferentes casos, ademds de la identificacion y clasificacion de las
bacterias, la elucidacién de sus relaciones filogenéticas como reflejo de sus
caracteristicas evolutivas (ver Schleifer y Stackebrandt, 1983; Stackebrandt, 1992).

En maltiples estudios, empleando muy diversos métodos (Baldani y col, 1992;
Bloom y col. 1989; Brockman y Bezdicek, 1989; Denny, 1988; Gillis y col. 1989;
Glynn y col. 1985; Magarifios y col. 1992; Sadowsky y col. 1987) y particularmente
con el andlisis de los fragmentos de restriccion de Iongitud polimorfica (RFLPs)
(Clark-Curtiss y Walsh, 1989; Fani y col. 1991; Gabriel y col. 1988; Laguerre y col.
1994, Lazo y col. 1987; Mavingui y col. 1992; Romling y col. 1994; Scholz y col.
1994; Thomas y col. 1994), ha sido posible poner de manifiesto la existencia de una

considerable variabilidad dentro de taxones particulares. Sin embargo, pocos de ésos
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métodos son apropiados cuando se requicre conocer la diversidad genética y
estructura de las poblaciones bacterianas.

Tanto en la bacteriologia moderna, como en los estudios sobre genética de
poblaciones se enfatiza en la necesidad de analizar muestras representativas de
bacterias aisladas de su ambicnte natural (Hartl y col. 1986), por lo que es necesario
contar con métodos eficientes para el andlisis de la diversidad y estructura genética
de las poblaciones.

Actualmente, los métodos, la teoria y los andlisis estadisticos de la biologia de
poblaciones de plantas y animales se aplican a los estudios de la genética de
poblaciones bacterianas, principal y notablemente mediante cl uso de la electroforesis
de enzimas multilocus (MLEE) (ver referencias de la Tabla 1). También, cada vez
con mayor frecuencia, se recurre al anilisis de los perfiles de RFLPs (Nei, 1987).

Las primeras aplicaciones microbioldgicas de la electroforesis de enzimas fué
inicialmente dirigida a la identificacion de cepas bacterianas durante la década de los
'60s (Cann y Wilcox, 1965; Lund, 1965) y atin en fechas recientes ha sido usada con
fines taxondmicos (Goullet, 1980; Goullet, 1984; O'Brien y col. 1981; Yamada y
Akita, 1984; Zahner y col. 1989). Sin ecmbargo, la mejor y mas completa aplicacion
a ésta metodologia ha sido su incorporacidn a los estudios de la genética de
poblaciones bacterianas (Milkman, 1973). Selander y colaboradores han generado
muy amplios conocimientos sobre la diversidad genética y estructura de las
poblaciones bacterianas. Aspectos histdricos, conceptuales y metodoldgicos pueden
ser consultados en una excelente (mini)revision sobre ¢l tema (Selander y col.
1986a).

Con el método de MLEE las variantes de movilidad clectroforética de una
enzima (electromorfos o aloenzimas) pueden relacionarse con la variacién alélica en
genes estructurales especificos (Selander y col. 1986a). Esto hace posible la

identificacién de alelos muiltiples en un nimero elevado de genes, en un igualmente
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elevado nimero de aislamientos bacterianos. Generalmente es aceptado que las
aloenzimas analizadas son codificadas por el cromosoma. Sin embargo, es necesario
ser cautelosos al emplear este método en especies donde una fraccion importante del
genoma corresponda a DNA plasmidico. Estudios recientes demuestran claramente
que una deshidrogenasa (no identificada), asi como una -galactosidasa inducible son
codificadas, respectivamente, en los megapldsmidos pRmeSU47a y pRmeSU47b
presentes en Rhizobium meliloti (Charles y col. 1990). De mancra similar, en R.
leguminosarum bv, trifolii se ha observado (Baldani y col. 1992) que la curacién de
un pldsmido influyé en la pérdida de la actividad de las enzimas superéoxido
dismutasa, hexoquinasa y carbamato quinasa. De hecho, Charles y col. (1990),
sugieren la conveniencia de reevaluar los estudios de la genética de la poblacion de
R. leguminosarum realizados por Young y Wexler (1988), donde la -galactosidasa
fue usada como un marcador cromosomal. Por otra parte, las estimaciones de la
distancia genética, derivada de los estudios de MLEE, se ha correlacionado
directamente con las estimaciones de la divergencia de secuencias de nucledtidos
obtenidas de la hibridacion del DNA en muy diversas especies bacterianas (Gilmour
y col. 1987; Leung y col. 1994; Ochman y col. 1983; Segovia y col. 1991; Sclander
y col. 1985; Yamada y Akita, 1984). Los dendogramas generados por MLEE,
concuerdan generalmente con los arboles filogenéticos basados en el andlisis de
secuencias nucleotfdicas (Milkman y Bridges, 1990; Nelson y col. 1991).

El andlisis de los patrones de RFLPs, obtenidos por la digestion del DNA con
enzimas de restriccion permite determinar la variacion genética dentro de regiones
definidas del genoma, aiin entre organismos intimamente relacionados. Esto se debe
a que ain pequeifios cambios en la organizacion del DNA pueden modificar los sitios
de reconocimiento de las enzimas de restriccién, disminuyendo entonces la
proporcion de sitios (o fragmentos) compartidos entre los organismos conforme las

secuencias nucleotidicas sean divergentes (Nei y Li, 1979). La variacion puede ser
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examinada sobre pequeiias (unas pocas pares de bases) o grandes (30-40 kilobases)
extensiones del DNA, dependiendo del nivel de deteccién polimérfico deseado. La
variacién genética puede ser observada en un organismo sobre sccuencias aleatorias
(fragmentos de DNA de funcidn desconocida) 6 secuencias blanco seleccionadas
(genes conocidos) y comparadas contra un fondo genémico de otro organismo.

El método de RFLPs tiene la ventaja sobre el método de MLEE, en que permite
analizar cualquier parte del genoma, sin importar la capacidad de codificacion o
expresién de una proteina especifica (Denny y col. 1988).

En estudios realizados sobre diversas especies bacterianas, mediante ¢l uso de
RFLPs o MLEE, se han observado niveles de agrupacion que oscilan desde grupos
con caracteristicas fenotipicas y genotipicas esencialmente idénticas, hasta grupos
que muestran gran variabilidad.

Notablemente, las poblaciones bacterianas con los mis bajos niveles de
variabilidad genética, se encucntran en las especies bacterianas intracelulares del
grupo de las rickettsias (Fuerst y col. 1990) y Mycobacterium leprae (Clark-Curtiss
y Walsh, 1989; Grosskinsky y col. 1989). Yersinia ruckeri (Schill y col. 1984),
Salmonella spp. (Selander y col. 1990) y Pseudomonas syringae pv. tomate (Denny
y col. 1988) muestran una diversidad genética tan baja como 0.014, 0.093 y 0.179,
respectivamente. El nivel mds alto de diversidad genética (0.849) se observa entre
las especies de los Streptoccocci orales (Gilmour y col. 1987). Exceptuando el caso
anterior, los niveles mds altos de variabilidad genética conocidos entre las
poblaciones bacterianas (en el rango de 0.529-0.70) se¢ encucntran entre los
microorganismos del suelo (algunos de los cuales viven en alternancia asociados con
plantas) incluyendo a los géneros Bacillus (Carlson y col. 1994), Rhizobium (L.eung
y col. 1994; Pifiero y col. 1988), Bradyrhizobium (Bottomley y col. 1994) y
Pseudomonas (McArthur, 1988). Entre éstos dos niveles de diversidad se encuentran

los de muchas de las especies bacterianas (ver Tabla 1). Sin embargo, la mayoria de
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las comunidades microbianas no han sido analizadas (Margulis y col. 1980).

Ya en la década de los '70s se habian acumulado una gran cantidad de
evidencias circunstanciales indicando la relacién entre polimorfismo genético ¢n
eucariotes y heterogeneidad ambiental (Hedrick y col. 1976). Auin en la actualidad
son escasas las evidencias experimentales que correlacionan las condiciones o
fuerzas selectivas con la diversidad genética observada en las poblaciones
bacterianas.

Los niveles de diversidad genética observados en las poblaciones bacterianas se
han relacionado con la especializacion de hospedero (Denny y col. 1988; Selander
y col. 1985), en el cual podrian incorporarse los sitios de domesticacion de plantas
hospederas de algunas poblaciones bacterianas (Souza y col. 1994), asi como otros
factores ecolégicos (McArthur y col. 1988; Selander y col. 1985), tamaiio de la
poblacién efectiva, probablemente en relacién con el tiempo de origen cvolutivo
(Clark-Curtiss y Walsh, 1989; Musser y col. 1986; Musser y col. 1987a; ) y con la
recombinacidn en escalas locales (Bottomley y col. 1994; Istock y col. 1992; Souza
y col. 1992; Souza y col. 1994). Muy probablemente la diversidad de las
poblaciones, a través del tiempo evolutivo, no es influenciada por un sélo factor,
sino que es influenciada por la alternancia de estos factores de acuerdo a las
presiones selectivas existentes.

Aiin cuando la informacién es limitada, se ha observado una estrecha relacion
entre la diversidad de hospedero y el nivel de variacion genética de diferentes
especies bacterianas patégenas de plantas. El andlisis de 93 cepas de Xanthomonas
campestris (Lazo y col. 1987), representando 26 patovares, muestra que el mds alto
nivel de polimorfismo de los patrones de restriccion del DNA se observé en los
patovares con amplio rango de hospedero, en tanto que los de estiecho rango
exhibicron poco polimorfismo. En forma andloga, en Pseudomonas syringae pv.

tabaci se observé un alto nivel de homogeneidad genética en los patrones de RFLPs
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correspondicntes a los genes fup (genes de la reaccion de hipersensibilidad 'y
patogenicidad), indicando que el rangn de hospedero se correlaciond con el alto nivel
de homogeneidad genética bacteriana (Scholz y col. 1994). En esta misma especie
se puede observar ain con mayor claridad la estrecha relacién que existe entre
diversidad bacteriana y variabilidad de hospedero, ya que P.s. pv. syringae, la cual
es patégena de varios hospederos, muestra una diversidad genética de 0.479,
mientras que en el pv. tomate, con un solo hospedero, el nivel de diversidad genética
es tan s6lo 0.179 (Denny y col. 1988).

Se ha sugerido que la variabilidad de un grupo bacteriano depende del habitat o
habitats del cual los individuos fueron aislados, de tal manera que los grupos que
muestran una escasa diversidad genética parecen ocupar nichos ccoldgicos muy
especificos, en tanto que los grupos con gran diversidad ocupan varios nichos 6 estos
son variables (Hildebrand y col. 1982).

Si bien, la sugerencia anterior no se ajusta para explicar el nivel de diversidad
genética observado en todas las poblaciones estudiadas, al menos parece contribuir
en forma importante para algunas de cllas. Este puede ser el caso, entre otros, de las
bacterias intracelulares patégenas del hombre y/o animales de los géneros Rickettsia
y Mycobacterium, las cuales viven bajo condiciones relativamente constantes,
Factores como la concentracion y disponibilidad de nutrientes, pH y temperatura, los
cuales actian como agentes sclectivos sobre los genes que controlan los sistemas
enzimdticos (McArthur y col. 1988), probablemente sdlo ejerzan ligeros cambios
adaptativos dada la relativa constancia de estos factores en el interior de las células
y en consecuencia una escasa variabilidad. En contraste, puede observarse que
especies del género Bacillus (Carlson y col. 1994) y Azospirillum (Fani y col. 1991;
Lopez-Reyes y col. 1989; Plazinski y col. 1983), que habitan en un ambiente
altamente variable como el suelo, con amplias fluctuaciones en concentracion y

disponibilidad de nutrientes (orgdnicos y minerales), temperatura, pH y humedad,
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entre otros factores, muestran una amplia variabilidad. Al respecto, resultados
experimentales (McArthur y col. 1988) han mostrado que la diversidad genética de
Pseudomonas cepacia, bacteria comunmente aislada del sucelo, estd correlacionada
con la variabilidad ambiental. También en ¢l caso de Buacillus polymyxa se observa
que la diversidad de las cepas depende del origen de aislamiento (Mavingui y col.
1992), observindose que las cepas aisladas del suelo y de la rizosfera son mas
altamente variables que las cepas aisladas de rizoplano, las cuales muestran un muy

bajo nivel de diversidad entre ellas.

En otro ambiente diferente al suelo parece ocurrir una situacion similar. Por

ejemplo, la diversidad genética observada entre cepas de Klebsiella oxytoca, aisladas
de expectoraciones, orina, sangre y otras fuentes clinicas, es del orden de 0.673
(Combe, y col. 1994), en tanto que la poblacidn de K. oxytoca, aislada
exclusivamente del bulbo esofigico de la mosca de la fruta del género Rhagoletis,
presentan un nivel de diversidad genética de 0.486 (Howard y col. 1985). Estos
resultados sugieren que atin cuando los factores ambicntales pueden ser relativamente
constantes en el interior de un hospedero, las condiciones del microambiente (e.g.,
pH, cantidad y calidad de nutrientes en orina, sangre, bulbo esofdgico, etc.), parecen
jugar un papel importante en la diversidad bacteriana.

Se ha observado una gran variabilidad también en la bacteria del suelo
simbionte del frijol, Rhizobium leguminosarum biovar phascoli tipo I [actualmente
R. etli bv. phaseoli (Segovia y col. 1993)], encontrindose perfiles genémicos dnicos
en cada cepa entre las muchas analizadas (Flores y col. 1988), y una diversidad
genética tan alta como 0.691 (Pificro y col. 1988). También se observé que entre 193
cepas de R. leguminosarum bv. viceae, agrupadas en diferentes serogrupos, existe
una alta diversidad en perfiles de plismidos y resistencia a los antibidticos
(Brockman y Bezdicek, 1989). Sin embargo, en poblaciones de R, leguninosarum

bv. trifolii se han encontrado evidencias de intercambio genético y recombinacion
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de pldsmidos (Schofield y col. 1987) y recientemente ha sido descrita la existencia
de recombinacion genética en escalas locales en R, erli (Souza y col. 1994), por lo
cual es diffcil determinar, al menos en la actualidad, si la elevada diversidad genétic:
observada en esta dltima especie es producto de las variables ambientales, de a
recombinacion existente, o bien de estas y otras causas.

Muy informativo e interesante seria el determinar si la escasa diversidad genética
existente en las especies bacterianas intracelulares arriba citadas, se presenta también
en la bacteria intracelular Brucella abortus, o esta bacteria es tan variable
genéticamente como el género Rhizobium con el cual estd estrechamente relacionada
(Moreno y col. 1990; Willems y Collins, 1993). Igualmente informativo seria
conocer el nivel de diversidad genética en las poblaciones bacterianas predominante
o estrictamente endéfitas como A. diazotrophicus, Herbaspirillum (Pimentel y col.
1991) y Azoarcus (Reinhold-Hurck y col. 1993), considerando que son poblaciones
que viven bajo condiciones ambicntales relativamente constantes.

El otro aspecto relevante de la biologia de las poblaciones bacterianas es la
estructura genética de la poblacion. Gran parte del conocimiento obtenido, como
anteriormente fué sciialado, ha sido mediante ¢l uso del método de MLEE,
Generalmente se considera que los genotipos electroforéticos caracterizan clonas,
porque la convergencia evolutiva en un mismo genotipo multilocus es altamente
improbable (Selander y col. 1985; Selander y Levin, 1980).

En muchas de las investigaciones realizadas se ha concluido que las poblaciones
de muy diversas especies bacterianas tiencn una estructura genética bdsicamente
clonal (ver referencias en Tabla 1; Gabriel y col. 1988). Los resultados obtenidos
durante los ultimos 20 afios son testimonio de que la clonalidad es actualmente el
modelo dominante, existiendo muy pocas excepciones (Istock y col. 1992; Maynard
Smith y col. 1991; O'Rourke y Stevens, 1993; Souza y col. 1992),

Una estructura de poblacién clonal se caracteriza por la existencia de un fuerte
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desequilibrio de ligamiento (asociacion no aleatoria de alelos) (Brown y Feldman,
1981; Caugant y col. 1981), indicando que existe una restringida recombinacion
entre alelos en diferentes loci. Esta conclusion surge al observar que las
combinaciones de alelos en diferentes loci se encuentran en frecuencias muy
diferentes de las esperadas, simplemente por multiplicar entre si las frecuencias de
los alelos relevantes (Hartl y col. 1986; Whittam y col, 1983), es decir, solamente
una pequeiia fraccién de todos los genotipos posibles son detectados.

Una estructura clonal también ha sido deducida de la distribucion global de un
genotipo. Frecuentemente esta caracteristica es considerada como la mds fuerte y
significativa evidencia de reproduccion clonal (Tibayrenc y col. 1991). En opinion
de estos autores, la evidencia de clonalidad es particularmente significativa cuando
un mismo genotipo es detectado en exceso (sobre-representado) cn diferentes y
distantes dreas geograficas, o en muestras tomadas en diferentes tiempos.

La composicion genotipica de las poblaciones puede variar geogrifica y
temporalmente, por lo que genotipos detectados en altas frecuencias en una region
geografica en un tiempo, pueden estar ausentes o no ser detectables en otras regiones
(O’Rourke y Stevens, 1993). Recientemente se ha considerado que el aislamicnto
temporal y geografico en R. etli (Souza y col. 1992; Souza y col. 1994) y cl
ecoldgico en N. gonorrhoeae (O'Rourke y Stevens, 1994), pueden contribuir al
desequilibrio de ligamiento a pesar de la recombinacidn. Lo anterior significa que
atn cuando la recombinacion ocurra, el aislamiento por distancia o la baja densidad
de poblacién puede imponer una estructura clonal en poblaciones locales de
bacterias, debido a la reducida frecuencia de "encuentro" entre los diferentes
genotipos. Asf, una elevada frecuencia de fision binaria, respecto a la recombinacion,
conducird a una estructura de poblacidn clonal. De hecho, la "reproduccidon por fisién
binaria establece necesariamente una estructura genotipica clonal" (Istock y col.

1992), por lo que las poblaciones bacterianas deberdn mostrar un cierto grado de
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clonalidad que dependerda de la frecuencia de recombinacion existente. Tal
recombinacién puede alcanzarse mediante algunos mecanismos  parasexuales
presentes en las bacterias, incluyéndose en éstos la transduccidn, conjugacion y la
transformacion (Lorenz y Wackernagel, 1994). Evidencias derivadas de la
cbmparacién de secuencias nucleotidicas sugieren la existencia de recombinacion
loéalizada en E. coli (Dykhuizen y Green, 1991; Milkman y Bridges, 1990), pero la
amplitud de transferencia de material genético ha sido considerada insuficiente para
romper la estructura clonal de las poblaciones de esta bacteria (Levin, 1981; Whittam
y col. 1983b), debido a que frecuentemente el intercambio en regiones localizadas
del genoma involucra s6lo unos pocos cientos de pares de bases (Maynard Smith y
col. 1991).

Los valores de diversidad genética, derivados de datos clectroforéticos, indican
que las bacterias que son naturalmente competentes para transformacion, tales como
las Gram positivas Bacillus-Streptococcus 'y las Gram negativas Haemophilus-
Neisseria, son genéticamente mds variables que las bacterias no transformables
(Selander y col. 1987). Por ejemplo (ver Tabla 1) los niveles de diversidad genética
en las poblaciones de Streptococcus son los mds elevados (0.857) entre las
poblaciones bacterianas estudiadas (Gilmour y col. 1987), siendo los niveles en
Neisseria meningitidis mayores que los de muchas otras especies analizadas (Caugant
y col. 1987). Sin embargo, la capacidad de transformacion per se no necesariamente
implica recombinacion extensiva, ya que H. inluenzae es también transformable, pero
las evidencias de recombinacidn frecucnte son escasas (Maynard Smith y col. 1993).
Estudios recientes han proporcionado, mediante datos electroforéticos y/o andlisis de
secuencias, evidencias de recombinacion en N. meningitidis (Caugant y col. 1986a;
Zhou y Spratt, 1992) y Streptococcus (Maynard Smith y col. 1991). También
recientemente se ha descrito que el desequilibrio de ligamiento puede ser minimo

dentro de poblaciones locales de Rhizobium etli (Souza y col. 1992), R.
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leguminosarum biovar trifolii (Leung y col. 1994), Bradyrhizobium sp. (Bottomley
y col. 1994) y de Bacillus subtilis (Istock y col. 1992), asi como ¢n poblaciones
globales de N. gonorrhoeae (Maynard Smith y col. 19915 O'Rourke y Stevens,
1994). Estos hallazgos indican que la sexualidad en estas especies y probablemente
en muchas otras no analizadas al respecto, puede ser lo suficientemente frecuente a
nivel local o global como para reducir o romper la estructura de poblacién clonal.

El andlisis estadistico de datos clectroforéticos abtenidos en diferentes especies
bacterianas, revela que la estructura de poblaciones puede cxtenderse desde la
estrictamente clonal, como en el caso de poblaciones similares a Salmonella, hasta
panmicticas, las cuales son altamente sexuales, como ocurre en N. gonorrhoeae
(Maynard Smith y col. 1993). Estos autores encontraron dentro de ésta escala 2 tipos
intermedios de estructura de poblaciones: 1) aquellas poblaciones similares a
Rhizobium las cuales son sexuales en escalas locales pero no recombinan entre
poblaciones; 2) aquellas a las que se propone llamarlas epidémicas tal como las
poblaciones de N. meningitidis, las cuales son panmictica durante largos periodos de
tiempo, surgiendo ocasionalmente un genotipo altamente exitoso que se disemina
rapidamente y origina un cierto grado de clonalidad, continuando posteriormente con
nuevas recombinaciones.

Si bien es cierto que la clonalidad es actualmente el paradigma dominante,
también resulta evidente que los resultados obtenidos en los ultimos 2 afios (citados
antes), conducen a replantear el conocimiento actual de la estructura genética de las
poblaciones bacterianas.

Actualmente se considera que la variacién genética y la evolucién de las
poblaciones bacterianas es influenciada por los efectos de mutacion, seleccion y
recombinacion, asi como por las interacciones del cromosoma, plismidos y
elementos transponibles (Coplin, 1989; Hartl y col. 1986). Desde un punto de vista

evolutivo se concibe que el cromosoma evoluciona en forma relativamente lenta bajo
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tales efectos, en tanto que los plasmidos son considerados como agentes de ripido
cambio evolutivo, a través de un amplio rango de géneros y especies (Hartl y col,
1986).

En la mayorfa de las poblaciones bacterianas asociadas a plantas se ha observado,
atn gntre cepas de una misma especie, una gran diversidad de perfiles de plﬁsmidos
(Bender y Cooksey, 1986; Coplin y col. 1981; Martinez y Palacios, 1984 ; Mozo y
col. 1988; Vizquez-Cruz y col. 1992) y también una gran diversidad de funciones
codificadas por ellos. Algunos genes contenidos en los plasmidos estan relacionados
con las funciones del mismo, tal como la formacion del pili o la transferencia del
pldsmido durante la conjugacion (Hartl y col. 1986). Otros genes estdn relacionados
con el metabolismo de la bacteria hospedera, por ejemplo, los que determinan la
resistencia a los antibidticos, o aquellos responsables de la fijacién de N, en
diazétrofos de vida libre como Enterobacter agglomerans (Singh y col. 1983) y
Lignobacter (Derylo y col. 1981). Otros mds estdn relacionados con algunas
actividades microbianas que influyen cn ¢l desarrollo de las plantas, entre éstos, los
genes para la biosintesis de dcido indol acético en A. numefaciens (Liu y col.,1982)
y en Pseudomonas savastanoi (Comai and Kosuge, 1980). En diferentes especies de
Rhizobium, las actividades de fijacion del dinitrégeno, asi como la nodulacién,
también provienen de genes localizados en plasmidos de alto peso molecular
(Martinez y col. 1990).

Evidencias de intercambio de material genético entre especies de bacterias han
sido documentadas en diversas revisiones (DeFlaun y Levy, 1989; Farrand, 1989),
existiendo poca duda de que las poblaciones bacterianas han adquirido algunos genes
mediante la transferencia lateral de plasmidos, por lo que este DNA exdgeno podria

contribuir a la variacién genélica en estos organismos (Krawiec and Riley, 1990).
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Tabla 1. Diversidad genética en especies bacterianas

Organismo ~ No. de H® Estructura de  Referencia
ETs" Poblacién
Bacillus spp. 27° 0.556 N.A. 20
B. cereus 18 0.529
B. thuringiensis 10 0.550
Bacillus subtilis 55 0.440 No clonal® 73
Bordetella spp. 14 0.284 Clonal 110
B. bronchiseptica 10 0.277
B. parapertusis 1 0.000
B. pertusis 3 0.133
Bordetella br'onclzz'seprica 21 0.248 Clonal 108
Bradyrhizobium sp. 17 0.690 No clonal® 14
Escherichia coli
de humanos y animales | 0.417 Clonal 152
de orina y heces diferentes fuentes 302 0.520 Clonal 172
de septicemia neonatal y meningitis 39 0.369 Clonal 151
Haemophilus influenzae
serotipo b 32 0.342 Clonal 109
diversos serotipos 280 0.467 Clonal 111
Haemophilus pleuropneumoniae 32 0.428 Clonal 112
Klebsiella spp. (fuentes clinicas) 57 0.605 Clonal 30
K. pneumoniae 34 0.559
K. oxytoca 23 0.673
Klebsiella oxytocd 18 0.486 Clonal 70

de mosca de la fruta
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(continuacién)

Tabla 1. Diversidad genética en especies bacterianas

Organismo No. de H" Estructura de Referencia
ETs" Poblacién
Legionella pneumophila 62 0.413 Clonal 153
L. pneumophila (sensu stricto) 50 0.312
"especie 1" 9 0.182
"especie 2" 3 0.061
Listeria monocytogenes
245 cepas diversas fuentes, (12 loci) 33 0.303 Clonal 117
181 cepas diversas fuentes, (21 loci) 50 0415 Clonal 11
Neisseria gonorrhoeae 89 0.410 No clonal 123
Neisseria meningitidis
460 cepas (15 loci) 192 0.536 Clonal 22
152 cepas (9 loci) 55 0.615 N.A° 21
Pseudomonas cepacia | 0.54-0.70 N.A. 99
Pseudomonas syringae 10 0.683 N.A. 37
P. s. pv. syringae 6 0.479
P. s. pv. tomato 4 0.179
Rhizobium etli bv, phaseoli 0.487 No clonal 155
R. leguminosarum byv, phaseoli
Cepas simbidticas 38 0.615 Clonal 128
Cepas no simbidticas 38 0.504 Clonal 146
R. Iegumﬁzosarum bv. trifolii Clonal 79
Cepas de una localidad 53 0.460 No clonal
Cepas diversos origenes 29 0.570
Salmonella spp. 71 0.255 . Clonal 7

8 especies; diferentes hospederos



(continuacién)

Tabla 1. Diversidad genética en especies bacterianas

Organismo No. de H° Estructura de  Referencia
ETs" Poblacién

Salmonella spp. Clonal 148
7 serotipos asociados a humanos 54 0.093
9 serotipos asociados a animales 83 0.172

Serratia marcescens 33 0.376 Clonal 55
Cepas cromogénicas 23 0.294
Cepas no cromogénicas 10 0.293

Streptococcus spp. 40 0.857 N.A'S 58
Streptococci orales complejo mutans 18 0.849
Streptococci orales complejo sanguis 22 0.726

Yersinia ruckeri | 4 0.014 clonal 139

“ET's = tipos electroforéticos

"H = media de la diversidad genética pdr locus

‘Cepas de ambas especies pertenecen a un mismo ET

ISe determinaron niveles variables de desequilibrio de ligamiento

‘Existen evidencias de recombinacién genética

N.A.: no analizada
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ANTECEDENTES

Como se indicé en parrafos anteriores, "el estudio sistemdtico de un taxon
bacteriano particular se inicia con su aislamiento en cultivo puro", Asi, el estudio
de Acetobacter diazotrophicus fue iniciado en nuestro pais con el aislamiento de
esta bacteria del interior de raices y tallos de 11 diferentes variedades de cafa
(9 Mexicanas, 1 Cubana y 1 de Florida, USA), cultivadas en diversas regiones
de México distantes entre si hasta en 500 Km. Todas estas cepas, ademads de
llevar a cabo la fijacién de nitrégeno presentaron caracteristicas morfol6gicas,
bioquimicas y fisiolégicas comunes a la cepa tipo de A. diazotrophicus PAl 5"

(ATCC 49037) y a las cepas de referencia PPe4 (ATCC 49038) y PR2 (ATCC
49039).

Las caracteristicas de estas cepas y otros aspectos relevantes de la asociacidn

cafia de aziicar-A. diazotrophicus se reportaron en el trabajo:
Acetobacter diazotrophicus, an indoleacetic acid producing bacterium isolated

from sugarcane cultivars of Mexico. Plant and Soil 154:145-150. 1993, Este se

incluye en el Anexo 1.
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TRABAJO EXPERIMENTAL

El trabajo que se presenta como tesis fue desarrollado en 2 fases.

PRIMERA FASE

En esta fase se llevé a cabo la caracterizacidn genética de 21 cepas de A.
diazotrophicus, recobradas exclusivamente de diferentes variedades de caiia de
azicar cultivada en diversas regiones cafleras de México, asi como de 3 cepas

aisladas en Brasil.

SEGUNDA FASE

En esta fase se ampliaron los estudios sobre la diversidad y estructura
genética de A. diazotrophicus, analizando 55 cepas aisladas de caiia de azicar,
camote y pasto Camerun (Pennisetum purpureum), asi como del insecto
Saccharicoccus  sacchari, colectados en su mayoria en diferentes dreas
geograficas de México y Brasil y solamente algunas cepas aisladas en Australia

y Uruguay.



JUSTIFICACION

Debido a las capacidades de A. diazotrophicus de fijar N, atin en presencia de
nitrégeno combinado (Stephan y col. 1991), asi como para excretar casi el 50%
del nitrégeno fijado (Cojho y col. 1992) y para producir sustancias reguladoras
del crecimiento vegetal (Fuentes-Ramirez y col. 1993), esta bacteria resulta de
particular interés por su uso potencial en biotecnologia agricola. Ademas, debido
| a que el desarrollo de una biotecnologia exitosa puede ser facilitado por la
‘ caracterizacion y el entendimiento de las poblaciones naturales de bacterias ttiles
. (Souza y col. 1994), resulta conveniente ¢l conocer la diversidad y estructura

genética de Acetobacter diazotrophicus.
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OBJETIVOS

1. Determinar la presencia o ausencia de plasmidos en A. diazotrophicus.

2. Determinar si las funciones de fijacién de N, y biosintesis de dcido indol

acético estan codificadas por genes plasmidicos o cromosomales.

3. Analizar la variabilidad genética de la bacteria en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y el andlisis de los mismos estdn incluidos en el trabajo:
Limited Genetic Diversity in the Endophytic Sugarcane Bacterium Acetobacter

diazotrophicus. Appl. Environ. Microbiol. 60:1532-1537. 1994. Este se presenta

a continuacioén.
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Acetobacter diazotrophicus isolates that orviginated from different sngarcane coltivars growing in diverse
geographic regions of Mexicn and Brazil were shown to have limited genctic diversity, Measuremaats of
polymaorphism in the electrophoretic mabilities ol metabolic enzymes vevealed that the mean genetie diversity
per enzyme locus (antong the Tour clectrophoretic types distinguished) was 0,064, The vesults of the genctic
analysis indicate that the genetic strwetwre of A, diazotropliicus is clonal, with one largely predominant clone,
Plasmids were present in 20 of 24 isolates, and the molecular sizes of the plasmids ranged from 2.0 to 170 kb,
Two phasmids (o 20- to 24-kb plasmid detected in all 20 plasmid-containing isolates and a 170-kb plasmid
observed in 14 isolates) were highly conserved among the isolates examined, Regardless of the presence of
plasmids, all of the isolates shared s common pattern of #ff structural gene organization on the chromosome,

Considerable variability exists within mdividwid soil bacterial
species, including members of the genera clzospivithon (10, 28},
Bacithus (21). Bradvrehizobitem (33, 41). and Rlvizobivan (12, 27).
An analysis of the genetic structures of popufations, ats esli-
mitted by adlele frequencies and multilocus genotypes. revealed
high levels of genetic diversity in Rluzobivun leguminosarum
biovar phascoli (27) and in the soil bacterium Pseudononas
cepacia. I Pseudomonays cepacia the diversity was correlated
with soil environment variability (22). The levels ol geneltic
diversity in species of bacterin may be related to habitat, Less
variathility has been observed in Excherichio coli (38), Hace-
mophilus influcnzae (23). Yersinia ruckerd (32), and Pastearella
piscicida (18), bucterin that predominantly or esclusively live
under constant conditions inside organisms,

Over the dast few years there has been great interest in
plant-associated bacteria. Research to improve crop responses
has emphasized the study ol nitrogen-lixing bacleriz indige-
nous to the rhizosphere, but dittle is known about nonrhizo-
sphere nitrogen-lixing bacterial populations associated with
plants. Recently, Acetobacter diazotrophicns, an No-lixing bac-
terinm, has been isolated rom sugarcane roots and stems (3,
13, 16). This species has also been recovered from both
Pennisetom prurptreran ev, Cameroon and sweet potato (8), as
well as from different genera ol mealybugs associated with
sugarcane plants (). In this paper we report that there s
limited gencetic diversity among isolates of . divzotrophicus
recovered from sugarcane plants growing in diverse geographic
regions ol Mexico and Brazil, and we also show tiat this
species harbors highly conserved small and Targe plasmids.,

MATERIALS AND METIHODS

Buacterial strains. The strains of - diazorophicus which we

uscd were isolated from (he inside tissues of stems or roots of
sugarcane plants cultivated in diverse geographic regions of

Mexico (13). Only isolales recovered from dilterent plants
were considered 1o be dilferent. These strains were mstintained

*Corresponding author. Mailing address: Centro de Investigacion
sobre Fijacion de Nitrogeno, Ap. 505-A, Cuernavaca. Morclos,
Mexico. Phone: (73) 13-10-97, Fax: (73) 17-535-81, Electronic mail
address: esperanzac nd.celini.unam.my,

in 109 glycerol at - 70°C, Brazilian strains PAISY (= ATCC
JU037") (T = type strain}, PPe 4 (= ATCC 49038), and PR 2
= ATCC 49039) were kindly supplicd by J. Dobereiner, 12
coli HBIOT (1) and GO 102 (9). the latter Kindly supplied by
R. 3. Gennis. and Rhdzobivm edi CEN 42 (34) were used as
deseribed below,

Media and cultoral conditions. SYI medium (1.0% sucrose,
1% yeastextraet, O 0% KLHPO, 0.3% KEHLPO 2 phE6.2) was
used to grow Ao diazomophicus isolates. Fo coli strains were
grown in Luria broth. R etli CEN 42 was grown in peptone-
yeast extract liquid medium (25). The incubation temperature
used was 29°C, and the cultures were shaken at 200 rpm.

Multitocus enzyme cleetrophoresis, Cultures grown for 3o h
in A0 ml ol SYP medium were larvested by eentrifugittion at
[2.300 X g for 1O min at 47C, and the resulting preparations
were suspended in 0.3 mil ol 1O mM MeSO, - 7H,0 containing
300 pe of dysozyme and incubated for 10 min at room
temperitture. ich suspension wis frozen at = 70°C for 15 min
and defrosted: then the process was repeated. FLysates were
slored at ~70°C.

The procedures used Tor stareh gel electrophoresis and
selective staining ol enzymes have been deseribed previously
by Sclander et al. (37). The following Il metabolic enzyme
activities were assayed: aleohol dehydrogenase, nitlate dehy-
drogenase, xanthine  dehydrogenitse, lysine  dehydrogenise,
leucine dehydrogenase, isocitrite dehydrogenase, indophenol
oxidase (superoxide dismutase), glucose-6-phosphate dehydro-
genase, phosphoglucomutase, hexokinase, and esterases, The
buller system used was Tris-citrite (pH 8.0). The clectro-
phoretic mobility of cach enzyme was determined three times,
Distinctive combinations of alleles for the 11 enzyme loci
(multilocus  genotypes) were  designated  different clectro-
phoretic types (11%) (37). The E'T was determined Tor each
isolate. The level of genctie diversity for citeh enzymie locus was
cideulated as deseribed previously (37).

Total-DNA isolation and DNA vestriction, Total DNA was
isolated as deseribed previously (2). DNA was digested with
restriction endonuclease EcoRL Total-DNA restriction frag-
ments were cleetrophoresed in vertical 1.0% agirose gels in
Tris-ucetate buffer (40 mM "Uris-acetite. 2 mM EDTA; pll 8)
at 40V for 13 hat 4°C. The gels were stained with ethidium
bromide and photographed under UV illumination,
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TARBLE L Genetie diversity at Henzyvme loci

Fnzyme No. ol Gicnelic
locus alleles diversiny”
ADIH ! (L0040
MDII | (0.000
NDI ! 0.000
1.YD | 0.000
LLED J (.000
1D 2 (0,100
11O | (.oun
aol 2 .203
POM I 0.000)
HIEN 2 0,106
ST 2 0,291
Muain 1.30 (Lond

AL leohol dehydrogenases MDHL malate dehydrogenase; NI xine
thine dehydrogenase: 1Y DL ysine dehydrogenase: LED leucine dehydyogenise:
LD isocitrte debydrogenase: PO, indophenol oxidase: Gol', glucose-n-
phasphiate dehydrogenase: PGAML phosphoglucomutase: 1TEN, hexokinase: EST.
eslerases,

Phos - N nim - D] owhere B is the genelie diversity, xy s the fregueiey
of the it altele, and i is the number of 1315,

Plasmid content and electrophoresis procedure, Plasmid
profiles were analyzed by the procedure of Hirseh et al, (15).
Plasmid DNAs were clectrophoresed in vertical 0,750 agarose
gels prepared in Tris-borate bulier (45 mM Tris-borate, 2 mM
EDTA; pH 8) at 120V for 13 h. In addition, small plasmids
were also identilied by the alkaline Ivsis method (31). Small
plasmids were electrophoresed for 4 hat 120V in vertical 1.0%7
agarose gels prepared in Tris-acetate buler. Electrophoresis
wats performed at 4°C, and bands were visualized as deseribed
above, Plasmid molecular weights were estimated by using R.
ctfi CEN 42 and £, coli FIBIOI{(pRK2013), GO 102(pF11i01),

GENETIC DIVERSITY IN oL DEZOTROPHICUS 1533

andd STZ{pSUP202 carrying a 13-kb insert) as reference mark-
LIS,

Plasmid and DNA hybridization, ‘Tolal-DNA  digesis or
plasmids were transterred from gels to nylon fillers by the
Southern procedure (40). Individual A, diazowrophicus plasmids
from Brazilizm strain PR 2 were purilied from agarase gels with
Gieneclean (Bio 101, Tac., La Jolla, Cadill) and used as probes,
To docadize the wif geaes ol A, diazonoplicus, lilters were
hybridized with pCO12, which contains a 4.1-kh segment of the
niflIDK region of R, edi CEN 42 (29), 2 P-labelied probes were
prepared by nick translation (31), and the DNA-DNA hybrid-
ization procedure was performed as deseribed previously (20).

RESULTS

Multilocus cenzyme ¢lectrophoresis. OF the 11 metabolic
cnzymes assayed, - were polymorphic with only two alleles per
focus (Table 1), Four distinetive ITs were identified among the
M L diazotrophicuy isolates studied (Table 2), and the mean
level of genetic diversity for the 1 enzyme loci was found (o be
0.004 (Table 1). According 1o Sclander et al. (35, 30), ET's
nurk clones; i a particuliar clone differs Trom the most
frequent clone at o single gene locus, then i s called o

subclone. We observed only four E'Ts, BT 1 represented 18 of

the 24 isolates (75%), including Brazilian isolate PR 2, ET 1
and 114 represented two clones, while BT 2 and E'T 3 were
considered two subclones ol the predominint clone, clone ET
I (‘Table 1), Clones IS T and IXT 4 difiered in alleles ot two
enzyme gene loci (isocitrate dehydrogenase and hexokinase).
Subclones ET 2 and E'T 3 differed from E'T 1 at the esterase
and glucose-6-phosphate dehvdragenase enzyme loci, respec-
tively.

The genctie relationships among the four E'Fs are illustrated
by a dendogram in Fig. 1. Predominant clone IXF 1 is widely
distributed: it was recovered from  H dilferent sugarciane

TABLYE 2. Origins of A, diazorrophicus strains, TS, DNA patterns, and numbers and sizes of plasmids

Sugarcane S . DNA No. ol Plasmid
cﬁlli\'ur Strain 11 prattern pliasmicks size(s) (kh)

— 'R 2 | | 2 170, 24
MEX 57 473 UAP 5701 ! I 2 170, 24
MEX 57 473 UAP 5702 | | 2 170, 24
CP 72 2086 UAP 7210 | | 2 170), 24
MEX 69 290 UAP 0925 | | 2 170, 24
MIEEX 09 290 UADP 6420 | | 2 170, 24
Cristal UAP 0030 | I 2 170, 24
MIEX 79 546 UAP 7930 | | 2 1700, 24
Z MEEX 5532 UATI? 5560 | | 2 170, 24
MEX 5217 UAP 5275 | | 2 [ 70), 24
MEX 73523 UAP 7305 ! ND” 2 170, 22
MEX 73523 UAP 7300 I ND ) 170, 22
MIEX 73523 UAP 7308 | NI 2 [70), 22
MEX 73523 UAI* 7304 | ND 2 170, 22
MEX 560 470 UAP 5603 i il 3 93,22, 2.2
MEXN S0 499 UAP 8070 | 1 3 3. 22,22
MEX 73523 UADP 7307 | 1] 2 20, 5.5
Cristal UAP 1020 2 v | 20
Cristal UAP 0021 2 v | 20
MY 535 |4 UADP 5500 2 Y I 20

— PAl S 3 \Y% NV
Cristal UADP 0050 3 VI NV

— PPe 4 4 Vi NV
MY 35 4 UADP 5541 | Vi NV

e Hor coltivar informstion see reference 14,
"ND, not determined.
NV, none visualized.
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Genetic dislance

FIGL 1 Genetie relationships of Tour FTs identified among 24 1.
diczowophicus isolates recovered fram sngarcane plants.

vitrielies cultivated in Mexico in diverse geographic regions up
o SO0 km o apart (13), These sugarcane virricties were intro-
duced commercially into Mexico between 1952 and TUSO, as
indicated by the first two numbers of cach variety designation
(Table 1), Brazilian isolate PR 2, which was assigned o the 1
I, was collected from sugarcane cultivated 9.000 km from
Mexico (5). Subclone LT 3, represented by type strain PALS of
A diazomophicns and one Mexican isolate. was recovered from
sugarcane plints from widely separated geographic regions.
ET 4 was represented by only a single isolate (PPed),

DNA fingerprints. An analysis of all of the ZZcoRl DNA
fingerprints revealed  that the patterns diliered mainly in
fragments ranging in size fram 6.5 ta 23,1 kb, Otherwise, the
patterns of all of the isolates were almost identical for small
fragments (less than 0.5 kb long) (data not shown). The
lingerprints oblained represented six patterns (Table 2). The
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mitjority of the isalites produced one pattern (DNA patiern 1),
Two other DNA patierns (patierns T and V) were cach found
i only i single isolale.

Plasmid patterns, Four different plasmid profiles were
found, corresponding generally to T T and T 2, Most of the
Mexican isolites and one Braziliandsolate contained at least
two plasmids (Table 2). Fourteen isolates harbored two com-
mon, highly conserved plasmids. as revealed by agarose gel
clectrophoresis and hybridization assays, a large 170-kb plas-
mid (pAdI70) and a smaller 20- 10 24-kb plasmid (pAd24)
(Fig. 2). Isolates UAP 5065 and UAP 8070, which were
abtained from different locations and  sugarcane cultivars,
contaned 0 93-kb plasmid (pAd93) and did not contain
pAAI 70, Plasmid pAdY3 was shown o be homologous 1o
pAA 170 by hybridization assays (IFig. 2). These two dsolates also
harbored a small (ca. 20-kb) plasmid in addition 1o pAd24
(IFig. 3). Fourisolates contained only pAd24, and ane of these
isolates also contained a S.5-Kkb plasmid (pAdS ) Four isolbittes,
including type strain PALS of AL diczotrophicus, did not contain
any plasmids (Iig. 2). The absence of pAd2d, pAdY3. and
pPAAT70 was corroborated by the Laek ol hybridization ol DNA
fingerprints when we used total DNAs from plasmidless iso-
Lites digested with FcoREand hybridized with purified 24- and
170-kb plasmids from Brazihan strain PR 2 {data not shown).

nifHHDK patterns, Total LceoRE DNA digests from -1 di-
azogophicuys isolates were hybridized o R edi niftHDK genes,
Three common hybridizing bands (9.0, 2.0, and 1.25 Kb) were
found in abl of the isolates examined (Fig. 4). Blots ol Hirseh
type geds were also hybridized o nifHHDR genes, and the lack of
hybridization signals corresponding to the plasmids was inter-
preted o andicate that nitrogen lixation genes were located on
the chiromosome (data not shown).

10

wagh Sl ... LRI

FIG. 2, (A} Agitrose gel electraphoresis of plasmids obtained by the Hirseh procedure, (B) Autorwdiogrim of & Southern blor of the plasmid
profile after hybridization with plasmid pAd 170 from Braziliwn isolate PR 20 banes 1OE eoli BIOT harboring pRK2013 (48 kb), nsed as a marker:
Lines 2 theongh 9, o1, diazomwophicus UAP 5701 LIAP 60250 UAP 7936, PALSY PR 20 UADP 55000 UAP 5065, and UADP 5275, respectively: lines
L R, edi CEN A2 harboring plasmids a and b (190 kb). plasmid ¢ (220 kb), plasmid d (sym plasmid, 280 kb). and plismid ¢ (400 kb), used as a

nuteker. Chr, chromosome,
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FI1G, 3, () Agarose ged electraphoresis of plasmids abtained by the alkaline lvsis method. (13) Autoradiogram ol a Southern blot of the plasmid
profile after hybridization with plasmid pAd24 from Brazitian isotute PR 20 Lanes: L lumbeie DNA digested with Hind HHE: Tes 2 through 8, -
diazotrophicus PALSY UAP 7307, UAP 5005, PR 2, PPed UAP 3500, and UAP 7210, tespectively: knes 9. £ cofi GO 102 harboring pltioL (7.7
Kb): kanes 100 EL coli TIBIOT and S17 harboring plasmids pRK 2003 CI8 K and pCL3T (17 Kb respectively, used as narkers,

IMISCUSSION

In this papee we deseribe an analvsis of the E'Ts the DNA
ingerpring patterns, and the plasmid profiles of diferent L
divzotrophicus strains, The genetic diversity amang the L,
diazotrophicus isolates which we studied was fimited. The
results of a4 multiloens enzyme electrophoresis analysis per-
formed to assess variation in 11 metabolic enzyae loci indi-
citedd that these isolates are homogencous in their chramo-
somal steuctural genes and revealed levels of genetie diversity
that are among the Towest levels that have been reported for
hacterind species, The fimited genetic variabilily among isolates

vooi Gl Sl Gl A8 “ —~9.4
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F1G. 4 Autoradiogram of o Southern blot of the wotal EcoRT DNA
fingerprings hybridized with the niftI1DK probe of R, edi CEN 12, Lanes
through 7. 40 divzowophicus UAP 8070, PAESY, PR 2, UAP 3500,
PPed, UADP 5005, and UAP 3541 respectivelys tane S0 R et CEN A2,
used as o control,

which we abserved was consistent with the conserved niftiDK
gene arginization patterns, naddition, Gillis et al. (14) found
that the gel clectrophoretic cellular protein patterns ol seven
. diwzotrophicus strains are very similar. indicaling that these
isolites are closely related 10 one another, Moreover, mem-
brane protein clectropherograms revealed  similar findings

(13a),

Selander ¢t ale (39) have pointed out that “isolates of

identical BT are considered members ol the same clone,
because evolutionary convergence o the same multilocus

genotype s highly imprabable.”™ Despite the low number of

isolates analyzed. the results obtained in this study suggest that

A divzotrophicus has i clopal genetie stegeture on the basis of

the wide distribution of one genotype, This type ol genctic
structure has also been observed for other bacteria (23, 32, 35,
RUY

[t has been suggested that ecological fuctors and host
speciidization contribute to the species diversity of the genus
Legionelle (39). Also, it has been shown that genetie diversity
among, isolates of Pyeudomonas cepacia is related to environ-
mental variability in soils (22), Considering these data, we
think that the fimited genetic diversity of the modern commer-
cial sugarcane varieties (17) and the relatively constant envi-
ronment nside sugarcane stems, the habital of . diczotrophi-
cus,may explain the fimited genetie diversity ol this bacterium.

Dispersal of AL digzotrophicus by sugarcane seeds may not
acctir as we have not been able to isolate the bucteria from
seeds. Long-distance dispersal of A, divzorroplicus may be
expliined by considering two charieteristios of cultivated sug-
avcane: (i) sugarcane is narmally propagated vegetatively from
steme cuttings, where L divzonophicus oceurs endophytically
(o 13y and (i) frequentdy, many commercial varieties from
one country are cultivaled in amother country (for instance.
cultivis CP 72 2080 and My 55 14 trom the United States and
Cuba, respectively [Table 2, and other cubtivars from different
cowntries. such as Brazil and Austealin, are cultivated in
Mexico), It seems probable that . diazorrophicas is spread
among cune cultivars by the mealybugs associated with sugar-
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ciane (D)as well as by the spares of the vesicular-arbuseular
mycorthizal Tungus (20). Therefore, we suppose that the same
clone could be recoverad from many cane vatieties cultivated
iy different geographic arcas, Genetie diversity studies
should be extended 1o inctude A diazorrophicus isolates from
other sugarcane varicties cultivated in widely separvated geo-
graphic regions, as well as from ather host plants and from
different genera of supareanc-assaciated meadybugs,

The existence of plasmidless strains (e, strain PALSY) may
indicate that fundamental phienotypic charaeteristics ol this

species, such as the production ol acetic acid, overoxidation of

cthanol (the main chavacteristic that ditferentiates the genus
Acetobacter), the nse of other carbon substrates, nitrogen
fixation, and indoleacetic acid praduction are not plasinid
cncaded. T facet, beeause all of the isotates exhibited activity
for all 11 metabolic enzvmes tested, we believe that the
corresponding structural genes are ocated on the chromo-
some, Inaddition, we have shown that the nif genes are
chromosomally located. Nevertheless, plasmids mav canter
some advantage on strains tat harbor them, as the najority of
isolites contain highly conserved plasmids, Plasmids do play a
role inother bicterivm-plant or bacterium-insect interuactions
(30070190 24, 30), ad we specalate that the A divzotrophicus
plasmids could contribute to the fitness of A diazorophicus-
sugarcane or A diazotrophicus-mealybug associations,

To test the hypothesis that the degree of genetie diversity
within o bacteriad species is related o habitat, it would be
interesting (o determine i o limited genetic diversity as we
have deseribed Tor AL diczotrophicus s o geneeal characteristic
ol endophytic bacterial populations.
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ANTECEDENTES

Como puedc apreciarse en el (rabajo anterior, las cepas de A.
diazotrophicus tueron analizadas en su perfil plasmidico, homologia estructural
de los pldsmidos y en su patrén de restriccion del DNA, asi como en su patrén
de RFLPs correspondientes a los genes nifHDK y patrén electroforético de

enzimas (electroferotipos = ETs).

Mediante los diferentes métodos de andlisis empleados, consistentemente
observamos una diversidad genética limitada dentro de la poblacion de A.

diazotrophicus estudiada.

Estos resultados contrastan fuertemente con los obtenidos en muchos estudios
de muy diferentes poblaciones bacterianas, en los cuales se observé gran

variabilidad (ver referencias de la Tabla | presentada en la introduccidn).
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Tomando en cuenta los resultados previos, se plantearon las siguientes

hipotesis.

HIPOTESIS

1. Dado que tanto la especializacion de hospedero como la variabilidad
ambiental pueden contribuir en la diversidad genética bacteriana, consideramos
o

posible que organismos hospederos diferentes a la cafia de azicar pudicran

mantener clonas de A. diazotrophicus diferentes a las recobradas de esa planta,

2. Tomando en consideracion que A. diazotrophicus se ha propuesto como
microbiota autéctona de homoépteros asociados a la cafia de aziicar y no como
microbiota indigena de esa planta, existe la posibilidad de que solamente algunas
clonas de la poblacion total de A. diazotrophicus, que albergan los insectos,
puedan haberse adaptado al microambiente de la caiia y por cllo la diversidad

genética limitada que se observd en cepas aisladas de esa planta,

3. Considerando el intenso intercambio de germoplasma de caiia de azicar
existente entre paises, asf como la propagacién vegetativa de éste cultivo y la
asociacion comin del homdptero S. sacchari con la caiia, se propone que exista
una muy amplia dispersion de una clona y consecuentemente ésta pudiera ser
aislada de la mayoria de las variedades comerciales de cafia de azicar cultivada

en muy diferentes regiones geogrificas del mundo.

29
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OBJETIVO

Ampliar el conocimiento sobre la dispersién, diversidad y estructura genética de
A. diazotrophicus, mediante el analisis de cepas aisladas del insecto S. sacchari

y de diferentes plantas hospederas, cultivadas en regiones geogrificas

ampliamente distantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Son resefados y analizados en el trabajo:
Genetic Structure of Acetobacter diazotrophicus Populations and Identification

of a New Genetically Distant Group. Appl. Environ. Microbiol. 61:3008-3013,

1995. Este se presenta a continuacion.
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A total of 55 isolates of Acetobacter diazotrophicus recovered from diverse sucrose-rich host plants and from

mealybugs associated with sugarcane plants were characterized by the electrophoretic mobilities of 12 meta-
balic enzymes, We identified seven different electrophoretic types (ETs), six of which are closely related within
a genetic distance of 0,195 and exhibit high DNA-DNA homology. The seventh ET was largely divergent,
separated at a genetic distance of 0.53, and had only 54% DNA homology to the reference strain, Strains
corresponding to ET 7 could represent a distinct nitrogen-fixing species of the genus Acefobacter, More genetic
diversity was found in [solates from Brazil than in those from Mexlco, probably due to the very different crop

nitrogen fertilization levels used.

Cane sugar is produced commercially in over 70 countries
around the world (31), It is an important agricultural product
which is used for domestic consumption and export, More than
150 by-products may be obtained from sugarcane (33). For
instance, ethanol obtained by fermentation and distillation of
sugarcane juice provides fuel for 4 million motor vehicles in
Brazil, and 7 million other vehicles use gasohol containing 10
to 22% ethanol (5).

Commonly, very high levels of nitrogen fertilizers (120 to
300 kg of N per ha) arc used in sugarcane crops in countries
such as Mexico, Veneczuela, Cuba, and the United States (Ha-
waii). In contrast, sugarcane crops in Brazil do not receive
more than 50 kg of nitrogen fertilizer (37), and neither cane
yields nor soil N reserves appear to diminish after decades of
culture (5). Recent experiments estimated that the contribu-
tion of biological nitrogen fixation to the sugarcane cultivars
ranged from 50 to 80% of total plant nitrogen (5, 52).

Nitrogen-fixing bacterial species, such as Enterobacter cloa-
cae, Bacillus polymyxa, Klebsiella pneumoniae, Azotobacter vine-
landii, and Azospirillum spp., are commonly isolated from dif-
ferent internal or external parts of sugarcane plants (37;
unpublished results). Recently, other diazotrophs (Herbaspiril-
lum seropedicae [3] and Acetobacter diazotrophicus [11, 17))
have been isolated from inside tissues of roots and stems of
sugarcane, At present, which of these bacteria are the most
important in plant-associated biological nitrogen fixation re-
mains unknown, However, A. diazotrophicus has been sug-
gested as a strong candidate responsible for the N, fixation
observed in ficld experiments with sugarcane (5, 51).

A. diazotrophicus has also been recovered from other su-
crose-rich host plants such as sweet potato ([pomoea batatas)
and Cameroon grass (Pennisetum purpureum), which are veg-
ctatively propagated (15), as well as from different genera of
mealybugs associated with sugarcane plants (1),

Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) has been used
extensively to measure genotypic diversity and genetic struc-
turc of natural populations of many bacterial species (43).
Such studics have revealed that the levels of genetic variability

* Corresponding author,

differ greatly among species. For instance, Yersinia ruckeri or-
ganisms exhibit a genetic diversity as low as 0.014 (38), while
aral streptocacci show a diversity as high as 0.857 (19). Be-
tween these extremes are found very different pathogenic bac-
terial species of plants (14), animals (4, 30), and humans (10,
13, 29, 42), as well as soil bacterial species, including Bacillus
spp. (9, 21), a Bradyrhizobium sp. (6), Pseudomonas cepacia
(27), and Rhizobium spp. (16, 24, 35). Genetic diversity levels
have mainly been related to effective population size (28, 45)
and recent evolutionary origin of the species (12, 28), along
with ecological factors (27, 45) and niche specialization (14, 23,
30, 40).

Taking into account that *the characterization and under-
standing of natural populations of useful bacteria may save
work and maney in the development of low-risk, successful

_biotechnology" (46), we considered it of interest to extend our
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previous studies on genetic diversity of A, diazotrophicus iso-
lated from sugarcane (8) to include bacteria isolated from
other host plants such as sweet potato and P, purpureum and
from the mealybug Saccharicoccus sacchari, In this work, we
report the genetic relatedness among isolates recovered mainly
from Mexico and Brazil. We show evidence of a new genetj-

cally distinct group,

MATERIALS AND METHODS

[solation, 4. diuzotrophicus strains were Isolated from the inside tissues of
stems or roots of sugarcane plants cultivated in Mexico, as described previously
(17).
Each mealybug colony, identified as S. sacchar, sampled from stems of inde-
pendent sugarcane plants was rinsed with 0.01% (volivol) Tween 40 in 10 mM
MgS0, ¢ 711,0 until the liquid was clear, Subsequently, mealybugs were im-
mersed In 1% chloramine T for 5 min and then washed three times in 10 mM
MgSO, + TH;0. Insects were macerated in 1.0 ml of sterile distilled water, and
aliquots were inoculated into media for isolation of A, diazotrophicus, as de-
scribed previously (17),

Mealybug colonies and sugarcanc varieties sampled in Mexico were from
diverse cane-growing arcas up to 1,500 km apart; cane-growing areas of Brazil
were located up to 2,500 km apart,

Bacterial stralns, Strains nnd thelr sources are shown in Table 1, Most of the
strains were recovered from hosts collected in Mexico and Brazil, but the samples
alsa included two isalates from Australia and one from Uruguay. Strain 7.10RM
was recovered from within spores of the vesicular-arbuscular mycorrhizal fungus
Glomus clanan obtained from sweet potatoes grown in soil inoculated with a
mixture of the fungus and strain PAl 57 of A, diazotrophicus, Only (solates
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TABLE 1. ETs, host specics, and locality for 55 isolates of A. diazotrophicus

‘Locality

Source

Veracruz, Mexico
Veracruz, Mexico
Veracruz, Mexico
Veracruz, Mexico
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico
Puebla, Mexico
Puebla, Mexico
Puebla, Mexico
Yeracruz, Mexico
Alagoas, Brazil

Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janciro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Juneiro, Brazil
Sfo Paulo, Brazil

Sio Paulo, Brazil

Sdo Paiilo, Brazil

Sdo Paulo, Brazil

Séo Paulo, Brazil -
Uruguay

Australia

Yeracruz, Mexico
Veracruz, Mexico
Veracruz, Mexico
Veracruz, Mexico
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, México
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico -
Sinaloa, Mexico
Sinaloa, Mexico

Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Ayr, Australia |

Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Juneiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeciro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil
Rio de Janeiro, Brazil

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work -
CNPAB colleclion®
CNPARB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPADB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAD collection
CNPAB collection
CNPAD collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

M. W. Dawson’
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection
CNPAB collection

VoL. 61, 1995

ET Strain Host species

) CFNE 501 Stem, Z Mex 55 32°

1 CFNE 502 Stem, Mex 69 290"

1 CFNE 503 Stem, RD 75 01°

1 CFNE 504 Stem, Mex 73 52¥°

1 CFNE 505 Stem, Mex 68 P23°

1 CFNE 506 Stem, RD 75 11°

1 CFNE 507 Stem, RB 73 995%°

1 CFNE 508 Stem, SP 70 1005

1 CFNE 509 Stem, SP 70 3370

1 CFNE 510 Stem, RB 72 1012

1 CFNE 513 Stem, My 55 14°

1 . CFNE 515 Stem, SP 70 1248°

1 CFNE 516 Roots, SP 70 1248°

1 CFNE 521 Roots, CP 72 2086°

5 PAl 3 Roots, sugarcane

1 PRJ 6 Roots, CB 47 89

7 PRJ 14 Stem, SP 70 1143

| PRJ 17 Stem, IAC 52 150

3 PRJ 20 Stem, Na 56 79

1 PRJ 24 Roots, RB 73 9735

7 PRJ 36 Stem, SP 70 1143

7 PRJ 40 Leaves (trash), CB 36 14
| PRJ 54. Stem, Krakatau

1 PRJ 56 Stem, SP 70 1143

3 PRX 3 Xylem, CB 45 3

3 PRX 6 Xylem, Na 56 79

3 PSP 15 Roots, Na 56 79

4 PSP 22 Leaf, Na 56 79

3 PSP 32 Stem, Na 56 79 .

6 PSP 17 Rhizoplane, Na 56 79

3 PSP 19 Rhizoplane, Na 56 79

1 URU Roots, sugarcane

7 LMG 1733 Sugarcane .

1 CFNE 530 . Mealybugs-PT 49 143°
1 CFNE 531 Mealybugs-PT 49 143°

1 CFNE 532 . Mealybugs-Z Mex 55 32¢
1 CFNE 533 Mealybugs-L 78 56°

1 CFNE 534 Mealybugs-Mex 68 P23°
1 CFNE 535 . M¢alybugs-RD 75 11°

1 " . CFNE 537 Mealybugs-RB 73 9953
1 CFNE 539 Mealybugs-RB 72 1012*
1 CFNE 54} Mealybugs-RB 72 1012°
1 CFNE 542 Mealybugs-RB 72 1022°
1 CFNE 544 Mealybugs-RB 73 9953
2 CFNE 550 Mealybugs-CB 45 3¢

2 CFNE 554 Mealybugs-CB 45 3¢

6 1772 . Mealybugs C

| PBD 4 i+ Tuber, sweet potato

1 PBD 13 . Peel, sweet potato

1 PBD 16 Roots, sweet potato

1 PBD 17 Tuber, sweet potato

3 Pcol Stem, P, purpureum

7 PRC1 Stem, P. purpureum

7 PRC 4 Roots, P, purpureum

3 7.10RM - Spores, VAM funguy’

* Commercial sugarcane varicties,

b Sugarcane germoplasm, © ,

¢ CNPAB, Centro Naciona! de Pesquisa de Agrobiologla, Rio de Janelro, Brazil,
4 Collected from sugarcane grown in & concrete tank (5), -

*M. W. Dawson, Sugar Research Institute, Mackay, Queensland, Ausiralia,

I VAM, vesicular-atbuscular mycorrhizal,

recovered from different plants or mealybug colonies werd considered to be
different. Strain 1772 was kindly supplied by M. Dawson, Stralns UAP 5560, PAl
ST (= ATCC 490377 [T = type sirain]), and PPe 4 (= ATCC 49038) of A,
diazotrophicus, corresponding to electrophoretic type (ET) 1, ET 3, and ET 4 as
we described previously (8), were included as references in MLEE assays,
Culture medla, A, diazotrophicus isolatea and Escherichia coli HB 101 were

grown in SYP medium (8) for all asays,

Preparation of cell extracts and MLEE. Each Isolate was grown In 25 ml of
SYP medium at 29°C and harvested by centrifugation, and pellets were sus-
?g)nded in 0.3 ml of 10 mM MgSO, * 7H,0 and trealed as duscribed previously
Starch get electrophoresis and the selectlve staining of 12 metabolic enzymes
were done by methods described before (43), The enzymes assayed were the
same ones used In a previous report (8), except for an unidentificd dehydroge-

- e PEY )
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TABLE 2, Genctic diversity among Isolates and ETs at 12
enzyme laci

Genetic diversity Genclic diversity (/)
of;

No, of hof: No. of

Enzyme lacus® alleles ()" ot olleles
55 isolutes 7 ETs 49 isolntes® 6 ETs'
IPO 1 0.000 0.000 I 0.000 0.000
LYD 2 0.197 0285 1 0.000 0.000
LED 2 0.197 0285 1 0,000 0,000
XDH 2 0.197 0.285 1 0.000 0.000
MDH 2 0.197 0285 1 0.000 0.000
ADLH 2 0.197 0285 1 0.000 0.000
UDI1 2 0.197- 0285 1 0.000 0.000
IDH 2 0.036 0.285 2 0.041 0,332
GoP 2 0.235 0285 2 0.279 0,332
PGM 4 0173 0713 4 0.194 0.799
HEX 2 0036 0285 2 0.041 0.332
EST 3 0.103 0523 3 0.119 0.600)

Mean 2.16 0.147 0316 1.66 0,056 0.199

“ IPO, indophenol oxidase; LYD, lysine dehydrogenase; LED, leucine dehy-
drogenase; XDH, xanthine dehydrogenase; MDIH, malate dehydrogenase; ADH,
ualcohol dehydrogenase; UDH, unidentified dehydrogenase; IDH, fsocltrate de-
hydrogenase; G6P, glucose-6-phosphate dehydrogenase; PGM, phosphoglu.
comuluse; HEX, hexokinase; EST, esterases,

bH = (1 = eA){n/(n = 1)), where x; is the frequency of the ith allele and n
Is the pumber of isolates or ETs,

© Excluding six isolates represented by ET 7,

4 Excluding ET 7.

nase, This enzyme was visualized on gels slained for Indophenol oxidase, which
is revealed as white bands in the presence of light, In contrast, the unidentified
dehydrogenase was observed as a typical purple band, like other dehydrogenases,
We did not attempt to determine the substrate(s) for this enzyme. For all assays
the clectrophoretic bufer syslem used was Tris-citrate (pH 8.0). Distinctive
combinations of alleles for the 12 enzyme loct (multilocus genotypes) were
designated different ETs (43). The level of genetic diversity for each enzyine
locus was calculated as described by Selander ct al. (43),

Statisiical analysis. The extenl of linkage disequilibrium, or nonrandom as-
socialion of alleles, in the studicd population was evaluated to explore the degree
of clonality. The ratio of the varlance I mismaiches observed (V,) to the
expected variance (V) in the population was {terated 10,000 times by a Monte
Carla procedure, as proposed by Souza et al, (47).

Total DNA isolation, DNA restriction, and filter blot hybridlzation, Total
DNA was isoluled as described previously (2). DNA was digesicd with EcoRl,
and restriction fragments were clectrophoresed, blotted, and hybridized as pre-
viously reported (8). DNA-DNA homology was based on relative levels of hy-
bridization to ¥P-labelled DNA from A. diazotrophicus PAL 5T, DNA amounts in
gels and radioactivity levels were quantified as described before (26).

The restriction fragment iength polymorphism patierns of the tRNA operons
were detennined from EcoRI DNA digests hybridized with a Hindiil-Hind )i
700-bp internal fragment from £, coli rmB 165 tRNA genes cloned in pKK3535

(7.
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RESULTS

MLEE and genetic diversity. A total of 55 isolates of A.
diazotrophicus were examined, and 11 of the 12 enzyme loci
analyzed were found to be polymorphic, The mean number of
alleles was 2,16 (range, 1 to 4) (Table 2). A total of seven
distinctive ETs were identified (Table 3). Most of the isolates
(35 of 55; 64%) were identical, corresponding to ET 1, ET 4
and ET § were represented by only one isolate; ET 2 and ET
6 were each represented by two isolates only, Only strains
corresponding to ET 1 were recovered from mealybug colonies
associated with seven different sugarcane varieties and from 13
suparcane varicties sampled in Mexico (including 5 Brazilian
varieties); in contrast, seven ETs were identified from 7 sug-
arcane varicties cultivated in Brazil and from associated mea-
lybugs (Table 1). Six of the ETs differed from one another at
only one or two loci, However, strains grouped in ET 7 were
very different from all other isolates, showing six unique alleles
(Table 3). These strains were recovered from both P purpu-
retrn and sugarcane sampled in Brazil, and one strain (LMG
1733) was isolated from sugarcane in Australia,

The mean level of genetic diversity per locus (F) among the
seven ETs was found to be 0.316. However, the genetic diver-
sity among isolates was lower (H = 0,147) (Table 2), reflecting
the fact that four of the ETs were represented by one or two
isolates, while only three ETs (ET 1, ET 3, and ET 7) repre-
sented 49 isolates (Table 3), Excluding ET 7, because it is
largely divergent from all of the other ETs (see below), the H
level among the six ETs was 0.199, and among isolates it was as
low as 0.056 (Table 2), since in this case only two ETs (ET 1
and ET 3) represented 88% of the isolates. |

The geuetic relationships among the seven ETs are summa-
rized by a dendrogram in Fig, 1, Six ETs (ET 1 to ET 6) were
closely related, forming a cluster at a genctic distance of 0,195,
A second line (ET 7), which contained six strains, was largely
divergent, and it was separated by a genetic distance of 0.53,
. DNA homology and ribosomal hybridization restriction
fragment length polymorphisms. Six A. diazotrophicus strains
from the closely related ETs 1 to 6 constituted a homogeneous
group with relative levels of DNA homology ranging from 73
to 90% (mean homology, 86%) with reference strain PAl 57,

- This mean homology value was very similar to the level of 84%

DNA homology previously determined by Gillis et al. (18)
among three representative A, diazotrophicus strains, including
the type strain PAI 57, The six strains corresponding to the
more distant ET 7 (Table 1) exhibited only 54% homology to
the same reference strain, |

Strains CFNE 501, PAI 5%, PSP 22, PAl 3, PRC 1, and LMG
1733 were analyzed by restriction fragment length polymor-

TABLE 3. Allele profiles at 12 enzyme loci in seven ETs of A, diazotrophicus

- Allele at indicated enzyme locus®

ET Reference No, of ' ) ,
strain isolates  ypo LYD LED XDH MDH ADH  UDH  IDH  G6P  PGM _ HEX _ EST

1  CFNE 501 35 1 2 3 2 2 2 2 1 4 5 i 3
2 CFNE 550 2 1 2 3 2 2 2 2 1 4 6 1 3
3 PAIST 8 1 2 3 y 2 2 2 1 5 5 1 3
4  PSP22 1 i 2 3 2 2 2 2 2 4 5 2 3
5  PAI3 1 1 2 3 2 2 2 2 1 4 7 1 i
6 1172 2 1 2 3 2 2 2 2 1 4 4 i 4
7  PRCI 6 1 1 2 1 1 i 1 1 4 5 1 3

Y IPO, induphenol oxidase; LYD, lysine dehydrogenase; LED, leucine dehydrogenase; XDH, xanthine dcilydmgcnasc; MDH, malate dehydrogenase; ADH, alcohol
dehydrogenase; UDH, unidentified dehydrogenase; IDH, isocitrate dehydrogenase; GoP, glucose-6-phosphate dehydrogenase; PGM, phosphoglucomutase; HEX,

hexokinase; EST, esterases,
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FiG, 1. Genelic relationships of ETs identified among A. dlazotrophicus iso-
lates recovered from different hosis,

phisms of the rRNA operons, The hybridizing patterns were
identical, Four common hybridizing bands (9.3, 3.6, 2.3, and
1.6 kb) were observed in all of the isolates examined (Fig. 2).
Similarly, all strains showed a common pattern (8) of hybrid-
ization to nifHDK (data not shown), _

Linkage disequilibrium, A total of 1,485 pairwise compari-
sons are possible among the 55 isolates, The observed variance
in proportion of mismatches was 5.806, and the expected vari-
ance was 1,450, The ratio of the observed variance in numbers
of mismatches to the expected variance. (V/V,) was 4,003,
highly significant, indicating a strong linkage disequilibrium,
The analyses done scparately for the populations recovered
from sugarcane cultivated in Brazil and Mexico revealed a
strong linkage discquilibrium also (data not shown),

DISCUSSION

In this study, we report that there is a lower genetic diversity
in A, diazotrophicus recovered from different host species col-
lected in widely separated regions of the world in comparison
to the majority of other bacterial species studied (6, 9, 10, 13,
14, 19, 29, 35, 44). The results confirm previous data (8) on
gencetic diversity among 21 Mexican and 3 Brazilian isolates
exclusively recovered from sugarcane plants. In addition, a new
genetically distant group was found,

. Coeflicients of genetic distance at levels higher than 0.5 have
been used as a criterion to suggest species limits (27, 45),
DNA-DNA hybridization levels below 60 to 70% are also in-

kb 1 2 3 4 5 6 7
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FIG, 2. Autoradiogram of a Southern blot of the total EcoRI DNA finges-
prinia hybridized wilh a 165 rDNA probe of £ coli. Lanes 1 through 6, sirnins
CFNE 501 (ET 1), PAI 57 (ET 3), PSP 22 (ET 4), PA1 3 (ET 5), PRCI, and LMG
1733 (ET 7), respectively; lane 7, E. coll 1B 101, used as a conlrol,
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dicative of separate species (39, 48). On the basis of these facts,
our MLEE studies suggest that the strains represented by ET
7 could represent a distinct nitrogen-fixing baclerial specics.
This result was consistent with the level of DNA-DNA homol-
ogy obtained. In other cases, the estimates of genclic related-
ness of strains obtained by both DNA-DNA hybridization and
MLEE are closely correlated (24, 32, 41, 45), Nevertheless,
restriction fragment length polymorphism patterns of ribo-
somal genes showed that ET 7 is related to the main A, dia-
zotraphicus cluster, Due to the conserved nature of the 16S
rDNA sequences, the method may be limited in the differen-
tintion of closely related species (22), Furthermore, “DNA
hybridization is acknowledged as the superior method for the
clucidation of relationships between closely related taxa, such
as strains and species” (48), Further work will be required to
define the taxonomic status of ET 7 strains,

The restricted genetic variability observed in A. diazotrophi-
cus suggests that this species has a recent evolutionary origin,
Another possible explanation for the limited genctic diversity
is reloted to the predominantly endophytic habitat of A, dia-
zotrophicus, as suggested before (8), in association with niche
specialization, because this species has been isolated exclu-
sively from sucrose-rich host plants (15, 25) and from mealy-
bugs associated with sugarcane plants (1), It has been postu-
lated that each ccological niche acts as a selective force toward
those properties of the organism that enable it to occupy that
niche, Thus, the nonrandom variation suggests that.the organ-
isms are selected from those occupying closely related niches
rather than very different niches (20), We do not discount that
the limited genetic diversity observed in A. diazotrophicus
could be related to the analysis of a limited subset of clones of
the species, as advanced to explain the genetic diversity in
other bacterial species (28, 45). This hypothesis is based on the
very high selectivity of the medium used for bacterial isolation
(15,17, 36), which could influence the selection of subsets of all
genotypes existing in nature, It has been observed that isolated
soil bacteria make up only a very small proportion of the total
bacterial community, but the largest proportion cannot be iso-
Jated or cultured on labordtory media (50). |

Overrepresentation of a particular multilocus genotype is
often the strongest and most significant evidence of clonality
(49), particularly when the same genotype is recovered at many
different localities and at differcent times (30, 45). The frequent
recovery of isolates corresponding to the same ET from widely
scparated geographic regions, as well as from different hosts at
different times, indicated that the genetic structure of A. dia-
zotrophicus is basically clonal, This result was supported by the
occurrence of a strong linkage disequilibrium in the natural
population of these bacteria at both global and local levels,

The exténsive distribution of closely related strains of A,
diazotrophicus from widcly separated arcas of the world sug-
gests that this bacteria was recently dispersed, as has been
observed similarly in Pscudomonas syringae pv. tomato (14),
Taking into account the endophytic characteristics of A. dia-
zotrophicus and the association of the bacteria with mealybugs
and vesicular-arbuscular mycorrhizal spores, we previously (8)
explained the long-distance dispersal and spread among cane
cultivars of this specics,

It was previously suggested (1) that A. diazotrophicis may be
autochthonous microbiota of mealybugs associated with sug-
arcane and other plants, However, we were able to isolate the
bacteria from only 30 of 80 mealybug colonics of S. sacchari,
including actively feeding adults, collected from stems of many
different sugarcanc varicties cultivated in both Brazil and Mex-
ico, This fact suggests that A. diazotrophicus is sucked from
sugarcane plants by the associated mealybugs, which is further
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supported by our results showing that the A4, diazotrophicus
population recovered from S, sacchari is a subset of the A,
diazotrophicus sugarcane population. The genetic diversity of
A. diazotrophicus from other genera of mealybugs such as Dys-
micaccus brevipes and a Planococcus sp. has not been analyzed,
but perhaps it would be not surprising to find a limited genetic
variability in these populations as well, '

The comparison of the number of ETs identificd in the
collections of isolates recovered from sugarcanc and mealy-
bugs sampled in Brazil and Mexico showed that the population
of A. diazotrophicus collected in Brazil, represented by scven
ETs, is more heterogeneous genetically than the population
collected in Mexico, represented only by ET 1. This apparent
greater gencetic heterogeneity may be related to the very dif-
ferent nitrogen fertilization levels that are applied to sugarcane
field crops in Mexico in comparison to Brazil, A close relation-
ship between nitrogen fertilization rates and isolation fre-
quency of A. diazotrophicus was previously observed (17). At
the highest fertilization rates (300 kg of N per ha), isolation
frequencies of 0 to 2% were obtained, while at levels of 120 kg
of N per ha frequencies increased up to 70%. Morcover, al-
though Li and Macrae (25) did not mention any relation be-
tween isolation frequency of A, diazotrophicus and nitrogen
fertilization, we noted that, in their results reported in Table 1,
the number of isolates of this bacterium was nearly five times
higher in the same sugarcane varicty (CP 44101) with no N
fertilizer than in N-fertilized plants collected in the same re-
gion and on the same date, Taking these observations into
account, nitrogen scems to be a sclective factor for certain
lincages or clones of A. diazotrophicus, A role for a selective
factor(s) may be supported in view of the endophytic nature of
A. diazotrophicus organisms (25, 36), which supposedly are
dispersed long distance inside sugarcane germoplasm com-
monly exchanged between countries (e.g., germoplasm of Bra-
zilian varietics cultivated in Mexico [Table 1]). Therefore, in
the absence of such a selective factor, different clones recov-
cred in a country could be recovered from sugarcane germo-
plasm propagated in widely scparated geographical arcas. The
nitrate levels available to the plant may increase or diminish
the sucrose content depending on the sugarcane cultivar (34),
This may explain to some extent the nitrogen fertilization ef-
fects on A. diazotrophicus populations, considering that sucrose
is the best carbon source required in high concentration for
optimal bacterial growth (11, 18). However, we could not ex-
clude that other ecological factors, besides nitrogen fertiliza-
tion rates, may contribute to the dilferences in genctic diversity
of the A. diazotrophicus populations encountered in Brazil and
Mexico,

Since a low number of isolates recovered from Cameroon
grass and sweet potato were analyzed, it was not possible to
determine if certain ETs of A. diazotrophicus are predomi-
nantly associated with a particular host species, as observed,
for instance, with the pathogen of mammals Bordetella bron-
chiseptica (28) or with the legume-nodulating Bradyrhizobium
sp. (6). However, the results clearly demonstrated that ET 1
was extensively distributed among all host species analyzed.
From the viewpoint of biotechnological application, it will be

important to determine if strains represented by the highly

predominant ET 1 could be niore efficient in promoting growth
of the host plants by cither involving indoleacetic acid (17) or
supplying nitrogen (5, 51), or both, in comparison to other
lincages, or if ET 1 is simply a highly “successful” lineage
adapted to different host specics.

Considering the apparent wide capacity of ET 1 to colonize
sucrose-rich host plants, it will be interesting to determine this

ApprL. ENVIRON, MiCroODIOL,

ability of ET 1 strains in other important sugar producer plants
such as sugar beet (Beta vulgaris).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se han analizado en los
estudios publicados que se muestran con anterioridad. Con la finalidad de evitar
la redundancia, retomo solamente algunos aspectos para su discusion,

Bajo diversas estrategias experimentales se analizaron un total de 79 cepas
de A. diazotrophicus. Estas se aislaron en su mayoria de distintas plantas y
variedades de caiia cultivadas en regiones distantes de México y Brasil, asi como
de la chinche harinosa, Saccharicoccus sacchari, asociada a la cafia, También
se incluyeron cepas aisladas de camote (Ipomoea batatas) y de pasto Camerun
(Pennisetum purpureum),

El analisis electroforético de enzimas metabdlicas ha mostrado una estrecha
correlacién con experimentos de homologia DNA-DNA, sobre las estimaciones
de relacion genética de cepas o especies en diferentes taxa estudiados (Leung y
col. 1994; Ochman y col. 1983; Segovia y col. 1991; Selander y col. 1985). En
el presente estudio, estos métodos revelaron la existencia de 2 grupos fijadores
de N, muy divergentes entre si, correspondiendo, problablemente uno de ellos
(ET 7), a una nueva especie dentro del género Acetobacter. Sin embargo, los
patrones de RFLPs de los genes ribosomales de A. diazotrophicus, integran a
ambos grupos en uno solo. Este resultado puede ser explicado sobre la base de
la alta conservacion de las secuencias de los genes 16S rDNA, por lo que este
método resulta limitado en la diferenciacién de especies muy cercanas, Esto se
ha observado en especies cono R. tropici y A. rhizogenes, las cuales no pueden
ser diferenciadas por este método (Laguerre y col. 1994). Sera necesario realizar
diferentes estudios fisioldgicos y genéticos para definir la posicién taxonémica

de las cepas agrupadas en el ET 7.
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La diversidad genética entre las cepas tpicas de A, diazotrophicus, alrededor
de 0.060, (excluyendo las del ET 7), es mucho menor que la observada en la
mayoria de las especies bacterianas estudiadas (Bottomley y col. 1994; Carlson
y col. 1994; Cauvgant y col. 1986; Combe y col. 1994; Denny y col. 1988;
Gilmour y col. 1987; Musser y col 1985; Pifiero y col. 1988; Selander y col.
1986). Probablemente la diversidad genética limitada en A, diazotrophicus puede
estar relacionada con un origen evolutivo reciente. En forma alternativa puede
relacionarse con el habitat predominantemente enddfito de la bacteria, en
asociacion con la especializacion de nicho, debido a que coloniza solamente
plantas que almacenan sacarosa en altos niveles y que son propagadas en forma
vegetativa (Dobereiner y col, 1993; Li y Macrae, 1991), asi como a un insecto
intimamente asociado a la cafia de azicar (Ashboll ¢ Inkerman, 1990). Si bien
estas hipotesis son probables, explicar certeramente el por qué de la variabilidad
limitada en A. diazotrophicus no cs posible, al menos con los datos existentes,
Sin embargo, al conocer los niveles de diversidad genética en otras poblaciones
bacterianas predominante o estrictamente enddfitas, como Herbaspirillum
(Baldani y col. 1992) y Azoarcus (Reinhold-Hurck y col. 1993), que viven bajo
condiciones relativamente constantes, podria cvaluarse la hipdtesis del habitat y
aportaria elementos sobre el papel que juegan las condiciones ambientales en la
diversidad genética de las poblaciones.

El andlisis genético reveld una estructura clonal en A. diazotrophicus, con una
clona (ET 1) ampliamente predominante y extensamente distribuida entre todos
los hospederos. La naturaleza enddfita de la bacteria en relacion con la
propagacion vegetativa de las plantas hospederas, asi como el intenso
intercambio comercial de variedades entre paises, pudieran ser los factores que
contribuyen a la amplia dispersion de A. diazotrophicus. La dispersién regional

de esta especie bacteriana entre variedades de cafla y otras plantas,
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probablemente sea a través de las esporas de hongos micorrizicos (Paula y col.
1991), asi como por cl homdptero S. sacchari, el cual alberga solamente un
subgrupo de la poblacidn de la caiia de azticar. Este resultado junto con el hecho
de que A. diazotrophicus fué aislado s6lamente en 30 de 80 colonias del insecto,
indican que este diazétrofo no es microbiota autéctona del homdptero como fue
sugerido por Ashbolt ¢ Inkerman (1990).

Se encontré una mayor diversidad genética entre un nimero similar de cepas
de A. diazotrophicus aisladas de cafia y S. sacchari colectados en Brasil que
entre los de México. En tanto que 7 ETs sc identificaron entre los aislados de
Brasil, solamente uno, el ET 1, se aislé en México. Esta situacion probablemente
se encuentre relacionada con los muy diferentes niveles de fertilizacion
nitrogenada aplicados al cultivo de la caita en estos dos paises. Esta hipotesis sc
basa en la estrecha relacion observada (Fuentes-Ramirez y col. 1993) entre el
nivel de fertilizacion nitrogenada y la frecuencia de aislamicnto de A.
diazotrophicus. Se encontraron {recuencias no mayores a 2.5% cn plantas
fertilizadas con niveles de 300 Kg N/ha, incrementindose la frecuencia de
aislamiento hasta 70% a partir de plantas fertilizadas con dosis de 120 Kg N/ha.
Es probable que cambios en la la fisiologia de las plantas, al crecer con niveles
de nitrégeno excesivos, sean responsables del efecto "selectivo"” observado sobre
la poblacién de este diazéurofo. En bacterias del género Rhizobium vy
Bradyrhizobium el efecto negativo de altos niveles de nitrégeno sobre la
infeccién de la planta es una situacién bien conocida, pero atin en ausencia de
infeccion estas especies logran sobrevivir saprofiticamente por largos periodos.
Sin embargo, la naturaleza endofita de A. diazotrophicus implica dependencia
de la planta, por lo que cambios ¢n la fisiologia del hospedero, probablemente
retlejan los cambios observados en la poblacidn de este diazétrofo y tal vez en

otras poblaciones de bacterias endofitas fijadoras de N, de cultivos
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tradicionalmente fertilizados con altos niveles de nitrégeno,

Diferentes plismidos son albergados por la mayoria de las cepas estudiadas
con tamafios variables de 2.0 a 170 kb. La ausencia de pldsmidos en algunas
cepas, incluyendo la cepa tipo PAL 5", sugiere que las caracteristicas fenotipicas
fundamentales de A. diazotrophicus, asi como la biosintesis de dcido indol
acético, son codificadas en el cromosoma. El hecho de que todas las cepas
mostraran actividad para las enzimas ensayadas apoyan esta idea. Ademds, fue
demostrado que tanto las cepas de Acetobacter de la especie fijadora de N,
conocida, como las del nuevo grupo e independientemente de la presencia de
pldsmidos, todas las cepas comparten un patrén de organizacién comiin de los
genes nif estructurales. Esto indica que los genes responsables de la fijacidn de
N, estdn localizados a nivel cromosomal. Los resultados no permiten atribuir
alguna funcion a los plasmidos. Sin embargo, debido a que la mayoria de las
cepas mantienen al menos un plismido altamente conservado, parece probable
que estos elementos confieran alguna ventaja a las cepas que los albergan, como
ha sido observado en diferentes especies bacterianas que se asocian con plantas
(Bender y Cooksey, 1986; Comai y Kosuge, 1980; Copliny col. 1981; Martinez
y col. 1990). Es importante hacer notar que la mayoria de las cepas agrupadas
en el predominante ET 1 mantienen un plismido altamente conservado (pAd
170). Dos cepas de este linaje no albergan al pAd 170 pero sf un plasmido de
93 kb, existiendo entre ellos alta homologia. Cepas de A. diazotrophicus aisladas
en muy baja frecuencia y agrupadas en linajes diferentes al ET 1, no albergan
al pAd 170. Este hecho sugiere la posibilidad de que cl pAd 170 juegue un papel
importante en la asociacion con las plantas hospederas de A. diazotrophicus,
particularmente al crecer frente altos niveles de fertilizante niu.'ogenado’y por
esta razon la amplia predominancia y distribucién del ET 1.

Desde un punto de vista de aplicacion biotecnoldgica serda importante
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determinar si las cepas representadas por el predominante ET 1, en comparacion
a las cepas agrupadas en otros linajes, pueden ser mas eficientes en la promocién
del crecimiento de las plantas hospederas, ya sea a través del aporte de nitrégeno
(Boddey y col. 1991; Urquiaga y col. 1989), por efectos directos del dcido indol
acético sobre la fisiologia de la planta (Fuentes-Ramirez y col. 1993) o
simplemente, el ET 1 es un linaje altamente "exitoso" adaptado a diferentes
hospederos. Aun cuando el ET 1 fuera solamente un linaje "exitoso", su amplia
capacidad colonizadora abre otras perspectivas biotecnoldgicas interesantes. Por
ejemplo, mediante la clonacién en A, diazotrophicus de los genes responsables
de la sintesis de la toxina bioinsecticida de B. thuringiensis, para el control del
gusano barrenador de la cafia y otras importantes plagas que disminuyen el
rendimiento del cultivo. |

Como una contribucion al conocimiento de la biologia de las poblaciones
bacterianas, serd de interés conocer si la diversidad genética limitada que se

observé en A. diazotrophicus es una constante en otras poblaciones bacterianas

endofitas.
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PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

1. Sobre la bacteria

I. Determinar si existen diferencias entre los distintos linajes clonales (ETs) de
A. diazotrophicus, en su capacidad de lijar N, frente a diversas concentraciones

y formas de nitrégeno combinado.

2. Determinar la posicién taxonémica del nuevo grupo (ET 7) detectado en este
estudio, mediante ¢l uso de la taxonomia numérica, quimiotaxonomia y andlisis

genético-molecular.

I1. Sobre la asociacion bacteria-planta

1. Determinar si los niveles de nitrégeno combinado y formas de éste influyen
sobre la capacidad de cada uno de los difcrentes linajes clonales de A.
diazotrophicus para colonizar la caiia de azticar, evaluando también su capacidad
de contribucion de N a la planta, asi como en la promocién del crecimiento de

la misma debido a posibles efectos auxinicos.

2. Evaluar especificamente el papel del pAd 170 en la asociacién de A.
diazotrophicus con plantas fertilizadas con diferentes niveles y formas de
nitrgeno combinado.

3. Determinar la capacidad de los diferentes linajes de A. diazotrophicus,
especialmente cl correspondiente al ET I, para colonizar otras plantas ricas en

sacarosa, entre ellas la remolacha azucarera y el sorgo sacarino, evaluando

ademds, la posible contribucién de la FBN en la economia del N de la planta.
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II1. Sobre aplicaciones biotecnoldgicas de la bacteria

1. Llevar a cabo la clonacidn en A. diazotrophicus de los genes responsables de
la sintesis de la toxina bioinsecticida de Bacillus thuringiensis, para ¢l control
de algunas de las mds importantes plagas de la cana de azicar (V. gr., gusanos
barrenadores), aprovechando la amplia capacidad colonizadora de las cepas

agrupadas en el ET 1, asi como su naturaleza predominantemente endofita,

2. Determinar la posibilidad de enriquecer con N derivado de la FBN alimento
para consumo animal, fabricado comercialmente a base de bagazo de cana y
melazas de esta industria, aprovechando que las caracteristicas del alimento son

el sustrato sobre el que desarrolla naturalmente A. diazotrophicus.

IV. Sobre la diversidad genética de poblaciones

1. Determinar si la diversidad genética limitada que se observa en A.
diazotrophicus se presenta en otras poblaciones de bacterias predominante o

estrictamente endofitas como Herbaspirillum 'y Azoarcus.
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CONCLUSIONES

La comparaciéon de los niveles de diversidad genélica centre las poblaciones
bacterianas ubica a A. diazotrophicus entre las menos variables genéticamente. Intentar
explicar el porqué la diversidad genética limitada en esta especie, parece imposible. Sin
embargo, el conocelr este hecho sugiere que otras poblaciones enddfitas, que viven bajo
condiciones ambientales relativamente constantes, también pudiesen ser genéticamente
poco variables. El demostrar esta situacion aportard elementos sobre el papel que
juegan las condiciones ambicntales en la diversidad genética de las poblaciones.

Aparentemente el nitrégeno aplicado en exceso como fertilizante al cultivo de la
cafia de azticar ejerce un efecto selectivo sobre la poblacion de A. diazotrophicus. ¢ Serd
este efecto una constante en los cambios de poblacion de otros diazétrofos endolitos,
llegando al grado de eliminar a algunas poblaciones, e incluso haber ya eliminado a
algunas? Serfa valioso iniciar la busqueda de poblaciones enddfitas en las plantas
progenitoras de los actuales cuitivos de importancia agricola, por ejemplo en Teozintle,
progenitor del maiz o en lineas ancestrales de maiz cultivadas sin fertilizantes en
algunas regiones indigenas de nuestro pais.

Con algunos de los resultados obtenidos en este trabajo, considero que la
investigacion a realizarse sobre la asociacion A. diazotrophicus-caiia de azicar serd
facilitada, por ejemplo, evaluando ahora no decenas, sino solamente unas cuantas cepas
representativas de los diferentes linajes y seleccionando para su empleo como
inoculante aquella(s) que muestre(n) la mayor capacidad colonizadora, de fijacion de
N, y promocién del crecimiento de la caiia.

Indudablemente, estudiar la diversidad genética de las poblaciones bacterianas no
significa solamente describir nuevas especies o relaciones entre cepas de una taxén
particular, va mds alld, aporta valiosa informacién que puede contribuir al uso racional

de los microorganismos como fuente inagotable de recursos renovables.
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Abstract

Thirteen cane cultivars grown on fields in México were sampled to assess the occurrence of Acetobacter
diazotrophicus, a recently identified N,-fixing bacterium. Results showed that the isolation frequencics
extended over a broad range (1.1 to 67%), likely to be related to the nitrogen fertilization level, The
lowest isolation frequencies (1.1 to 2,5%) were obtained from plants growing at high nitrogen doses
(275-300 kgha”') and the highest values (10-67%) from plants cultivated with 120 kg N ha ', All
eighteen strains of A. diazotrophicus produced indoleacetic acid (IAA) in defined culture medium,
Estimates obtained from HPLC analyses revealed that A, diazotrophicus strains produced from 0. 14 to
2.42 ng IAA mL ™" in culture medium. Considering that A, dinzowrophicus is found within the plant
tissue, the biosynthesis of IAA suggests that the bacteria could promote rooting and improve sugircanc
growth by direct effects on metabolic processes, in addition to their role in N, fixation,

Although scveral nitrogen-fixing bacteria have
been isolated from sugarcane, it still remains
unknown which of these bacteria are the most
important in the plant-associated biological ni-
trogen fixation,

Recently, Acetobacter diazotrophicus, o N,-
fixing bacterium has been isolated from sugar-
cane roots and inside stems collected in vartous
sites of Brazil (Cavalcante and Ddbereiner,

Introduction -

Nitrogen fixing bacteria arec commonly found in
association with the roots of diverse plants.
Frequently several species of diazotrophs can be
isolated from the same plant (Patriquin et al.,
1983), but according to the technique used the
type of bacteria differs (Balandreau,  1983).
Thus, Débereiner (1961) found Beijerinckia spp.

in 95% of the rhizosphere soil samples of sugar-
cane. Prevalence of Azotobacter chroococcum in
the rhizosphere of sugarcanc was reported
(Zafar ct al., 1986). Rennic et al, (1982) isolated
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Er-
winia herbicola and Bacillus polymyxa, from
inside sett and roots of sugarcane, but neither
Beijerinckia nor Azotobacter spp. were found.

1988) and of Australia (Li and Macrae, 1991).
Since this bacterium is able to fix N, even in
presence of nitrates and it seems best adapted to
the sugarcane cenvironment (Cavalcante and
Dabereiner, 1988), it could have more economic
importance compared with other diazotrophs
associated with sugarcane.

The ability to synthesize auxins has been
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described in different epiphytic bacteria (Libbert
and  Risch, 1969) and soil  microorganisms
(Brown, 1972; Prikryl et al., 1985), including
several diazotrophic bacteria (Barea and Brown,
1974; Clark, t974; Tien et al,, 1979). It has also
been shown that epiphytic bacteria could in-
crease the IAA content in the plant (Libbert ct
al., 1966). It is possible that dinzotrophs living at

the plant surface or as endophytic bacteria may

improve plant productivity cither by the in-
volvement of plant growth-regulating substances,
by supplying nitrogen, or by both,

This work was conducted to assess the occur-
rence of the endophytic bacterium A. diazot-
rophicus in roots and stems of différent sugar-
cane cultivars sown in México. Also, we report
for the first time the production of indoles by A.
diazotrophicus cultured strains,

Material and methods
Locations and sugarcane samples

Three complete plants, with various stems cach
one, were collected from several sugarcane var-
ictics during the years 1990-1991 in different
cultivated areas of México (Table 1). Whole
plants were sampled by excavating the roots to a
depth of 25-30 cm. Collection from each farm
was done from canc plants growing for 7-10
months, to a distance of 25 m between plants,

Media

N-free-semisolid acetic LGI medium (SA-LGI)
complemented with sugarcance juice at pH4.5
(Cavalcante and Ddébereiner, 1988) was used as
an cnrichment culture for Acetobacter diazot-
rophicus. For isolation and pure cultures, icetic
LGI agar plates (pH4.5) supplemented with
yeast extract .(S0mgL™") and cycloheximide
(150 mg L™") were used. Also, potato agar plates
with 10% cane sugar were used, Inocula for the
determination of indole compounds were grown
in glucose-yeast extract (GYC) broth (De Ley et
al., 1984) without CaCO,. To determine cx-
tracellular indole compounds synthesized by A.

diazotrophicuy isolates, the cultures were grown
at pH 6.0 in diquid LG medium, replacing crys-
tallized cane sugar by 1.0% sucrose (analytical
grace) and supplemented with 0.19% NH,CI. The
medium  was supplemented with 100 pupml™!
lilter-sterilized tryptophan. All other media were
steritized at 121 °C for 20 min,

Isolation

Sugar cane root samples (three per cach cultivar)
were rinsed with tap water until the liquid was
clear; then, the roots were washed with sterile
distiled water, Subsequently, roots were im-
mersed in 19 Chloramine T for 5 min, followed
by washing in 25 mM phosphate buffer and by
four changes of sterile water, The surface disin-
fected sumples were macerated in a blender at
high speed for 2 min in cold sterile sugar solution
(5%), to give a 1/4 (w/v) dilution. Ninc stems of
cach cultivar were divided into basal, inter-
mediate and apical regions, in relation to dis-
tance from the soil; stalk picces of 10-15 cm,
including the node, were cleaned with a commer-
cial detergent and washed with tap water. Sub-
scquently, the stalk picces were washed in sterile
distilled water and immersed in 19 Chloramine
T. After the rind was discarded in sterile con-
ditions, the stem samples were treated as men-
tioned for roots. 500 u L aliquots from the roots
or stem macerates were inoculated in 10 mL
scrum vials containing 5 ml of SA-LGI (90 repli-
cates per root or 270 per stem of each cultivar),
These cultures were incubated at 30°C for 5-7
days. Then such vials were replicated into SA-
LGI and incubated at 30°C. After § days, the
vials were assayed for acetylene reduction activi-
ty (ARA). Nitrogenase positive vials with thick
yellow surfuce pellicle were streaked onto acetic
LGI agar plates, incubated at 30 °C. After 7 days
dark orange colonies were picked into SA-LGI
and incubated as mentioned above. Thereafter,
vials with growth were streaked onto potato agar
plates to check for purity, and transferred to
acctic LGl (pH 6.5) agar slants for storage of
cultures. Strains were considered to be different
when they were isolated from different plants,
according to the criterii of Cavalcante and
Ddébereiner (1988).
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Identification of Acetobacter dinzotrophicus

Isolates identification was bascd on characteristic
bioghemical tests, such as, N, fixation with and
without NO,, overoxidation of cthanol and glu-
cose, NOj-reduction, growth and N, fixation
with 30% glucose or sucrose, growth and N,
fixation at pH below 3.0, growth and acid pro-
duction from different carbon sources (sucrose,
gualactose, fructose, glucose, maltose, mannose,
arabinose, cthanol, i-inositol, mannitol and gly-
cerol), and growth on organic acids (acctate,
lactate, malate, fumarate and succinate), among
other tests; colonial morphology in LGI and
potato agar plates was considered also (Caval-
cante and Ddbereiner, 1988; Gillis ct al., 1989),
A. diazotrophicus strains PAl 5" (Type strain,
ATCC 49037), PPe 4 (ATCC 49038) and PR 2
(ATCC 49039), Kkindly provided by Dr J
Ddbereiner, were used as controls in all per-
formed tests.

Acetylene reduction assay

Gas chromatograph and conditions to determine
ARA were as we described previously (Mas-
carda-Esparza ct al., 1988).

Indole compounds assays

To determine indole compounds synthesis by
isolates of A, diazotrophicus, an inoculum was
prepared by growing the organisms (GYC broth)
in shake culture (220 rpm) for 36 h at 30 °C and
then the cultures were twice centrifuged and
resuspended cach time with 50 mM KH,PO,
(pH 6.0). The bacterial cultures were adjusted to
50 Klett units (green filter; 1x 10* UFC mL™").
A. diazotrophicus strains (1.0 mL inoculum)
were grown in 125 mL flasks containing 49 mL of
medium in shake culture (200 rpm) for 24 h at
30°C. Bacterial cultures were centrifuged
(13,000g for 15min at 4°C); the supernatant
obtained was filtered through 0.45 wm pore size
Millipore filter (Harari et al., 1988), Subsequent-
ly, the supcrnatants were adjusted with HCI to
pH 2.7. Procedure for indoles extraction, treat-
ment of the solvents and TLC plates were done
according to lino et al. (1980). Indole com-
pounds were cxtracted three times with 30 mL

volumes of cthyl acetate, which was previously
washed with water, passed through cotton wool
and adding BH'T (butylated hydroxytolucne), as
antioxidant. The extracts were evaporated to
dryness under vacum with rotary evaporator it
37°C, then the residue was dissolved in 1O mL
of methanol. An aliquot of 50 ¢l tn methanol

~was  chromatographed on silica gel  (HF,,,

Merck) thin layer plates. The pliate was de-
veloped using the solvent system benzenc-cthyl
acetate-acetic acid (70:25:5). Authentic indoles,
indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-aldchyde
(1Ald), indole-3-lactic ucid (1L.A), indole-3-
butyric acid (IBA), indole-3-propionic  acid
(IPA) and indole-3-pyruvie acid (IPyA) were
chromatographed as referenced. The separated
compounds were visualized by their fluorescence
under ultraviolet (UV 254 nm) light and colour
developed  with Van  Urk-Salkowski  reagent
(Ehmann, 1977). The spots corresponding to
IAA were scraped from the silica gel plates,
Solid support was suspended in methanol, cen-
trifuged and aliquots analyzed by high perform-
ance liquid chromatography (HPLC). HPLC
analysis was performed by ion-pair reversed-
phase on a Waters Associates uBondapak C,y
Rad-Puk curtridge (10ecm X 8 mm i) and a
mobile phase of 27.5% mcthanol in
0.1 M KH,PO, (pH6.5) containing 10mM
tetrabutylammonium  phosphate  (Millipore,
Corp.). Flow rate was 1L.SmLmin™' and the
operating pressure was 900 Ib/in®. Detection was
at 280 nm (Waters 440 Absorbance detector,
mercury lamp) and quantitation was made by
arca integration through the Waters Data
Module microprocessor. Retention times for
peaks were compared to that of authentic 1AA
standard,

Results and discussion

Several diazotrophic endophytic isolations from
diverse sugarcine cultivars grown in varjous
arcas of México (Table 1), were properly iden-
tificated as belonging to the species Acetobacter
diazotrophicus, all the strains exhibited the same
morphological, biochemical and physiological
characteristics reported by Cavalcante  and
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Tuble 1. lsolation frequencies of Acctobacter diazotrophicus from different sugareane cultivars sown in field

Location Cultivar Isolation (%)

Root Stem
Atencingo, Pucbla' MEX §7-473 2.5 N.D,
Atencingo, Puebla’ CP 72-2086 2.1 N.DD,
Atencingo, Puebla! MY 55-14 N.D. 1.3
Atencingo, Puebla MEX 76-046 0.0 0.0
Yautepee, Morelos! MEX 68-808 0.0 ' 0.0
Yautepee, Marclos' CP29-203 0.0 0.0
Yautepee, Morelos' ZMEX55-32 0.0 1.7
Yautepee, Morelos' ' MEX 69-749 N.D, .1
Cordoba, Veracruz® MEX 56-476 1L 0.0
Cordoba, Veracruz® MEX 69-29%1) N.D. 17.0
Cordoba, Veracruz?® MEX 73-523 55.0 07.0
Orizaba, Veracruz® MEX 79-546 05.1) N.D.
Orizaba, Veracruz® MEX 80-499 10.0 N.D.

"N fertilizer added to the cultivar: 275-300 kg ha ™',
* N fertilizer added to the cultivar: 120kg ha ™',

N.D. Not determined.

Ddbereiner (1988), and Gillis et al. (1989).
Morcover, it is known that 16S ribosomal RNA
(16S rRNA) molecule is universal and conserved
in functions (Young, 1992). Comparisons be-
tween the 16S rRNA molecule of strains PR 2
(ATCC 49039) and UAP 5665 (isolated in this
work) revealed that they belong to the same
species (P. Young, pers. comm.).

Isolation frequencies from roots or inside
stems ranged from 1.1% to 67% (Table 1).
Interestingly, the lowest isolation frequencices
(1.1 to 2.5%) were obtained from locuations
where the rate of nitrogen fertilization was the
highest (275-300 kg ha ™). In addition, we could
not obtain isolates from some sugarcane varictics
(CP 29 203, MEX 68 808 and MEX 76 646) that
were sampled in those locations. In contrast, we
successfully isolated A. diazotrophicus in high
frequencies (10 to 67%) from all the cultivars
sumpled in places where N fertilization rate was
120 kgha™" only. These results suggest that
associations between nitrogen fixing bacteria and
plants may be severely limited when nitrogen
fertilizers are supplemented in excess. Ouks
(1992) considers that interactions and associa-
tions, between microorganisms and their host
plant, may be inhibited by high levels of added
fertilizers, as occur with Rhizobium spp. and
mycorrhizal fungi and their host. We do not
discount other factors, such as varietal and
environmental effects, that could be responsible

for the results mentioned above. Unfortunately,
the same sugarcane variety was not found in the
different sampled localities to support our hy-
pothesis.

It is noteworthy that the isolation frequencies
of A. diazotrophicus from different parts of the
stem varied. The higher frequencies were found
in the apical stem region as compared to basal or
intermediate regions (data not shown). This
preferential distribution of A. diazotrophicus
also occurs with other bacterial species found in
the inner sugarcane stems. Azotobacter vinelan-
dii has been found only in the apex, while
Erwinia herbicola, was found both in apical and
intermediate stem regions (Ruschel and Vosce,
1984). We think that preferential distribution of
A, diazotrophicus and probably some other
endophytic sugarcane bacteria could be reg-
ulated by the quantity and quality of soluble
sugars prevailing in a particular region of the
plant. Nevertheless, this speculation should be
demonstrated.

Interestingly, all different tested strains of A,
diazotrophicus were able to produce indoles in
defined liguid medium supplemented with tryp-
tophan, as visualized by thin layer chromatog-
raphy (TLC) plates. TLC analysis of acidic ethyl
acctate extracts from cighteen A. diezotrophicus
cultures always showed an identical color, after
spraying with Van Urk-Salkowski reagent, and
Rfs corresponding to standard TAA (Rf 0.546),
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IAld (0.416), ILA (Rf 0.178) and IPA (Rf
0.614). HPLC analysis of 1AA spots scraped of

TLC plate corresponded to the retention time
(6.2 min) of authentic 1AA.,

It is well known that many microbes and
plants convert tryptophan to IPyA, an inter-
mediate of TAA biosynthesis in higher plants,
Even though we do not deteet IPyA, we found
ILA, which is a product of reduction of IPyA
(Sheldrake, 1973). This result suggests that the
biosynthesis of IAA from typtoplmn. by A.
diazotrophicus, is via indole-3-pyruvic acid (San-
dberg ct al., 1987).

Production of IAA by 18 strains of A. diazot-
rophicus  analyzed quantitatively by the
colorimetric Salkowsky assay (Tang .md Bonner,
1947), was as high as 19 to 65 wg mL™' (data not
shown). These IAA levels produced by A.
diazotrophicus are similar to those reported for
Azospirillum brasilense (Hartmann et al., 1983;
Jain and Patriquin, 1985) using the Salkowsky
reaction. However, it has been demonstrated
(Crozicr et al., 1988) that the Salkowsky assay is
not a reliable method for measuring TAA,

On the other hand, estimates obtained from
HPLC analyses revealed that four A. diazot-
rophicus mains produced IAA  above
1.0 ugmL ™" (Table 2), with the highest amount
(2.42 pgmL™") found in the culture medium
from PALS" strain, The other six strains yielded
lower amounts at rates of 0.14 to 0.77 ug
IAAmL™'. This bacterium produced similar

Table 2, Indoleacetic acid producuon by different strains of
Acetohacter diazotrophicus

Sugarcanc PIS* Strain IAA conc.
cultivars designalion (pgmL™")
MEX 57.473 (Wr) UAPS701 1.07
MEX 73-523 (Ap) UAP 7306 1.00
MEX 73-523 (Ap) UAP 7308 112
CP 72-2086 (Wr) UAP 7210 0.31
MEX 69-290 (In) UAP 6925 (.77
ZMEXS5-32 - (In) UAP 5560 .57
MEX 56-476 (Sr) UAP 5665 .22
(n ' PAl S 2.42
(1) PPe 4 0.14
(1) PR2 0.49

“Plant isolation site: Surface-sterilized root (Sr); Washed
root (Wr); Inside stem (Inlermediate {In]; Apical [Ap]);
stem region in relation to distance of soil.

(1) Gillis et al.. 198Y.

rates of TAA in culture medium, to those re-
ported for the rhizosphere bacteria of the genus
Azospirillum in quantitative estimates obtained
by HPLC procedures (Crozier et al., 1988).

Taking into account that A, diazotrophicus is
found within the plant tissue and is propagated
vin the planting material (stalk picces), 1AA
production suggests that this bacterium  could
promote rooting and improve sugarcane growth
by dircet effecets on metabolic processes, in
addition to a role in N, fixation as sugpested
(Boddey et al., 1991, Cavalcante  and
Dabereiner, 1988).
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