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RESUN1EN 

.azocar c; producido en MeXiC0 V en nias da. 70 países del inundo. Además de ser un 
importante producto aaríeola, más de i 	subproductos rueden ser Obtenidos de la caña. 

Muy altos niveles de fertilizantes nitrogenados (hasta 300-400 kg de N por ha.) son 
aplicllos al cultivo de la caña de a/iiear en la mayoría de los países, incluido México. fin 
contraste. en Brasil se aplican no más de 50 kg de N por ha., no existiendo disminución en 
los rendimientos de caria ni en la reserva de nitrógeno del suelo aun después de décadas de 
cultivo. En experimentos recientes con diferentes variedades de caña se estimó que la fijación 
biológica del nitrógeno (HIN) puede contribuir con 50 a 80% del nitrógeno total de la planta. 
Entre los diferentes fijadores de nitis.'Y:.lano asociados a la caña se sugiere que la bacteria 
endófita Acetobacter diazutrophicus pudiera ser una de las que contribuyan importantemente 
en la FBN observada, debido a sus características poco comúnes entre los diazótrofos. 

Tomando en cuenta el uso potencial de A. diazotrophicus en biotecnología agrícola. se  
consideró importante el conocer la diversidad genética y la estructura de la población de esta 
bacteria. 

Un total de 79 cepas de A. diazotrophil:us aisladas principalmente de diferentes variedades 
de caña cultivada en i'vléxico y Brasil, así como de otras plantas ricas en sacarosa y de la 
"chinche harinosa" .1).'accharicoccus sacc/iari asociada a la caña fueron caracterizadas mediante 
dectroforesis de enzimas metabólicas (MLEE). También se analizaron los perfiles de 
plásmídos, así como 11a5; patrones de los (,.cncs lufFIDK y de los genes ribosomales. 

Los resultados de ro LEE te Yelaron que. la diversidad genética de A. diazotrophicus es mucho 
más baja que hl observada en la mayoría de otras especies bacterianas conocidas. Se 
identificaron siete diferentes tipos electro forétieos (1.1:Ts) entre las cepas de A. diazotrophicus 
analizadas. Seis 45.4.Ts presantu alta honiología DNA-DNA, hallándose una media de 8b% y 
relácionados entre sí a una distancia 1,,,T.,eaética de 0.195. El séptimo ET fue muy divergente, 
encontrándose a una distancia genética de 0.53 y niveles de homología DNA-DNA de 54% 
con respecto a la cepa de referencia. Las cepas agrupadas en este ET pudieran representar una 
especie fijadora de 1.‘! diferente dentro del género Acetobacter, Una mayor diversidad genética 
se observó entre las cepas aisladas de Brasil en comparación a las aisladas de México. Este 
hecho probablemente este: relacionado con las muy diferentes dósis de fertilizante nitrogenado 
aplicadas entre ambos paises. El anasis genético indicó que la estructura de población de A. 
diazotrophicus es clonal, encontrándose una chanca predominante (ET 

La mayoría de las cepas de A. diazotrophicus albergan plásmidos con un tamaño que varía 
entre 2.0 y 170 kb. Dos plásmidos (uno de 20-24 kb y otro de 170 kb) fueron muy 
conservados entre las cepas analizadas. La cepa tipo PAl 5T  y otras pocas no alberagan 
ningún plásmido. La existencia de estas cepas puede indicar que las características fenotípicas 
fundamentales de A. diazotrophicus no son codificadas por plásmidos. De hecho, 
independiente de la presencia de plásmidos, todas las cepas comparten un patron común de 
organización de los genes nijlíDK en el cromosoma. 

Desde un punto de vista de aplicación biotecnológica, será importante determinar si las cepas 
agrupadas en el ET predominante pueden ser más eficientes en comparación a otros linajes 
c tonales para promover el crecimiento de las plantas hospederas, ya sea mediante la síntesis 
de ácido indol acético o mediante el suministro de nitrógeno. 
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ABSTRACT 

Cane sugar is produeed commercially in Mexieo and in over 70 eountries around the work!. 
Sugar is an important agricultura! pi-Mut:1, 1..ind more than 150 by-products may be obtained 
from sugarcane. 

Commonly, very high leveis o f nitrogen fenilizets up to 300-400 kg of N per ha) are 
applied in sugarcane erops in n- lost countries, included Mexieo. In contrast, sugarcane erops 
in .Brazil do not receive more than $0 kg oí nitrogen fertilizor, and neither eane yields flor soil 
N reserves appear to diminish after decades of culture. Receta experiments estimated that the 
contribution ('1 biological nitroeen ftx¿ttion (13NF) to 	sugarcane cultivars rarwed from 50 
to 809 of total plant nitrogen. Autong the different nitrogen-fixing bacteria associated with 
sugarcane plants, it is sugg.ested that the cndophytic bacterium Acetobacter diazotrophicus 
colad be responsible of contributing importantly to the observed BNF, dite to their little 
comino') physiological fe atores among the diazotrophs. 

Taking int() account the potential use o!' A. diazotrophicus in agricultura! biotechnology, we 
considered important to know the genetic diversity and gen lie strueture of this bacteria. 

A total of 79 isolates of A. diazotrophicus recovered mainly from different sugarcane 
varieties cuttivated in Mexieo and 1.3razil, as well as from another sucrose-rich host plants, and 
from mealybugs Saccharh...'occus sacchari associated with sugarcane plants were characterized 
by the electrophoresis mobi lides of metabolic enzymes (NILEE). Plasmid profiles, lu:171DIC and 
ribosomal genes patterns were also imalyzed. 

The results of NILEE analyses revealed that there. is a lower genetic diversity in there 
bacteria in comparison 	iletjority oC other well-nown bacteria! species. Seven differem 
electrophoretic types (ETs 	identiíied among isolates ofA. diazotrophicus recovered from 
difrerent.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 al 
genetic distance of 0.53, and had only 54% DNA homology to the reference strain. Strains 
corresponding lo this cluster could representa distinct nitrogen-fixing species oí the genus 
Acetobacter. More gelche diversity was encountered in isolates from Brazil than in those from 
Mexico, probably due te, the very different nitrogen fertilization levels usen in the crops. The 
genetie analysis indicates that the genetic structure of A. diazotrophicus is clonal, with a 
largely predominant done (ET 1). 

Plasmids were present in rnost. A. diazotrophicus strains, and the molecular sizes of the 
plasmids ranged from 2.0 to 170 kb. Two plasmids (a 20-to 24-kb plasmid and another 170-
kb) were highly conserved among the isolates examined. Type strain PAl 5" and other few 
strains did not harbor :my plasmid. The existence of plasmidless strains muy indicate that 
fundamental phenotypie Characteristics of this species are not plasmid encoded. fn fact, 
regardless of presence of plasmids, all isolates shared a highly conserved nifilDK gene 
organization pattern on the chromosome. 

From the viewpoint of bioteelmological application, it. will he important to determine if 
strains represented by the highly predominant ET 1 could be more efficicnt in promoting 
growth of the host plants ley eithcr involving indoleacetic acid or supplying nitrogen, or both, 
in comparison 	other clonal !Muges. 
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RESUMEN 

El azúcar es producido en México y en más de 70 países del mundo, Además de ser un 
importante producto agrícola, más de 150 subproductos pueden ser obtenidos de la caña, 

Muy altos niveles de fertilizantes nitrogenados (hasta 300-400 kg de N por ha.) son 
aplicados al cultivo de la caña de azúcar en la mayoría de los países, incluido México. En 
contraste, en Brasil se aplican no más de 50 kg de N por ha., no existiendo disminución en 
los rendimientos de caña ni en la reserva de nitrógeno del suelo aun después de décadas de 
cultivo. En experimentos recientes con diferentes variedades de caña se estimó que la fijación 
biológica del nitrógeno (FBN) puede contribuir con 50 a 80% del nitrógeno total de la planta. 
Entre los diferentes fijadores de nitrógeno asociados a la caña se sugiere que la bacteria 
endófita Acetobacter diazotrophicus pudiera ser una de las que contribuyan importantemente 
en la FBN observada, debido a sus características poco comúnes entre los diazótrofos. 

Tomando en cuenta el uso potencial de A. diazotrophicus en biotecnología agrícola, se 
consideró importante el conocer la diversidad genética y la estructura de la población de esta 
bacteria. 

Un total de 79 cepas de A. diazotrophicus aisladas principalmente de diferentes variedades 
de caña cultivada en México y Brasil, así como de otras plantas ricas en sacarosa y de la 
"chinche harinosa" Saccharicoccus sacchari asociada a la caña fueron caracterizadas mediante 
electroforesis de enzimas metabólicas (MLEE). También se analizaron los perfiles de 
plásmidos, así 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 
más baja que la observada en la mayoría de otras especies bacterianas conocidas. Se 
identificaron siete diferentes tipos electroforéticos (ETs) entre las cepas de A. diazotrophicus 
analizadas. Seis ETs presentan alta homología DNA-DNA, hallándose una media de 86% y 
relacionados entre sí a una distancia genética de 0.195. El séptimo ET fué muy divergente, 
encontrándose a una distancia genética de 0.53 y niveles de homología DNA-DNA de 54% 
con respecto a la cepa de referencia. Las cepas agrupadas en este ET pudieran representar una 
especie fijadora de N2  diferente dentro del género Acetobacter. Una mayor diversidad genética 
se observó entre las cepas aisladas de Brasil en comparación a las aisladas de México. Este 
hecho probablemente esté relacionado con las muy diferentes dósis de fertilizante nitrogenado 
aplicadas entre ambos países. El análisis genético indicó que la estructura de población de A. 
diazotrophicus es clonal, encontrándose una clona predominante (ET 1), 

La mayoría de las cepas de A. diazotrophicus albergan plásmidos con un tamaño que varía 
entre 2.0 y 170 kb. Dos plásmidos (uno de 20-24 kb y otro de 170 kb) fueron muy 
conservados entre las cepas analizadas, La cepa tipo PA! 5T  y otras pocas no alberagan 
ningún plásmido. La existencia de estas cepas puede indicar que las características fenotípicas 
fundamentales de A. diazotrophicus no son codificadas por plásmidos. De hecho, 
independiente de la presencia de plásmidos, todas las cepas comparten un patron común de 
organización de los genes nifHDK en el cromosoma. 

Desde un punto de vista de aplicación biotecnológica, será importante determinar si las cepas 
agrupadas en el ET predominante pueden ser más eficientes en comparación a otros linajes 
clonales para promover el crecimiento de las plantas hospederás, ya sea mediante la síntesis 
de ácido indo! acético o mediante el suministro de nitrógeno. 
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INTRODUCCION 

La fijación biológica del nitrógeno (FBN), es decir, la reducción del nitrógeno 

de la atmósfera a amonio, representa junto con la fotosíntesis uno de los procesos 

clave responsables de mantener la vida en la tierra. Ambas actividades constituyen 

las principales vías de entrada de carbono y nitrógeno en el componente vivo de los 

ecosistemas naturales. En tanto la fotosíntesis es llevada a cabo por organismos 

procariotes y eucariotes, la FBN se restringe solamente a algunos procariotes, los 

cuales pueden vivir libremente o en asociación, principalmente con plantas. 

Aún cuando las leguminosas pueden cubrir sus necesidades de nitrógeno 

naturalmente a través de bacterias asociadas, la agricultura intensiva ha demandado 

en los últimos 50 años el suministro de fertilizantes minerales, particularmente de 

los nitrogenados. Estos se Koporcionan en forma de sales de amonio, nitratos o urea. 

En los suelos agrícolas, los iones NH4+ son convertidos por las bacterias nitrificantes 

en el ion nitrato, por lo que ésta forma es la dominante (Oaks, 1992). El NO3` que 

no es asimilado por las raíces o inmovilizado por las poblaciones microbianas del 

suelo, se pierde rápidamente de la zona de exploración radical, ya sea por lixiviación 

o bien por desnitrificación. Se ha reportado (Mulder y col. 1977) que solamente del 

50-60% del nitrógeno aplicado como fertilizante mineral es aprovechado por las 

plantas y el 20% se pierde debido a la alta solubilidad de los N01 , es decir, son 

lixiviados hacia los mantos freáticos 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 atmósfera NO y N20 y el resto es inmovilizado por las poblaciones 

microbianas del suelo. 

El fertilizanie no asimilado por los cultivos se traduce en pérdidas económicas 

para el agricultor, pero el problema rebasa el aspecto financiero. Así, el nitrógeno 

aplicado como NH4+ o NO3  inhiben en mayor o menor grado la fijación de N2  en 
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la rizosfera, y también el establecimiento de las importantes asociaciones formadas 

por diferentes especies de Rhizobium con leguminosas (Culi y Truelove, 1986). El 

resultado final para el ambiente es su contaminación, tanto de la atmósfera (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 drásticamente 

el ciclo biogeoquímico del nitrógeno, por lo cual sería conveniente que las prácticas 

agrícolas fueran modificadas lo suficiente como para permitir que los sistemas 

biológicos, más que los fertilizantes minerales, pudieran reemplazar el N del suelo 

extraído 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 supresión 

competitiva de patógenos (Kerr, 1980; Schroth y Hancock, 1981), la solubilización 

de minerales (Barea y col. 1976), la producción de substancias reguladoras del 

crecimiento vegetal (Libbert y col. 1966; Mascarúa-Esparza y col. 1988; Strzelezyk 

y Burdziej, 1984), y la fijación de nitrógeno (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 investigación para mejorar la respuesta 

de los cultivos se ha concentrado en el estudio de las bacterias fijadoras de nitrógeno 

autóctonas de la rizosfera, destacándose los extensos estudios realizados sobre la 

asociación Rhizobium-leguminosas (Bauer, 1981; Bottomley, 1992; Fisher y Long, 

1992; Graham, 1981; Martínez y col. 1990; Martínez- Romero, 1994; Schlaman y 

col. 1992; Vincent, 1974 y 1977). Exceptuando los amplios estudios realizados sobre 

la rizocenosis Azospirillum-gramíneas (Caballero-Mellado y col. 1992; Dübereiner 

y col. 1976; Tien y col. 1979; y los citados en Dóbereiner y Pedrosa, 1987; Hubbell 
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y Gaskins, 1984; Michicls y col. 1989; Okon y Kapulnik, 1986; Okon y Labaudera, 

1994), muy poco se conoce sobre otras poblaciones bacterianas rizosféricas asociadas 

a no leguminosas, y menos aún sobre las poblaciones diazotróficas endófitas de otras 

plantas de cultivo. Esto es particularmente cierto para plantas como la caña de 

azúcar, de las cuales se han aislado en años recientes algunas especies diazotróficas, 

predominante y/o estrictamente endófitas. 

A pesar de que el origen de la caña de azúcar es controvertido, parece ser que 

el centro primario de diversidad de Sacchartun qflicinarum corresponde al área de 

Nueva Guinea (Liu, 1984), cultivándose actualmente en más de 70 países de 

regiones tropicales, generalmente entre los 35" N y 35" S de latitud (Nickell, 1983). 

La mayoría de las centenas de variedades comerciales de caña que se cultivan en la 

actualidad, derivan principalmente del germoplasma de 20 variedades de S. 

officinarum y de menos de 10 variedades de S. spontanetun, lo cual explica su 

limitada variabilidad genética (Liu, 1984). 

La importancia agrícola del cultivo de la caña radica fundamentalmente en la 

obtención de azúcar, el cual es usado tanto para consumo interno de la población 

como para exportación, significando para algunos países en desarrollo una de las más 

importantes fuentes de ingresos. Además de este uso directo, más de 150 

subproductos pueden ser obtenidos de la industria azucarera, entre ellos, electricidad, 

papel y alimento animal, así como ácidos orgánicos y etanol (Paturau, 1988). Entre 

éstos ejemplos puede destacarse la producción brasileña de alcohol en volúmenes de 

12 X 109  litros anuales, obtenidos mediante la fermentación y posterior destilación 

del jugo de caña, el cual es usado en su forma pura (93-95%) como combustible 

para 4 millones de vehículos y otros 7 millones usan "gashol" que contiene 10 a 

22% de etanol (Boddey, 1991). 

Entre las muchas variables involucradas en el costo de producción del cultivo de 

la caña, pueden mencionarse los gastos en fitohormonas (Nickel, 1983), control de 
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insectos plaga (particularmente del grupo de los gusanos "barrenadores") (Flores 

Cáceres, comunic, personal), así como en la adquisición 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 caña de azúcar es considerado como altamente extractivo de 

nutrientes del suelo. En el primer ciclo, el cultivo de la caña extrae de 120 a 270 Kg 

de nitrógeno por hectárea, en tanto que la extracción de nitrógeno en el segundo 

corte varía 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, el cultivo 

continuo de la caña de azúcar puede agotar rápidamente la reserva de nitrógeno del 

suelo, aún aquéllos de alta fertilidad, por lo que este cultivo se ha fertilizado 

tradicionalmente con muy altas cantidades de fertilizantes minerales. La aplicación 

de éstos varía de 200 a 400 Kg N/ha (aproximadamente de 1 a 2 toneladas de sulfato 

de amonio) en países como Estados Unidos, Cuba ó Venezuela. En México este 

cultivo ocupa uno de los primeros lugares por superficie sembrada, cultivándose en 

el ciclo 1990 alrededor de 678,000 hectáreas (INEGI, 1992) con aplicaciones que 

varían entre 120 y 320 Kg N/ha (Minjárez Castro; Martínez Arroyo, comunic. 

personal), dependiendo de la región cañera. En contraste, Brasil fertiliza el cultivo 

con dosis no mayores a 50 Kg N/ha (Ruschel y Vose, 1984), equivalente a 235 Kg 

de sulfato de amonio, obteniéndo rendimientos medios de 65 toneladas de caña por 

hectárea. Estos rendimientos son comparables a los obtenidos en los países que 

aplican hasta 6 veces más fertilizante nitrogenado, e incluso, han logrado obtener con 

algunas variedades rendimientos equivalentes a 200 toneladas de caña que acumulan 

200 Kg N/ha/año. Los altos rendimientos de caña obtenidos aún con bajos niveles 

de fertilización nitrogenada sugieren que una parte importante de este nutriente 

proviene de la FBN (Urquiaga y col, 1989 y 1992). Estudios realizados mediante el 

balance 15N/N mostraron que algunas variedades de caña obtienen hasta el 80% del 
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nitrógeno necesario para su crecimiento a través de la FBN (l3oddey y col. 1991). 

La caña de azúcar se propagada generalmente de forma vegetativa a partir de 

trozos de tallo (esquejes) que presentan entrenudos. Debido al intenso intercambio 

internacional de germoplasma de variedades de caña de azúcar, esta forma de 

propagación ha contribuido a la dispersión mundial de enfermedades "encubiertas", 

corno ocurrió con la enfermedad denominada "escaldadura" de la hoja de la caña de 

azúcar, causada por Xanthomona.s' albilineans, la cual se dispersó tanto en los países 

del área del Caribe corno en Estados Unidos y Africa (Koike, 1968). La misma 

situación de dispersión se presenta probablemente con las bacterias endófitas 

fijadoras de nitrógeno de la caña de azúcar, 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 formación de nuevas raíces (Patriquin y col. 1980). 

Se conoce que existe una alta incidencia de bacterias acróbicas y anacróhicas 

fijadoras de nitrógeno en todo el sistema radicular (Ruschel, 1981), realizándose la 

FBN tanto en la raíz como también en las "semillas" (esquejes) de siembra de la 

caña, una vez que ha iniciado la germinación (Ruschel y col. 1975). Se ha reportado 

(Patriquin y col. 1980) que las poblaciones de diazótrofos conforman entre el 1 y 

10% de la población bacteriana que vive en el interior del tallo de la caña. Entre las 

especies bacterianas aisladas del interior de raíces y/o tallos de la caña se encuentran 

Erwinia herbicola, Klebsiellu pneumoniae, Enterobacter cloacae, [Medita polymyxa, 

Azotobacter virielariclii, (Rennie y col. 1982), Azo.spirilluni spp. (Dübereiner y col. 

1988), Herbaspirilhun seropedicae, Pseudomonas rubrisubalbicans (Baldani y col. 

1992) y la más recientemente aislada Saccharobacter nitmcaptans (Cavalcante y 

Dtibereiner, 1988), actualmente reclasificada como Acetobacter diazotrophicus (Gillis 

y col. 1989). Algunas bacterias como BeUerinckia (Dübereiner, 1961), Azotobacter 

spp., Bacillus spp., Enterobacter cloacae y Denla gummosa son frecuentemente 

aislados de la rizosfera de la caña (Hegazi y col. 1979, McCarlcy y Rennie, 1980). 
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A pesar de haberse logrado observar (Arias y col. 1978) y aislar un elevado 

número de bacterias fijadoras de nitrógeno, tanto de la rizosfera como del interior 

de las raíces y del tallo de la caña de azúcar, aún no se conoce cuál o cuáles de estas 

bacterias diazotróficas, rizosféricas y/o endófitas, pudiera(n) ejercer un mayor 

impacto en la economía del nitrógeno de la planta. Posiblemente las bacterias 

endófitas sean responsables de mayores tasas de fijación de N2  que las rizosféricas, 

dada la mayor disponibilidad de nutrientes y menor competencia por éstos en el 

interior de la planta que en la rizosfera. Se ha sugerido que A. diazotrophicus 

pudiera ser una de las más importantes, debido a su naturaleza endófita y a sus 

características fisiológicas poco comúnes entre los diazótrofos (Boddey y col. 1991), 

las cuales favorecerían la FBN iii planta. 

A. diazotrophicus pertenece al grupo de las llamadas bacterias del ácido acético 

de la familia Acetobactemceae 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 homología DNA-DNA de 84% entre 

cepas representativas de esta bacteria, indican la existencia de un sólo grupo (Gillis 

y col. 1989). A. diazotrophicus es la única especie de la familia Acetobacteraceae 

con la capacidad de fijar N2. Comparte con otros miembros de esta familia la 

capacidad de formar ácido acético de etanol y puede oxidarlo, al igual que el lactato, 

a CO2  (De Ley y col. 1984; Swings, 1992), Crece a elevadas concentraciones de 

sacarosa y glucosa (incluso 30%), y el crecimiento óptimo se presenta a alrededor 

de 30°C y pH de 5.5, pudiendo crecer y fijar N2  aún a pH 3.0 (Cavalcante y 

Dübereiner, 1988). La fijación de nitrógeno atmosférico se lleva a cabo en 

condiciones microaerofílicas aún en presencia de altas concentraciones de NO3  (10 

mM) y es sólo inhibida parcialmente por 20 mM de (NH4)2S0,4  o por aminoácidos 

(Stephan y col. 1991). 

A. diazotrophicus ha sido aislado del interior de raíces y tallos de diferentes 
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variedades de caña cultivada en Brasil (Cavalcante y Dübereiner, 1988), Australia 

(U y Macrae, 1991) y México (Fuentes y col. 1993; ver antecedentes), lográndose 

la mayor frecuencia de aislamientos de la región apical de los tallos (Fuentes y col. 

1993). También ha sido aislada del interior de las raíces y tallos de Pennisetum 

purpureum var. Camerun, así como del camote (Iponwea batatas), pero en ninguna 

ocasión se ha logrado recobrar de suelo o de otras familias de plantas (Dibereiner 

y col. 1993). El aislamiento de A. diazotrophicus también se ha logrado del interior 

de esporas del hongo micorrízico Glonms claruin (Paula y col. 1991), así como del 

homóptero Saccharicoccus sacchari (íntimamente asociado a la caña de azúcar), pero 

no de otros insectos estudiados (Ashbolt e lnkerman, 1990). Estos autores han 

sugerido que A. diazotrophicus puede ser microbiota autóctona de S. sacchari, el 

cual es común hallarlo en todos los países donde la caña es cultivada (Flores y 

Abarca, 1961; Flores Cáceres, COMIlllíe. personal, 1994). El conjunto de los datos 

anteriores permitieron demostrar que A. diazotrophicus es una bacteria 

predominantemente endófita, adaptada a microambientes 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 daño que causan o por los beneficios que se pueden 

obtener de ellos. Diferentes enfoques experimentales se han utilizado para su estudio. 

Así, el estudio sistemático de un taxon bacteriano particular se inicia con su 

aislamiento en cultivo puro. Sin embargo, algunas especies no han sido aisladas aún 

en la actualidad en medios de laboratorio, siendo conocidas sólo por observaciones 

microscópicas (Schlegel y Jannasch, 1992). Al respecto, Torsvik y col. (1990), 

señalan 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 desnaturalización térmica y reasociación del DNA (extraído de 

la fracción 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 la cual 

no puede ser cultivada. 

Especies y géneros bacterianos han sido y aún son descritos, en muchos de los 

casos, sobre la base de unas cuantas cepas, e incluso sobre la base de una sola 

(Trüper y Schleifer, 1992), utilizando principalmente como criterios de identificación 

y clasificación un conjunto variable de características fenotípicas. En el manual 

Bergey's (Williams y col. 1984) puede apreciarse que la mayoría de los métodos de 

identificación bacteriana se basan en el análisis de características que evalúan 

caracteres morfológicos (macro y microscópicos) y estructurales, así como caracteres 

nutricionales, metabólicos y también parámetros ecológicos. En estos últimos se 

incluyen la asociación simbiótica con plantas y patogenicidad sobre plantas 

hospederas o animales. Nuevos y mejores métodos taxonómicos incluyen la 

determinación de la composición química de diversos constituyentes celulares, 

métodos inmunológicos y genéticos. Entre los métodos genéticos destacan la 

hibridación de ácidos nucléicos (DNA/DNA, DNA/RNA), la relación de bases del 

DNA y la secuencia comparativa de oligonucléotidos del 16S rRNA, los cuales han 

permitido en diferentes casos, además de la identificación y clasificación de las 

bacterias, la elucidación de sus relaciones filogenéticas como reflejo de sus 

características evolutivas (ver Schleif« y Stackebrandt, 1983; Stackebrandt, 1992). 

En múltiples 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; Magariños y col. 1992; Sadowsky y col. 1987) y particularmente 

con el análisis de los fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLI)s) 

(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; R8mling 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 requiere conocer la diversidad genética y 

estructura de las poblaciones bacterianas. 

Tanto en la bacteriología moderna, como en los estudios sobre genética de 

poblaciones se enfatiza en la necesidad de analizar muestras representativas de 

bacterias aisladas de su ambiente natural (Han' y col. 1986), por lo que es necesario 

contar con métodos eficientes para el análisis de la diversidad y estructura genética 

de las poblaciones. 

Actualmente, los métodos, la teoría y los análisis estadísticos de la biología de 

poblaciones de plantas y animales se aplican a los estudios de la genética de 

poblaciones bacterianas, principal y notablemente mediante el uso de la electroforesis 

de enzimas multilocus (MLEE) (ver referencias de la Tabla 1). También, cada vez 

con mayor frecuencia, se recurre al análisis de los perfiles de RFLPs (Nei, 1987). 

Las primeras aplicaciones microbiológicas de la electroforesis de enzimas fué 

inicialmente dirigida a la identificación de cepas bacterianas durante la década de los 

'60s (Cann y Wilcox, 1965; Lund, 1965) y aún en fechas recientes ha sido usada con 

fines taxonómicos (Goullet, 1980; Goullet, 1984; O'Brien y col. 1981; Yamada y 

Akita, 1984; Zahner y col. 1989). Sin embargo, la mejor y más completa aplicación 

a ésta metodología ha sido su incorporación 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 históricos, conceptuales y metodológicos pueden 

ser consultados en una excelente (mini)revisión sobre el tema (Selander y col. 

1986a). 

Con el método de MLEE las variantes de movilidad electroforética de una 

enzima (electrom' orfos o aloenzimas) pueden relacionarse con la variación alélica en 

genes estructurales específicos (Selander y col. 1986a). Esto hace posible la 

identificación de alelos múltiples en un número elevado de genes, en un igualmente 
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elevado número 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 fracción importante del 

genoma corresponda a DNA plasmídico. Estudios recientes demuestran claramente 

que una deshidrogenasa (no identificada), así como una B-galactosidasa inducible son 

codificadas, respectivamente, en los megaplásmidos pRmeSU47a y pRmeSU47b 

presentes en R/,izobium meliloti (Charles y col. 1990). De manera similar, en R. 

leguminosarum bv. trifolii se ha observado (Baldani y col. 1992) que la curación de 

un plásmido influyó en la pérdida de la actividad de las enzimas superóxido 

dismutasa, hexoquinasa y carbamato quinasa. De hecho, Charles y col. (1990), 

sugieren la conveniencia de reevaluar los estudios de la genética de la población de 

R. leguminosartun realizados por Young y Wexler (1988), donde la í3-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 nucleótidos 

obtenidas de la hibridación del DNA en muy diversas especies bacterianas (Gilmour 

y col. 1987; Leung y col. 1994; Ochman y col, 1983; Segovia y col, 1991; Selander 

y col. 1985; Yamada y Akita, 1984). Los dendogramas generados por MLEE, 

concuerdan generalmente con los árboles filogenéticos basados en el análisis de 

secuencias nucleotídicas (Milkman y Bridges, 1990; Nelson y col. 1991). 

El análisis de los patrones de RFLPs, obtenidos por la digestión del DNA con 

enzimas de restricción permite determinar la variación genética dentro de regiones 

definidas del genoma, aún entre organismos íntimamente relacionados. Esto se debe 

a que aún pequeños cambios en la organización del DNA pueden modificar los sitios 

de reconocimiento de las enzimas de restricción, disminuyendo entonces la 

proporción de sitios (o fragmentos) compartidos entre los organismos conforme las 

secuencias nucleotídicas scan divergentes (Nei y Li, 1979). La variación puede ser 



examinada sobre pequeñas (unas pocas pares de bases) o grandes (30-40 kilobases) 

extensiones del DNA, dependiendo del nivel de detección polimórfico deseado. La 

variación genética puede ser observada en un organismo sobre secuencias aleatorias 

(fragmentos de DNA de función desconocida) ó secuencias blanco seleccionadas 

(genes conocidos) y comparadas contra un fondo genómico 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 codificación o 

expresión de una proteína específica (Denny y col, 1988). 

En estudios realizados sobre diversas especies bacterianas, mediante el uso de 

RFLPs o MLEE, se han observado niveles de agrupación que oscilan desde grupos 

con características fenotípicas y genotípicas esencialmente idénticas, hasta grupos 

que muestran gran variabilidad. 

Notablemente, las poblaciones bacterianas con los más bajos niveles de 

variabilidad genética, se encuentran 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), 

Sahnonella spp. (Selander y col. 1990) y Pseudomonas is*yr•ingae pv. tomate (Denny 

y col. 1988) muestran una diversidad genética tan baja como 0.014, 0,093 y 0.179, 

respectivamente. El nivel más 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 más altos de variabilidad genética conocidos entre las 

poblaciones bacterianas (en el rango de 0.529-030) se encuentran 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 (Leung 

y col. 1994; Piñero 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 mayoría de 
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las comunidades microbianas no han sido analizadas (Margulis y col. 1986). 

Ya en la década de los '70s se habían acumulado una gran cantidad de 

evidencias circunstanciales indicando la relación entre polimorfismo genético en 

eucariotes y heterogeneidad ambiental (Hedrick y col. 1976). Aún 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 especialización de hospedero (Denny y col. 1988; Selander 

y col. 1985), en el cual podrían incorporarse los sitios de domesticación de plantas 

hospederas de algunas poblaciones bacterianas (Souza y col. 1994), así como otros 

factores ecológicos (McArthur y col. 1988; Selander y col. 1985), tamaño de la 

población efectiva, probablemente en relación con el tiempo de origen evolutivo 

(Clark-Curtiss y Walsh, 1989; Musser y col. 1986; Musser y col. 1987a; ) y con la 

recombinación 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 sólo factor, 

sino que es influenciada por la alternancia de estos factores de acuerdo a las 

presiones selectivas existentes. 

Aún cuando la información es limitada, se ha observado una estrecha relación 

entre la diversidad de hospedero y el nivel de variación genética de diferentes 

especies bacterianas patógenas de plantas. El análisis de 93 cepas de Xanthomonas 

campestris (Lazo y col. 1987), representando 26 patovares, muestra que el más alto 

nivel de polimorfismo de los patrones de restricción del DNA se observó en los 

patovares con amplio rango de hospedero, en tanto que los de estrecho rango 

exhibieron poco polimorfismo. En forma análoga, en Pseudomonas ,syringae pv. 

tabaci se observó un alto nivel de homogeneidad genética en los patrones de RFLPs 
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correspondientes a los genes hrp (genes de la reacción de hipersensibilidad y 

patogenicidad), indicando que el rano de hospedero se correlacionó con el alto nivel 

de homogeneidad genética bacteriana (Scholz y col. 1994). En esta misma especie 

se puede observar aún con mayor claridad la estrecha relación que existe entre 

diversidad bacteriana y variabilidad de hospedero, ya que P.s. pv. syringae, la cual 

es patógena 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 sólo 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 ecológicos muy 

específicos, en tanto que los grupos con gran diversidad ocupan varios nichos ó 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 ellas. Este puede ser el caso, entre otros, de las 

bacterias intracelulares patógenas del hombre y/o animales de los géneros Rickettsia 

y Mycobacterium, las cuales viven bajo condiciones relativamente constantes. 

Factores como la concentración y disponibilidad de nutrientes, pH y temperatura, los 

cuales actúan como agentes selectivos sobre los genes que controlan los sistemas 

enzimáticos (McArthur y col. 1988), probablemente sólo 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 (Fans y col. 1991; 

López-Reyes y col. 1989; Plazinski y col. 1983), que habitan en un ambiente 

altamente variable como el suelo, con amplias fluctuaciones en concentración y 

disponibilidad de nutrientes (orgánicos 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 suelo, está correlacionada 

con la variabilidad ambiental. También en el caso de lucillos polyniyxa se observa 

que la diversidad de las cepas depende del origen de aislamiento (Mavingui y col. 

1992), observándose que las cepas aisladas del suelo y de la rizosfera son más 

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 situación similar. Por 

ejemplo, la diversidad genética observada entre cepas de Klebsiella oxyloca, aisladas 

de expectoraciones, orina, sangre y otras fuentes clínicas, es del orden de 0.673 

(Combe, y col. 1994), en tanto que la población de K. oxyloca, aislada 

exclusivamente del bulbo esofágico de la mosca de la fruta del género Rhago/ells, 

presentan un nivel de diversidad genética de 0.486 (Howard y col. 1985). Estos 

resultados sugieren que aún cuando los factores ambientales 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 esofágico, 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 phaseoli tipo 1 [actualmente 

R. etli bv. phaseoli (Segovia y col. 1993)x, encontrándose perfiles genómicos únicos 

en cada cepa entre las muchas analizadas (Flores y col. 1988), y una diversidad 

genética tan alta como 0.691 (Piñero y col. 1988). También se observó que entre 193 

cepas de R. leguminosarwn bv. viceae, agrupadas en diferentes serogrupos, existe 

una alta diversidad en perfiles de plásmidos y resistencia a los antibióticos 

(Brockman y Bezdicek, 1989). Sin embargo, en poblaciones de R. /eguminosarum 

bv. trifolii se han encontrado evidencias de intercambio genético y recombinación 
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de plásmidos (Schofield y col. 1987) y recientemente ha sido descrita la existencia 

de recombinación genética en escalas locales en R. culi (Souza y col. 1994), por lo 

cual es difícil determinar, al menos en la actualidad, si la elevada diversidad genética 

observada en esta última especie es producto de las variables ambientales, de la 

recombinación existente, o bien de estas y otras causas. 

Muy informativo e interesante sería el determinar si la escasa diversidad genética 

existente en las especies bacterianas intracelulares arriba citadas, se presenta también 

en la bacteria intracelular &tu:ella abortas, o esta bacteria es tan variable 

genéticamente como el género Rhizobitun con el cual está estrechamente relacionada 

(Moreno y col, 1990; Willems y Collins, 1993). Igualmente informativo sería 

conocer el nivel de diversidad genética en las poblaciones bacterianas predominante 

o estrictamente endófitas como A. diazotrophicus, Herbaspirilhun (Pimentel y col. 

1991) y Azoarcus (Reinhold-Hurek y col. 1993), considerando que son poblaciones 

que viven bajo condiciones ambientales relativamente constantes. 

El otro aspecto relevante de la biología de las poblaciones bacterianas es la 

estructura genética de la población. Gran parte del conocimiento obtenido, como 

anteriormente fué señalado, ha sido mediante el uso del método de MLEE. 

Generalmente se considera que los genotipos electroforéticos caracterizan donas, 

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 concluído que las poblaciones 

de muy diversas especies bacterianas tienen una estructura genética básicamente 

clonal (ver referencias en Tabla 1; Gabriel y col. 1988). Los resultados obtenidos 

durante los últimos 20 años 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 población clonal se caracteriza por la existencia de un fuerte 
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desequilibrio de ligamiento (asociación no aleatoria de ;tidos) (Brown y Feldman, 

1981; Caugant y col, 1981), indicando que existe una restringida recombinación 

entre alelos en diferentes loci. Esta conclusión surge al observar que las 

combinaciones de alelos en diferentes loci se encuentran en frecuencias muy 

diferentes de las esperadas, simplemente por multiplicar entre sí las frecuencias de 

los alelos relevantes (Hartl y col. 1986; Whittam y col, 1983), es decir, solamente 

una pequeña fracción de todos los genotipos posibles son detectados. 

Una estructura clonal también ha sido deducida de la distribución global de un 

genotipo. Frecuentemente esta característica es considerada como la más fuerte y 

significativa evidencia de reproducción clonal (Tibayrenc y col. 1991). En opinión 

de estos autores, la evidencia de clonalidad es particularmente significativa cuando 

un mismo genotipo es detectado en exceso (sobre-representado) en diferentes y 

distantes áreas geográficas, o en muestras tomadas en diferentes tiempos. 

La composición genotípica de las poblaciones puede variar geográfica y 

temporalmente, por lo que genotipos detectados en altas frecuencias en una región 

geográfica en un tiempo, pueden estar ausentes o no ser detectables en otras regiones 

(O'Rourke y Stevens, 1993). Recientemente se ha considerado que el aislamiento 

temporal y geográfico en R. etli (Souza y col. 1992; Souza y col. 1994) y el 

ecológico en N. gonorrhoeae (O'Rourke y Stevens, 1994), pueden contribuir al 

desequilibrio de ligamiento a pesar de la recombinación. Lo anterior significa que 

aún cuando la recombinación ocurra, el aislamiento por distancia o la baja densidad 

de población puede imponer una estructura clonal en poblaciones locales de 

bacterias, debido a la reducida frecuencia de "encuentro" entre los diferentes 

genotipos. Así, una elevada frecuencia de fisión binaria, respecto a la recombinación, 

conducirá a una estructura de población clonal. De hecho, la "reproducción por fisión 

binaria establece necesariamente una estructura genotípica donar (Istock y col, 

1992), por lo que las poblaciones bacterianas deberán mostrar un cierto grado de 
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clonalidad que dependerá de la frecuencia de recombinación existente. Tal 

recombinación puede alcanzarse mediante algunos mecanismos parasexuales 

presentes en las bacterias, incluyéndose en éstos la transducción, conjugación y la 

transformación (Lorenz y Wackernagel, 1994). Evidencias derivadas de la 

comparación de secuencias nucleotídicas sugieren la existencia de recombinación 

localizada 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 sólo unos pocos cientos de pares de bases (Maynard Smith y 

col. 1991). 

Los valores de diversidad genética, derivados de datos electroforéticos, indican 

que las bacterias que son naturalmente competentes para transformación, tales como 

las Gram positivas 13ac•i11us-Streptococcus y las Gram negativas Haemophilus- 

Neisseria, son genéticamente más 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 más 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 transformación per se no necesariamente 

implica recombinación extensiva, ya que H. inluenzae es también transformable, pero 

las evidencias de recombinación frecuente son escasas (Maynard Smith y col. 1993). 

Estudios recientes han proporcionado, mediante datos electroforéticos y/o análisis de 

secuencias, evidencias de recombinación 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 mínimo 

dentro de poblaciones locales de Rhizobium etli (Souza y col. 1992), R. 
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leguminosarum biovar 	(Leung y col. 1994), Bradyrhizobium sp. (Rottomley 

y col. 1994) y de !3acillus subtilis (Istock y col. 1992), así como en poblaciones 

globales de N. gonorrhoeae (Maynard Smith y col. 1991; 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 población clonal. 

El análisis estadístico de datos elcctroforéticos obtenidos en diferentes especies 

bacterianas, revela que la estructura de poblaciones puede extenderse desde la 

estrictamente clonal, como en el caso de poblaciones similares a Salnwnella, hasta 

panmícticas, 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 panmíctica durante largos períodos de 

tiempo, surgiendo ocasionalmente un genotipo altamente exitoso que se disemina 

rápidamente 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 últimos 2 años (citados 

antes), conducen a replantear el conocimiento actual de la estructura genética de las 

poblaciones bacterianas. 

Actualmente se considera que la variación genética y la evolución de las 

poblaciones bacterianas es influenciada por los efectos de mutación, selección y 

recombinación, así como por las interacciones del cromosoma, plásmidos 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 plásmidos son considerados como agentes de rápido 

cambio evolutivo, a través de un amplio rango de géneros y especies (Haril y col. 

1986). 

En la mayoría de las poblaciones bacterianas asociadas a plantas se ha observado, 

aún entre cepas de una misma especie, una gran diversidad de perfiles de plásmidos 

(Bender y Cooksey, 1986; Coplin y col. 1981; Martínez y Palacios, 1984 ; Mozo y 

col. 1988; Vázquez-Cruz y col. 1992) y también una gran diversidad de funciones 

codificadas por ellos. Algunos genes contenidos en los plásmidos estan relacionados 

con las funciones del mismo, tal como la formación del pili o la transferencia del 

plásmido durante la conjugación (Har•tl y col. 1986). Otros genes están relacionados 

con el metabolismo de la bacteria hospedera, por ejemplo, los que determinan la 

resistencia a los antibióticos, o aquellos responsables de la fijación de N2  en 

diazótrofos de vida libre como Enterobacter ágglomerans (Singh y col. 1983) y 

Lignobacter (Derylo y col. 1981). Otros más están relacionados con algunas 

actividades microbianas que influyen en el desarrollo de las plantas, entre éstos, los 

genes para la biosíntesis de ácido indol acético en A. tumeficiens (Liu y col.,1982) 

y en Pseudomonas savastanoi (Comai and Kosuge, 1980), En diferentes especies de 

Rhizobium, las actividades de fijación del dinitrógeno, así como la nodulación, 

también provienen de genes localizados en plásmidos de alto peso molecular 

(Martínez 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 plásmidos, por lo que este DNA exógeno podría 

contribuir a la variación genética en estos organismos (Kr•awiec and Riley, 1990). 
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Tabla 1. Diversidad genética en especies bacterianas 

Organismo 
	

No. de 	Hb 	Estructura de 	Referencia 
ETsa 	 Población 

Bacillus spp. 	 27' 	0.556 	N.A. 	 20 

B. cereus 	 18 	0.529 

B. thuringiensis 	 10 	0.550 

Bacillus subtilis 	 55 	0.440 	No clonald 	73 

Bordetella spp. 	 14 	0.284 	Clonal 	 110 

B. bronchiseptica 	 10 	0.277 

B. parapertusis 	 1 	0,000 

B. pertusis 	 3 	0.133 

Bordetella bronchiseptica 	 21 	0.248 	Clonal 	 108 

Bradyrhizobium sp. 	 17 	0.690 	No clonald 	14 

Escherichia coli 

de humanos y animales 	 0.417 	Clonal 	 152 

de orina y heces diferentes fuentes 	302 	0.520 	Clonal 	 172 

de septicemia neonata' y meningitis 	39 	0.369 	Clonal 	 151 

Haemophilus influenzae 

serotipo b 	 32 	0.342 	Clonal 	 109 

diversos serotipos 	 280 	0.467 	Clonal 	 111 

Haemophilus pleurópneumoniae 	32 	0.428 	Clonal 	 112 

Klebsiella spp. (fuentes clínicas) 	57 	0.605 	Clonal 	 30 

K pneumoniae 	 34 	0.559 

K oxytoca 	 23 	0.673 

Klebsiella oxytoca 	 18 	0.486 	Clonal 	 70 

de mosca' de la fruta 

21 

4 



(continuación) 

Tabla 1. Diversidad genética en especies bacterianas 

Organismo 
	

No, de 
	

Estructura de 	Referencia 
ETsn 
	

Población 

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 MOPlocyrogenes 

	

245 cepas diversas fuentes, (12 loci) 33 	0.303 	Clonal 	 117 

181 cepas diversas fuentes, (21 loci) 	50 	0.415 	Clonal 	 11 

Neisseria gonorrhoeae 	 89 	0.410 	No clonald 	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 clonald 	155 

R. leguminosarum 1w. phaseoli 

Cepas simbióticas 	 38 	0.615 	Clonal 	 128 

Cepas no simbióticas 	 38 	0,504 	Clonal 	 146 

R. leguminosarum bv. trifolii 	 Clonal 	 79 

Cepas de una localidad 	 53 	0.460 	No clonald  

Cepas diversos orígenes 	 29 	0.570 

Salmonella spp. 	 71 	0.255 	Clonal 	 7 

8 especies; diferentes hospederos 
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(continuación) 

Tabla 1. Diversidad genética en especies bacterianas 

Organismo 
	

No. de 	1-lb 	Estructura de 	Referencia 
ETs' 	 Población 

Salmonella spp. 	 Clonal 	 148 

7 serotipos asociados a humanos 	54 	0.093 

9 serotipos asociados a animales 	83 	0.172 

Serratia tnarcescens 	 33 	0,376 	Clonal 	 55 

Cepas cromogénicas 	 23 	0.294 

Cepas no cromogénicas 	 10 	0,293 

Streptococcus spp. 	 40 	0.857 	N.A.' 	 58 

Streptococci orales complejo mutans 18 	0.849 

Streptococci orales complejo sanguis 22 	0.726 

Yersinia ruckeri 	 4 	0.014 	clonal 	 139 

aETs = tipos electroforéticos 

bli = media de la diversidad genética por locus 

'Cepas de ambas especies pertenecen a un mismo ET 

4Se determinaron niveles variables de desequilibrio de ligamiento 

'Existen evidencias de recombinación genética 

N,A.: no analizada 
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ANTECEDENTES 

Como se indicó en párrafos anteriores, "el estudio sistemático de un taxon 

bacteriano particular se inicia con su aislamiento en cultivo puro". Así, el estudio 

de Acetobacter diazotrophicus fue iniciado en nuestro país con el aislamiento de 

esta bacteria del interior de raíces y tallos de 11 diferentes variedades de caña 

(9 Mexicanas, 1 Cubana y 1 de Florida, USA), cultivadas en diversas regiones 

de México distantes entre sí hasta en 500 Km. Todas estas cepas, además de 

llevar a cabo la fijación de nitrógeno presentaron características morfológicas, 

bioquímicas y fisiológicas comunes a la cepa tipo de A. diazotrophicus PAl 5T  

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

49039). 

Las características de estas cepas y otros aspectos relevantes de la asociación 

caña de azúcar-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 llevó a cabo la caracterización genética de 21 cepas de A. 

diazotrophicus, recobradas exclusivamente de diferentes variedades de caña de 

azúcar cultivada en diversas regiones cañeras de México, así 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 caña de azúcar, 

camote y pasto Camerun (Pen►► isetum purpureum), así como del insecto 

Saccharicoccus sacchari, colectados en su mayoría en diferentes áreas 

geográficas de México y Brasil y solamente algunas cepas aisladas en Australia 

y Uruguay. 
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JUSTIFICACION 

Debido a las capacidades de A. diazotrophicus de fijar N2 aún en presencia de 

nitrógeno combinado (Stephan y col. 1991), así como para excretar casi el 50% 

del nitrógeno fijado (Cojho y col. 1992) y para producir sustancias reguladoras 

del crecimiento vegetal (Fuentes-Ramírez y col. 1993), esta bacteria resulta de 

particular interés por su uso potencial en biotecnología agrícola. Además, debido 

a que el desarrollo de una biotecnología exitosa puede ser facilitado por la 

caracterización y el entendimiento de las poblaciones naturales de bacterias útiles 

(Souza y col. 1994), resulta conveniente el conocer la diversidad y estructura 

genética de Acetobacter diazotrophicus. 
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PRIMERA FASE 



OBJETIVOS 

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

2. Determinar si las funciones de fijación de N2  y biosíntesis de ácido indol 

acético estan codificadas por genes plasmídicos o cromosornales. 

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

RESULTADOS Y DISCUSION 

Los resultados y el análisis de los mismos están incluídos en el trabajo: 

Limited Genetic Diversity in the Endophytic Sugarcane Bacterium Acetobacter 

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

a continuación. 

1 
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Affierican Siciety l'or 11icr1rldtrhrgv 

Limited Genetic Diversity in the Enclopliytic Sugltrcluie 
131tcterium Aceiobtwier tliazoityy)hicta 

.11iSIJS (.A13/11,1TRO41111.1.A1)() AND NSPFIANZA M/1RI1N1'..7-1101111'.120': 

Departamento de Genética illolecular, Centro (le Iiiresfigación Soba ,  Fijación (le Nitrógeno, 

"iirersighld iVacional 	 de México, ('Iremaraca, 

Received 15 Nosember 1993/Aceepietl 1t1 Fellroary 1119-1 

Anubado. diazoirophieus isolates that originated from different sugarcane enhilar; groming in dherse 
geographic regions off Mexico and 'traza mere domo to have limite(' genetic diversity. Nleasurements 
polymorphism in the eleetrophoretic mobilities al' metaholic enzymes re% valed that 11w mean genetie diversity 
per enzyme locos (among the roto. electrophoretic pes dislinguished) was 0.0(14. The results al' the genetic 
analysis indicate that the genetic structure 	diazotrophieus is dona", with une largely predominant done. 
Plasmids Mere present in 20 (ir 24 isolates, and the molecular sizes uf the plasmids ranged From 2.0 lo 170 hl). 
Two plasmids (a 20. to 24.1.1) plasmid detecte(' in all 20 plasmid-containing isolates and a 170-kb plasmid 
observe(' in 14 isolales) mere highly conserve(' among the isolates examined, Regardless al' the presence pf 
plasmids, anal' the isolales shared a common pallen( ofnif sirnetural gene organizatimi on the chromosome. 

(7()nsiderable variability exists within individual soil bacteria' 
speeies, including menihcrs uf the genera ...1.-3),spiti/hun (1(1, 28). 

(21). /irailyrhizobiuni (33, 41), and /?//i.-..ohiniii (12, 27). 
An analysis ul the genetie si niel ores uf populations. as esti-
ma ed hy allele frequencies and in oh iloeus gcnotypes. revealed 
high levels ()I' genetie diversity in 1?hizobiuni leginninosarnin 
biovar phaseoli (27) and in the soil bacterium 1).vendoinonas 
cepacia. luí PSelich)111011(1.5' (-Tafia !lie diVCISÍ1V vas correlaied 
with suil environment variability (22). The íevels ()I' genetie 
diversity in speeies oí bacteria my he related to habital. 1..ess 
variability has peen observe(' in larlrrrirlricr coli (35), I lae-
niophilu.s.  iafluenzae (23). l'ervilla, rucked (32). and i'asteurella 
Pis'cicida (18), bacteria that predominantly ur exelusively live 
ander constant conditions inside organisms. 

()ver the las( few years there has beca great interest in 
plant-associatecl bacteria. Research to improve crup responses 
has emphasized the sutil),  of nitrogen-fixing bacteria indige-
nous to the rhizospitere, but little is known about nonrItizo-
There nitrogen-lixing bacteria' populati(ms associated with 
plants. Reeently, iledobacter diazoirophicus, an 	bac- 
lerium. has peen isolated from sugareane roots and sients (5, 
13, 1(1). This spceies has also Icen recuvered from both 
Penni.vetuni pm/naylon ev. (..ameroon and swect potaio (8), as 
svell as from difterent genera oí Inealybugs associated with 
sugareane plants (1). In Chis papen we report that there is 
limite(' genetie diversity among isulales uf 	diazotrophicu.v 
reeovered from sugareane plants growing in diverse geographie 
regions uf' I1'1exico and 13razi1, and we also show that Chis 
speeies harbors highly conserve(' small and large plasmids. 

ISIATIERIMS AND IllETIIODS 

Bacteria' strains. The strains uf 	diazotrophiein which we 
used were imolai ed from the inside tissues uf stems or routs 
sugareane plants eultivated in diverse geographie regions oí' 
Mexieo (13). Only isulales reeovered from dilferent plants 
were considere(' lo he dilferent. '('hese strains were maitu ained 

Corresponding initlior. 	address: Centro de investigación 
sobre Fijación de Nitrógeno. /9.1}. 565-A. CUCI'llaVaCil. Morelos, 
m eNico. Phone: (73) 13-16-97, Fax; (73) 17-55.-S1. Electronic ninil 
address: esperan/4W/ n2.celi11i.unnin.nix, 

in Mí; Overol at 	13razilian strains PA1 	(= ATCC 
.19037 1. ) 	type strain). l'I'e 4 (= /1TC.C.' 4)(135), and PR 2 
= ATC(.' 4909) were kindly supplie(I by .1. DiSbereiner, 

('Oh 1 -111101 ( I 1 ) and (10 11)2 (9). the 'atter kindly supplicd by 
R. 13. (tenni~. and 	 eill CFN 42 (34) were used as 
describe(' below. 

11Iedia and cultural conditions. S)'1) mediara (1.11(:;. sucrose. 
11.1(:; yeast exi met, 0.1 	K,I1P().1, 	KIT,P0.1; pf - 1 (r.2) ras 
used t() grow .4. diazoirophicus isolates, 	coli strains were 
grown in Luda broth. u. olí (1 N 42 was grown in peptone- 
veast extrae( 	medium (25). The inettbation temperature 
used was 29'C. and the eultures were shaken al 200 rpm. 

1111111iloctis enzyme elecirophoresis. Culi u res grown for 	h 
in .41 ml uf SYP ntedium were harvested 	centrifugaban al 
12.3(11) x g for 1(1 min ;II 4'"C, and the resulting preparations 
were suspended in 11.3 nil uf II) niM MgS0.1  7112() containing 
30(1 lig uf lysozyme and ineubated for 111 nein at room 
temperature. 11:.ztelt suspension \vas froten al - 7f C' for 15 nein 
and tiefrosied: Chen the proccss was repeated. 1..ysates were 
sone(' al 	7(r)(::. 

The proeedures used for siarch gel eleetrophoresis and 
seleetive siaining 	enzymes have Icen describe(' previouslv 
by Selander el al. (37). The f()1lowing 11 metabolie enzyntli,  
activities were assaved: alcohol dehydrogenase, ¡Balate cleliv-
drogenase, xanthitie dehydrogenase, lysine dehydrogenas.e, 
letteine dellyilrogemise, isodirate dehydn)genase, indophenol 
oxidase (superoxitle dismutase), glueose-6-phosphat e dehydro-
genase. phosplu)glueontutase. hexokinase, and esterases. The 
buffer system used was Tris-eitrate (pl 1 5.11). l'he electro-
phoretie mobility ()I' cae') enzyme \vas determine(' t bree times. 
1)isiinctive combinations of ¡dictes for the I 1 enzynie 1()ci 
(multilocus genotypes) were designated dilrerent electro-
phoretie types (F.Ts) (37). The 1.1' ras determine(' Ibr caco 
isolate. The level of genetie diversity for caco enzyme locos MIS 
caleulated as describe(' previouslv (37). 

Total-1)Ni% isolation and I)NA' restrielion. Total DNA was 
isolateti as describe(' previously (2). 1)NA was digested with 
restriel ion entionticiense 	Total.DNA restriction frag- 
;Denis were eleetrophoresed in vertical 1.11(.;.; agarose gels in 
Tris-aectate 	(4(1 IIIM Tris-acetaie. 2 niM 	 5) 
at 4(1 V for 13 11 at 	The gel% were stained with ethidiuni 
Ilromide and plunographed under CV illumination. 
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" A1)11. alcohol dehydrogenase: N11)II, rnalute dehydrogenase; Ni)11, \an• 
thine delirdrogentise:1.11.).15'sine delivdrogenase; I .If.1), leueine dehydrogenas..; 
11)11. iso.eitraie dellydrogetase; 	indoplieno1 o‘idase; cli.11 0; 
phosphaie cleliyilrogetiase: 	phosphogiticonnitase: 111 	linokinase:UST. 
esterases. 

h 	I 	 1)1, whcrc h is the rendir diversity,x, is the frequency 
oí the ith allele, and u is the !tumber of 

and electrophoresis procedure. Plastuid 
proliles were analyzed by the procedure uf Ilirseh el al. (15). 
Plasmid DNAs %s'ere eleet rophoresed in vertical 0.75'; agarose 
gels prepared in Tris-borate buffer (45 niM Tris-borate, 2 ni M 
EDTA; pf I S) at 120 V for 13 h. In addition, stuall plasmids 
were also klentilled hy the alkaline lysis method (31). Small 
plasmids were electrophoresed for 4 h at 121) V in vertical I .Ir; 
agarose gels prepared in Tris-aeetate buffer. lilectrophoresis 
was performed at 4'C, and hands were visualized as describe(' 
aboye. Plasmid molecular sveights were estimated by using 1i. 
elli CFN 42 and E. culi 1113101(pRK2013), (i() 102(p1:111(11),  

and S17(pSt/P202 carrying a 13-kb insert) as reference mark-
ers. 

Plasonid ami I)NA 	 Total-1)NA digesis or 
plasmids were transferred from gels to nylon lilters by the 
Sutil hect procedure (4(1). Individual /1. diazoimphicus plasmids 
from 13razilian sirain PIZ 2 kvere pu rifle(' from agarose gels with 
Geneclean (13io 1(11, Inc., La Job, ('alif.) and used as probes. 
Ter localize the nif genes uf r1. diazoirophicus, 'niers were 
hvbridized with p(.'012, Nvhich c(mlains a 4.1-kb segment oí the 
it;71/0k regiun oí R. val (."1:N 42 (29). 	 probes were 
preparet1 hy niek translation (31), and the DNA-DNA hybrid-
izati(m proeedure was perf(wined as describe(' previously (20). 

IltIESULTS 

Mullilocus enzyme electroplioresis, ()I' the 1 I metabolic 
enzymes assaved, were polvmorphie with only two alíeles per 
locus (Table ).1:(nir dist ineíive ETs were identilied amt mg the 
24.1. dia.:o/ro/A/cris isolates studied (l'Ale 2), and the mean 
leve' of genetie diversity for the 11 enzyme Inri was Ibund tu he 
0.064 (Table I ). Aceording tu Selander el al. (35, 36), IiTs 
mar!' dones; if a particular elttne dilfers fruti the most 
frequent done at a single gene locus, 'hen it is calle(' a 
subelone. We observed only 	liTs. VI' 1 represente(' 18 oí 
the 24 isolates (75();.), including Brazilian isulate PR 2. El' 1 
and 	4 represenled two dones, sane El' 2 and ET 3 viere 
eonsidered two subclimes uf the predominan! chute, clone VI' 
1 (Table I ). ('Iones El' 1 and VI' 4 dikred in alíeles al two 
enzsque gene luci (isocitrate dehydrogenase and hexokinase). 
Sub.elones VI' 2 and El' 3 dilfered from VI' 1 at the esterase 
and glueose-6-phosphale dehydrogenase enzynte lucí. respec-
tively. 

The genei ie relationships among the Tour ETs are illustrated 
by a dendogram in Fig. 1, Predominan! chme El' I is widely 
distributed; it was recovered from 1 I dilferent sugarcane 

TABLA. 2. Origins 	diazoirophicir.s.  stmins, 	DNA patterns, and numbers and si/es ()I' plasmick 

Sugarcane 
cultivar Strain DNA No. oí 

plasinids 
Pi:1,1111W 

sile(s) (k1)) 

u 

MEX 57 473 
MEX 57 473 
CP 72 2086 
MEX 69 290 
MEX 69 29(1 
Cristal 
MEX 71) 546 
Z MEN 55 32 
MEX 52 17 
MEX 73 523 
M EX 73 523 
MEX 73 523 
MEX 73 523 
MEN 56 476 
MEX SO 499 
MEX 73 523 
Cristal 
Cristal 
MY 55 14 

Cristal 

MY 55 14  

PR 2 
LJAP 5701 
11/11) 5702 
VAP 721(1 
[JAI' 6925 
IJAP 6926 
UN' 0030 
VAP 7936 
LJAP 5560 
UAP 5275 
UAP 73(15 
UAP 73116 
UAP 7305 
11/111  7309 
UAI' 5665 
UAP 5(171) 
VAP 7307 
(JAI' 0020 
VAl' 0(121 
LJAP 554(1 
PA1 5 1 " 
1.1AP 005(1 
M'e 4 
(JAI' 5541  

170, 24 
170, 24 
170. 24 
170, 24 
170, 24 
170, 24 
170, 24 
170, 24 
170, 24 
170, 24 
170, 22 
170, 22 
1711, 22 
170, 22 
93, 91, 
93, 12, 
20, 5.5 
2(I 
20 
20 

1 

1 

1 
1 
1 	 2 

Ni)" 
NI) 
NI) 
Ni) 

3 
II 
	

3 
111 
IV 
	

1 
IV 

1 	 IV 
	

1 
3 
	

NV' 
3 
	

VI 
	

NV 
4 
	

VI 
	

NV 
VI 
	

NV 

for cultivar inffirrnation see reference 1.1. 
'' NI), fin cleiermined. 

NV, note sisualized. 
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1:1G, 1. Cienetie reIatiunships (lr liuir VES iticnliliecl among 2.1 
diazornphieu,s.  isolales reeovered from sagareane plants. 

varieties eultivated in Mexieo in diverse geographie regions up 
lo 5110 km apare (13), 'Ehese sugareane variedes were Miro-
dueed commercially inri) Mexieo between 1952 and 19S(1, as 
indieated hv the lirst two numbers of elle!) variety designaiiim 
(l'Ale 1). 13razilian isolate PR 2, 	Wati atiSigliCd to t he 11' 
1. was colleeted from sugareane cultívale(' 9.11111 km from 
Mexico (5). Suhelone VI' 3, represente(' by type st ra in 1'A15 

diazoirophiew and une Mexican isolate. was recovered from 
sugareane plants fnmi widelv separated geographie regious. 
El' 4 was represented lw ()My,  a single isolate (PPe4). 

UNA fingerprints. 	analysis uf ¿di of the EcoRI DNA 
fingerprints reveaied that the patterns differed mainlv in 
fragments ranging in size from ().5 (c) 23.1 kh. Oiliersvise: die 
patterns uf all of the isolales \s'ere alinost identical for small 
fragments (!esti Iban ().5 kh long) (data not shuwn). The 
fingerprints obtained represente(' six patterns ("rabie 2). The  

majoriiv of the isolates produce(' une linden) (DNA palier)) I ). 
Two otherl)NA paneras (pattertis III and V) ‘vere each round 
in only a single isi dale. 

Plasmid paiterns. 1 sita dilfereni plasmid pr(ifiles were 
finita!, eorresponding generallv lo 	1 and VI 2, Mosi ()I' the 
Mexicali isolates and ore 13razilian,isolate coniained al least 
two plasinids (Table 2). Fourteen isolales harbored two Quin-
num, highly conserve(' plasinids. as revealed by agan be gel 
electrophoresis and hybridization assays, a large 17(1-kb plus- 
l))id (pA(117(1) and a sinuller 	lo 2-1-kb plasinid (pi\d24) 
(Fig. 2). Isolaies IJAP 5(1)5 ami I1AP 8070, which were 
()Hable(' from dilferent locations and sugareane eultivars, 
coniained a 93-kb plastuid (I)A(193) and did not contain 
1)/1(11711. Plasinid pA(193 vas show') lo he homolog,ons lo 
p/\(1170 by hybridizat ion assays (Fig. 2). These tsv() isolates also 
harbored a sitia!! (ea. 2.(1-kb) plasinkl in ad(lilion tu pA(124 
(lig. 3), huir isolates contained only 1)/1(124, and one uf diese 
isolates also contante(' a 5.5-kh plasmid (pAci5). Four isolates, 
including type strain 1'A15 (1.1 dia:.0trophicus, (lid nue comain 
any plasinids (lig. 2). The absenee uf pAd24, pA(193, ami 
pi1d170 was corroboraled by the lack uf hvbridizat ion of 1)Ni1 
lingerprints when we use(1 total 1)Ni1s from plasmiclless iso- 
lates digesied with 	and hybridized with purilied 24- and 
170-kb plastuids from lirazilian strain PR 2 (data noi shown). 

nif///)K paneros. Total Ler)RI DNA digests from .4. di-
azoirophieu.s.  isolales were hybridized lo 12. etli nif111)1: genes. 
Tliree comilbm hybridizing bands (9A1, 2.(1, and 1.25 kb) were 
found in all ()I' the isolates examine(' (Fig. 4). Illois of I 'irse)) 
type gels were also hybridized lo 10111)k genes, and the Inek ()I' 
hybritlizatitm signals corresponding to the plasmids was inter-
preted tu indica le [hal tlitrogen lisalitm genes were localed un 
the eltromosoine (dala nol shows)). 

A 

1 5 6 7 8 9 10 
a 

B 

kb 	1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

   

   

  

~10 4.010 	 m'Ah* MI» 

  

93 

---4S 

14191 	 - 24 
bel 

C.11.  

2. (A) Agarose gel eleeIrophoresis 01 plasmids 011tained hv the Ilirsel) procedure. (13) Atitoradiugram ola Sonihern 1)101 01.  the plastuid 
prurile atter hvbridization with plusmid 1)ild1711 from 13razilia11 	l'R 2. 1.unes I, E. 	 ItarhoringpRK21113 (-18 kh), use(' as a inarker; 
limes 2 thrtniiih 	diazwrophicus tJAP 57111. [JAI' 6925. 1JAP 7936. 	5 r, PR 2, 1.JAP 55()(1. 1.1AP 5(1h5. and 1./Al' 5275. resileetively: hines 
10. R. elli CFN -12 harhoring plasillitls a and h (190 1:1)). plasinid e (2211 kh). plasmid d Csyni plasmid, 25(1 kh). and plasatid e 00(1 kh), used as u 
luarker. 	ehrounostune. 
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48.() 

23.1 L..4 
9.4 I... 
6,5 

.fá•l»d1,4 

.111.•,,, 	~M.O 

4.3 

2.3 
2.0 

1:1(i. 3. (A) Agarose gel electrophoresis 	phismids ohtained 1w the alkalitte lysis niethod. (11) Autoradik)gram of a Southern hiot of the plasmid 
;mutile alter hyhridization with plasmid pAd24 frinn Iiratilian isolate PR 2. Limes: 1, lambda 1)NA digested With 1 	Lute` 2 throtigit 8,..1. 
diazoirophietts 1'A15 1, 1„.JAP 73117, Uf\ P 514)5. PR 2, PPel. 11AP 55611. and 1.JAP 7210, r espectivelv: laties , 	n i (i0 1112 hatiloring p1:11161 (7.7 
kb): hines ID. E. ron 1113101 and SI7 ha rhoring plasinids pRK 2613 OS Lb) and p( '131 (17 kb), respeetively, use(' as niarkeis. 

DISCUSSION 

In ibis papo we describe an analvsis of the Frs. the I)NA 
lingerprint patterns, and the plastuid proliles of dilrerent .1. 
&uzo/ny/Non strains. The genetie diversity antong the .1. 
diazotrophicus isolates which we studied was iimited. The 
resuits ()I' a multilocus enzyme electrophoresis illiiIIVSis per-
formed tu assess variad()!) in 11 met abolie enzyme Itrri indi-
eine(' that (bese isolates are homogeneous irt (heir ehromo-
sontal struetural genes and revealed levels uf genetie diversity 
that are among the lowest levels that have been reponed ftr 
bacterial species. The limited genetie variability among isolates 

2 3 4 5 6 7 8 kl) 

-23.1 

'u' -9.4 
-6.5 

-2.3 '.4 -2,0 

bel lik/44 -1,2 

FIG. 4. Antoradiogram uf u Southern Not oí the total /...(y)1Z1 I)N A 
lingerprints Ityhridized with the ilif///)k }nube of 	culi CI'N 42. 1.a»es 
I 6111)11'1h 7. .4. diazoirophicils IJAp 8070. pm 5T. PR  2. t JAI) 5560. 
P1'e4, 171/11) 5(165. and liAl)  5541. respeetively, bine S. 1?. 	CEN 12. 
used as a control. 

which we observed was consistent with the conserve(' nif///)k 
gene organization pandits. In addition, (iillis et al. (14) found 
that the gel clec' rophorelic cellular protein pat tenis uf seven 
1. diazoirophicus strains are very similar. indicating that these 
isolates ;tre elosely relate() lo une another. More(wer. mem-
brane protein eleetropherograms revenid, similar lindings 
(13a). 

Selander et al. (39) have 'mime(' out that "isolates of 
identical VI' are considered mcmhers uf Iltc same (lone. 
hecause emita k muy convergenee to the same multilocus 
genotype is highly inwrobahle.-  1)espite the luto number uf 
isolates analyzed. the results obtained in ibis stutly suggest that 
/1. diazotrophiern has a etanol genetie struciure un the hasis of 
the witle distribution of une genotype. This tvpe of genetie 
st ruclure has also been observe(' for other bacteria (23. 32. 35. 
39 

It has Leen stiggested that ecological factors and hist 
specialization contribute lo the species diversity of the genus 
Legioneihi (39). Also, it has Leen shown that genetie diversity 
among isolates of Psoultmumas c(pacia is relate() to environ-
mental variability in suils (22). C'onsitiering there dala, we 
think that the 'United genetic diversity of the modem commer-
cía' sugarcane varieties (17) and the relatively cunstant envi-
ronment 'ariete sugarcane stents, the hahhat <4 /1. di(► zoirophi-
rus, may explain the limite() genetie diversity uf Ibis hacterium. 

I)ispersal 	diazoirophieu.sx hy sttgarettitc seeds may not 
ucear as we have slot Leen afile tu isolate the bacteria from 
seeds. Long-distance dispersal of /I. diazotrophicus may he 
explained by considering two characteristies uf cultivated sug-
arcane: (i) sugareane is normally propagate() vegetatively from 
stern euttings. where 1. diazotropideu.s.  oceurs endophytically 
(4. 13); and (ii) frequently, many commercial varieties from 
rine country' are eultivated in another country (for instanee. 
cultivars CP 72 205( and My 55 14 From the [.imite() States and 
Cuba, respectively [rabie 21, and other eultivars from dilrerent 
countries. suco as ilrazil and Australia, are cultivated in 
IvIexie()). It seems probable that 1, dia.:ouvphictis is spread 
among eane cultivars by the inealybugs associated with sugar- 
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calle (1),  as Svell ars bv the spores of the vesicular-arbuscular 
Inveorrhizal fungus (2(1). Therefore, we suppose that the same 
el(me eould be recovered from many cano va rieties etillivated 
in many dilrerent geographic arcas. (ienetie diversity sutiles 
should he extended to include 	diazoimphjeuv isolates from 
other sugaretine varieties euitivated in ‘videly separated gen-
graphic regions, ats well as from oi her post plants and from 
different genera of stig,areane-associatell mealybugs. 

The existence of plasmidless strains (e.g., st rail) PA1 5 1 ) muy 
indieate that fundamental phenotypic characteristies of ibis 
species, such as the production 01' acede ¿teid, overoxidation 
ethanol (the main characieristie that dilferentiales the genus 
Acelobacier). the use uf other earbon suhstrates. nitrogen 
lixation. and indoleacetie asid production are not plasinid 
eneoded. in fati, beeause al) of the isolates exhihited aelivity 

all 11 metabolic enzymes tested, we helieve that the 
currespontling structural genes are loeated un the ehromo-
some. In addition. we have shown that the 'uf' genes are 
chromosomally locatetl. Nevertheless. plasmids may confer 
sume advantage on strains that harbor t hen], as the majoritv uf 
isolates contain highly conserved plasmids. Plastuids do play a 
role in other bacterium-plan( or bacterium-insect interactions 
(3, 6, 7, 19, 24, 30), and we speeulate that the /1. diazoirophicus 
plasmids could contrillute to the litness of /1. diazoirophicus- 
stigareíme or 	diazotrophicus-inealyhug ussociations. 

1'o test the hypothesis that the degree uf genetie tliversity 
within a bacteria, speeies is related to habita!, it would he 
interesting to determine if a !United genetic tliversity as we 
have describe(' for .1. diazoirop/ticu.ss is a general charaeteristie 
of endophytie hacterial populations. 
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ANTECEDENTES 

Como puede apreciarse en el trabajo anterior, las cepas de A. 

diazotrophicus fueron analizadas en su perfil plasmídico, homología estructural 

de los plásmidos y en su patrón de restricción del DNA, así corno en su patrón 

de RFLPs correspondientes a los genes nifHDK y patrón electroforético de 

enzimas (electroferotipos = ETs). 

Mediante los diferentes métodos de análisis empleados, consistentemente 

observamos una diversidad genética limitada dentro de la población de A. 

diazotrophicus estudiada. 

Estos resultados contrastan fuertemente con los obtenidos en muchos estudios 

de muy diferentes poblaciones bacterianas, en los cuales se observó gran 

variabilidad (ver referencias de la Tabla 1 presentada en la introducción). 
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Tornando en cuenta los resultados previos, se plantearon las siguientes 

hipótesis. 

HIPOTESIS 

1. Dado que tanto la especialización de hospedero como la variabilidad 

ambiental pueden contribuir en la diversidad genética bacteriana, consideramos 

posible que organismos hospederos diferentes a la caña de azúcar pudieran 

mantener donas de A. diazotrophicus diferentes a las recobradas de esa planta. 

2. Tornando en consideración que A. diazotrophicus se ha propuesto como 

microbiota autóctona de homópteros asociados a la caña de azúcar y no como 

microbiota indígena de esa planta, existe la posibilidad de que solamente algunas 

donas de la población total de A. diazoirophicus, que albergan los insectos, 

puedan haberse adaptado al microambiente de la caña y por ello la diversidad 

genética limitada que se observó en cepas aisladas de esa planta. 

3. Considerando el intenso intercambio de germoplasma de caña de azúcar 

existente entre países, así como la propagación vegetativa de éste cultivo y la 

asociación común del homóptero S, sacchari con la caña, se propone que exista 

una muy amplia dispersión de una dona y consecuentemente ésta pudiera ser 

aislada de la mayoría de las variedades comerciales de caña de azúcar cultivada 

en muy diferentes regiones geográficas del mundo. 
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OBJETIVO 

Ampliar el conocimiento sobre la dispersión, diversidad y estructura genética de 

A. diazotrophicus, mediante el análisis de cepas aisladas del insecto S. sacchari 

y de diferentes plantas hospederas, cultivadas en regiones geográficas 

ampliamente distantes. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Son reseñados 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 continuación. 
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A total of 55 isolates of Acetobacter diazotrophicus recovered from diverse sucrose-rich host planta and from 
mealybugs associated with sugarcane plants were characterized by the electrophoretic tnobilities of 12 nieta-
bolle enzytnes. %Ve identilled seven different electrophoretic types (ETs), six of which are closely related within 
a genetic distante of 0.195 and exhibit high DNA-DNA hontology. The seventh El' was largely divergent, 
separated at a genetic distance of 0.53, and had only 54% DNA hontology to the reference strain. Strains 
corresponding to ET 7 could representa distinct nitrogen-fixing species of the genus Acetobacter. More genetic 
diversity was found in isolates from Ilrazil than in those from Mexico, probably due to the very different crup 
nitrogen fertilization levels used. 

Cane sugar is produced commercially in over 70 countries 
around the world (31). ft is an important agricultura! product 
which is used for dornestic 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 
I3razil, and 7 m'Ilion 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) are used in sugarcane crops in countries 
such as Mexico, Venezuela, Cuba, and the United States (Ha-
waii). In contrast, sugarcane crops in Drazil do not receive 
more than 50 kg of nitrogen fertilizer (37), and neither cano 
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 SO% of total plant nitrogen (5, 52). 

Nitrogen-fixing bacteria' species, such as Enterobacter cloa- 
cae, Bacillus polymyxa, Klebsiella pneumoniae, Azotobacter vine. 
landii, and Azospirillum spp., are commonly isolated from dif- 
ferent interna' or externa' parís of sugarcane plants (37; 
unpublished results). Recently, other diazotrophs (Herbaspiril-
114111 seropedicae [31 and Acetobacter diazotrophicus [11, 17j) 
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, Ilowever, A. diazotrophicus has been sug-
gested as a strong candidate responsible for the N2 fixation 
observed in field experiments with sugarcane (5, 51), 

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

Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) has been used 
extcnsivcly to measure gcnotypic diversity and genetic struc-
ture of natural populations of many bacteria' species (43). 
Such studies have revenled that the levels of genetic vnriability 

• Corresponding author. 

diffcr grcatly among species. For instance, Yersinia nickeri or-
ganisms exhibit a genetic diversity as low as 0,014 (38), while 
oral streptococci show a diversity as high as 0.857 (19). Be-
tween these extremes are found very different pathogenic bac-
teria! species of plants (14), animals (4, 30), and 'turnaos (10, 
13, 29, 42), as well as soil bacterial species, including Bacillus 
spp. (9, 21), a Bradyrhizobium sp. (6), Pseudonionas 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 finto account that "the characterization and under-
standing of natural populations of useful bacteria may save 
work and money in the development of low-risk, successful 
biotechnology" (46), we considered it of interest to extcnd our 
previous studies on genetic diversity of A. diazotrophicus iso- 
lated from sugarcane (8) to include bacteria isolated from 
other host plants such as sweet patato and P. purpureum and 
from the mealybug Saccharicoccus sacchari. In Chis work, we 
report the genetic relatedness among isolates recovered mainly 
from Mexico and Brazil. 1rVe show evidence of a new geneti-
can)/ distinct group, 

MATERIALS AND METIIODS 

Isolation. A. diazotrophicus strains were isolated from the Inside tissues of 
stems or roots of sugarcane plants cultivated in Mexico, as described prcviously 
(17). 

Each mealybug coiony, identified as S. sacchari, sampied from stems of indo-
penden' sugarcane planta was rinsed with 0.01% (vollvol) "Aveett 40 in 10 mM 
MgSO4  • 71120 unid the liquid was clear, Subsequently, mealybugs were 
mersed In 1% chloramine T for 5 min and Chen washed ihrec times In 10 mM 
MgSO4  • 711,0. 1nsects were macerated in 1.0 ml of Medie distilled water, and 
aliquots were inoculated lato media for isolation of A. dlazairophicus, as de. 
scribed previously (17). 

Mealybug coionies and sugarcane varieties sampled in Mexico were from 
diverse eane-growIng arcas up to 1,500 km apart; cano-growing arras of Brazil 
were located up lo 2,500 km apart. 

Bacteria' stralns, Strains and their sources are shown In Table 1. Most of the 
strains were rccovered from hosts cuilected in Mexico and Brun, but the samples 
atm) included two isolates from Australia and ene from Uruguay. Strain 7,10RM 
was recovered from within sports of the vesicular-arbuscular mycorrhizal fungus 
Gimas china?: obtained from sweet potatoes grown la sol) inoculated with a 
mixture of the fungus and strain PA1 5T uf A. diazoirophictis, Only isolates 
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TABLE 1. ETs, host spccies, and locality for 55 isolates. of A. diazotrophicus 

ET 	 Strain 
	

ilost spccies 
	

Locality 
	

Source 

CFNE 501 
CFNE 502 
CFNE 503 
CENE 504 
CENE 505 
CFNE 506 
CENE 507 
CFNE 508 
CENE 509 
CENE 510 
CFNE 513 
CFNE 515 
CENE 516 
CFNE 521 
PAl 3 
PRJ 6 
PRJ 14 
PRJ 17 
PRJ 20 
PRJ 24 
PRJ 36 
PRJ 40 
PRJ 54. 
PR/ 56 
PRX 3 
PRX 6 
PSP 15 
PSP 22 
PSP 32 
PSP 17 
PSP 19 
URU 
LMG 1733 
CFNE 530 
CFNE 531 
CFNE 532 
CFNE 533 
CENE 534 
CFNE 535 

• CFNE 537 
CFNE 539 
CFNE 541 
CFNE 542 
CFNE 544 
CFNE 550 
CFNE 554 
1772 
PBD 4 
PBD 13 
PBD 16 
PBD 17 
Pcol 
PRC I 
PRC 4 
7.10RM  

Stern, Z Mex 55 321  
Stem, Mex 69 290a 
Stern, RD 75 016  
Stern, Mex 73 5231  
Stern, Mex 68 P231  
Stern, RD 75 116  
Stern, RB 73 99536  
Stern, SP 70 10056 

Stern, SP 70 33706  
Stern, RB 72 10126 
Stern, My 55 146  
Stern, SP 70 12486  
Roots, SP 70 12486  
Roots, CP 72 20866  
Roots, sugarcane 
Roots, CB 47 89 
Stern, SP 70 1143 
Sten; IAC 52 150 
Stern, Na 56 79 
Roots, RB 73 9735 
Stern, SP 70 1143 
Leaves (trash), CB 36 14 
Stern, Krakatau 
Stem, SP 70 1143 
Xylem, CA 45 3 
Xylem, Na 56 79 
Roots, Na 56 79 
Leaf, Na 56 79 
Stern, Na 56 79 
Rhizoplanc, Na 56 79 
Rhiáplane, Na 56 79 
Roots, sugarcane 
Sugarcane 
Mealybugs-PT 49 1436  
Mealybugs-PT 49 1436  
Mealybugs-Z Mex 55 32° 
Mealybugs-L 78 566  
Mealybugs-Mex 68 P231  
tvIgalybugs-RD 75 116  
Mealybugs-RB 73 99536  
Mealybugs-RB 72 10126  
Mealybugs-RB 72 10126  
Mealybugs-RB 72 10226  
Mealybugs-RB 73 99536  
Mealybugs-CB 45 3d 
Mealybugs-CB 45 3d  
Mealybugs 
Tubcr, sweet potato 
Peel, sweet potato 
Roots, sweet patato 
Tuber, sweet potato 
Stern, P. purpureum 
Stern, P. purpureum 
Roots, P, purpureum 
Spores, VAM fungu/ 

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, Mexicó 
Veracruz, Mexico 
Alagoas, Brazil 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, I3razi 
Rio de Janeiro, Brod 
Rio de Janeiro, I3razi 
Sáo Paulo, Brazil 
Sáo Paulo, Braza 
Sáo Paulo, Brazil 
Sáo Paulo, 13razil 
Sáo Paulo, 13razil • 
Uruguay 
Australia 
Veracruz, Mexico 
Veracruz, Mexico 
Veraciuz, Mexico 
Veracruz, Mexico 
Sináloa, Meitico 
Sinaloa, México 
Sinaloa, Mexico 
Sinaloa, Mexico 
Sinaloa, Mexico 
Sinaloa, Mexico 
Sinaloa, Mexico 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Ayr, Australia 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Drazi 
Rio de Janeiro, Drazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, I3razi 
Rio de Janeiro, Brazi 
Rio de Janeiro, Brazi  

'Ibis work 
This work 
This work 
'Ibis work 
This work 
This work 
'Ibis work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
CNPAB collection` 
CNPAI3 collection 
CNPAB collection 
CNPAI3 collection 
CNPAD collection 
CNPAB collection 
CNPAI3 collection 
CNPAB collection 
CNPAB collection 
CNPAI3 concedan 
CNPAB concedan 
CNPAB conceden 
CNPAB concedan 
CNPAI3 collection 
CNPAB collection 
CNPAB collection 
CNPAB collection 
CNPAB concedan 
CNPAB collection 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 

work 
This work 
This work 
This work 
This work 
This work 
M. W. Dawson' 
CNPAB collection 
CNPAB collection 
CNPAB Collection 
CNPAB collection 
CNPAI3 collection 
CNPAI3 collection 
CNPAB collection 
CNPAB collection 

di  Comercial amarome varieties. 
Sugareane gennoplum, ' 

I CNPAB, Centro Nacional de Perwiluiu de Agrobiologia, Rio de Janeiro, Brazil, 
Collected from augarcane grown la a concrete tank (S), 

W. Dawson, Sugar Research Inatltute, Mackay, Queensland, Australia, 
VAM, vesicular-arbuscular mycorrhlzal, 

recovered frori ditferent planta or mealybug colonles iert considered to be 
different. Strain 1772 was kindly aupplied by Id, Damon, Strains UAP 5560, PAI 
51.  (• ATCC 49037T 1T • type Wein)), and PPe 4 ('u ATCC 49038) of A. 
diazoirophicus, corresponding lo electrophoretic type (ET) 1, ET 3, and ET 4 as 
we described previously (8), were Included u reference: In MLEE assays, 

Culture media. A. diazotrophicia boleto and Escherichla col! HB 101 were 
grown la SYP medium (8) for gil amo. 

Propendan uf MI extracte and Mt.EE. Each Isolate was grown In 25 ml of 
SYP medium at 29°C and harvested by centrlfugation, and pellets werc sus. 
pended in 0.3 ml of 10 tnN1 MgSO4 ,  7/120 and treated as described prevluusly 
(8). 

Starch gel electrophoresis and the selectIve staining of 12 metabolIc enzymes 
werc done by mcthods describa bufare (43). The captes assaycd were the 
lame artes uscd in a previous report (8), except for an unidentitied dehydroge• 



1 CFNE 501 35 
2 CFNE 550 2 
3 PA! 5T  8 
4 PSP 22 1 
5 PA1 3 1 
6 1772 2 
7 1W 1 6 

1 
1 
1 
1 

1 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
1 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
2 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
1 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
1 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
1 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
1 

1 
1 
1 
2 
1 
1 
1 

4 
4 
5 
4 
4 
4 
4 

5 
6 
5 
5 
7 
4 
5 

1 
1 
1 
2 
1 
1 
1 

3 
3 
3 
3 
1 
4 
3 

3010 	CABALLERO-MELLADO ET AL. 	 ENVMON. brilCROBIOL 

TABLE 2. Genetle divérsity among 'Mates and ETs at 12 
enzyme loci 

Enzytne locos' No, of ancles  

Genctic diversity 
(JI)̂ ' of: No. of 

ancles 

Genctic diversity (U) 
of,  

55 isolates 7 ETs 49 isolatesc 	6 UTs" 

1PO 1 0,000 0,000 1 0.000 0,000 
LYD 2 0.197 0,285 1 0.000 0.000 
LED 2 0,197 0.285 1 0.000 0.000 
XLII 2' 0,197 0.285 1 0.000 0,000 
MDII 2 0,197 0.285 1 0.000 0.000 
ADI! 2 0.197 0,285 1 0.000 0.000 
UDI I 2 0.197 0,285 1 0.000 0.000 
11)11 2 0.036 0.285 2 0,041 0.332 
G6P 2 0.235 0.285 2 0.279 0.332 
PONI 4 0.173 0.713 4 0.194 0,799 
1113X 2 0.036 0.285 2 0.041 0.332 
EST 3 0.103 0.523 3 0,119 0.600 

Mean 2.16 0.147 0.316 1.66 0.056 0.199 

1̀ 1P0, indophenol oxidase; LYD, lysine dchydrogenase; LED, !cocine dehy-
drogenasc; X1311, xanthine dehydrogenase; MD11, mídale dehydrogenase; AD11, 
alcohol dehydrogenase; UD11, unidentilled dehydrogenase; 1D11, isoeitrate de-
hydrogenase; G6P, glucose-6.phosphate dehydrogenase; PGM, phosphoglu-
caminase; 11EX, hexokinase; EST, esterases, 

II o. (1 - Er1 2 )(n/(n 	1)1, wherc x4  is the frequcncy of the ith ancle and it 
is the number of ínflales or ETs. 

C Uxcluding six isolates represented by ET 7. 
Excluding El' 7. 

nase, This enzyme was visualizcd en geis itained for indophenol oxidase, which 
is revealed as white banda in the presence of light. In contras!, the unidentified 
dehydrogenase was observed as a typical purple hand, like other dehydrogenases. 
We did ttut attempt te determine thc substrate(s) for this enzyme. For all assays 
the clectrophorctic buffer system uscd was Tris-chi-ate (p11 8,0). Distinctive 
combinations of ancles for the 12 enzyme loe! (multilocus genotypes) werc 
designated different ETs (43), The leve! of genetic diversity for each enzyine 
locos was calculated as described by Selander ct al. (43), 

Statistical analysls. The extent of linkage disequilibrium, or nonrandom as-
sociation of ancles, in the studied population was evalualcd to explore the t'urce 
of clonalily. The ratio of the variance in mismatehes observed (V„) te the 
expeeted variante (Va) in the population was iterated 10,000 times by a Monte 
Carlo procedure, as proposcd by Souza et al. (47). 

Total DNA inhalan, DNA resta-Mien, and Atter blot hybridization, Total 
DNA was isolated as described previously (2). DNA was digesied with Eco)tl, 
and restriction fragmcnts lucre cleetrophorescd, biotted, and hybridized as pre-
viously reperted (8). DNA-DNA hornology was bascd en relative lcvcls of hy-
bridization te 32P•labelled DNA from A. diazoiraphicus PA! 5T. DNA amounts in 
geis and radioactivity levels werc quantified as described bcforc (26). 

The restriction fragment iength polymorphism pattcrns of the rlINA operons 
were detertnined from EcoRi DNA digcsts hybridized with a Iiind111-iiirtd111 
700-bp interna! fragment from E. Mi mili 16S rRNA genes cloned in pKK3535 
(7). 

RES ULTS 

MLEE and genetic diversity. A total of 55 isolates of A. 
diazotrophicas were examined, and 11 of the 12 enzyme loci 
analyzed were found to be polymorphic. The mean number of 
andes was 2,16 (rango, 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 5 were represented by only one isolate; ET 2 and ET 
6 were each represented by two isolates °n'y, Only strains 
corresponding to ET 1 were recovered from mealybug colonies 
associated with seven different sugarcane varieties and from 13 
sugarcane varieties sampled in Mexico (including 5 Brazilian 
varieties); in contrast, seven ETs were identified from 7 sug-
arcano varieties cultivated in Brazil and from associated mea-
lybugs (Table 1), Six of the ETs cliffered 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. purptd-
reum and sugarcane sampled in Brazil, and one strain (LMG 
1733) was isolated from sugarcane in Australia. 

The mean levet of gehetic diversity per locos (11) among the 
seven ETs was found to be 0.316. I lowever, the genetic diver-
sity among isolates was lower (11 = 0,147) (Table 2), refiecting 
the fact that Tour of the ETs were represente(' 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 
Iargely divergent from all of the other ETs (see bclow), the ti 
levet among the six ETs was 0,199, and among isolates it was as 
low as 0.056 (Table 2), since in Chis case only two ETs (ET 1 
and ET 3) represented 88% of the isolates. 

The genetic relationships among the severa ETs are summa-
rized by a dendrograrn in Fig. 1. Six ETs (ET 1 to ET 6) were 
closely related, forming a cluster at a genetic distance of 0,195. 
A second line (ET 7), which contable(' six strains, was largely 
divergent, and it was separated by a genetic distance of 0.53. 

DNA homology and ribosornal hybridization restriction 
fragnient length polymorphisms. Six A. diazo:rophicus strains 
from the closely related ETs 1 to 6 constituted a hontogeneous 
group with relative levels of DNA hornology ranging from 73 
to 90% (mean hornology, 86%) with reference strain PA! 5T. 
This mean homology value was very similar to the leve! of 84% 
DNA homology previously determined by Gillis el al. (18) 
among three representativo A, diazotrophierrs strains, ihcluding 
the type strain PAl 5T, The six strains correspondirig to the 
more distant ET 7 (Table 1) exhibited only 54% hornology to 
the same reference strain. 

Strains UNE 501, PA! 5T, PSP 22, PAl 3, PRC 1, and LMG 
1733 were analyzed by restriction fragment length polymor- 

TABLE 3, Miele profiles at 12 enzyme toci in severi ETs of A. dtazotrophicus 

ET Reference 
strain 

No. of 
isolates 

 

Alíele at indicated enzyme locusd.  

1P0 LYD LED XD11 MDli ADII UDII 1011 G6P PGM 11EX EST 

IPO, indophenol oxidase; LYD, lysinc dehydrogenase; LED, lamine dehydrogenase; XD11, xanthine dehydrogenase; MD11, metate dehydrogenase; ADI!, alcohol 
dehydrogenase; UD11, unidentified dehydrogenase; IDII, isocitrate dehydrogenase; G6P, glucose-6-phosphatc dehydrogenase; PGM, phosphoglucomutasc; l'EX, 
hexokinase; EST, esterases, 
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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 tuffIDK (data not shown), 

Linkage disequilibrium. A total of 1,485 pairwisc 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 rallo of the observed variance in numbers 
of mismatches to the expected variance, (V/Ve) was 4,003, 
highly significant, indicating a strong linkage disequilibrium, 
The analyses done separatety for the populations recovered 
from sugarcane cultivated in Brazil and Mexico revealed a 
strong linkage disequilibrium also (data not shown), 

DISCUSSION 

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

Coefficients of genetic distance at levels higher Iban 0.5 have 
been used as a criterion to suggest species 'Units (27, 45). 
DNA-DNA hybridization levels below 60 to 70% are also in- 
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FIG. 2. Autoradiogram of a Southcrn biot of the total &oRI DNA finger-
printa hybrldized with a 16S rDNA probo of E. col!. Lane. 1 N'out) 6, grato 
CFNE 501 (ET 1), PA13T (ET 3), PSP 22 (ET 4), PAZ 3 (ET 5), PRC1, and LMG 
1733 (ET 7), respectively; lene 7, E, co!! 11B 101, used as a control. 

dicative of separate specics (39, 48). On the basis of diese facts, 
our MLEE si udies suggest that the strains representad by ET 
7 could represent a distinct nitrogen-fixing bacterial species. 
This result was consistent with the leve' of DNA-DNA hornol-
ogy obtained. In other cases, the estimates of genetic related-
ncss of strains obtaincd 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-
zotrophicus cluster, Due to the conserved maitre of the 16S 
rDNA sequences, the method may be !United in the differen-
tiation of closely related species (22), Furthermore, "DNA 
hybridization is acknowledged as the superior method for the 
elucidation of relationships between closely related taxa, such 
as strains and species" (48). Furthcr 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 specics has a recent evolutionary origin. 
Another possible explanation for the limited genetic diversity 
is related 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 ecological niche acts as a selectiva 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 Iban 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 expliiin the genetic diversity in 
other bacteria! species (28, 45). This hypothesis is based on the 
very high selectivity of the medium usad for bacterial isolation 
(15, 17, 36), which could influence the selection of suhsets of all 
genotypes existing in natura. It has been observad that isolated 
soil bacteria maks up only a very small proportion of the total 
bacteria' community, but the largest proportion cannot be ¡so-
ldad or cultured on laborátory media (50). 

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

The extensive distribution of closely relatad strains of A. 
diazotrophicus from widely separated arcas of the world sug-
gests that ibis bacteria was recently dispersed, as has been 
observad similarly in Pseudomonas syn'nsae pv, tomato (14). 
Taking inio account the endophytic characteristics of A. día-
zotrophicus and the association of the bacteria with mealybugs 
and vesiclilar-arbuscular mycorrhizal spores, we previously (8) 
explained the long-distance dispersa! and sprcad among cano 
cultivars of ibis species, 

It was previously suggested (1) that A. diazotrophicus may be 
autochthonous microbiota of mealybugs associated with sug-
arcane ánd other plants. Flowever, we were able to isolate the 
bacteria from only 30 of 80'mealybug colonias of S. sacchari, 
including actively feeding adults, collected from stems of many 
ditrerent sugarcane varieties cultivated in both l3razil 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 A, 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-
micoccus brevipes and a Planococcus sp. has not been analyzed, 
but perhaps it would be not surprising to find a limited gene tic 
variability in these populations as well, 

The comparison of the number of ETs identified in the 
collections of isolates recovered from sugarcane and mealy-
bugs sampled in I3razil and Mexico showed that the population 
of A. diazotrophicus collected in Brazil, represented by severa 
ETs, is more heterogcneous genetically than the population 
collected in Mexico, represented only by ET 1. This apparcnt 
greater genetic heterogeneity may be related to the very dif-
ferent nitrogen fertilization levels that are applied to sugarcane 
field crops in Mexico in comparison to I3razil, 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 O 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 frcquency of A, diazotrophicus and nitrogen 
fertilization, we noted that, in their results reponed in Table 1, 
the number of isolates of this bacterium was nearly Five times 
higher in the same sugarcane variety (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 finto 
account, nitrogen seems to be a selective factor for certain 
lineages or clones of A. diazotrophicus. A role for a selective 
factor(s) may be supported in view of the cndophytic nature of 
A. diazotrophicus organisms (25, 36), which supposcdly are 
dispersed long distance inside sugarcane germoplasin com-
monly exchanged between countries (e.g., germoplasm of I3ra-
zilian varieties cultivated in Mexico [Table 11). Therefore, in 
the absence of such a selective factor, different clones recov-
ered in a country could be recovered from sugarcane germo-
plasm propagated in widely separated geographical arcas, The 
nitrato levels available to the plant may increase or dirninish 
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 bacteria! growth (11, 18). However, we could not ex-
elude that other ecological factors, besides nitrogen fertiliza-
tion rates, may contribute to the diffcrences in genetic diversity 
of the A. diazotrophicus populations encountered in I3razil and 
Mexico, 

Since a low number of isolates recovered from Cameroon 
grass and sweet patato were analyzed, it was not possible to 
determine if certain ETs of A. diazotrophicus are preciorni-
nantly associated with a particular host species, as observed, 
for instante, with the pathogen of mammals Bordetella bron-
chiseptica (28) or with the legume-nodulating Bratlyrilizobium 
sp, (6), 1.1owever, 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 more efficient in promoting growth 
of the host plants by either involving indoleacetic acid (17) or 
supplying nitrogen (5, 51), or both, in comparison to othcr 
lineages, or if ET 1 is simply a highly "successful" lineage 
adaptad to different host species, 

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

ability of ET 1 stralns in othcr important sugar produccr 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 discusión. 

Bajo diversas estrategias experimentales se analizaron un total de 79 cepas 

de A. diazotrophicus. Estas se aislaron en su mayoría de distintas plantas y 

variedades de caña cultivadas en regiones distantes de México y Brasil, así como 

de la chinche harinosa, Saccharicoccus sacchari, asociada a la caña. También 

se incluyeron cepas aisladas de camote (lpoznoea batatas) y de pasto Camerun 

(Pennisetum purpureunz). 

El análisis electroforético de enzimas metabólicas ha mostrado una estrecha 

correlación con experimentos de homología DNA-DNA, sobre las estimaciones 

de relación 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 N2  muy divergentes entre sí, 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 conservación de las secuencias de los genes 16S rDNA, por lo que este 

método resulta limitado en la diferenciación 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). Será necesario realizar 

diferentes estudios fisiológicos y genéticos para definir la posición taxonómica 

de las cepas agrupadas en el ET 7. 
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La diversidad genética entre las cepas típicas de A. diazotmphicus, alrededor 

de 0.060, (excluyendo las del 1.:74T 7), es mucho menor que la observada en la 

mayoría de las espf 	s bacterianas estudiadas (Bottomley y col. 1994; Carlson 

y col. 1994; Caugant y col. 1986; Combe y col. 1994; Denny y col. 1988; 

Gilmour y col. 1987; Musser y col 1985; Piñero y col. 1988; Selander y col. 

1986). Probablemente la diversidad genética limitada en A. cliazotr•ophicus puede 

estar relacionada con un origen evolutivo reciente. En forma alternativa puede 

relacionarse con el habitat predominantemente endófito de la bacteria, en 

asociación con la especialización de nicho, debido a que coloniza solamente 

plantas que almacenan sacarosa en altos niveles y que son propagadas en forma 

vegetativa (Dtibereiner y col, 1993; Li y Macre►e, 1991), así como a un insecto 

íntimamente asociado a la caña de azúcar (Ashbolt e Inkerman, 1990), Si bien 

estas hipótesis son probables, explicar certeramente el por qué de la variabilidad 

limitada en A. diazotmphicus no es posible, al menos con los datos existentes. 

Sin embargo, al conocer los niveles de diversidad genética en otras poblaciones 

bacterianas predominante o estrictamente endófitas, como Herbaspirilhun 

(Baldani y col. 1992) y Azoarcus (Reinhold-Hurek y col. 1993), que viven bajo 

condiciones relativamente constantes, podría evaluarse la hipótesis del habitat y 

aportaría elementos sobre el papel que juegan las condiciones ambientales en la 

diversidad genética de las poblaciones. 

El análisis genético reveló una estructura clonal en A. diazotrophicus, con una 

clona (ET 1) ampliamente predominante y extensamente distribuida entre todos 

los hospederos. La naturaleza endófita de la bacteria en relación con la 

propagación vegetativa de las plantas hospederas, así corno el intenso 

intercambio comercial de variedades entre países, pudieran ser los factores que 

contribuyen a la amplia dispersión de A. diazotmphicus. La dispersión regional 

de esta especie bacteriana entre variedades de caña y otras plantas, 
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probablemente sea a través de las esporas de hongos micorrízicos (Paula y col. 

1991), así como por el homóptero S. sacchari, el cual alberga solamente un 

subgrupo de la población de la caña de azúcar. Este resultado junto con el hecho 

de que A. diazotrophicus fué aislado sólamente en 30 de 80 colonias del insecto, 

indican que este diazótrofo no es microbiota autóctona del homóptero como fue 

sugerido por Ashbolt e Inkerman (1990). 

Se encontró una mayor diversidad genética entre un número similar de cepas 

de A. diazotrophicus aisladas de caña y S. sacchari colectados en Brasil que 

entre los de México. En tanto que 7 ETs se identificaron entre los aislados de 

Brasil, solamente uno, el ET 1, se aisló en México. Esta situación probablemente 

se encuentre relacionada con los muy diferentes niveles de fertilización 

nitrogenada aplicados al cultivo de la caña en estos dos países. Esta hipótesis se 

basa en la estrecha relación observada (Fuentes-Ramírez y col. 1993) entre el 

nivel de fertilización nitrogenada y la frecuencia de aislamiento de A. 

diazotrophicus. Se encontraron frecuencias no mayores a 2.5% en plantas 

fertilizadas con niveles de 300 Kg N/ha, incrementándose 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 fisiología de las plantas, al crecer con niveles 

de nitrógeno excesivos, sean responsables del efecto "seledtivo" observado sobre 

la población de este diazótrofo. En bacterias del género Rhizobium y 

Bradyrhizobium el efecto negativo de altos niveles de nitrógeno sobre la 

infección de la planta es una situación bien conocida, pero aún en ausencia de 

infección estas especies logran sobrevivir saprofíticamente por largos períodos. 

Sin embargo, la naturaleza endófita de A. diazonvphicus implica dependencia 

de la planta, por lo que cambios en la fisiología del hospedero, probablemente 

reflejan los cambios observados en la población de este diazótrofo y tal vez en 

otras poblaciones de bacterias endófitas fijadoras de N2  de cultivos 
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tradicionalmente fertilizados con altos niveles de nitrógeno. 

Diferentes plásmidos son albergados por la mayoría de las cepas estudiadas 

con tamaños variables de 2.0 a 170 kb. La ausencia de plásmidos en algunas 

cepas, incluyendo la cepa tipo PAl 5T, sugiere que las características fenotípicas 

fundamentales de A. diazotmphicu.v, así como la biosíntesis de ácido indol 

acético, son codificadas en el cromosoma. El hecho de que todas las cepas 

mostraran actividad para las enzimas ensayadas apoyan esta idea. Además, fue 

demostrado que tanto las cepas de Acetohacter de la especie fijadora de N2  

conocida, como las del nuevo grupo e independientemente de la presencia de 

plásmidos, todas las cepas comparten un patrón de organización común de los 

genes nif estructurales. Esto indica que los genes responsables de la fijación de 

N2  están localizados a nivel cromosomal. Los resultados no permiten atribuir 

alguna función a los plásmidos. Sin embargo, debido a que la mayoría de las 

cepas mantienen al menos un plásmido 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; Comal y Kosuge, 1980; Coplin y col. 1981; Martínez 

y col. 1990). Es importante hacer notar que la mayoría de las cepas agrupadas 

en el predominante ET 1 mantienen un plásmido altamente conservado (pAd 

170). Dos cepas de este linaje no albergan al pAd 170 pero sí un plásmido de 

93 kb, existiendo entre ellos alta homología. 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 el pAd 170 juegue un papel 

importante en la asociación con las plantas hospederas de A. diazotrophicus, 

particularmente al crecer frente altos niveles de fertilizante nitrogenado y por 

esta razón la amplia predominancia y distribución del ET 1. 

Desde un punto de vista de aplicación biotecnológica será importante 
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determinar si las cepas representadas por el predominante ET 1, en comparación 

a las cepas agrupadas en otros linajes, pueden ser más eficientes en la promoción 

del crecimiento de las plantas hospederas, ya sea a través del aporte de nitrógeno 

(Boddey y col. 1991; Urquiaga y col. 1989), por efectos directos del ácido indol 

acético sobre la fisiología de la planta (Fuentes-Ramírez y col. 1993) o 

simplemente, el ET 1 es un linaje altamente "exitoso" adaptado a diferentes 

hospederos. Aún cuando el ET 1 fuera solamente un linaje "exitoso", su amplia 

capacidad colonizadora abre otras perspectivas biotecnológicas interesantes. Por 

ejemplo, mediante la donación en A. diazotrophicus de los genes responsables 

de la síntesis de la toxina bioinsecticida de B. thuringiensis, para el control del 

gusano barrenador de la caña y otras importantes plagas que disminuyen el 

rendimiento del cultivo. 

Como una contribución al conocimiento de la biología de las poblaciones 

bacterianas, será de interés conocer si la diversidad genética limitada que se 

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

endófitas. 



PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION 

I. Sobre la bacteria 

1. Determinar sí existen diferencias entre los distintos linajes clonales (ETs) de 

A. diazotrophicus, en su capacidad de fijar N2  frente a diversas concentraciones 

y formas de nitrógeno combinado. 

2. Determinar la posición taxonómica del nuevo grupo (ET 7) detectado en este 

estudio, mediante el uso de la taxonomía numérica, quimiotaxonomía y análisis 

genético-molecular. 

II. Sobre la asociación bacteria-planta 

1, Determinar si los niveles de nitrógeno combinado y formas de éste influyen 

sobre la capacidad de cada uno de los diferentes linajes clonales de A. 

diazotrophicus para colonizar la caña de azúcar, evaluando también su capacidad 

de contribución de N a la planta, así como en la promoción del crecimiento de 

la misma debido a posibles efectos auxínicos. 

2. Evaluar específicamente el papel del pAd 170 en la asociación de A. 

diazotrophicus con plantas fertilizadas con diferentes niveles y formas de 

nitrógeno combinado. 

1 Determinar la capacidad de los diferentes linajes de A. diazotrophicus, 

especialmente el correspondiente al ET 1, para colonizar otras plantas ricas en 

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

además, la posible contribución de la FBN en la economía del N de la planta. 
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HI. Sobre aplicaciones biotecnológicas de la bacteria 

1. Llevar a cabo la donación en A. diazotmphicuis. de los genes responsables de 

la síntesis de la toxina bioinsecticida de Bacillus thuringiensis, para el control 

de algunas de las más importantes plagas de la caña de azúcar (y. gr., gusanos 

barrenadores), aprovechando la amplia capa'cidad colonizadora de las cepas 

agrupadas en el ET 1, así como su naturaleza predominantemente endófita. 

2. Determinar la posibilidad de enriquecer con N derivado de la FRN alimento 

para consumo animal, fabricado comercialmente a base de bagazo de caña y 

melazas de esta industria, aprovechando que las características 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. 

diazoirophicus se presenta en otras poblaciones de bacterias predominante o 

estrictamente endófitas como Herba.spirillum y Azoarcus. 
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CONCLUSIONES 

La comparación de los niveles de diversidad genética entre las poblaciones 

bacterianas ubica a A. diazoiroplrict ►s entre las menos variables genéticamente. Intentar 

explicar el porqué la diversidad genética limitada en esta especie, parece imposible. Sin 

embargo, el conocer este hecho sugiere que otras poblaciones endófitas, que viven bajo 

condiciones ambientales relativamente constantes, también pudiesen ser genéticamente 

poco variables. El demostrar esta situación aportará elementos sobre el papel que 

juegan las condiciones ambientales en la diversidad genética de las poblaciones. 

Aparentemente el nitrógeno aplicado en exceso como fertilizante al cultivo de la 

caña de azúcar ejerce un efecto selectivo sobre la población de A. diazoirophicus. ¿Será 

este efecto una constante en los cambios de población de otros diazótrofos endófitos, 

llegando al grado de eliminar a algunas poblaciones, e incluso haber ya eliminado a 

algunas? Sería valioso iniciar la búsqueda de poblaciones endófitas en las plantas 

progenitoras de los actuales cultivos de importancia agrícola, por ejemplo en Teozintle, 

progenitor del maíz o en líneas ancestrales de maíz cultivadas sin fertilizantes en 

algunas regiones indígenas de nuestro pais. 

Con algunos de los resultados obtenidos en este trabajo, considero que la 

investigación a realizarse sobre la asociación A. diazotmphicus-caña de azúcar será 

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 fijación de 

N2 y promoción del crecimiento de la caña. 

Indudablemente, estudiar la diversidad genética de las poblaciones bacterianas no 

significa solamente describir nuevas especies o relaciones entre cepas de una taxón 

particular, vá más allá, aporta valiosa información que puede contribuir al uso racional 

de los microorganismos como fuente inagotable de recursos renovables. 
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Abstract 

Thirteen cano cultivars grown on fields in México were sampled tu assess the occurrence of Acetobaciet 

diazotrophicus, a recently identifico] N 2-fixing bacterium. kesults shuwed that the isolation frequencies 
extended over a broad rango (1,1 to 67%), likely tu be retated tu the nitrogen fertilization leve'. The 
lowest isolation frequencies (1.1 to 2.5%) viere obtaincd flora plants growing at high nitrogen doses 
(275-30() kg ha -1) and the highest values (10-67%) from plants cultivated with 120 kg N ha -1. All 
cighieeri strains of A. diazotrophicus produced indoleacetic acid (IAA) in detined culture medium. 
Estimates obtained from 1-IPLC analyses revealed that A, diazotrophicus strains produce(] from 0.14 tu 
2.42µg IAA m1L-1  in culture medium. Considering that A, diazotrophicus is found within the plant 
tissuc, the biosynthcsis of IAA suggests that the bacteria could prornote rooting and improve sugarcane 
growth by dircct effects un metabolic proccsses, in addition 10 thcir role in N 2  fixation. 

Introduction 

Nitrogcn fixing bacteria are commonly found in 
association with the roots of diverso plants. 
Frequently severa] species of diazotrophs can be 
isolated from the same plant (Páriquin et al., 
1983), but according tu the techniciue used the 
type of bacteria differs (I3alandreau, 1983). 
Thus, Dóbereiner (1961) found Betjerinckia spp. 
in 95% of the rhizosphere soil samples of sugar-
cane. Prevalence of Azotobacter aromaran in 
the rhizospherc of sugarcane was reponed 
(Zafar et al., 1986). Rennie et al, (1982) isotated 
Klebsiella pnetunoniae, Enterobacter cloacae, Er-
winia herbicola and ¡Jacillus polymyra, from 
Inside sett and roots of sugarcane, but neither 
Beijerinckia nor Azotobacter spp. were  

Although several nitrogen-fixing bacteria have 
been isotated from sugarcane, it still remains 
unknown which of diese bacteria are the most 
important in the plant-associated biological ni-
trogen fixation. 

Recently, Acetobacter diazotrophicus, a N 2-
fixing bacterium has becn isolated from sugar-
cane roots and inside stems conecta in various 
sitos of Brazil (Cavalcante and Dbbereiner, 
1988) and of Australia (Li and Macrae, 1991). 
Sincc ibis bacterium is able tu 11X N 2  oven in 
presence of nitrates and it scems best adapted tu 
the sugarcane environment (Cavalcante and 
Dóbereiner, 1988), it could have more CC011011lie 
importance complired with other diazotrophs 
associated with sugarcane. 

The ability to synthesize auxins has been 
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described in different epiphytic bacteria (Libbert 
and Riseh, 1969) and soil mieroorganisms 
(I3rown, 1972; Prikryl et al., 1985), including 
severa( diazotrophic bacteria (Barca and Brown, 
1974; Clark, 1974; 'Ten et al., 1979). It has also 
peen shown that epiphytic bacteria could in-
crease the IAA content in the plant (Libbcrt et 
al., 1966). It is possible that diazotrophs living at 
the plant surface or as cndophytic bacteria may 
iinprove plant productivity cither by the in-
volvement of plant growth-regulating substances, 
by supplying nitrogen, or by both. 

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

Material and methods 

Locations and sugarcane samples 

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

Media 

N-free-semisolid acetic LGI médium (SA-LGI) 
complemented with sugarcane juice at p1-14.5 
(Cavalcante and Dábereiner, 1988) was used as 
aun cnrichment culture for Aceiobacter diazot-
rophicus. For isolation and pure cultures, acede 
LGI agur plates 	4.5) supplemented with 
yeast extract .(50 mg L-1) and cycloheximide 
(15() mg L-1) were used. Also, potato agar plates 
with 10% cine sugar were used, Inocula for the 
determination of índole compounds were grown 
in glucose-yeast extract (GYC) broth (De Ley et 
al., 1984) without CaCO3. To determine cx-
tracellular ¡adule compounds synthesized by A.  

diazotrophicus isolates, the cultures were grown 
at 1)1-16.0 in liquid LGI medium, replacing crys-
tallized cone sugar by 1.0% sucrose (analytical 
grade) and supplemented with 0.1% N114 0. The 
medium was supplemented with 100 1./g niL --
filter-sterilized tryptophan. All other media were 
sterilized at 121 °C for 20 main. 

Isolatiotr 

Sugar cano root samples (three per each cultivar) 
were rinsed with tap water until the liquid was 
clear; filen, the roots were washed with sterile 
distilled water, Subsequently, roots were im- 
mersed in 	Chlorarnine PF for 5 ruin, followed 
by washing in 25 InA/ phosphate buffer and by 
four charges of sterile water. The surface tlisin-
feeted stunples were maceratecl in a blender at 
high speed for 2 min in cold sterile sugar solution 
(5%), tu give a 1/4 (w/v) (laudan. Nine stems of 
cach cultivar were divided hito basa!, inter-
mediate ami apical regions, in relation tu dis-
ta= from the soil; stalk pleces of 10-15 cm, 
including the node, were cleaner! with a commer-
eial detergent and washed ssrith tap water. Sub-
scqucntly, the stalk pieces were washed in sterile 
distilled water and immersed in I% Chloramine 
1'. After the rind was discarded in sterile con-
ditions, the stern samples were treated as men-
tioned for roots. 500 ti L aliquots from the roots 
or stern macerates were inoculatecl in 10 niL 
serum vials containing 5 ml of SA-LGI (90 repli-
cates per root or 270 per stern uf cach cultivar), 
These cultures were incubated at 30°C for 5-7 
clays. 'Filen such vials were replicated ¡ato SA-
LO! and incubated at 30 °C, After 5 clays, the 
vials were assayed for acetylene recluction activi-
ty (ARA), Nitrogcnase positive vials with allá 
yellow surface pellicle were streuked unto acetic 
LG1 agar plates, incubated at 30 °C. After 7 clays 
dark orange colonies were picked ¡ato SA-LGI 
and incubated as mentioned ahoye. Thereafter, 
vials with growth were streaked unto potato agar 
plates to check for purity, and transferred to 
acetic LGI (p1-1 6.5) agar slants for storage of 
cultures. Strains were considered to be different 
when they were isolatecl from different plants, 
according to the criteria of Cavalcante and 
I)übereiner (1988). 

• 
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identificado?, of Acetobacter diazotrophicus 

lsolates identificador] was based on characteristic 
biolhemical tests, such as, N 2  fixation with and 
without NO3, overoxidation of ethanol and glu-
cose, NO3-reduction, growth and N, fixation 
with 30% glucose or sucrose, growth and N, 
fixation at 	below 3.0, growth and acid pro-
duction from different carbon sources (sucrose, 
galactose, fructose, glucose, maltose, mannose, 
arabinose, ethanol, i-inositol, marmital and gly-
cero!), and growth on organic acids (acetate, 
lactate, malato, fumarate and succinate), among 
other tests; colonial morphology in LGI and 
patato agar platas was considerad atso (Caval-
cante and Dübereiner, 1988; Giltis et al., 1989). 
A. diazotrophicus strains PA! 51.  (Typc strain, 

• ATCC 49037), PPe 4 (ATCC 49038) and PR 2 
(ATCC 49039), kindly provided by Dr J 
Dóbereiner, were used as controls in all per-
formed tests. 

Acetykne reduction assay 

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

Índole 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 centrifugad and 
resuspended each time with 50 mM KH2 PO4  
(pH 6.0). The bacteria! cultures were adjusted to 
50 Klett units (green filter; 1 x 	UFC mi»). 
A. diazotrophicus strains (1.0 mL inoculum) 
were grown in 125 mL flasks containing 49 InL of 
médium in shake culture (200 rpm) for 24 h at 
30 °C. Bacteria! cultures were centrifugad 
(13,000 g for 15 min at 4 °C); the supernatant 
obtained was filtered through 0.45 µm pore size 
Millipore filter (Harari et al., 1988), Subsequent-
ly, the supernatants were adjusted with HCI to 

2.7. Procedure for indoles extraction, treta-
ment of the solvents and TLC platas were done 
according to lino et al. (1980). Indole com-
pounds were extracted thrce times with 30 mL  

volubles of ethyl acetate, which was previously 
washed with water, passed through cottozi wool 
and adtling 131-IT (butylated hydroxytoluene), as 
antioxidant. The extracts were evaporatcd to 
dryness under Viten= with rotary evaporator at 
37 °C, then the residue was dissolved in LO mL 
of mediano'. An aliciuot of 50 µL in methanol 
was chromatographed on silica gel (1-117154 1 
Merck) thin layer pintes. The piale was de-
veloped using the solvent system benzene-ethyl 
acetate-acetic acid (70:25:5). Authentic indoles, 
inciole-3-acetic acid (1AA), indole-3-altlehyde 
(1Ald), 	 Reid (ILA), indole-3- 
butyric acid (I I3A), indole-3-propionie acid 
(IPA) and indole-3-pyruvic acid (11),A) were 
chromatographed as referenced. The separated 
compounds were visualizeci by their fluorescence 
under ultraviolet (UV 254 nm) light and colour 
devcloped with Van Urk-Salkowski reagent 
(Ehmann, 1977). The spots corresponding to 
IAA were scraped from the silica gel pintes. 
Solid support was suspended in mediano!, ceo-
trifuged and aliquots analyzed by high perform-
ance liquicl chroinatography (HPLC). 1-IPLC 
analysis was performed by ion-pair reversed-
phase on a Waters Associates /213011Clapak C18  
Rad-Pak cartridge (10 cm x 8 mm i.d.) and a 
mobile phase of 27.5% methanol in 
0.1 M K1-12 P0 	(p1-1 6.5) containing 	10 niM 
tel 	phosphate 	(Millipore, 
Corp.), How rata was 1.5 mL min I  and the 
operating pressure was 900 lb/in t. Dctection was 
at 28() ;un (Waters 440 Absorbance detector, 
mercury lamp) and Tramitada] was made by 
aren integrador] through the Waters Data 
Module microprocessor. Retention times for 
peaks were comparad to that of authentic IAA 
standard. 

Results and discussion 

Severa! diazotrophic endophytic isolations from 
cliverse sugarcane eultivars grown in various 
arcas of México (Table 1), were properly iden-
titicated as belonging to the species Acetobacter 
diazotrophicus, áll the strains exhibited the same 
morphological, biochemical and physiological 
Characteristics reportad by Cavalcante and 
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Taide 1. Isolation frequencies of ilretobacter diazotrophicia from diffe rent sugarcane cultivar~ sown in field 

Location Cultivar isolation 	'YO 

Roo! Stern 

Atencingo, Puebla' MEN 57-473 2.5 Ni), 
Atencingo, Puebla CP 72-2086 2.1 N.D. 
Atencingo, Puebla' MY 55-14 N.1). 1.3 
Atencingo, Puebla' MEX 76.646 (1.0 0.0 
Yautepec, Morelos' MEX. 68-808 0.0 
Yautepec, Morelos CP 29-203 0.0 0,0 
Yautepee,lslorelos l  Z MEX 55-32 0,(1 1.7 
Yautepec, Morelos' MEX 69-749 N.1). 1.1 
Córdoba, Veracruz' MEX 56-476 111.0 30.0 
Córdoba, Veracruz' MEX 69.29(1 17.0 
Córdoba, Veracruz" MEN 73.523 55,0 67.0 
Orizaba, Veracruz" MEX 79.546 65.0 N.D. 
Orizaba, Veracruz' MEX 80.499 I0.0 N.D. 

N fertilizer added to the cultivar: 275-300 kg ha 
N fertilizer added to the cultivar: 120 kg ha " 

Not determined. 

Dóbereiner (1988), and Gillis et al. (1989). 
Morcover, it is known that 16S ribosomal RNA 
(16S rINA) molecule is universal and conservad 
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 
specics (P. Young, pers. comm.). 

Isolation frequencies from roots or inside 
stems ranged from 1.1% to 67% (Tahle 1). 
Interestingly, the lowest isolation frequencies 
(1.1 to 2.5%) were obtained from locations 
where the ruta of nitrogen fertilization was the 
highest (275-300 kg ha ). In addition, we could 
not obtain isolates from.some sugarcane varicties 
(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 cu)tivars 
sampled in places where N fertilization rate was 
120 kg ha - ' only. These results suggest that 
associations hetwcen nitrogen fixing bacteria and 
plants may be severely limited when nitrogen 
fertilizers are supplemented in excess. Oaks 
(1992) considcrs that intcractions and associa-
tions, betwccn microorganisms and thcir host 
plant, may be inhibited by high levels of added 
fertilizers, as occur with Rhizoblum spp. and 
mycorrhizal fungi and their host. Wc do not 
discount other factors, such as varietal and 
environmental effects, that could be responsible  

for the results mentioned aboye. Unfortunately, 
the same sugarcane varicty was not found in the 
different sampled localities tu support our hy-
pothesis. 

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

Interestingly, all different tested strains of A. 
diazatrophicus were able tu produce indoles in 
defincd liquid medium supplemented with tryp-
tophan, as visualized by thin layer chromatog-
raphy (TLC) platel. TLC analysis of acidic ethyl 
acetate extracts from eighteen A. diazotrophicus 
cultures always lhowed an identical color, atter 
spraying with Van Urk-Salkowski reagent, and 
Rfs corresponding to standard IAA (Rf 0.546), 
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1A1c1 (0.416), ¡LA (Rf 0.178) and IPA (Rf 
0.614). HPLC analysis of IAA spots seraped of 
TLC plato corresponded to the retention time 
(6.2 min) of authentic IAA. 

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

Production of IAA by 18 strains of A. diazot-
rophicus analyzed quantitatively by the 
colorimctric Salkowsky assay (Tang and Bonner, 
1947), was as high as 19 to 65 1.1,g mL-1  (data not 
shown). These IAA levels produced by A. 
diazotrophicus are similar to those reponed for 
Azospirillum brasilense (Hartmann et al., 1983; 
Jain and Patriquin, 1985) using the Salkowsky 
reaction. However, it has been demonstrated 
(Crozier et al., 1988) that the Salkowsky assay is 
not a reliable method for measuring IAA, 

On the othcr hand, estimates obtained from 
HPLC anaIyses revealed that four A. diazot-
rophicus strains produced IAA aboye 
1.0 µg m14-1  (Table 2), with the highest amount 
(2.42 ps mL-1 ) found in the culture medium 
from PA15T  strain. The other six strains yielded 
lower amounts at rates of 0.14 to 0.77 ps 
IAA mL-1. This bacterium produced similar 

Table 2. Indoleacetic acid production by diffcrent strains of 
Acetobacier diazoirophicus 

Sugarcane PIS' Strain IAA cone. 
cultivars dcsignation (b(gmL.-i) 

MEX 57.473 (Wr) UAP 5701 1.07 
MEX 73-523 (Ap) UAP 7306 1.00 
MEX 73.523 (Ap) UAP 7308 1.12 
CP 72.2086 (Wr) UAP 7210 0.31 
MEX 69.290 (In) UAP 6925 0.77 
Z MEX 55.32 (In) UAP 556() (1,57 
MEX 56.476 (Sr) UAP 5665 0.22 
(1) PAI S  2.42 
(1) P Pe 4 0.14 
(1) PR 2 0,49 

Plant isolation sito; Surface-sierilized root (Sr); Washed 
root (Wr); Inside stern (1nterrnediate 	Apical (ApI); 
sten' regios in (dation to distunce of soil. 
(1) Gillis et al., 1989. 

rates of IAA in culture medium, to those re-
poned for the rhizosphere bacteria of the genus 
Azo.spirilhun in quantitative estimates obtained 
by I IPLC procederes (Crozier et al., 1988). 

Taking loto account that A. diazotrophicus is 
found svithin the plant tissuc and is propagated 
vio the pldnting material (stalk pieces), IAA 
production suggcsts that Ibis Imeterium could 
promote routing and improve sugarcane growth 
by direct effccts on metabolic proccsscs, in 
addition to a role in N, fixation as suggested 
(Bockley et al., 1991; Cavalcante and 
13ilbereiner, 1988). 
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