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Resumen

En México hemos identificado nuevas especies de bacterias de los géneros Rhizobium y de Sinorhizobium
(ahora llamado oficialmente Ensifer) como R. grahamii, R. mesoamericanum, R. endophyticum, S. mexicanum, S.
chiapanecum 'y S. americanum, ademds de nuevos linajes de rizobios. El andlisis basado en datos genémicos muestra
que las especies de Rhizobium cercanas genéticamente comparten significativamente el genoma cromosomal y difieren
mas en genes contenidos en plasmidos, excepto en algunos plasmidos simbidticos que pueden encontrarse conservados
aun en especies no relacionadas que contienen el mismo simbiovar. Los avances en la gendomica de rizobios han
permitido proponer nuevas especies usando comparaciones gendmicas globales y contribuirdn al uso mas adecuado
de estas bacterias como biofertilizantes.
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Abstract

In Mexico we have identified new species of bacteria of the genus Rhizobium and Sinorhizobium (now officially
called Ensifer) such as S. mexicanum, S. chiapanecum, S. americanum, R. grahamii, R. mesoamericanum, and R.
endophyticum, as well as new rhizobia lineages. Analysis based on genomic data shows that genetically related
Rhizobium species significantly share their chromosomal genome but differ in genes contained in plasmids, except
in some symbiotic plasmids that can be found even in unrelated species that contain the same simbiovar. Advances
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in rhizobia genomics have allowed us to propose new species using global genomic comparisons and this knowledge

will contribute to the most appropriate use of these bacteria as biofertilizers.

Keywords: Biofertilizers; Leguminous plants; Bacteria; Nitrogen fixation

Introduccion

México es un pais megadiverso, es el centro de origen de
varias especies de leguminosas, algunas de ellas arboreas y,
ademas, es el centro de domesticacion del frijol Phaseolus
vulgaris (Bitocchi et al., 2012), que es la leguminosa
de mayor consumo humano. En las leguminosas se
encuentran bacterias capaces de fijar nitrogeno alojadas en
estructuras especializadas llamadas nodulos que se forman
en las raices y, en algunos casos, en los tallos. En aquellos
lugares donde una leguminosa es nativa, se encuentran
en el suelo las bacterias capaces de establecer simbiosis
con dicha planta (Martinez-Romero y Caballero-Mellado,
1996). Estas bacterias, que pertenecen a diversos géneros
y que colectivamente son designadas rizobios, ayudan a
las plantas a crecer en suelos pobres de nitrogeno, por ello
han sido utilizadas como biofertilizantes en la agricultura,
permitiendo ahorros en el uso de insumos (Hungria et al.,
2000) y la disminucion del uso de fertilizantes nitrogenados
inorganicos que contribuyen en la contaminacion del suelo
y el agua (Savci, 2012). Los rizobios que interactiian
con la mayoria de las especies de leguminosas no se
han estudiado (Lopez-Lopez, Rosenblueth et al., 2010)
y ya que México cuenta con una gran diversidad de
plantas, se espera que también exista una gran riqueza
bacteriana asociada a éstas. Los estudios genomicos de los
rizobios han permitido identificar especies nuevas usando
comparaciones genomicas globales, incluyendo los valores
de identidad nucleotidica (Konstantinidis y Tiedje, 2005;
Ormefio-Orrillo et al., 2015; Richter y Rosello-Mora,
2009) y las filogenias con datos gendmicos que permiten
una solida descripcion de una especie y la homogenizacion
de los criterios taxondmicos en todas las bacterias.

Rizobios encontrados en México

Una revision de los patrones de abundancia y
distribucion en distintos ambientes de los rizobios
nativos de Meéxico se publico por Martinez-Romero
(2001). La riqueza vegetal de México se traduce en una
gran diversidad de bacterias asociadas a plantas y aqui
revisaremos ejemplos de rizobios encontrados en México,
algunos con distribucién aparentemente global y otros
endémicos. Describimos a Rhizobium etli oriundo de
Meéxico (Segovia et al., 1993). Esta especie se encuentra
también en otras regiones geograficas donde el frijol ha
sido introducido (Aserse et al., 2012; Cao et al., 2014;

Martinez-Romero, 2003; Mhamdi et al., 1999; Robledo et
al., 2011). Inicialmente, la diversidad de R. etli se estudio
con patrones electroforéticos de enzimas metabolicas y
la alta diversidad encontrada se atribuyo a su antigiiedad,
ademas se discutio que R. etli podria abarcar a distintas
especies (Pifiero et al., 1988). Posteriormente, se ha
identificado una diversidad amplia de linajes de rizobios
de los nodulos de Phaseolus vulgaris con andlisis tanto
moleculares (Miranda-Sanchez et al., 2016; Ribeiro et al.
2013; Wang et al., 2011) como gendmicos en distintas
regiones de México, del Caribe (Carrascal et al., 2016;
Diaz-Alcantara et al., 2014; Santamaria et al., 2017; Tong
et al., 2018) y de China, donde el frijol fue introducido
y es cultivado a gran escala (Cao et al., 2014). Se han
reclasificado a algunas cepas previamente consideradas
como R. etli en otras especies cercanas, R. phaseoli
(Ramirez-Bahena et al., 2008), R. ecuadorense (Ribeiro et
al., 2015) y R. esperanzae (Cordeiro et al., 2017), mientras
otros linajes nuevos no han sido todavia nombrados como
nuevas especies (Lopez-Guerrero et al., 2012). Es notable
que distintas especies de rizobios con capacidad de formar
nddulos en P. vulgaris comparten un plasmido simbiotico
conservado que representa al simbiovar phaseoli o tropici,
lo que indica que los plasmidos pueden transferirse entre
rizobios en condiciones naturales (Cao et al., 2014), y
se ha confirmado en experimentos de laboratorio (Brom
et al., 1988; Martinez et al., 1987; Rogel et al., 2001).
Es importante aclarar que el término simbiovar sustituy6
al de biovar y refleja la especificidad del rizobio por la
planta (Rogel et al., 2011). En R. e#li descubrimos un
nuevo simbiovar, mimosae (Wang et al., 1999) que tiene
la capacidad de nodular mimosas y frijol; su genoma ha
sido ya reportado (Rogel et al., 2014).

En México, ademas de P. vulgaris, se cultiva P. lunatus
(ibe en México, frijol lima en inglés) que normalmente
se asocia con cepas de Bradyrhizobium. Algunas de las
cepas de bradyrizobios nativas de la selva de Los Tuxtlas
en México son los simbiontes de P. [lunatus (Lopez-
Lopez et al., 2013), mientras que en Pert se identificaron
especies diferentes (Duran et al., 2014; Ormefio-Orrillo et
al., 2006; Ormefio-Orrillo, Rey, Duran, Canchaya, Rogel
et al., 2017; Ormefio-Orrillo, Rey, Duran, Canchaya,
Zuniga-Davila et al., 2017). Estos resultados indican
que las bacterias que nodulan a P. [unatus no tienen una
distribucion global y son endémicas de cada region. Los
simbiontes de distintas especies de Phaseolus (Parker,
2002), incluyendo P. microcarpus (Servin-Garciduenas et
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al., 2016), pertenecen al género Bradyrhizobium (Servin-
Garciduefias et al., 2014).

Para explicar la evolucion de los distintos simbiontes
de Phaseolus, presentamos distintas evidencias que
apoyan la ocurrencia de un cambio reciente de simbionte
hacia bacterias del género Rhizobium en P. vulgaris y
especies relacionadas (Servin-Garcidueiias et al., 2014).
Propusimos ademds un esquema de evolucion rapida
de rizobios en campos agricolas que conduciria a la
generacion de diversidad de cepas de una misma especie
(Martinez et al., 2016).

Rhizobium tropici (Martinez-Romero et al.,, 1991)
y Rhizobium leucaenae (Gamez-Reyes et al.,, 2017;
Ribeiro et al., 2012) son rizobios presentes en México,
pero también distribuidos ampliamente por lo menos
en regiones tropicales de América y Africa. Los hemos
encontrado en nddulos de arboles de Gliricidia sepium,
la “alfalfa de los tropicos” en Veracruz (Acosta-Duran y
Martinez-Romero, 2002). El genoma de R. tropici y de
bacterias relacionadas permitidé comenzar a entender las
bases genéticas de su amplio rango de hospederos y de su
tolerancia al estrés (Ormefio-Orrillo, Menna et al., 2012) y
ademas, fue la base para definir nuevas especies cercanas
a R. tropici (Dall’Agnol et al., 2013; Ribeiro et al., 2012)
que comparten plasmidos simbidticos y por tanto el mismo
simbiovar, designado tropici.

Rhizobium gallicum es otro rizobio asociado a frijol
(Amarger et al., 1997). A pesar de su nombre, gallicum,
que significa “de Galia” (nombre romano de Francia), esta
especie parece ser otro simbionte originario de México que
fue dispersado por semillas hacia Europa. En México lo
encontramos en una minoria de nédulos de frijol, pero es
el principal simbionte del ayocote (Phaseolus coccineus),
otra planta domesticada en América (Silva et al., 2003).
Los genomas de algunas cepas de R. gallicum se han
publicado recientemente (Bustos et al., 2017).

Hemos descrito nuevas especies de rizobios con
capacidad de nodular diversas leguminosas, R. grahamii
(Althabegoiti et al., 2014; Peralta et al., 2016), R.
mesoamericanum (Lopez-Lopez et al., 2012), R. mayense,
R. jaguaris y R. calliandrae (Rincon-Rosales et al., 2013)
y una especie que no nodula, pero se encuentra dentro
de las semillas de frijol, R. endophyticum (Lopez-Lopez,
Rogel et al., 2010). También hay rizobios simbidticos que
se encuentran sobre la superficie de semillas de Phaseolus
vulgaris (Pérez-Ramirez et al., 1998). Suponemos que R.
etli, y quizds también algunas otras especies han sido
acarreadas con las semillas de frijol transportadas por el
ser humano. Las bacterias en semillas contribuirian con su
dispersion fuera de su sitio de origen (Cao et al., 2014).
Se han reportado R. grahamii, R. trifolii, R. phaseoli y

Sinorhizobium americanum en semillas del frijol (Peralta
et al., 2016).

Aislamos 2 nuevas especies de Sinorhizobium de una
leguminosa oriunda de Chiapas y Morelos, Acaciella
angustissima relacionada con las acacias (Lloret et al.,
2007; Rincon-Rosales et al., 2009). Estas bacterias estan
emparentadas con las especies que se encuentran en nddulos
de acacias en Africa (Lorquin et al., 1997). Describimos
otra especie, Sinorhizobium americanum aislado de varias
especies de Acacia en la Sierra de Huautla en Morelos
(Toledo et al., 2003). Hasta el momento, estas especies: S.
mexicanum, S. chiapanecum 'y S. americanum, junto con
R. grahamii, R. endophyticum, R. calliandrae, R. jaguaris
y R. mayense, son los rizobios que solo se han encontrado
en México y que representarian endemismos.

Otros autores han aislado cepas de Bradyrhizobium
de noédulos de algunas especies silvestres de Phaseolus,
Desmodium y Macroptilium que crecen en Chihuahua,
Meéxico (Parker, 2002). Los analisis realizados no
permitieron discernir la especie a la que pertenecian, pero
se obtuvieron representantes de los 2 grandes grupos en
los que se suele dividir a Bradyrhizobium, el grupo aliado
a B. japonicum y el aliado a B. elkanii. Encontramos una
alta diversidad de cepas de Bradyrhizobium en un estudio
de los simbiontes de 5 especies mexicanas de Lupinus de
Morelos. El analisis de la secuencia del gen ribosomal 16S
de 3 cepas representativas las ubico en el grupo aliado a
B. japonicum (Barrera et al., 1997).

Hemos aislado distintos rizobios y sinorizobios y en
pocos casos burkholderias de mimosas en distintas regiones
de México (Bontemps et al., 2016; Ormefio-Orrillo, Rogel,
Chueire et al., 2012). Estos datos apoyan una distribucion
de especies distinta en México y en Brasil ya que alli las
bacterias simbiontes de mimosas son predominantemente
burkholderias y ésto se ha atribuido a los niveles de
nitrogeno mas bajos que existen en Brasil y que permiten
la nodulacién de las burkholderias, la cual facilmente se
inhibe con la presencia de nitrégeno (Elliot et al., 2009).

Descubrimos 27 nuevos linajes de Bradyrhizobium en
un estudio sobre los efectos de la tala de la selva tropical
y del cambio de uso del suelo en el bosque tropical de
Los Tuxtlas, México (Ormefio-Orrillo, Rogel, Lloret et
al., 2012). Tres de ellos son semejantes a otros descritos
por Parker (2004) como simbiontes de arboles tropicales
en Centroamérica, mientras que otros 24 linajes no tienen
parientes reportados en otras partes del mundo, por lo
que podrian ser endémicos de México. En el bosque de
Los Tuxtlas encontramos ademas: R. etli, R. leucaenae,
R. mesoamericanum, R. hainanense, S. americanum,
M. amorphae y Burkholderia tuberum, mas 3 nuevos
linajes de Rhizobium sin parientes reportados en otros
lugares (Ormefio-Orrillo et al., 2009; Ormefio-Orrillo,



S.T. Ramirez-Puebla et al. / Revista Mexicana de Biodiversidad 90 (2019): €902681 4
https://doi.org/10.22201/ib.20078706€.2019.90.2681

Rogel, Lloret et al., 2012). También en Veracruz, pero
en campos de agricultores en Perote, encontramos en los
nodulos de Phaseolus dumosus cepas cercanas a R. etli,
R. leguminosarum y un nuevo linaje de Rhizobium que
describimos con datos gendmicos (Ramirez-Puebla et
al., 2018). Estos rizobios muestran distintas capacidades
simbidticas, lo que indica que tal vez se podria mejorar
la fijacion de nitréogeno en frijol usando las cepas mas
eficientes como inoculantes.

En los nodulos de las leguminosas de la especie
Lotus oroboides se encontraron rizobios de las especies
Mesorhizobium huakuii y Mesorhizobium loti en la sierra
Madre Occidental de Chihuahua, México (Qian y Parker,
2002). Las especies M. huakuii y M. loti fueron descritas
inicialmente a partir de bacterias aisladas en Asia.
Hemos encontrado otras 2 especies de Mesorhizobium
originalmente descritas en Brasil, Senegal, Sudan y en
China, Mesorhizobium amorphae 'y Mesorhizobium
plurifarium en Morelos (Wang et al., 2003) y en la selva
de Los Tuxtlas, Veracruz (Ormefio-Orrillo et al., 2009).
En forma similar se encontr6 en una leguminosa tropical
(Sesbania herbacea) una nueva especie de Rhizobium, a
la cual designamos R. huautlense por ser originario de
la sierra de Huautla en Morelos (Wang et al., 1998);
posteriormente, la misma especie fue encontrada en
Venezuela nodulando otras especies de Sesbania (Vinuesa
et al., 2005).

En un caso diferente, los rizobios encontrados en
Meéxico no son nativos y fueron probablemente introducidos
junto con los cultivos de alfalfa (Medicago sativa) y de
otra leguminosa forrajera (Medicago lupulina) (Silva et
al., 2007). Estas bacterias aisladas de nodulos obtenidos
en Guanajuato, Estado de México y Morelos pertenecen
a las especies S. meliloti y S. medicago, cuyo sitio de
origen es Asia Central. Es posible que S. meliloti y S.
medicae llegaran con las semillas de alfalfa o que fueran
introducidas con suelo o como inoculantes.

Rizobios en plantas no leguminosas de México

Esdeespecial interés que los rizobios también colonicen
abundantemente plantas no leguminosas de importancia
agricola y que puedan promover su crecimiento como lo
hacen las bacterias conocidas como PGPR (siglas en inglés
de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal)
(Friesen et al., 2011). En México, descubrimos que R. etli
coloniza la rizésfera y el interior del maiz y actiia como
PGPR (Gutierrez-Zamora y Martinez-Romero, 2001).
Ademas, se ha demostrado que R. etli inhibe la proliferacion
de patogenos en plantas de papa y maiz (Reiter et al.,
2002; Rosenblueth y Martinez-Romero, 2004). Obtuvimos
una nueva especie no nodulante de Rhizobium de las raices

de agaves en Chiapas con propiedades de promocion del
crecimiento vegetal (Ruiz-Valdiviezo et al., 2017).

Las bases moleculares y genéticas de las interacciones
de rizobios con plantas no leguminosas han sido menos
estudiadas que con plantas leguminosas (Rosenblueth y
Martinez-Romero, 2006). Las capacidades de rizobios
para utilizar diversas fuentes de carbono parecen ser muy
extensas y probablemente contribuyen para la colonizacion
de diversas plantas (Lopez-Guerrero et al., 2013).
Seguramente los genes necesarios para el transporte y
metabolismo de diversos compuestos naturales producidos
por las plantas solo se expresan en presencia de éstos
(Lopez-Guerrero et al., 2013), lo que significaria que el
potencial metabolico de estas bacterias no se expresa en
vida libre y no puede ser facilmente estudiado.

Diversidad a la luz de la genémica

Los enfoques moleculares mediante la secuenciacion
de genes clave que se designan marcadores moleculares
(fig. 1) permiten una adecuada clasificacion de las bacterias
(Alexandre et al., 2008; Case et al., 2007; Hernandez-
Lucas et al., 2004; Martinez-Romero et al., 2010) y
ademds, permiten comenzar a entender sus relaciones
evolutivas. La clasificacion de rizobios basada en pruebas
fenotipicas ha sido fuertemente criticada, ya que este tipo

Figura 1. Relaciones filogenéticas de rizobios basadas en la
secuencia nucleotidica del gen dnaK completo (marcador
molecular) obtenidas con maxima verosimilitud con el modelo
Tamura Nei y 100 bootstraps.
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de andlisis puede subestimar las diferencias intrinsecas
de las especies (Ormefio-Orrillo y Martinez-Romero,
2013). Un conocimiento mas completo deriva de estudios
genomicos en los que se determinan las secuencias de
todos los genes y ademas de las regiones intergénicas (de
Lajudie y Martinez-Romero, 2017; Galibert et al., 2001;
Gonzalez et al., 2006; Young et al., 2006). Estos estudios
permiten establecer relaciones filogenéticas con miles de
genes en vez de con unos pocos. Algunas conclusiones
generales derivadas de estudios gendmicos muestran que
las filogenias descritas con pocos genes son muy semejantes
a las obtenidas con miles de genes, pero en ocasiones,
genes Unicos dan filogenias discordantes (Lopez-Guerrero
et al., 2012; Ormefio-Orrillo et al., 2015). Los genomas de
cepas diversas de una especie han revelado la existencia
del pangenoma, que es el conjunto de genes presentes en
toda la especie repartido entre distintas cepas. En algunos
casos, una decena de cepas puede cubrir el pangenoma.
En otros casos, el pangenoma es abierto y cada vez que se
obtiene una nueva secuencia genomica se aportan nuevos

genes al pangenoma. Los rizobios poseen pangenomas
grandes, tal vez con relacion al alto contenido de genes
de plasmidos que pueden ser transferidos entre especies.

Las secuencias completas de los genomas han
permitido reconocer que existe en cada especie un
conjunto de genes comunes con conservacion promedio
de las secuencias nucleotidicas, arriba del 94% (Goris et
al., 2007; Konstantinidis y Tiedje, 2005). Cabe mencionar
que muchos de estos genes conservados mantienen la
sintenia (fig. 2), es decir, tienen un orden parecido en
el cromosoma (Crossman et al., 2008; Guerrero et al.,
2005). Los estudios genomicos de cepas de rizobios
muestran que muchos genes conservados se encuentran
basicamente en el cromosoma (fig. 2) y en unos pocos
cromidos (Harrison et al., 2010), y que las diferencias
mas grandes se encuentran principalmente en varios
plasmidos (Althabegoiti et al., 2014). Una caracteristica
sobresaliente de cepas de Rhizobium, Sinorhizobium y
Agrobacterium es que gran parte del genoma se encuentra
codificado en plasmidos (Lopez-Guerrero et al., 2012).

Figura 2. Gréfica de conservacion y sintenia de genes de los genomas de R. fropici CIAT 899 (cepa de referencia) y una especie
relacionada R. rhizogenes [Agrobacterium radiobacter] K84. Se indican las partes del genoma correspondientes a plasmidos y
cromosomas. Los puntos rojos indican genes en la misma orientacion, azules, en orientacion inversa.
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Entonces, cuando estudiamos diversidad, estudiamos
principalmente diversidad de plasmidos, ;qué tanto son
éstos responsables de la especiacion? ;Qué hace Unica
a una especie? ;Cuanto tiempo se requiere para que un
proceso de especiacion concluya con la génesis de una
especie nueva? Aln no tenemos buenas respuestas para
estas preguntas. Sin embargo, si se cuentan con reglas
publicadas de taxonomia para la definicion de especies
en rizobios (Graham et al., 1991) que durante muchos
afios han considerado enfoques polifasicos que incluyen
caracteristicas fenotipicas y genotipicas. En éstas
ultimas, ahora se recomiendan los analisis de genomas.
Las caracteristicas fenotipicas, que se exigen, han sido
ampliamente criticadas por su pobre valor en reconocer
y delinear especies (Ormefio-Orrillo y Martinez-Romero,
2013). Pueden ocurrir diversos rearreglos gendémicos y
cambios muy significativos en los contenidos plasmidicos
y de islas genomicas en tiempos evolutivos cortos,
mientras las secuencias de genes conservados cambian
limitadamente (Martinez et al., 2016). AUn entre cepas
cercanas, los patrones de plasmidos pueden variar (fig.
3; Wang et al., 1999). La adquisicion o pérdida de un
plasmido puede cambiar drasticamente la adaptacion a un
nicho completamente diferente (evolucion en un paso);
ésto se ilustra significativamente con rizobios y cepas
relacionadas (Martinez-Romero, 2009). R. tropici forma
nddulos, mientras que una especie cercana, R. rhizogenes,
produce una proliferacion de raices debido al plasmido
Ri. Las relaciones filogenéticas de estas cepas utilizando
un gen marcador dnaK se muestra en la figura 1. En los
rizobios, los determinantes simbidticos se encuentran
en plasmidos que también codifican transportadores de
diversos compuestos y enzimas para sintesis de vitaminas
(Garcia-de los Santos et al., 1996; Lopez-Guerrero et
al., 2012). La presencia o ausencia de plasmidos y/o
de islas genomicas, algunas de ellas tan grandes como
plasmidos, puede cambiar las caracteristicas fenotipicas y
por supuesto los valores de hibridacion ADN-ADN, que
tanta importancia tienen en taxonomia.

Si una especie se distingue por sus capacidades
fenotipicas unicas (Richter y Rosello-Mora, 2009) y en
rizobios éstas parecen estar determinadas en gran medida
por plasmidos o islas gendmicas, entonces la regla de que
las especies se deben definir por secuencias cromosomales
y no por accesorias, no se cumpliria. Si se requieren 50
millones de afios para cambiar 1% la secuencia de un
gen 16S ribosomal, en este periodo hay tiempo mas
que suficiente para rearreglos genomicos, eventos de
transferencia de plasmidos y cambios significativos en el
contenido de genes (Martinez et al., 2016). En rizobios,
ésto seria probablemente la base de la especiacion;
entonces, la riqueza de rizobios de México se podria

traducir a conjuntos de genes nuevos y exitosos para la
interaccion con plantas leguminosas y no leguminosas o
para la resistencia a estrés ambiental o para muchas otras
funciones como degradacion de contaminantes (Gonzalez-
Paredes et al., 2013) o produccion de antibidticos y otros
compuestos que no conocemos aun. ;Como se puede
proteger entonces la diversidad en estos términos?

1 2

Figura 3. Perfiles de plasmidos en cepas cercanas de Rhizobium
etli. Los tamaifios de los plasmidos de la cepa R. etli CFN42 se
reportaron en Gonzalez et al. (2006, 2010).
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Seguramente alin existe una gran diversidad de
rizobios por explorar en México. La riqueza vegetal de
Meéxico ha propiciado una gran diversidad de rizobios
que con certeza pueden ser considerados nativos de
Meéxico. Indudablemente, su preservacion requiere de la
conservacion de los habitats naturales de este pais. Los
genes para la producciéon de compuestos novedosos o
para la colonizacion de la rizésfera o de las raices del
maiz, podrian utilizarse para aplicaciones biotecnologicas.
El analisis de cuantiosos genomas disponibles de muy
diversos rizobios nos dara seguramente valiosas respuestas,
aunque la enorme cantidad de genes hipotéticos con
funcion desconocida representan un obstaculo en esta via.
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