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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se describen las caracteristicas morfologicas,
bioquimicas y moleculares de los microorganismos aislados de los nddulos de una
leguminosa endémica del bosque seco tropical. Las evaluaciones morfobiogimicas
establecen concordancia con las descripciones fenotipicas de rhizobia. Las técnicas
moleculares BOX-PCR y amplificacion de los genes 16S y recA, asi como la
ultramicroscopia, confirman la presencia de Proteobacterias simbiontes y
acompafiantes. Aqui se reporta por primera vez la especificidad simbidtica entre Clitoria
brachystegia Benth. y sus rizobios hospederos. Se aislaron cuarenta y siete cepas de
Rhizobium, Bradyrhizobium y Burkholderia, a partir de las raices noduladas colectadas
en cinco localidades con suelos que van de acidos (pH 4,28) a neutros y ligeramente
alcalinos (7,32), con alta humedad relativa promedio (83%), temperaturas calidas (19 a
22,5 °C), hasta los 858 msnm de altitud. Ademas, se obtuvieron valores de
solubilizacion de fosfatos, produccién de acido indolacético, sider6foros, crecimiento
en diferentes niveles de temperatura, pH, salinidad, el efecto en la nodulacion y
crecimiento en plantas trampa; asi como en valores de fijacion simbiética de nitrogeno,
mediante la prueba de reduccion de acetileno (ARA), con rangos significativos al
ecosistema, que van desde 0,5 a 54,27 umol etileno h' g?. El objetivo de esta
investigacion fue evidenciar la tipificacion, relaciones taxonémicas, diversidad y una
probable especificidad simbidtica de C. brachystegia con sus rizobios, este Gltimo
quizés limitado por los factores edafocliméticos particulares de un habitat considerado
como uno de los ecosistemas mas amenazados del mundo; y, que en un futuro pudieran
ser clave para la conservacion y reforestacion de esta leguminosa en peligro de
extincion, reportada en la también Ilamada region tumbesina que comparten Per( y

Ecuador.

Palabras Clave: Rhizobium, Clitoria brachystegia, 16S RNAr, bosque seco tropical.



ABSTRACT

In this research the morphological, biochemical and molecular characteristics of the
microorganisms isolated from the nodules of a legume endemic to the tropical dry forest
are described. Morphobiochemical evaluations establish agreement with the phenotypic
descriptions of rhizobia. BOX-PCR molecular techniques and amplification of the 16S
and recA genes, as well as ultramicroscopy, confirm the presence of symbiont and
companion Proteobacteria. Symbiotic specificity between Clitoria brachystegia Benth
is reported here for the first time. and its host rhizobia. Forty-seven strains of Rhizobium,
Bradyrhizobium and Burkholderia were isolated from nodulated roots collected in five
locations with soils ranging from acidic (pH 4,28) to neutral and slightly alkaline (7,32),
with high average relative humidity (83%), warm temperatures (19 to 22,5 ° C), up to
858 meters above sea level. In addition, phosphate solubilization values, indoleacetic
acid production, siderophores, growth at different levels of temperature, pH, salinity,
the effect on nodulation and growth in trap plants were obtained; as well as in symbiotic
nitrogen fixation values, through the acetylene reduction test (ARA), with ranges
significant to the ecosystem, ranging from 0,5 to 54,27 pmol ethylene h* g*. The
objective of this research was to show the typification, taxonomic relationships,
diversity and a probable symbiotic specificity of C. brachystegia with its rhizobia, the
latter perhaps limited by the particular edaphoclimatic factors of a habitat considered
one of the most threatened ecosystems in the world; and, that in the future could be key
to the conservation and reforestation of this endangered legume, reported in the so-

called Tumbes region shared by Peru and Ecuador.

Keywords: Rhizobium, Clitoria brachystegia, 16S RNAr, tropical dry forest.



. INTRODUCCION

La disponibilidad biologica del nitrégeno, fosforo y potasio son de considerable importancia
econdmica, debido a que son los principales nutrientes vegetales; donde el nitrgeno es el
mas susceptible a las transformaciones microbianas e indispensable en el protoplasma de

plantas, animales y microorganismos (Alexander 2010).

Entre los nutrientes, el nitrogeno (N) es uno de los elementos limitantes para el desarrollo
de las plantas, estéa clasificado dentro de los criterios de esencialidad como un macronutriente
primario. Sin embargo, es conocido que los suelos de la zona tropical son en general pobres
en N, lo que requiere el aporte de este elemento para lograr una alta productividad en los
cultivos (Leite 2015).

Algunas bacterias fijadoras de nitrégeno invaden las raices de las plantas leguminosas,
causando la formacion de un crecimiento tumoral en la raiz llamado nédulo, y en su interior
convierten el nitrogeno atmosférico en amoniaco para el crecimiento de la planta y de las

bacterias, estableciendo una asociacion mutualista (Bartha y Atlas 2002).

Cultivadas desde la antigliedad para alimentacion humana, animal y mejora de los suelos,
las leguminosas tienen la capacidad de beneficiarse de la fijacion bioldgica de nitrégeno
(FBN) mediante simbiosis con las bacterias diazotrofas del suelo; conocidas como rizobios,
que residen en el interior de los nédulos de sus raices. La FBN es uno de los procesos mas
importantes para mantener la vida, pues proporciona alrededor del 70% de todo el nitrégeno

requerido en los ecosistemas (Burns y Hardy 1975).

Existen més de 19.700 especies de plantas leguminosas en todo el mundo, pero solo unas
pocas han sido investigadas por sus microsimbiontes. Muchos estudios han demostrado el
potencial de los rizobios y los micronutrientes asociados para mejorar la FBN en
leguminosas (Allen y Allen 1981; Thilakarathna et al. 2019), la capacidad PGPR (Angulo
et al. 2014; Moreno et al. 2018) y la produccién de polisacaridos (Lancheros et al. 2002;
Acosta 2017).



En la actualidad, uno de los ecosistemas mas amenazados del mundo son los bosques secos
tropicales, y por su acelerada pérdida de cobertura vegetal, se encuentran restringidos a una
pequeria fraccion de su area de distribucion histérica. Conocer su diversidad biologica, asi
como los factores que controlan su funcionamiento y estructuracion resulta prioritario para

desarrollar acciones de conservacion efectivas (Espinoza 2012).

La leguminosa Clitoria brachystegia Benth., es un arbusto o arbol endémico de los bosques
secos tropicales de Pert y Ecuador. Esta planta se encuentra actualmente en peligro de
extincion (FAO 2005). La Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN), ensu libro rojo la clasifica en Adc (reduccion del tamafio de la poblacion observada,
estimada, inferida, proyectada o sospechada, hasta un maximo de 100 afios en el futuro),
donde las causas de la reduccion pueden no haber cesado o no ser entendidas y conocidas o

pueden no ser reversibles (UICN 2012).

Jorgensen y Ledn-Yanez (1999) citado por Cornejo (2015), recomiendan cultivarla en suelos
empobrecidos, debido a la presencia de bacterias fijadoras de nitrogeno que forman nodulos
en sus raices. Los rizobios de leguminosas del género Clitoria han sido relativamente poco
estudiados y hasta la fecha no existen reportes sobre los simbiontes asociados a C.
brachystegia.

La caracterizacion fenotipica, bioquimica, molecular, capacidad PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) Kloepper y Schroth (1978) y el efecto de las bacterias aisladas de
los nodulos de C. brachystegia en las plantas; asi como su relacion con los factores
edafoclimaticos, pretende contribuir al conocimiento de las interacciones planta-
microorganismo-suelo de una leguminosa en peligro de extincion, colectada en una regién
endémica del bosque seco tropical; donde sus microorganismos pueden aportar informacion
relevante para contribuir a la conservacion, mitigacion de la pérdida de biodiversidad de

nuestros bosques nativos.



Objetivo principal

Caracterizar las bacterias aisladas del interior de los nddulos de C. brachystegia, encontradas

en el bosque seco tropical de Perty Ecuador.
Objetivos especificos

e Aislar bacterias del interior de los nddulos de C. brachystegia, encontradas en

Per( y Ecuador.
e Caracterizar morfoldgica y bioguimicamente las bacterias aisladas.
e Identificar por taxonomia molecular las bacterias aisladas.
e Evaluar la capacidad PGPR y el efecto en plantas de las cepas identificadas.

e Evaluar la influencia de los factores fisico-quimicos de las localidades
estudiadas frente a la diversidad de las bacterias que nodulan a C.

brachystegia.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 BOSQUE SECO TROPICAL

Los bosques secos tropicales (BST) son formaciones vegetales que se distribuyen desde el
nivel del mar hasta aproximadamente 1.600 metros de altitud, con precipitaciones anuales
entre 60 a 400 mm en las zonas bajas, asi como prolongados periodos de sequia que
generalmente duran entre seis y nueve meses; las temperaturas medias varian de 17 a 27 °C
y la capa fredtica fluctta entre 15y 60 m de profundidad. Consecuentemente los procesos
ecoldgicos son marcadamente estacionales y la productividad primaria neta es menor que en
los bosques humedos, debido a que solo se presentan en la temporada de lluvias (Linares-
Palomino 2004).

Estos bosques tropicales se clasifican por su relieve fisiografico en BST de montafia, BST
de colinas y BST de llanura; este Gltimo constituye el mas productivo. Asi, el valor
economico total de los servicios ecosistémicos del BST de Ilanura de Piura (Pert) asciende
aproximadamente a S/. 73 millones de Soles por afio, valor importante por su contribucion

a la economia local (Orihuela y Alban 2012).

La vegetacion del BST la componen arboles, arbustos y hierbas, con reducido nimero de
especies adaptadas a las condiciones &ridas, sufriendo modificaciones anatomicas y
fisioldgicas. Tan es asi que algunas especies pierden sus hojas en la época seca para reducir
la transpiracion (caducifolias), también hay especies que con la misma finalidad han
evolucionado transformando hojas en espinas, mientras que otras especies presentan tallos
abombados para almacenar méas agua (familia Bombacaceae), pivotantes para aprovechar el

agua subterranea (algarrobo) u hojas coriadceas como los del sapote (Otivo 2015).

Por otro lado, en los bosques tropicales las leguminosas noduladas pueden ser muy
importantes, aunque la cantidad de nitrogeno fijado es muy variable. Considerados también
como puntos criticos de la biodiversidad, debido a que no hay evidencia suficiente sobre el
papel de las leguminosas noduladas en el funcionamiento general de éstos ecosistemas
(Sprent et al. 2014).



2.2 DIVERSIDAD DE LEGUMINOSAS EN EL BOSQUE SECO TROPICAL

En Republica Dominicana y Costa Rica se evidencia una gran abundancia de leguminosas
en el BST, el 88% de las cuales son maderables (May 2013). En Colombia prevalece
principalmente especies de Leguminosae, que a nivel floristico es la familia que presentan

mayor riqueza, con 61 especies y 37 géneros (Rodriguez et al. 2012).

En Ecuador, la diversidad de este bosque en la provincia de Loja es media, y esta
representada por 58 especies, 51 géneros y 29 familias, las méas diversas son: Fabaceae,

Leguminosae, Bombacaceae y Capparaceae (Aguirre 2013).

Las leguminosas son una de las familias con mayor numero de especies en el norte peruano
(region Tumbesina) (Ceroni 2003). Los BST tumbesinos compartidos entre el suroccidente
del Ecuador y noroccidente del Perd, son considerados un hotspot muy amenazados por su
alta diversidad y endemismo, algunas especies forestales estan en listas rojas con algin grado
de peligro (Romero-Saritama y Pérez 2016).

Acero y Rodriguez (1987), reconocieron en los BST la existencia de leguminosas con alta y
media capacidad de fijacién de nitrégeno, observando la tonalidad interior de los jugos o

exudados de los nodulos; lo cual influye en la sostenibilidad de los bosques secos.

2.3 DISTRIBUCION DE Clitoria brachystegia Benth.

En The plant List (2013), registra al género Clitoria con 178 especies de leguminosas
predominantemente distribuidas en el continente americano. C. brachystegia, es una especie
endémica de los bosques secos tropicales de Pert y Ecuador. Cornejo (2015) situa a C.
brachystegia en el BST; en suelos arcillosos, calizos, rocosos y compactados, bien drenados.
Con florecimiento y fructificacidn desde junio hasta noviembre, y en febrero. La especie esta
protegida en el interior del Bosque Protector Cerro Blanco, cerca de Guayaquil y en el
bosque petrificado de Puyango, provincia de Loja. Mientras que Neill y Pittman (2004) la
describen como infrecuente en los alrededores de Guayaquil, pero observada en grupos cerca

de algunos arroyos en el Bosque de Puyango en Ecuador.

En Peru, C. brachystegia ha sido reportada en los departamentos de Lambayeque, Cajamarca
y La Libertad; considerando que los bosques de la costa ecuatoriana forman parte de la
region tumbesina (135.000 km?), compartidos entre Ecuador y Per(, desde la provincia de

Esmeraldas en el norte del Ecuador hasta el departamento de La Libertad en el NW de Peru



(entre 0-2.000 m). Es un area muy conocida por su alto nivel de endemismo de especies de
flora (Aguirre et al. 2006; Aguirre 2012).

2.4 AISLAMIENTO DE Rhizobium EN Clitoria

Si bien no existen reportes sobre aislamiento de bacterias de nddulos de C. brachystegia, si
se han reportado bacterias de otras especies de Clitoria. Ahmad et al. (1984) caracterizaron
cepas de rizobios de varias leguminosas silvestres en Jamaica, incluyendo un aislado de C.
ternatea y otro de C. verrucosa, determinando a traves del analisis de fenotipos y serologia
que los aislados pertenecian al grupo de rizobios de crecimiento lento. Sosa et al. (2004),
aislaron e identificaron por caracteristicas morfolégicas y culturales 50 cepas de diversas
leguminosas rastreras entre ellas 19 cepas de C. ternatea en Cuba, encontrando cepas con
caracteristicas de Rhizobium y Bradyrhizobium, aunque en el estudio no diferenciaron cual
de estos generos correspondid a las cepas de C. ternatea. En otro estudio de la diversidad de
cepas aisladas de C. ternatea en el noroeste de Brasil (Messias et al. 2010) se encontraron
varios grupos con caracteristicas morfologico-culturales de varios géneros como Rhizobium,

Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium.

Es importante mencionar que las caracteristicas fenotipicas usadas en los estudios anteriores
no permiten realizar una determinacion taxonémica inequivoca en el caso de los rizobios.
Por ese motivo otros estudios han usado el analisis de secuencias de ADN. Asi, en el marco
de un trabajo para determinar la afiliacion taxonémica de un grupo de rizobios aislados de
diversas leguminosas de todo el mundo, Menna et al. (2006) analizaron las secuencias del
gen ribosomal 16S de la cepa SEMIA 6053 aislada de C. ternatea en Malasia y la cepa
SEMIA 6412 obtenida de C. fairchildiana en Brasil, determinando que pertenecian a los

géneros Bradyrhizobium y Burkholderia, respectivamente.

Duangkhet et al. (2018), aislaron 11 rizobios de los nddulos de C. ternatea en Tailandia e
investigaron la filogenia del gen ribosomal 16S y de la region espaciadora transcrita interna
(ITS), mostrando que todos pertenecieron al género Bradyrhizobium, 10 al grupo de B.
elkanii y uno al de B. japonicum. En México, se ha reportado una cepa de Rhizobium

grahamii aislada de C. ternatea (Lopez-Lopez et al. 2012).

En otro estudio con C. ternatea, Nunes et al. (2018) usaron un enfoque polifasico (caracteres
morfologicos y genéticos) para caracterizar 45 aislamientos de nodulos en Brasil. La

secuenciacion del gen ribosomal 16S de seis de dichos aislados identificO que uno



correspondié a Bradyrhizobium y otro a Rhizobium (n=1), mientras que el resto
correspondieron a los géneros no rizobianos Leifsonia y Bacillus. La presencia de bacterias
distintas a rizobios en los nodulos de C. ternatea también ha sido reportada por Aeron et al.
(2015), mediante secuenciacion de gen 16S, cepas de Sphingobacterium, Pseudomonas,
Achromobacter, Enterobacter y Stenotrophomonas. Estos autores no pudieron aislar
rizobios y ninguna de las bacterias encontradas volvié a nodular la planta huésped,
evidenciando asi una aparente predominancia de bacterias no rizobiales dentro de los

nodulos, lo que supone que son mas que simples colonizadores oportunistas de los nédulos.

De nodulos de C. javitensis en Panama (Parker 2001) y C. mariana en E.E.U.U. (Parker
2012) se han identificado solo cepas de Bradyrhizobium mediante analisis de secuencias del
gen ribosomal 16S u otros genes. Coelho et al. (2018) aislaron principalmente cepas de
Bradyrhizobium de C. fairchildiana en Brasil, aunque también encontraron bacterias
endofitas de los géneros Klebsiella, Bacillus, Paenibacillus, Arthrobacter y Leifsonia. Por
otro lado, Binde et al. (2009) analizaron una cepa de C. fairchildiana aislada en Brasil y

determinaron que pertenecia al género Rhizobium.
2.5 TAXONOMIA DE LOS RIZOBIOS

Rhizobia es uno de los grupos mas estudiados en la microbiota de las plantas. Son
oligotroficos, o y B proteobacterias simbioticos de sus leguminosas hospederas. La mayoria
de rhizobia estan en el suelo, compitiendo con la microbiota antes de infectar las leguminosas
y formar bacteroides para fijar N2. Este dramatico estilo de vida y desarrollo de cambios
estan soportados por largos genomas y por un complejo pan-genoma, que acompafia a toda

su poblacidn y sujetos a un intercambio genético rapido (Poole et al. 2018).

En bacterias, los genes que codifican los ARNr se organizan en operones ribosémicos (rrn),
e incluyen genes para 23S (rrl), 16S (rrs) y 5S (rrf). La filogenia del gen rrs (comprende a
la divisiobn Proteobacteria), la mayoria en a-Proteobacteria: Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Methylobacterium y Devosia; y

B-Proteobacteria con Burkholderia y Wautersia (Lloret y Martinez-Romero 2005).

Los géneros grampositivos Bacillus y Micromonospora considerados PGPR se han
reportado en nddulos de soja y Lupinus angustifolius. Por lo tanto, ahora se espera que los
nodulos pueden albergar muchas bacterias distintas de rhizobia con multiples funciones,
incluida la fijacion de nitrogeno (Trujillo et al. 2010; Agrawal et al. 2012).



2.5.1 Taxonomia bacteriana

Brock (1979), menciona que la taxonomia busca descubrir el orden en el aparente caos de la
diversidad bioldgica, a traves de la construccion de un esquema de clasificacion que permita
reconocer la similitud del organismo en estudio frente a los organismos previamente
caracterizados. Siendo la taxonomia una actividad amplia, filoséficamente orientada; que
difiere de la identificacion, practica y orientada; y, de la nomenclatura, que es la
denominacion de los organismos. EI nombre es simplemente un manejo conveniente, que

expresa en una especie de abreviatura las propiedades colectivas del organismo.

El mismo autor menciona también como unidad de la taxonomia microbioldgica el clon o
cepa, que es una poblacidn de células genéticamente idénticas derivadas de una sola célula.
Siendo muy fécil aislar de la naturaleza un gran numero de clones que reflejan la enorme
diversidad de tipos microbianos. Pero, en un estudio taxondmico no se puede tratar con la
totalidad de las bacterias, sino que se debe seleccionar un subgrupo para un estudio mas
detallado. Es muy deseable ensamblar una coleccion de cepas del subgrupo en estudio, para

que se pueda determinar la variabilidad dentro del grupo.

Tradicionalmente, el estudio de la taxonomia bacteriana ha estado basado en técnicas de
cultivo clasico estandarizado, medios selectivos, coloracion de Gram vy pruebas
fisicoquimicas. Si bien en su momento estas técnicas fueron importantes, tienen limitaciones
como el tiempo necesario para el crecimiento bacteriano, la interferencia por los antibidticos,
el crecimiento de otros microorganismos, ademas de la extraordinaria capacidad de
modulacién genética de las bacterias gracias a fendmenos de mutacion, recombinacion e

intercambios de genes (Aquino et al. 2017).

El gran avance en taxonomia bacteriana se produjo con la inclusion de los criterios
filogenéticos propuestos por Woese y Fox (1977), demostraron que las estructuras y
secuencias moleculares (genotipo) son las relaciones evolutivas més reveladoras que el uso
de caracteristicas morfoldgicas clasicas (fenotipo). De este modo, el gen ribosémico 16S se
convirtio en la principal herramienta taxonémica utilizada en la tltima edicion del Bergey’s
Manual (2012), que describe la sistematica, fisiologia, ecologia y habitats de los distintos

grupos de procariotas (Ramirez-Bahena et al. 2016).

El uso de técnicas moleculares ha provisto una descripcion precisa de rhizobia. Los estudios

de identificacién y diversidad genética basados en técnicas de PCR, se logran con iniciadores



0 cebadores universales que generan fragmentos que con frecuencia son llamadas huellas

dactilares gendmicas o fingerprints genomico (Van Belkum 1994; Louws et al. 1999).

2.5.2 Rhizobium larrymoorei

De acuerdo con la nomenclatura del género Rhizobium publicada por Young (2004), propone

que Agrobacterium larrymoorei sea nombrado como Rhizobium larrymoorei comb. nov.

Bouzar et al. (2001) lo describen como un baston gramnegativo y estricto aerobio; moviles
con flagelos peritricos. Las colonias que crecen en el medio Roy-Sasser son de color blanco,
crema con un centro rojo, 1 mm de diametro, circular, convexo y brillante. La reaccion de
las cepas en la leche de tornasol es alcalina. Las cepas no producen 3-ketolactosa y no crecen

a 35 °C. La prueba de citrato de amonio férrico es negativa.

Las cepas producen &cido del manitol y crecen en NaCl al 2%. Las cepas pueden
diferenciarse de Agrobacterium por su capacidad para metabolizar los sustratos de carbono
N-acetil D-glucosamina, gentiobiosa, m-inositol, lactulosa, mono-metil succinato, acido D-
L-lactico, acido D-sacarico, glucosa 1-fosfato y glucosa 6-fosfato y por su incapacidad para
metabolizar el tween 40 y 80, eritritol, o-lactosa-rafinosa, acidos acetico, citrico, D-
glucosaminico, maldnico, succinamico, alaninamida, hidroxi-D-prolina y &cido L-
piroglutdmico. Una caracteristica clave que diferencia a esta especie de otras agrobacterias

es su incapacidad para metabolizar el acido cis-aconitico.

La cepa tipo de A. larrymoorei es AF3.10T ( ATCC 51759T CFBP 5473T NCPPB
4096T).

2.5.3 Rhizobium endophyticum

Rhizobium endophyticum (endofitica, dentro de las plantas), se aislo de raices desinfectadas
superficiales de Phaseolus vulgaris cultivados en laboratorio. Crece en LB medio, YM, PY
y medio minimo, usa como fuentes de carbono y nitrégeno asparagina y arginina. En medio
PY forma colonias regulares perladas tipicas de rizobios, en YM las colonias son
semitranslicidas y gomosas. El tiempo de duplicacién es de 2,25 h en medio PY. Crece en
NaCl al 3%, produciendo una biopelicula y sustancia amarilla. CCGE 2052 es resistente al
acido nalidixico, carbenicilina y cloranfenicol. No crece a 37 °C en medio PY. Tiene la
capacidad de solubilizar el fitato y usarlo como fuente de P y Ca. No tiene motilidad en agar
(0,3%). Lacepatipoes CCGE 2052 (ATCC BAA-2116; HAMBI 3153), aislada en México.
El contenido de ADN G + C (61,23%) (LOpez-Lopez et al. 2012).
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2.5.4 Rhizobium milunoense

Rhizobium miluonense, son bacilos aerobios, gramnegativos, no forman esporas de 0,6-0,86
y 1,8-3,2 mm. Las colonias crecen en YMA, circulares, convexas, transllcidas y

generalmente de 2 a 3 mm de diametro después de 3 dias.

La incubacion es a 28 °C, en amigdalina, D-arabinosa, gluconato y malonato de calcio, meso-
eritritol, D-fructosa, D-galactosa, D-glucosa, inositol, lactosa, citrato, D-gluconato,
succinato y DL-malato de sodio, maltosa, D-manosa, turanosa, rafinosa, L-ramnosa, salicina,
sorbosa, sacarosa, trehalosa, D-xilosa, L-arginina, L-prolina y el acido L-aspartico las usa
como fuentes unicas de carbono. Como fuentes de N, usa DL-acido aminopropionico, L-
arginina, L-acido aspartic, L-cystina, acido D-glutamico, &cido L-glutdmico, hipoxantina, L-
isoleucina, L-lisina, L-fenilalanina, L-valina, glicina, L-treonina y L-hydroxyprolina.

Resistente a sensible a la ampicilina, cloranfenicol, neomicina y estreptomicina sulfato.

Crece de forma optima entre 25-30 °C; puede crecer a 37 °C, pero no a 4 °C. El pH éptimo
es 6-8. Sensible al 1% (w/v) NaCl en YMA. No crece en medio Luria-Bertani. La cepa tipo
es CCBAU 41251T (5LMG 24208T5HAMBI 2971T), aislada de nddulos de la raiz de
Lespedeza cultivadas en la provincia de Hunan, China. El contenido de ADN G + C de la
cepa CCBAU 41251T es 58,4% en moles (Gu et al. 2008).

2.5.5 Rhizobium multihospitium

Son bacilos gramnegativos, aerobios, mdtiles, no forman esporas, van de 0,3 a 0,5 um de
ancho y 1-3 um de largo. Las colonias crecidas en YMA son circulares, convexas, blancas,
opacas y generalmente con didmetro de 1 a2 mm en 2 a 3 dias a 28 °C. Crece en YMA con
2% de NacCl. El crecimiento ocurre a 12-37 °C y pH 5-10 en YMA. Utiliza d-amigdalina, d-
arabinosa, gluconato de calcio, meso-eritritol, d-fructosa, d-galactosa, d-glucosa, inositol,
lactosa, malato de sodio, maltosa, d-manosa, turanosa, piruvato de sodio, rafinosa, L-ramosa,
salicina, citrato, formiato, gluconato y D-succinato de sodio, sorbosa, sacarosa, trehalosa, D-
xilosa, DL-arginina, acido DL-aspartico y DL-prolina como fuentes de carbono, DL-alanina,
L-arginina, &cido L-aspartico, L-cistina, acido D-glutamico, acido L-glutamico, hipoxantina,
L-isoleucina, L-lisina, L-fenilalanina, D-trononina, L-valina, glicina, L-treonina y L-
hidroxiprolina como fuentes Gnicas de nitrogeno. No utiliza acido adipico, inulina,
melezitosa, acetato, tartrato e hipurato de sodio, almidén soluble, acido sirinico, acido
vanilico, glicina o I-metionina como fuentes Unicas de carbono. Resistente a la kanamicina,

eritromicina, neomicina, estreptomicina, cloranfenicol y ampicilina. Produce catalasa,
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ureasa Yy oxidasa, pero no L-fenilalaninasa. El nitrato no lo reduce y no se observa reduccion
del azul de metilo. Produce acido en la leche de tornasol. El contenido de G + C del ADN
entre 65,3 a 66 % en moles (Han et al. 2008).

2.5.6 Rhizobium viscosum

La descripcién coincide con la de Arthrobacter viscosus, excepto por la asimilacion de
citrato, que es negativa, y el crecimiento a 37 °C, que es positivo. Las caracteristicas
adicionales son: Crecimiento en NaCl al 1% (p/v) y reduccion de nitrato. La hidrdlisis de
urea y esculina. La produccion de a-arabinosidasa, oy B-glucosidasas, b-galactosidasas, b-
glucosaminidasa, b-galactosaminidasa, b-fucosidasas, a y b-manosidasas, b-xilosidasa,
aramenosidasa y fosfatasa alcalina. Sin produccion de fosfatasa &cida, b-celobiasa y b-
maltosidasa es débil. La produccion de b-arabinosidasa, galacturonidasa, glucuronidasa,
lactosidasa, a-maltosidasa y a-xilosidasa, indol, arginina deshidrolasa y gelatinasa.
Asimilacién de manosa, malato, L-ramnosa, N-acetil-glucosamina, D-ribosa, inositol,
sacarosa, maltosa, manitol, glucosa, salicina, melibiosa, L-fucosa, L-sorbosa, L-arabinosa,
Lactina, L-alanina, L-histidina, L-prolina, itaconato, suberato, malonato, acetato, gluconato
de 2 y 5 ceto-glucdgeno, 3-hidroxibenzoato, L-serina, propionato, gluconato, caprato,
adipato, fenilacetato, valerato, citrato, 3-hidroxibutirato y 4-hidroxibenzoato es negativa.
Sensible a la ciprofloxacina, oxitetraciclina, cefuroxima, neomicina y gentamicina.
Resistente a la eritromicina, penicilina, ampicilina, polimixina B y cloxacilina. La cepa tipo
LMG 16473T (= CECT 908T), se aisl6 del suelo de Guatemala. El contenido de ADN G +
C es de 61,5% en moles (Flores-Félix et al. 2017).

2.6 TAXONOMIA DE Bradyrhizobium

2.6.1 Bradyrhizobium tropiciagri

Delamutta et al. (2015), describen a B. tropiciagri (tropiciagri de un pasto tropical, con
capacidad de fijacion de nitrogeno). Son bacilos gramnegativos, no forman esporas. Las
colonias son de menos de 1 mm de diametro, circulares, convexas y opacas, con baja
produccion de moco y ligeramente rosadas en medio YMA que contiene rojo Congo, después
de 7 dias de crecimiento a 28 °C. Produce una reaccion alcalina en YMA con azul de
bromotimol. Crece a ritmo de 7,42 h con pH 4,5-8,0 (pH 6ptimo 6,8) en caldo YM. No crece
a 37 °C, ni en NaCl al 1% o en caldo LB. La prueba de actividad de la ureasa es positiva.
Asimila D- y L-arabinosa, D-ribosa, D-galactosa, D-manosa y D-fucosa como fuentes de

carbono. Muestra un crecimiento débil con D- y L-xilosa, D-adonitol, L-ramnosa, dulcitol,
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D-mannitol, D-sorbitol, citrato de aesculina-hierro, D-lixosa, L-fucosa, D-arabitol, glicerol
y D-fructosa y no crece con el eritritol, metil B-D-xilopiranosida, L-sorbosa, D-glucosa,
inositol, metil a-D-manopiranosida, metil o-D-glucopiranosida, N-acetilglucosamina,
amigdalina, arbutin, salicina, celobiosa, maltosa, lactosa, melibiosa, vitamina E, , rafinosa,
almiddn, glucogeno, xilitol, gentiobiosa, turanosa, D-tagatosa, L-arabitol, gluconato de
potasio, 2-cetogluconato de potasio o 5-cetogluconato de potasio. Resistente a los
antibioticos, eritromicina, cefuroxima, estreptomicina, tetraciclina, acido nalidixico,
cloranfenicol y bacitracina y moderadamente sensible a la neomicina. La cepa tipo CNPSo
1112T, fue aislada de un nédulo de Neonotonia wightii en Brasil y muy eficaz para fijar

nitrégeno con la leguminosa huésped. Su contenido en ADN G + C es de 63,49% en moles.

2.6.2 Bradyrhizobium liaoningense

Bradyrhizobium liaoningense sp. nov. Los bacilos son de aproximadamente 0,5 por 1,5 a 4,5
mm. No forma esporas, Gram negativos. Las colonias son circulares, enteras,
semitranslicidas, elevadas, no mucoides y generalmente de 0,2 a 1 mm de didmetro entre
los 7 a 14 dias en YMA. Las cepas utilizan una estrecha gama de carbohidratos, acidos

organicos y aminoacidos como fuentes Unicas de carbono.

Todas las cepas analizadas utilizan arabinosa, acido glutamico y glutamato de sodio. La
mayoria de las cepas asimilan ramnosa, xilosa, manosa, xilosa, ribosa, glutamina, sodio
lactato, gluconato de sodio, piruvato de sodio y succinato de sodio. Las cepas estudiadas
usan cistina, isoleucina, histidina, valina, acido aspartico, monohidrocloruro de arginina,

glutamina, acido glutamico, citosina y asparagina como fuentes unicas de nitrogeno.

La mayoria de las cepas también utilizan metionina, serina, triptéfano, lisina, prolina,
arginina, tirosina, leucina y prolina. Produccién de alcali ocurre en YMA (pH 7,45 a 8). La
temperatura y pH 6ptimos de crecimiento son de 25 a 30 °C y de 6,5 a 6,8, respectivamente.
La tolerancia de las cepas a los antibidticos es menor que la de otras Bradyrhizobium spp.
La cepa tipo de R. liaoningense es 2281 (Xu et al. 1995).

2.6.3 Bradyrhizobium dagingense

Bradyrhizobium dagingense presenta bacilos gramnegativos, aerobios, no formadores de
esporas. Las colonias en medio YMA son blancas, transltcidas, circulares, y de 1 mm de
diametro después de 7 dias de incubacién a 28 °C. El tiempo de generacion de la colonia es

de 10 horas. El rango de pH para el crecimiento es 6-9 y el 6ptimo es 7,0. El crecimiento
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entre 28 y 37 °C, y temperatura Optima de 28 °C. Las bacterias se debilitan en presencia de
NaCl al 1%. El tipo de cepa puede utilizar acido acético, propidnico, succinico, succinamico
y oa-cetoglutarico, a-D-glucosa, L-fucosa, mono-metil éster y no utiliza D-serina, D-
celobiosa, D, L -a-glicerol fosfato, D-glucosa-6-fosfato, hidroxi-L-prolina, inosina, L-
histidina, putrescina, timidina, acido y-aminobutirico 2,3-butanodiol. La cepa tipo CCBAU
15774T (= LMG 26137T = HAMBI 3184T = CGMCC 1,10947 T 29 se aisl6 de un nddulo
de Glycine max en la ciudad de Daging en la provincia de Heilongjiang, China. EI contenido
de ADN G + C es de 61,2 mol% (Wang et al. 2013).

2.7 TAXONOMIA Burkholderia

Coenye et al. (2000), evidencian que la secuencia 16S rDNA de Pseudomonas antimicrobica
cepa LMG 18920T fue muy similar a Burkholderia gladioli LMG 2216T (X67038) (97
8%), Burkholderia glumae LMG 2196T (U96931) (97 + 9%) y Burkholderia plantarii LMG
9035T (U96933) (98 £ 2%). Niveles de similitud con los miembros del complejo
Burkholderia cepacia (entre 97 £ 2 y 97 + 4%) y con otras Burkholderia.

Los niveles de similitud con otros taxones pertenecientes a las -proteobacterias fueron
inferiores a 87 + 2%. Estos datos indican inequivocamente que P. antimicrobica pertenece
al género Burkholderia, con B. gladioli, B. glumae y B. plantarii como sus parientes mas
cercanos. Los resultados de hibridacion ADN-ADN revelaron que el valor de ADN-ADN
entre P. antimicrobica LMG 18920T y B. gladioli LMG 2216T fue alto (96%). Los niveles
de ADN-ADN entre P. antimicrobica LMG 18920T vy las cepas tipo B. glumae (14%) y B.
plantarii (19%) fueron bajos. Estos datos mostraron inequivocamente que P. antimicrobica

LMG 18920T y B. gladioli representan el mismo taxon.

Palleroni (1984); Attafuah y Bradbury (1989); Gillis et al. (1995) y Coyne et al. (2000),
coinciden en que las caracteristicas fenotipicas de la cepa LMG 18920T y B. gladioli fueron
muy similares, las diferencias son la incapacidad de LMG 18920T para utilizar adipato,
malato y m-tartrato y para acumular poli-p-hidroxibutirato, y la incapacidad de B. gladioli
para hidrolizar esculina. Sin embargo, se debe tener cuidado al comparar estos datos

obtenidos con diferentes metodologias.

2.8 CARACTERIZACION DE RIZOBACTERIAS

Las bacterias de vida libre o asociativas que habitan la rizosfera pueden estimular el

crecimiento de las plantas a traves de varios mecanismos como: sintesis de sustancias
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reguladoras del crecimiento vegetal, fijacion de nitrogeno, solubilizacién de nutrimentos,
produccion de sideroforos y control de fitopatogenos del suelo. Entre los méas estudiados se
encuentran Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus
(Loredo-Osti et al. 2004).

afo?
Moreno et al. y Chi et al. (2018), mencionan que las interacciones de las rhizobacterias

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) con el medio bidtico-plantas y microorganismos
son muy complejas y utilizan diferentes mecanismos de accion para promover el crecimiento

de las plantas, como la biofertilizacion, fitoestimulacion y el biocontrol.

Santillana (2007) y Gonzales (2013), consideraron los rasgos fenotipicos, simbi6ticos,
capacidad PGPR y moleculares para caracterizar cepas de rizobios aislados de Vicia faba L.
Incluyendo pruebas de crecimiento a diferentes niveles de temperatura, salinidad, pH,

solubilizacién de fosfatos y AlA en suelos de Peru.

Los géneros Rhizobium, Burkholderia, Enterobacter y Pantoea fueron aislados y
caracterizados de nddulos de las raices de la fabacea Onobrychis en el desierto de Uzbekistan
e identificados con la amplificacion del gen 16S (Shakirov et al. 2010). Con la misma
herramienta Angulo et al. (2014) identificaron y caracterizaron las rizobacterias
pertenecieron a los géneros Arthrobacter, Lysinibacillus, Rahnella y Bacillus en raices de

Eucalyptus nitens en invernadero.

Leite (2015), citando a Meyer et al. (2015) menciona que las bacterias aisladas de los
nodulos de las leguminosas que no pueden nodular el huésped se consideran bacterias
endofiticas y que estos autores identificaron una amplia diversidad de bacterias endofiticas
de nddulos. Los autores caracterizaron 654 aislamientos obtenidos de nédulos de 30 especies
de leguminosas en Bélgica y caracterizaron 50 géneros diferentes, la mayoria de ellos
pertenecientes a los géneros Bacillus, Pseudomonas y Paenibacillus. Segun los autores, de
los 50 géneros encontrados, 33 se informaron por primera vez en nédulos como: Pantoea,

Corynebacterium, Chryseobacterium, Sphingomonas, Micromonospora y Xanthomonas.

En el caso del género Burkholderia considerado como buen productor de sideréforos, varios
autores sugieren que puede ser usado como biocontrolador (Suarez-Moreno et al. 2012), con
gran potencial en procesos biotecnologicos (Compant et al. 2008) y como eficaz promotor
de crecimiento vegetal por su capacidad productora de exopolisacaridos, solubilizadora de
fosfatos e inhibicion de patdgenos (Bolivar-Anillo et al. 2016).
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2.8.1 Caracterizacion de rhizobia

Las bacterias del grupo rhizobia son un grupo de microorganismos genéticamente diversos
y fisioldgicamente heterogéneos, que estan en una misma clasificacion por su capacidad para

nodular las leguminosas (Somasegaran et al. 1981).

El aislamiento de rizobios de los nddulos incluye varios pasos para separarlos de los
contaminantes, pruebas para caracterizar y autenticar los aislados; para luego evaluar su
efectividad potencial; es decir su capacidad de fijar nitrdgeno (N2) con las leguminosas. El
medio de cultivo comUnmente utilizado para el aislamiento de rizobios es el LMARC 0 YEM
(extracto de levadura, manitol, agar, rojo Congo), que ademas contiene fosfato dipotasico,
sulfato de magnesio y cloruro de sodio (Allen 'y Allen 1981; CIAT 1988).

Lopez-Alcocer et al. (2017) destacan que los estudios de caracterizacion morfoldgica y
bioguimica en el género Rhizobium se han utilizado con diferentes y maltiples propoésitos.
Como las descritas por Granda et al. (2013) en un remanente de bosque seco tropical en Loja
(Ecuador) de 24 aislados con caracteristicas de Rhizobium de crecimiento rapido (2 a 3 dias),
coloracion blanca o rosada, bordes lisos y ondulados y figura elevada y plana en el frejol
Phaseolus vulgaris L.

Padmanabhan et al. (1990), estudiaron las caracteristicas culturales y velocidad de
crecimiento asociados con los cambios de pH en el medio, temperatura 6ptima y patrones de
flagelacion de Rhizobium sp. y Bradyrhizobium sp., de leguminosas tropicales. Asi como la
capacidad de estos aislados de producir polihidroxibutiratos (PHB) (Herndndez et al. 2012).

Un componente importante de la caracterizacion de los rizobios es la determinacion de sus
caracteristicas fenotipicas como pruebas de crecimiento a diferentes temperaturas, salinidad,
pH, fuentes de carbono y/o nitrégeno y determinacion de capacidades relacionadas a la
promocidn del crecimiento vegetal como produccién de fitohormonas (Ferrera et al. 1993;
Zuniga 2012; Bolivar-Anillo et al. 2016), solubilizacion de fosfatos (Fernandez et al. 2005;
Walpola y Yoon 2013; Hernandez et al. 2015) y antagonismo contra hongos fitopatégenos
(Kim et al. 1997).

La capacidad de las cepas inoculantes para leguminosas tropicales para solubilizar fosfatos
inorganicos fue evaluada por Marra et al. (2011), compararon cepas de Bradyrhizobium sp.,
B. elkanii, B. japonicum y Rhizobium tropici (CIAT 899), y como control positivo a
Burkholderia cepacia (LMG 1222T). Sridevi y Mallaiah (2009) reportaron también valores
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de 4 a 10 mm de indice de solubilizacion en cinco especies de Rhizobium en leguminosas

tropicales de la India.

En el caso de la produccion de AIA (Acido Indol-3-acético), como principal auxina vegetal,
por la via IPA (Indol-3-Piruvato) ha sido descrita en diversas bacterias, como el fitopatdgeno
Pantoea agglomerans y en las bacterias benéficas Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium
y Enterobacter cloacae (Vega-Celeddn 2016) y en Bradyrhizobium elkanii 1ICA8001
(Hernéandez et al. 2015).

Los rizobios pertenecen a varios géneros dentro de las subdivisiones alfa y beta
Proteobacterias  (Rhizobium,  Sinorhizobium,  Mesorhizobium,  Bradyrhizobium,
Allorhizobium, Azorhizobium, Burkholderia, entre otros). Las especies de Rhizobium son de
crecimiento rapido, mientras Bradyrhizobium crece lentamente, forma nédulos en las plantas
de soya, altramuz, chicharos (Vigna sinensis), y en diversas leguminosas tropicales; mientras
que Rhizobium forma nédulos en judias, alfalfa, tréboles y gran parte de otras leguminosas

(Atlas y Bartha 2002). Otras diferencias entre estos géneros se presentan en la Tabla 1.

Sin embargo, varios investigadores mencionan que la determinacion del género y especie a
la que pertenece un rizobio no puede ser realizado solo en base a sus caracteristicas
fenotipicas y bioquimicas, sino que requiere de técnicas y herramientas de biologia
molecular, en particular el andlisis de secuencias de genes marcadores, en un enfoque
polifasico (Bécquer 1998; Pérez et al. 2008; Cuadrado et al. 2009; Rivera 2012; Ramirez-
Bahena et al. 2016; Bécquer et al. 2016).

El gen ribosomal 16S es empleado en filogenia y taxonomia bacteriana por su estructura y
funciones constantes, transmision vertical no sujeta a transferencia génica horizontal entre
microorganismos. Ademas, este gen es utilizado en bacterias cultivables y no cultivables
(Jiménez 2007). Si el objetivo es identificar una bacteria desconocida sin conocimiento
previo, el gen ribosomal 16S es la mejor eleccion. El analisis de este gen constituye el eje
principal sobre el que se estructuran las ultimas ediciones del libro de referencia taxonémica

bacteriana Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Fernandez et al. 2010).
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Tabla 1: Caracteristicas de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium.

Caracter Rhizobium Bradyrhizobium
Flagelac,ios_en medio Ninguna Ninguna
liquido
Flageladgs_. en medio Peritrica Un flagelo polar o
solido subpolar
VEIO(.:'d.ad de Normalmente rapida Normalmente lenta
crecimiento

Localizacién de los Principalmente en el

Principalmente en un plasmido.

genes nod y nif. cromosoma.
Rango de especificidad . .
g P Normalmente reducido Normalmente amplio
con el hospedador.
: . La mayoria de las leguminosas,
Importancia agricola Soya

cereales y forraje.
FUENTE: ATLAS Y BARTHA (2002).

Ribeiro et al. (2013) evidenciaron nuevos linajes de Rhizobium aislados de frejol comun
(Phaseolus vulgaris L.) originarios de los Andes y Mesoamérica, empleando anélisis del gen
16S y cuatro secuencias de genes housekeeping (recA, ginll, gyrB y rpoA). Adicionalmente,
la caracterizacion molecular de los rizobios puede incluir los perfiles genémicos que son

propios de cada cepa mediante la técnica de rep PCR, usando cebadores BOX A1R o ERIC.

Las secuencias repetidas REP, ERIC y BOX son altamente conservadas en los genomas de
rizobios y otras bacterias de gran utilidad para realizar discriminaciones a nivel de cepa (Van
Belkum 1994; Xue et al. 1999; Giongo et al. 2008; Patifio y Sanchez 2012).

Patifio y Sanchez (2012), emplearon técnicas moleculares BOX-PCR vy el analisis del gen
16S, en el analisis de biodiversidad microbiana asociada a la rizosfera del cultivo de Bactris
ambifaria. Las mismas herramientas moleculares fueron empleadas por Rickli et al. (2009)
para identificar y recomendar las cepas Burkholderia, Rhizobium y Bradyrhizobium,

originarias de suelos tropicales de Brasil en la fabricacion de inoculantes comerciales.
2.9 INTERACCION Rhizobium-LEGUMINOSA-SUELO-AMBIENTE

El éxito ecoldgico de las leguminosas puede estar influenciado por sus simbiontes
bacterianos (Selosse et al. 2004). Existen ejemplos de uso de rizobios para complementar la
conservacioén de leguminosas en peligro, para lo cual se requiere tener conocimiento de la

diversidad y caracteristicas de los simbiontes asociados a la planta (Navarro et al. 2014).
Por otro lado, varias investigaciones mencionan que las poblaciones de leguminosas de
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diferentes regiones geograficas difieren en la diversidad y composicion de las especies de
rizobios asociados con ellas, en relacién directa con las condiciones locales (Bissett et al.
2010; Wu et al. 2011; Li et al. 2012; Yang et al. 2013).

El medio ambiente influye en el desarrollo de la asociacion simbidtica, provocando
alteraciones en la fisiologia del hospedero y el desarrollo de los nédulos. La nodulacion se
logra generalmente en todas las temperaturas del suelo que tolera la planta, pero la
abundancia en los nodulos se reduce en temperaturas extremas. La duracion del dia e
intensidad luminica y altos niveles de CO2 disminuye o aumenta el ndmero de nédulos

respectivamente (Alexander 2010).

Los microorganismos se encuentran en casi todos los ambientes y cada uno presenta un rango
de temperatura de crecimiento, con una temperatura minima, debajo de la cual no se
evidencia el crecimiento; una éptima, donde este es maximo y una maxima, por encima de

la cual el crecimiento cesa (Madigan et al. 2004).

En relacién a los factores fisico-quimicos en la interaccién planta-Rhizobium, Frioni (2011)
menciona que, aungue esta bacteria es muy sensible a la acidez, diferentes cepas de una
misma especie son muy sensibles al pH. El encurvamiento de los pelos radicales se detiene
a 4,5y eleva a pH 5,5. Mientras que siendo los rizobios mesofilos, habitan casi todos los
ecosistemas terrestres. Los rizobios de las leguminosas tropicales soportan un amplio rango
de temperaturas, sin embargo, la temperatura del suelo afecta a la fijacion, aunque la
tolerancia a temperaturas extremas varia con las especies. Rhizobium es mas sensible a la

salinidad que la mayoria de las bacterias.

Ferndndez (2005), menciona que la ocurrencia de los factores de estrés ambientales
(temperatura, humedad, acidez, alcalinidad, etc.) afecta la supervivencia de los rizobios,
disminuyendo el nimero y peso de nodulos de la poblacion de cepas, reduciendo la

produccion de la biomasa vegetal de su hospedante.

Cao et al. (2014) reportaron 226 cepas de rizobios aisladas de nddulos de Phaseolus vulgaris
de 9 ecorregiones localizadas en el norte y sur de la Republica Popular China, con pH de
suelos entre 8,06 a 4,97. Identificaron 4 especies Bradyrhizobium, R. leguminosarum, R. etli
y Rhizobium sp. Concluyen ademas que la diversidad de los rizobios del frejol demuestra la
posible evolucion y emergencia de nuevos rhizobia bajo la seleccién combinada entre la

planta hospedera, patrones geograficos y condiciones del suelo.
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Beukes et al. (2019) identificaron 88 aislados de la leguminosa Vachellia karroo, al sur de
Africa; para el nivel de género usaron el analisis 16S y para especie, el gen recA. Sus
resultados mostraron cuatro generos de Alfaproteobacterias (Bradyrhizobium, Ensifer,
Mesorhizobium y Rhizobium) y una Betaproteobacteria, muchos de los cuales parecian ser
nuevos para la ciencia. Demostrando ademas que V. karroo es un huésped promiscuo capaz
de formar nddulos efectivos con alfa y beta-rhizobia, lo que podria ser una fuerza impulsora

detras del éxito ecoldgico de esta especie arborea.
2.10 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Castillo y Cardenas (1987) manifiestan que, la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN), es un
proceso restringido a muy pocas especies de microorganismos, quiza por su alto coste
energético y su extrema sensibilidad al oxigeno, pero de extraordinaria importancia

bioguimica, genética, microbioldgica y agricola.

La naturaleza pone al dinitrégeno (N2) a disposicion de la vida por medio de un grupo
reducido de bacterias con capacidad de romper el triple enlace que une los dos atomos de la
molécula. El proceso se denomina fijacion del nitrégeno. Esas bacterias especializadas viven
en la tierra y en las aguas dulces y saladas; mantienen relaciones simbidticas con las raices
de leguminosas, que figuran entre las cosechas mas importantes del mundo (Townsend y
Howarth 2010).

En los héabitats terrestres la FBN es llevada a cabo por los rizobios que representan la mayor
contribucion de nitrogeno combinado. La tasa de fijacion de nitrégeno de los rizobios
simbidticos suele ser 2 0 3 érdenes de magnitud superior a la tasa de fijacion de las bacterias

fijadoras de vida libre en el suelo (Atlas y Bartha 2002).

Las reacciones claves de la FBN ocurren en las células infectadas por Rhizobium en forma
de bacteroides en el tejido central del nddulo. Las formas bacteroidales difieren de las células
normales en su morfologia, también presentan alteraciones en los citocromos y otros
componentes de la cadena de transporte de electrones y ademas contienen nitrogenasa activa
(Azcon et al. 1983).

La molécula clave en la ruta de la FBN es la nitrogenasa, contenida en todos los
microorganismos fijadores de N2 (simbioticos o de vida libre). Ningin organismo carente de

nitrogenasa puede fijar N2 (Brill 1977).
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Por otra parte, la estimacion de la FBN es necesaria para evaluar los efectos de las
interacciones especificas leguminosa-Rhizobium-ambiente (Danso et al. 1993). El estudio
de la interaccion simbidtica Rhizobium-leguminosa se lleva a efecto con el objetivo de

comparar la fijacion simbidtica de N2 y la produccion de biomasa (Epping et al. 1994).

Los estudios de la tasa de fijacion del N2 avanzaron mucho con la prueba de la reduccion del
acetileno, basada en que la enzima nitrogenasa reduce el acetileno a etileno. De este modo,
la tasa de formacidn de etileno es también una medida de la actividad de fijacion de N2 o de

la nitrogenasa (Atlas y Bartha 2002).

Para la cuantificacion de la tasa de fijaciobn de N, los investigadores dependen
principalmente del ensayo de reduccion de acetileno (C2H.) a etileno (C2Hi) por la

nitrogenasa, en lugar de reducir N2 a NHs (Crews et al. 2001).

Zuniga (1997), experimentd con el efecto de la salinidad en la simbiosis Phaseolus vulgaris-
Rhizobium sp. obteniendo valores representativos de la fijacién de nitrogeno mediante la
actividad reductora de acetileno (ARA). Pliego at al. (2003), comparan durante el ciclo
vegetativo de P. vulgaris, la fijacion de nitrégeno con dosis de KNOs, empleando el ARA;

en ambos casos se considero la cepa CIAT 899 (Rhizobium tropici).

He et al. (2011) manifiestan que la inoculacion de Rhizobium aument6 significativamente el
ARA en comparacion con el control no inoculado. La capacidad de fijacion de nitrégeno de

las cepas seleccionadas oscil6 entre 1,56 y 20,51 umol de C2 Ha.

Duangkhet et al. (2018), reportaron dos cepas de Bradyrhizobium con capacidad de nodular
y fijar nitrégeno en su huésped Clitoria ternatea, con niveles méas altos de actividad de
reduccion de acetileno en nodulos infectados con la cepa de B. elkanii con respecto a B.

japonicum.

Las leguminosas silvestres noduladas y adaptadas a las condiciones climaticas locales,
pueden ser vitales para la fertilidad del suelo y el ciclo del nitrégeno, como fuente importante
para las cepas rizobianas de élite. Los rizobios simbiéticos naturales de estas leguminosas
silvestres exhiben una mayor tolerancia a las condiciones adversas predominantes como el
estrés salino, la temperatura elevada y la sequia, que pueden ser importantes para aumentar

la productividad de los cultivos de leguminosas cuando se inoculan de forma cruzada.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO

e Agitador mecanico orbital (MRC)

e Autoclave horizontal (Barnstead)

e Baguetas

e Balanzas analiticas (Sartorius) y de platillo (OHAUS Scout ProSP202)
e Beakers 250 mL y 500 mL (PIREX)

e Bolsas de papel y polietileno

e Céamara fotografica digital (Panasonic)

e Congeladores de -20 (Whirlpool) y -80°C (Sanyo)

e Cromatografo de gases (Agilent Technologies 7890A, USA)

e Espectrofotdmetro (Genesys 6 - ThermoElectron Corp.)

e Estereomicroscopio (Leica MZ6)

e Estufa eléctrica de 28 °C

e Horno de secado (Memmert)

e Matraces Erlenmeyer 250 mL, 500mL y 1L

e Microcentrifuga (Sigma)

e Micropipetas automaticas 1-2 pL, 2-20 pL, 20-200 pL, y 100-1.000 pL
e Microscopio (Leica EC 3)

e Microtubos 1,5 mLy 200 pL

e Pinzas, tijeras y asas de metal

e Placas Petri de vidrio y plastico 90 x 15~

e Potenciémetro (Hanna Instruments pH 211)

e Probetas 10mL, 25mL, 50mL, 100mL, 250mL, 500mL y 1.000mL

e Cémara de germinacion (FrioCell, MMM Medcenter Einrichtungen GmbH)
e Termociclador (Eppendorf AG 22331 Hamburg)

e Vortex (Gemmy UM-300)



3.2 MARCO TEMPORAL Y UBICACION

Todos los experimentos se desarrollaron en el laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biotecnologia (LEMYB), Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Agraria La Molina de Lima, Perd (UNALM). Los muestreos se
realizaron durante los meses de diciembre 2015 a julio 2016, en los remanentes de Bosque
Seco Tropical (Figura 1), en las diferentes condiciones ambientales de cada localidad de
Per( y Ecuador (Tabla 2). Las muestras vegetales y suelo se identificaron en el Herbario de
la Universidad de Guayaquil (Ecuador) y en el Laboratorio del Departamento de Recursos
Hidricos de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM, Per), respectivamente
(Anexo 1).

Tabla 2: Ubicacion y condiciones ambientales de C. brachystegia en Ecuador y Pera.

Localidad Temp. Hume_dad pH Ubicacion geografica Altitud
relativa suelo msnm
Universidad Guayaquil o 0 2° 8'55.83"S;
(UG) 27°C 88% 6,27 79°54'56.75"0 !
Jardin Botanico o 0 2° 4'47.14"S;
Guayaquil (BG) 2rec. 8% 698 79°54'36.94"0 60
3°52'27.0"S; 366
o 0 )
Puyango (PY) 22,5°C 79% 4,28 80°02'56.3"W
Bagua Grande (PB) 23°C 83% 6,98 5°45"26"S; 78°26'43"0 576
Moyobamba (MY) 19°C 79% 7.32 6°02'00"S; 76°58'00"0O 858

Pasto
=3

Ibarra
°

Quito
®
Manta
o

Ecuador

Guzgaquil

Ssinas Guayaquil

Reserv
Nacion
Pacaya
Bagua Samiri

8 Moyobamba

Tarapoto
G

Piura
=3

Chiclayo
o
Cajargarca

Figura 1. Localidades donde se colectaron nédulos de C. brachystegia en

Ecuador y Perda.
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3.3 RECOLECCION DE MUESTRAS, TRATAMIENTO Y SIEMBRA DE
LOS NODULOS MACERADOS

Las raices con nodulos de C. brachystegia fueron colectadas, conservadas y procesadas
acorde al protocolo de trabajo del Manual de Microbiologia Agricola (Zufiiga 2012).

Con ayuda de una pala de jardin se extrajo la raiz, escarbando con mucho cuidado 20 cm
alrededor y 10 cm de profundidad de cada planta encontrada. Los nodulos se colectaron en
microtubos de 1,5 ml con silica gel y algodon para su conservacion hasta el laboratorio,

asignandoles un codigo acorde al lugar de muestreo y nimero de planta colectada.

En el laboratorio, los nddulos se hidrataron en agua destilada por 30 minutos, dentro de
sobres de papel filtro. Acorde al protocolo de desinfeccion, se sumergieron en alcohol al
70% por un minuto, luego en solucion de lejia al 3% por tres minutos, enjuagados con agua
destilada esteril por siete veces o hasta eliminar remanente de lejia. Con ayuda de pinzas
esteriles se abrieron los sobres con los ndédulos y se colocaron en placas Petri, agregando una

gota de agua estéril a cada uno y con una bagueta estéril se procedié a macerar cada nddulo.

El macerado se sembré en placas Petri con medio extracto de levadura manitol agar con rojo
Congo (LMA-RC) por estrias paralelas. El rojo Congo en concentracion 0,25% se afiadio a
razén de 10 mL/L de medio (pH 7-7,01). Las placas se incubaron a 28 °C por 24 a 72 horas
para Rhizobium sp. y de 5 a 7 dias para Bradyrhizobium sp., asignandoles un codigo Unico
para cada aislado obtenido. Obtenidos los aislados, se realizaron las pruebas para

identificacion y caracterizacion de las cepas bacterianas (Zufiga 2012).
3.4 CONSERVACION DE LAS BACTERIAS AISLADAS

Los aislados se sembra