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RESUMEN

Se aislaron cepas de rizobios a partir de nodulos de raices de cinco plantas
leguminosas, arveja (Pisum sativum L.), chocho (Lupinus mutabilis S.), fréjol
(Phaseolus vulgaris L.), haba (Vicia faba L.) y vicia (Vicia sp.) de suelos de la provincia
de Imbabura, Ecuador. Ademads, cepas de rizobios pertenecientes al banco de
rizobiologia del INIAP, se reactivaron de su estado de liofilizacién, y otras se
refrescaron de su estado de vejez; con el proposito de caracterizarlas morfoldgica y
bioquimicamente, para identificar el género y formar un cepario de rizobios. Los
nddulos recolectados fueron evaluados segun sus caracteristicas, encontrandose desde
formas redondas hasta pleomorficas, tamafios y cantidades variadas, y amplia
distribucion en raices secundarias principalmente. Una vez aislados los rizobios de los
nddulos, se sembraron y purificaron en medio levadura manitol agar (LMA) + rojo
congo (RC). Se realizaron pruebas de autentificacion y pureza, observandose bacilos
cortos Gram negativos, con reaccion acida y una sola cepa con reaccion alcalina en los
medios LMA + puarpura de bromocresol (PCB) y LMA + azul de bromotimol (ABT), y
sin cambio de coloracion en los medios glucosa peptona agar (GPA) + PBC y levadura
lactosa agar (LLA) + reactivo de Benedict (RB), excepto por dos cepas de
Agrobacterium. El andlisis de conglomerados de la caracterizacion morfoldgica y
bioquimica clasificé a las cepas de rizobios asociados a los cultivos de arveja en siete y
once grupos, de chocho en seis grupos, de fréjol en seis y trece grupos, de haba en cinco
y once grupos, y de vicia en cuatro y ocho grupos, respectivamente. Para la morfologia,
se tuvo en cuenta la textura, cantidad de goma, elevacion, apariencia, margen, color,
tamafio y forma de las colonias; y para la bioquimica, la asimilaciéon de fuentes de
carbono y nitrégeno, y tolerancia a varios niveles de pH, antibidticos, metales pesados,
concentraciones de salinidad y de urea. Los resultados sefialaron que los rizobios
asociados a los cultivos de fréjol, arveja, haba y vicia pertenecen al género Rhizobium,
los rizobios asociados a los cultivos de chocho pertenecen al género Ochrobactrum y
uno al género Bradyrhizobium. Se identificaron catorce cepas de rizobios capaces de
crecer mejor en ambientes hostiles, las cuales tienen un uso potencial como
bioinoculantes. Esto afianza la posibilidad de establecer estudios que permitan evaluar
en una etapa de invernadero y campo el potencial de fijacion de nitrégeno de las cepas

caracterizadas.

Palabras clave: leguminosas, nodulacion, Rhizobium, Bradyrhizobium, Ochrobactrum.
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ABSTRACT

Rhizobia strains were isolated from root nodules of five legumes plants, pea (Pisum
sativum L.), lupine (Lupinus mutabilis S.), bean (Phaseolus vulgaris L.), broad bean
(Vicia faba L.) and vetch (Vicia sp.) from Imbabura province soils, Ecuador. Also,
rhizobia strains belonging to INIAP rhizobiology bank, were reactivated from its
lyophilization state and other strains were refreshed from its old age. Rhizobia were
characterized morphologically and biochemically in order to identify the genera to
stablish a rhizobia strain collection. Nodules collected were evaluated according to their
characteristics, from round to pleomorphic forms, varying sizes and amounts, and wide
distribution in secondary roots mainly. Once rhizobia strains were isolated from the
nodules, they were cultured and purified in yeast mannitol agar medium (YMA) + congo
red (CR). Authentication and purity tests were performed, short Gram negative bacilli
were observed. It was observed acid reactions and a single strain with alkaline reaction
in YMA + bromocresol purple (BCP) and YMA + bromothymol blue (BTB) mediums,
and no color change in glucose peptone agar (GPA) + BCP and yeast lactose agar (YLA)
+ Benedict reagent (BR) mediums, except for two Agrobacterium strains. The
morphological and biochemical characterization cluster analysis classified rhizobia
strains associated with pea crops in seven and eleven clusters, with lupine crops in six
clusters, with bean crops in six and thirteen clusters, with broad bean crops in five and
eleven clusters and with vetch crops in four and eight clusters, respectively. For
morphology, it was took into account texture, gum amount, elevation, appearance,
margin, color, size and shape of colonies; and for biochemistry, absorption of carbon
and nitrogen sources, and tolerance to various pH levels, antibiotics, heavy metals,
salinity and urea concentrations. The results indicated that rhizobia strains associated
with pea, bean, broad bean and vetch crops belong to the Rhizobium genus. The rhizobia
strains associated with lupine crops belong to the Ochrobactrum genus and one strain to
Bradyrhizobium genus. Fourteen strains were identified as able to grow better in hostile
environments; they have potential use as bioinoculants. This strengthens the possibility
to establish studies that allow evaluating in a greenhouse and field stage the potential

nitrogen fixation of the characterized strains.

Key words: legumes, nodulation, Rhizobium, Bradyrhizobium, Ochrobactrum.



CAPITULO I
CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE CEPAS
DE RIZOBIOS ASOCIADOS A CULTIVOS DE ARVEJA (Pisum sativum
L.), CHOCHO (Lupinus mutabilis S.), FREJOL (Phaseolus vulgaris L.),
HABA (Vicia faba L.) Y VICIA (Vicia sp.) EN SUELOS DE LA
PROVINCIA DE IMBABURA Y OBTENCION DE UN BANCO DE
CEPAS.

1.1. Formulacién del problema

En el Ecuador, las leguminosas son componentes de los sistemas de produccion,
principalmente en la region Sierra, ya que son cultivadas en asociacion, intercaladas, en
monocultivos o en rotacioén con otros cultivos (Bernal, 2006). Dentro de las leguminosas
que manejan los agricultores en el pais se encuentran los granos andinos, que tienen un
gran potencial nutricional y econdémico, entre ellos: arveja, chocho, fréjol y haba, cuyo
uso principal radica en el consumo directo del grano o semilla y de la legumbre o vaina.
Ademas tienen una utilidad secundaria como abonos verdes y de fijacion de nitrogeno
(INIAP-PRONALEG, 2008; Peralta et al. 2010); y leguminosas forrajeras como vicia, la
cual se encuentra incluida en los agroecosistemas, permitiendo controlar las malezas y
mejorar la calidad quimica y bioldgica de los suelos si son cortadas en la época de

floracion e incorporadas al suelo (Suquilanda, 1996, citado por Romero, 2010).

Los rendimientos de las leguminosas y de los cultivos en general en el Ecuador son
bajos, debido principalmente a factores bidticos (plagas y enfermedades), abidticos
(erosion y suelos pobres en nutrientes), y al mal manejo de los suelos; afectando de esta
manera, la economia y competitividad de los agricultores (INIAP-DMSA, 1994; Bernal,
2012).



La degradacion de los suelos es considerada entre los problemas ambientales mas
serios del pais. La fragilidad a la erosion en la Sierra se debe a que los suelos de ladera
presentan fuertes pendientes y son susceptibles a niveles de erosion hidrica que en las
partes altas son de magnitud considerable (Bernal et al., 2004). Los suelos del trépico
ecuatoriano presentan también problemas nutricionales, debido a las constantes lluvias
en determinada época del afio, que son la causa principal de la deficiencia de elementos
que son lavados o lixiviados (Bernal, 2012). Las leguminosas son sembradas en suelos
bajos en contenido de nutrientes, especialmente nitrégeno (elemento limitante en el
rendimiento de las plantas), y micro-nutrientes como zinc y hierro en el caso de algunos

suelos de la Sierra (INIAP-DMSA, 1994).

Por otra parte, los suelos ecuatorianos estan bajo un manejo agronémico inapropiado
caracterizado por sistemas de labranza convencionales, alto uso de agroquimicos, uso
inadecuado de la maquinaria agricola y de los residuos, y un manejo no integrado de
fertilidad de suelos. Muchos agricultores llevan a cabo practicas que no son apropiadas,
y que contribuyen también con los bajos rendimientos, como son la seleccion
inadecuada de los fertilizantes, la cantidad a veces mayor o menor a la recomendada, el
sitio inadecuado y la época inoportuna de aplicacion (Bruulsema et al., 2008). Todos
estos factores han contribuido para acelerar la degradacion de los suelos en esta region;
y consecuentemente, para la pérdida considerable de fertilidad de los mismos (Garcia y
Correa, 2010), lo que ha generado un desequilibrio no solamente del componente
nutricional sino también, de los otros componentes agrondémicos de los sistemas de

cultivos, encareciendo su productividad y rentabilidad (Bruulsema ef al., 2008).

Para suplir la deficiencia de nitrégeno, incrementar los rendimientos de las
leguminosas y mejorar la calidad de los suelos, a través de las mejores practicas de
fertilizacion, existen dos maneras de hacerlo: 1) alternativa quimica, manejando
apropiadamente el uso de fertilizantes, en especial los nitrogenados, y 2) alternativa
bioldgica, aprovechando la fijacion de nitrégeno atmosférico por parte de las

leguminosas al asociarse simbidticamente con las bacterias del suelo fijadoras de



nitrdgeno comunmente llamados “rizobios”, en los nddulos radiculares (6rganos

especiales de las raices), en los que tiene lugar este proceso (Graham, 2004).

La fertilizacion quimica causa el deterioro del suelo y del agua, debido a que
provoca acidificacion, salinizacion, aumento de la toxicidad por liberacion de elementos
quimicos, contaminando la calidad y el uso de estos recursos. Ademas, la planta solo
utiliza entre el 30 y el 50% del fertilizante nitrogenado inorgénico aplicado, el resto se
pierde por volatilizacion, desnitrificacion o percolacion de nitratos que pasan al agua
subterranea (Danso y Eskew, s.f); costos elevados y requerimientos altos de energia para
su elaboracion que limitan el uso en la produccion agricola tanto en la Sierra como en la

Costa Ecuatoriana (Bernal et al., 2004; Bernal, 2012).

La fijacion biologica de nitrogeno es considerada como una de las alternativas mas
viables para recuperar este elemento en los ecosistemas. Los rizobios son responsables
del 80% de esta fijacion (Graham, 2004). Las cantidades de nitrogeno atmosférico fijado
por los rizobios son, sin duda, de gran importancia econdmica; las experiencias
demuestran que la fijacion asciende a cifras considerables (mas de 400 kg de N ha/afio),
posibilitando, por ende, la disminucién del uso de fertilizantes sintéticos como la urea, lo

que contribuye al equilibrio ecoldgico de los suelos (Cayo y Rojas, 2006; Bernal, 2012).

Sin embargo, la cantidad de nitrogeno fijado por las leguminosas durante su periodo
vegetativo estd en funcion de la capacidad del rizobio para fijar nitrogeno, de la especie
de leguminosa, y de las condiciones de suelo y clima. El aprovechamiento de nitrogeno
por las plantas varia aproximadamente entre 12 y 25% en el caso de suelos arenosos y de
25 a 50% en suelos arcillosos (Calegari ef al., 1992). Por lo tanto, para una inoculacion
exitosa, hay que realizar una seleccion de cepas especificas, eficientes y de una alta
competitividad con rizobios nativos para que sirvan como inoculantes en sitios donde se

encuentren condiciones ambientales adversas (Brockwell & Bottomley, 1995).



El proposito de esta investigacion consistidé en aislar cepas nativas de rizobios a
partir de nodulos recolectados de arveja, chocho, fréjol, haba y vicia, en suelos de la
provincia de Imbabura, para caracterizarlos morfologica y bioquimicamente, identificar
los géneros rizobiales asociados a estas leguminosas, establecer las cepas capaces de
crecer mejor en ambientes hostiles, y obtener un banco de cepas como fuente de

bioindculos en la fertilizacion de los suelos ecuatorianos.



1.2. Justificacion

En el pais, las investigaciones relacionadas con la identificacion de cepas de
rizobios, el uso de leguminosas como abonos verdes, y la inoculacion de
microorganismos eficientes en la fijacion bioldgica de nitrogeno, no han sido abordadas
a profundidad ya que no se ha considerado aspectos integrales que permitan desarrollar
un programa continuo de seleccion de cepas genéticamente estables y adaptadas a

condiciones de campo (Bernal, 2012).

Cabe resaltar que las cepas promotoras de crecimiento (inoculantes a base de turba)
disponibles en el mercado del Ecuador actualmente proceden en su mayoria de otros
paises (cepas foraneas), y son ineficientes bajo condiciones locales, con consecuencias
ambientales aun desconocidas (Bernal, 2006); es importante por lo tanto, encontrar
cepas nativas de las regiones ecuatorianas donde se siembre el cultivo de interés (Bernal,

2012).

En este contexto, el INIAP ha realizado varios estudios con rizobios en leguminosas,
encontrando cepas promisorias para producir inoculante comercial, sin embargo, no ha
logrado su comercializacion. Ademas, el ultimo estudio de rizobiologia realizado en el
INIAP fue en el 2004 (INIAP-DF, 1982-1989; INIAP-DNPV, 1992-1994; INIAP-
DPNV, 2001-2004); y desde entonces no ha sido factible ninglin tipo de refrescamiento
de las cepas aisladas hasta la presente fecha, sin mencionar que no todas se encuentran

en el banco del laboratorio de Microbiologia del DMSA.

Hay que indicar también que las cepas de rizobios fueron evaluadas en ensayos del
INIAP con variedades que al momento ya no se cultivan en las zonas productoras de la
provincia de Imbabura debido a que muchas de ellas perdieron resistencia a
enfermedades y por otras causas varias. El Programa Nacional de Leguminosas y Granos
Andinos (INIAP-PRONALEG, 2008) ha liberado nuevas variedades de los diferentes
cultivos que son utilizadas en los actuales sistemas de produccion y para las cuales atin

no se han identificado las cepas de rizobios.



En el Ecuador se ha realizado investigacion sobre rizobios en algunos cultivos
(fréjol, arveja, alfalfa, trébol, soya y mani), pero s6lo se cuenta con caracterizacion
fenotipica y genotipica del rizobio de fréjol y mani, habiéndose evidenciado una alta
heterogeneidad en los suelos ecuatorianos (Bernal et al., 2004; Aguilar et al., 2004). Con
respecto a los rizobios asociados al cultivo de haba, chocho y vicia, no se han realizado

estudios; y en lo referente a arveja hay poca informacion.

El aislamiento, asi como la caracterizacién bioquimica y morfoldgica de los rizobios
constituye el primer paso para una serie de investigaciones que pueden involucrar no
solo estudios taxondmicos, sino también moleculares en beneficio de la region y otras
zonas del pais. Ademads, para estudiar y explotar las potencialidades de estas bacterias,
es necesario resguardarlas en bancos, conservando sus caracteristicas fenotipicas,
genotipicas, asi como su viabilidad. La preservacion bacteriana es fundamental no solo
para el resguardo de una cepa con potencial biotecnologico, sino también para el estudio
en la busqueda de nuevas funciones de los genes de una bacteria de interés (Morales-

Garcia et al., 2010).

Por estas razones se realizd la presente investigacion, que permitié retomar los
estudios de rizobiologia con el objeto de: (1) caracterizar fenotipicamente a los
aislamientos nativos de rizobios asociados a las leguminosas mencionadas para conocer

el género taxondmico de la bacteria y (2) obtener un banco de cepas de los rizobios.

Los resultados seran utilizados para la posterior evaluaciéon de la eficiencia de
fijacion de nitrogeno de las cepas caracterizadas en ensayos de invernadero y campo.
Adicionalmente, se podria pensar en un estudio mas detallado que permita llegar a la
tecnologia de produccion de cepas como inoculantes para el mercado nacional, lo cual
permitird que los suelos sean mas productivos y que las cosechas tengan un rendimiento
mayor a los actualmente alcanzados, ademds de reducir el costo de produccion y el
impacto ambiental de una fertilizaciéon inorgénica nitrogenada muchas veces mal

manejada.



1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Recolectar y caracterizar morfolégica y bioquimicamente cepas de rizobios
asociados a cultivos de arveja (Pisum sativum L.), chocho (Lupinus mutabilis S.), fréjol
(Phaseolus vulgaris L.), haba (Vicia faba L.) y vicia (Vicia sp.) en suelos de la provincia

de Imbabura, y obtener un banco de cepas.

1.3.2. Objetivos especificos

v Recolectar cepas de rizobios a partir de nddulos de raices de cultivos de arveja,

chocho, fréjol, haba y vicia de suelos de la provincia de Imbabura.

v' Caracterizar morfologica y bioquimicamente las cepas de rizobios.

v" Formar un cepario de rizobios a partir de las cepas existentes en INIAP y las

recolectadas.



1.4. Marco teorico

1.4.1. Coberturas vegetales o abonos verdes

Son cultivos que se siembran para ser cortados e incorporados al suelo en el mismo
lugar en el que se han producido. Su ciclo termina cuando las plantas estan verdes o
llegan a la floracidon, que coincide con el momento en que la planta es mas rica en
elementos nutritivos (Florez-Serrano, 2009). El rastrojo, es decir su sistema radicular y
sus residuos (hojas y tallos), es inicialmente desmenuzado por la macro y mesofauna
(insectos, lombrices, artropodos, etc.) del suelo, para posteriormente ser descompuestos
por bacterias, hongos y actinomicetos, contribuyendo con la formacion de humus del
suelo y mejorando la estructura y en general las propiedades del suelo (Bernal, 2006);
los cultivos de cobertura suelen utilizarse en asociacion con un cultivo principal o como

cultivo intercalar entre dos cultivos principales (Florez-Serrano, 2009).

Su uso tiene una serie de ventajas: limitan la invasion de malas hierbas al mantener
al suelo ocupado, aumentan la fertilidad de los agrosistemas al aportar materia organica
y activar la vida de los microorganismos en el suelo, evitan el lavado de los elementos
nutritivos que son fijados por las plantas, mejoran la estructura del suelo por sus raices y
la circulacion del agua y del aire, protegen al suelo de la erosion, reducen las
necesidades de herbicidas y pesticidas, ayudan a controlar las malezas, plagas y
enfermedades, y favorecen la nutricion de las plantas del cultivo siguiente. Estas
ventajas varian en funcion de las caracteristicas geografico climaticas de la region, del
sistema de laboreo empleado y de los siguientes cultivos en la rotacion (Florez-Serrano,

2009).

Las plantas leguminosas son las de mayor uso como abono verde en campos
destinados a la ganaderia y agricultura, ya que su incorporacion al suelo permite la
restitucion tanto de materia organica como de nitrogeno (Constante-Olivero, 1993). La

cantidad de nitrogeno fijada por una leguminosa no depende solamente de la genética de



las bacterias o de la planta huésped (cantidad de follaje), sino también del medio

ambiente y las practicas agricolas (Danso y Eskew, s.f.).

1.4.2. Leguminosas

Las leguminosas constituyen la segunda familia de plantas con flores mas
numerosas, y de importancia econdmica, después de las gramineas (Allen & Allen,
1981). Estan distribuidas mundialmente, a excepcion de las regiones articas y antarticas,
y de algunas islas, como Nueva Zelanda, donde son muy escasas (Burkat, 1952, citado
por Lopez, 2002). Diaz (2010) indica que las principales leguminosas producidas en el
mundo son el fréjol (Phaseolus vulgaris), la arveja (Pisum sativum), el haba (Vicia

faba), la soya (Glycine max), el mani (Arachis hypogaea) y la lenteja (Lens culinaris).

Su nombre deriva del latin legumen (semillas con vaina). Esta familia se incluye en
la division Magnoliofita, clase Magnoliopsidae, y orden Fabales (Cronquist, 1988,
citado por Diaz, 2010). Actualmente se acepta que todas las leguminosas pertenecen a
una familia denominada Fabaceae con tres subfamilias: Mimosoideae (Mimosa, Acacia),
Cesalpinoideae (Ceratonia, Cercis, Gleditisia) y Papilionoideae (Lupinus, Cicer, Vicia,
Pisum, Lens, Phaseolus, Glycine, Arachis, Trifolium, Medicago), basandose

fundamentalmente en diferencias florales (Lewis, 2005, citado por Diaz, 2010).

Existen 700 géneros y cerca de 18 000 especies (Coyne, 2000), de las cuales se usan
aproximadamente s6lo 100 leguminosas importantes para la agricultura (Allen & Allen,
1981). Estan distribuidos con 152 géneros y 2 800 especies en Caesalpinioideae, la
misma cantidad en Mimosoideae, y 480 géneros con 12 000 especies en Papilionoideae

(Somasegaran & Hoben, 1994).

Las leguminosas son componentes importantes de los sistemas de produccion, ya
que son cultivadas en asociacion, intercaladas, en monocultivos o en rotacién con otros

cultivos. Son esenciales para el manejo y conservacion de los suelos, y tienen la
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capacidad de asociarse simbidticamente con las bacterias rizobios, que se alojan en
nddulos formados en raices o tallos, y que son capaces de fijar el nitrogeno atmosférico
(Bernal, 2006). Sin embargo, esta asociacion se origina preferencialmente si existe en el
suelo un déficit del elemento. Si hay suelos ricos en nitrégeno, las leguminosas prefieren
utilizarlo independientemente de la presencia de las bacterias, por el contrario, si la
bacteria estd presente y los niveles de nitrégeno en el suelo son bajos, la planta estimula
el ingreso de los rizobios a la raiz para que lleven a cabo la fijacion biologica de

nitrégeno (Wang et al., 2002).

La habilidad para establecer una simbiosis fijadora de nitrégeno con rizobios es
estricta de las leguminosas, con una excepcion, el género Parasponia (planta no
leguminosa) de la familia Ulmaceae. Las plantas leguminosas son muy diversas en
morfologia, habitat y ecologia. Debido al gran nimero de leguminosas que son
noduladas por rizobios, la simbiosis con estas bacterias no es aparentemente una
adaptacion a un nicho ecolédgico especializado sino que depende de alguna peculiaridad
genética de las leguminosas, una que es tan compleja que raramente ha envuelto a
cualquier otra planta del reino (Cook et al., 2005, citado por Rojas, 2008). Sin embargo,
cabe mencionar que no todas las especies de leguminosas estan facultadas para formar

nddulos y tampoco se sabe cuantas pueden establecer simbiosis (Ernst, 2004).

En las tres subfamilias, el porcentaje de especies noduladas es diferente. Las
observaciones realizadas en trabajos de investigacion estiman que el 90% de las
subfamilias avanzadas Papilionoideae y Mimosoideae pueden formar nodulos, pero solo
el 30% de las especies de la subfamilia menos especializada Cesalpinoideae los poseen
(Allen & Allen, 1981; Ernst, 2004). La subfamilia Papilionoideae, contiene a las
especies mas promiscuas de leguminosas, con respecto a su microsimbionte, dentro de la
tribu Phaseolae (Michiels et al., 1998, Hernandez-Lucas, 1995, citados por Lloret y
Martinez, 2005).

Las leguminosas mas conocidas por asociarse con bacterias simbioticas y fijar

nitrégeno atmosférico son las que tienen valor agropecuario y alimenticio para el ser
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humano o para el ganado, como fréjol, arveja, haba, chocho, soya, vicia y alfalfa (Ernst,
2004). Las leguminosas de grano fijan menos nitrégeno que las usadas como forraje,
puesto que son cultivadas durante periodos mas cortos y desarrollan menos raices en las

que formarse los nddulos (Allen & Allen, 1981).

1.4.2.1. Arveja (Pisum sativum L.)

Figura 1.1. Planta de Pisum sativum L.

El cultivo de arveja (figura 1.1) tiene su centro de origen en el Oriente,
extendiéndose hacia Europa y Asia (Vaca-Patifio, 2011). Constituye un cultivo de alta
importancia en los sistemas de produccion de las provincias de la Sierra Ecuatoriana
(Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo, Azuay,
Loja), y de gran demanda en el mercado nacional e internacional (Peralta ef al., 2010;
Vaca-Patifo, 2011). En promedio se cosechan alrededor de 22 000 ha/afio, en los mas
diversos agroecosistemas, en areas de clima lluvioso o seco con riego (Subia, 2001).
Constituye actualmente el 0.93% del total de la superficie arable en el Ecuador, el
rendimiento promedio es de 0.32 TM/ha de arveja seca mientras que en grano verde los
rendimientos alcanzan 0.98 TM/ha (SICA, 2002, Peralta, 2007, citados por Vaca-Patifio,
2011).

Las variedades de arveja cultivadas son de ciclo corto, sembrandose desde

principios de julio hasta mediados de agosto como fecha limite. La arveja es muy
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sensible a las bajas temperaturas en la etapa de germinacion, por lo que es recomendable
de alguna manera evitar sembrar con pronostico cercano de lluvias y excesivo frio

(Prieto, 2012).

Los mayores limitantes en la produccion de arveja se ven reflejados en el
incremento de costos de produccion. Este cultivo requiere de altas dosis de fertilizantes
que suplan las necesidades nutricionales de las plantas, por la baja productividad de los
suelos en que se establecen generalmente estos cultivos, con escasos contenidos de
nitrégeno disponible, baja mineralizacion de la materia orgénica y altas tasas de pérdida
de nitrogeno por lixiviacion o volatilizacion. El nitrégeno es uno de los macronutrientes
mas importantes seguido del fosforo y potasio. Se estima que una cosecha de dos
toneladas de grano de arveja por hectarea, extrae alrededor de 125 kg de nitrogeno

(Moreno, 2010).

La arveja es una buena opcion dentro de un plan de rotacién de cultivos ya sea a
campo abierto o bajo invernadero, debido a su gran capacidad de fijacion de nitrogeno
atmosférico, llegando a fijar hasta 185 kg/ha, sin mencionar, que en suelos sin historia
de arveja se obtienen datos superiores (Rennie y Dubetz, 1986, citados por Prieto, 2012).
Generalmente la siembran junto con el maiz, o luego de su cosecha, lo que hace posible
cultivarla hasta dos veces al afio, y es recomendada como antecesor en cultivos de soja o
maiz, ya que deja mas agua disponible en el perfil para el siguiente cultivo y mejora la

fertilidad del suelo (Vaca-Patino, 2011; Prieto, 2012).

Se ha descrito la nodulacion de arveja por bacterias del género Rhizobium,

identificandose la especie R. leguminosarum bv. viciae (Subia, 2001).
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1.4.2.2. Chocho (Lupinus mutabilis S.)

Figura 1.2. Planta de Lupinus mutabilis S.

El cultivo de chocho (figura 1.2) tiene su centro de origen en la zona andina de
Sudamérica. Es la nica especie americana del género Lupinus domesticada y cultivada
como una leguminosa (Blanco, 1982, citado por Jacobsen y Sherwood, 2002). Su
distribucion comprende desde Colombia hasta el norte de Argentina, aunque
actualmente es de importancia s6lo en Ecuador, Pert1 y Bolivia. El chocho seguido de
cereales y otros cultivos es el sistema mas importante en Chimborazo, Cotopaxi y
Pichincha; mientras Imbabura tiene chocho seguido de maiz, cereales (cebada, trigo),
leguminosas (vicia, lenteja, fréjol) y papa. La superficie cultivada en Ecuador supera las
70 000 ha/afio, de las cuales cerca del 90% estan ubicadas en la region Sierra (Jacobsen

y Sherwood 2002).

Las mejores épocas de siembra se han definido, en la Sierra norte (Carchi, Imbabura
y Pichincha) de noviembre a febrero, y en la Sierra central (Cotopaxi y Chimborazo) de

diciembre a marzo (Peralta y Caicedo, 2001).

El cultivo de chocho en el pais se caracteriza por ser altamente eficiente en la
fijacién bioldgica de nitrégeno, ya que sus cepas nativas se han adaptado a las

condiciones del suelo en que se cultiva, por lo cual practicamente no es necesario aplicar
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fertilizantes nitrogenados, contribuyendo al manejo y conservacion de los suelos andinos

(Peralta y Caicedo, 2001).

El cultivo de esta leguminosa constituye un abono verde excelente, capaz de fijar
400 a 900 kg N/ha. Mejora la fertilidad del suelo, su estructura, retenciéon de humedad,
evita el establecimiento de malezas y sirve como una alternativa de rotacién con otros
cultivos como cereales y tubérculos (Peralta y Caicedo, 2001); ademas, se adapta a
condiciones edafoclimaticas desfavorables de varios sistemas de produccion (INIAP-
PRONALEG, 2008). Finalmente, el chocho puede contribuir al manejo de plagas en el
sistema de cultivo andino, actuando como una barrera contra el gusano blanco
(Premnotrypes vorax), la plaga de papa que mas demanda el empleo de plaguicidas en la
Sierra de Ecuador (Alcdzar y Cisneros, 2001, Gonzalez y Franco, 2001, citados por

Jacobsen y Sherwood 2002).

Se ha descrito la nodulacién de algunas especies de Lupinus por bacterias de la
familia Bradyrhizobiaceae, identificindose las especies Bradyrhizobium canariense y
Bradyrhizobium sp. (Lupinus), de la familia Brucellaceae, Ochrobactrum lupini; y de la
familia Phyllobacteriaceae, Phyllobacterium trifolii (Sucojayo et al., 1998; Trujillo et
al., 2005; Sprent, 2001, Sprent, 2007, citados por Peralta y Gonzélez, 2009). Las cepas
rizobianas de chocho tienen gran eficacia e infectividad, y su presencia estd altamente
correlacionada con plantas mas vigorosas y productivas. Cada planta puede llegar a

producir hasta 50 g de nddulos (Peralta y Caicedo, 2001).

1.4.2.3.  Fréjol (Phaseolus vulgaris L.)
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Figura 1.3. Planta de Phaseolus vulgaris L.

El cultivo de fréjol (figura 1.3) tiene su centro de origen en el sur del Ecuador, norte
del Perti, y en Mesoamérica (Bernal, 2012). Es uno de los principales cultivos de
importancia econdmica en los valles de las provincias de Carchi, Imbabura y Loja
(Peralta, 1995). La superficie cultivada en Ecuador supera las 120 000 ha/afio, de las
cuales cerca del 90% estan ubicadas en la region Sierra (INEC, 2002). El fréjol comin
es la leguminosa de consumo humano directo més importante del mundo (CICO, 2009).
La produccion mundial excede las 23 millones de TM/ha de las cuales, cerca de 5.5

millones (23.9%) son producidas en Latinoamérica (INIAP-PRONALEG, 2008).

Su época de siembra es en los meses de febrero a abril y de septiembre a noviembre
en los valles, mientras que en las estribaciones se realiza en los meses de mayo a junio,
por lo que de manera general se puede consumir fréjol durante casi todo el afo (Viteri,

2010).

Es una leguminosa bastante promisoria para utilizar como abono verde debido a que
cumple con las condiciones requeridas por un cultivo para poder ser utilizado con este
proposito como son: buena adaptabilidad, bajo costo en la implementacion, periodo
vegetativo corto, alto potencial de competencia con otras plantas, resistente a

condiciones adversas de manejo y buen aporte de biomasa (Quirds et al., 1998).
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En el cultivo de fréjol se ha encontrado que, de acuerdo con el genotipo y tipo de
hébito, la capacidad para fijar nitrégeno atmosférico es diferente (ASERCA, 2000). En
general, el fréjol es un débil fijador de nitrogeno, llegando a fijar maximo 60 kg N/ha,
sin embargo esto ocurre so6lo cuando el cultivo esta floreciendo y el suelo naturalmente

estd pobre en nitrégeno (Quirds et al., 1998).

El género Phaseolus incluye algunas de las leguminosas més promiscuas en lo que
se refiere al elevado nimero de rizobios con los que son capaces de establecer simbiosis
efectivas (Diaz, 2010). Se ha descrito la nodulacion de algunas especies de Phaseolus en
América por microorganismos del género Bradyrhizobium, pero los que lo nodulan de
un modo eficiente se incluyen dentro de la familia Rhizobiaceae en los géneros

Rhizobium y Sinorhizobium (Ormefio-Orrillo et al., 2006).

Se han identificado varias especies de rizobios asociados simbidticamente con el
fréjol, Rhizobium etli bv. phaseoli, R. leguminosarum bv. phaseoli, R. tropici, R.
gallicum, R. giardinii y R. lusitanum. Sin embargo Rhizobium etli bv. phaseoli es el
predominante en los nodulos del fréjol (Vinuesa, 1998; Silva et al., 2003; Ramirez-
Bahena et al., 2008; Diaz, 2010). En cuanto al género Sinorhizobium contiene dos
especies capaces de formar noédulos, S. meliloti y S. fredii. En ambos casos contienen
una biovariedad denominada mediterranense (Mhamdi et al., 2002; Rodriguez-Navarro

et al., 2000, Zurdo-Pifieiro et al., 2009, citados por Diaz, 2010).

1.4.2.4. Haba (Vicia faba L.)
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Figura 1.4. Planta de Vicia faba L.

El cultivo de haba (figura 1.4) tiene su centro de origen en la region del
mediterraneo, especialmente Italia e Iran. Su cultivo se distribuye a lo largo del Callejon
Interandino, asociado con maiz, quinua y fréjol; debido a sus caracteristicas también se
desarrolla en las partes altas de la cordillera en las zonas de los paramos. Su consumo es
popular en todo el pais y en América del Sur. En Ecuador el cultivo de habas se
encuentra en las provincias de la Sierra: en la zona Norte (Carchi e Imbabura), en la
zona Central (Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua), y en la zona Sur (Bolivar,
Chimborazo, Cafar, Azuay y Loja). Existe aproximadamente 26 000 hectéreas
cultivadas con esta leguminosa, encontrandose la mayor produccion en la provincia de

Azuay (Peralta, 1995; Ortega, 2006).

Su época de siembra es de febrero a octubre y, en las partes bajas donde se asocia las
habas al cultivo del maiz, desde los primeros dias del mes de octubre. Sin embargo, en
principio si se dispone de riego, se puede sembrar durante todo el afio, aunque es mejor

esperar el fin del verano o principios de las lluvias (Peralta, 1995).

Constituye un excelente abono verde, ya que genera un gran volumen de biomasa, y
al incorporarse al suelo aporta materia organica, esta actividad se puede hacer de dos
formas: estableciendo el cultivo como abono verde e incorporando en la etapa de

floracion, cuando la actividad de fijacion de nitrogeno es mayor, o cuando el cultivo se
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destina para producir vaina fresca, al final de la cosecha se puede incorporar al suelo

(ASERCA, 2000).

La planta de haba tiene una gran capacidad de fijacion de nitrégeno en un rango que
varia de 150 a 500 kg N/ha; pero hay varios factores que se deben considerar para poder
entender este rango tan amplio que se reporta, y entre los cuales estan los edaficos,
genotipicos y agrondmicos. La acidez del suelo es fundamental para que se dé una
adecuada nodulacion y fijacion, desde la multiplicacion del rizobio en el suelo, la

infeccion y formacion del nddulo, hasta la fijacion de nitrogeno (ASERCA, 2000).

Se ha descrito la nodulaciéon de haba por bacterias del género Rhizobium. Esta
leguminosa es especifica (no promiscua) en relacion con su microsimbionte. Se ha
identificado la especie R. leguminosarum bv. viciae (Ritsema et al., 1996 citados por
Lloret y Martinez, 2005), y recientemente la especie Rhizobium fabae sp. nov (Tian et
al., 2008).

1.4.2.5. Vicia (Vicia sp.)

Figura 1.5. Planta de Vicia sp.
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El cultivo de vicia (figura 1.5) tiene su centro de origen en Europa, el norte de
Africa y el oeste de Asia. Se la emplea para heno, pastoreo, cobertura de suelo y
eventualmente para la produccion de semillas (Renzi, 2009); los cultivos de vicia para
cosecha de semilla generalmente entregan un suelo de mayor fertilidad que los
destinados a la produccion de forraje, debido a que las plantas tienen oportunidad de
producir el maximo desarrollo radical, de nodulos y de follaje (Qamar et al., 1999,

Agamennoni y Vanzolini, 2006, citados por Renzi y Cantamutto, 2007).

Su época de siembra comienza desde fines de verano hasta mediados de invierno,
desde fines de febrero hasta junio y en los meses de septiembre a octubre. La época de
siembra es uno de los factores que determina el potencial productivo de la vicia

(Lorenzatti et al., s.f.; Renzi, 2009).

La planta de vicia tiene una capacidad de fijacion de nitr6geno en un rango que varia
de 75 a 125 kg N/ha (Ebelhar ef al., 1984, Blevins et al., 1990, Singh, 2001, citados por
Lorenzatti et al., s.f.). Sin embargo, estudios realizados en el sudeste de Cordoba y sur
de Santa Fe, Argentina, reportaron una capacidad de fijacion de nitrégeno total de 200 a

300 kg/ha, contenido en los residuos de la vicia (Lorenzatti et al., s.f.).

Se trata de un cultivo que produce gran cantidad de materia seca y que, ademas, se
adapta a condiciones ambientales severas, especialmente a periodos de sequia y de frio.
El manejo de la biomasa aérea de esta leguminosa determina la capacidad de aportar
nutrientes al suelo. Una de las caracteristicas de la vicia es que posee el 85-90% del
nitrégeno de esa biomasa, por lo tanto el remanente que se conserve como residuo sera
determinante en su efecto mejorador (Renzi, 2009). Su valor como cultivo de cobertura
para mantener la fertilidad del suelo depende de la produccion razonable de toneladas de
materia organica. La vicia puede producir 40 toneladas de abono vegetal por acre,
mientras que otras leguminosas producen entre 12 a 13 toneladas. Anualmente hay

ganancias netas de nitrogeno por encima de las 150 libras por acre (Altieri, 1999).
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Es muy utilizada en rotaciones con cultivo de maiz, con el fin de generar biomasa
favoreciendo el aporte de carbono y la cobertura del suelo, mejorar las propiedades del
suelo, y principalmente fijar nitrogeno atmosférico e incorporarlo al suelo via
descomposicion de residuos aéreos y subterrdneos, como se ha mencionado
anteriormente (Romagnoli, 2010). Ademas, se ha demostrado que la asociacion de vicia
mas avena es una excelente combinaciéon como abono verde debido a que la avena
potencializa el crecimiento de la vicia obteniendo mayor cantidad de cobertura vegetal

(Muslera, 1983, citado por Chasi-Caisaguano y Muso-Defaz, 2009).

Se ha descrito la nodulacion de vicia por bacterias del género Rhizobium,
identificandose la especie R. leguminosarum bv. viciae (Chasi-Caisaguano y Muso-

Defaz, 2009).

1.4.3. Fijacion de nitréogeno

El nitr6geno molecular (N,) es el gas mas abundante en la atmosfera terrestre (79%),
y representa junto con el agua, el principal factor limitante de la produccion agricola
mundial, debido a que las plantas solo son capaces de asimilar el nitrégeno combinado,
siendo necesaria una conversion previa de nitrogeno gaseoso a amonio (NH,"), nitrito

(NO3 ) o nitrato (NO3"), como se aprecia en la figura 1.6 (Taiz & Zeiger, 1991).

Es considerado como un elemento fundamental en el desarrollo de las plantas por
ser componente principal de proteinas, dcidos nucleicos, vitaminas, enzimas, clorofila,
ATP, algunos lipidos y otros componentes celulares, afectando directamente en la
estructura y el metabolismo celular (Sylvia et al., 2005). De acuerdo a la fuente de
energia requerida para fijar nitrégeno, se distinguen dos formas de fijacion: bioldgica y

no biologica (figura 1.6).
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Figura 1.6. Esquema de la fijacion de nitrégeno (Olivares, 2004).

1.4.3.1. Fijacion no biolégica de nitrégeno

Fijacion natural, debido a la emision de energia, producto de la actividad natural de
descargas eléctricas y combustiones (incendios, automdviles y fabricas), en la cual la
enorme cantidad de luz ioniza las moléculas en la atmosfera, mezcldndose oxigeno con
nitrégeno atmosférico y formando 6xidos de nitrogeno, los cuales se disuelven en la
lluvia y forman nitritos (NO>") y nitratos (NO3") que son llevados a la tierra (figura 1.6);
se estima que este proceso puede fijar alrededor de 10 millones de toneladas métricas de
N/afio (Vinuesa, 1998; Brill, 1977, citado por Guaman y Yaguana 2007), es decir,
probablemente contribuye con el 10% del total de nitrogeno anual fijado (Newton &

Fisher, 2002).

Fijacion industrial, realizada para la producciéon de fertilizantes nitrogenados,
consiste en la transformacion del nitrogeno atmosférico en amoniaco, bajo condiciones

de temperatura y presion elevada a base de energia de los combustibles fosiles (figura
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1.6); con lo cual se introducen en el suelo aproximadamente 70 millones de toneladas de
N/afio (Martinez-Toledo, 1992, citado por Romero-Rojas, 2009). Esta fijacion tiene
algunas limitaciones, requiere de instalaciones sofisticadas (500°C y 300 atm), uso de
combustibles perecibles (85 litros de gas mas dos litros de petrdleo se necesitan para
obtener un kilogramo de nitrégeno) y usa catalizadores inorganicos, involucrando altos
costos de produccion; su aplicacion propicia contaminacion del medio ambiente y una
accion degastadora del suelo. Los fertilizantes nitrogenados son muy solubles, del 100%
que se coloca en el suelo, solo el 50% es aprovechado por las plantas, el resto se percola
contaminando las aguas (eutrofizacién), mientras que en las personas ocurre la
formacion de nitrosaminas (aminas secundarias catalogadas como agentes cancerigenos)
segun Brill (1977), citado por Guaman y Yaguana (2007). Esta forma de fijacion
contribuye aproximadamente con el 25% del total de nitrogeno fijado anualmente

(Newton & Fisher, 2002).

1.4.3.2.  Fijacion biologica de nitréogeno

Las plantas toman el nitrégeno directamente desde el suelo en forma de nitratos
(NOs") o amonio (NH;"), algo que no pueden hacer los animales, que precisan tomarlo
en forma de compuestos orgédnicos. La fuente mas importante de nitrégeno fijado deriva
de la actividad de ciertos microorganismos procaridticos, denominados diazotrofos, los
cuales convierten mediante un proceso de reduccion, el nitrogeno molecular de la
atmosfera terrestre en amonio (figura 1.6), es decir, en nitrogeno asimilable por otros

seres vivos, segun la siguiente ecuacion (Valverde-Portal, 2003; Diaz, 2010):

N, +8H" + 8¢ + 16ATP + 16H,0 — 2NH," + 16(ADP + Pi)

La reaccion estd catalizada por un complejo enzimatico denominado nitrogenasa,
que consta de dos componentes: el componente I, o nitrogenasa, posee un cofactor de
hierro y molibdeno (FeMoCo/molibdoferroproteina) que forma parte del centro activo, y

estd codificada por los genes nifD y nifK; y el componente II, o nitrogenasa reductasa,
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posee atomos de hierro acomplejados con el azufre de determinadas cisteinas

(ferroproteina), y esta codificada por el gen nifH (Valverde-Portal, 2003).

El proceso de transformacion del nitrogeno atmosférico en nitrégeno asimilable
comienza cuando los electrones para la reduccion, llegan al complejo nitrogenasa por
medio de una ferrodoxina, que los transfiere al componente II. El complejo queda
entonces reducido al tiempo que por cada dos electrones transferidos se hidroliza una
molécula de ATP; la nitrogenasa-reductasa reducida, componente II, se asocia entonces
con la nitrogenasa, componente I, y le transfiere los electrones. Una vez reducida la
molibdoferroproteina, ésta transfiere los electrones, y los protones, al N, hasta

convertirlo en dos moléculas de amonio (Valverde-Portal, 2003).

El complejo nitrogenasa es extremadamente sensible al oxigeno, por lo que queda
rapida e irreversiblemente inactivado por este gas. Por una parte, los bacteroides deben
mantener la concentracion de oxigeno a un nivel que no perjudique a la nitrogenasa, y
por otra, la concentracion de dicho gas debe ser la apropiada para que se pueda llevar a
cabo la fosforilaciéon oxidativa, encargada de suministrar el ATP a la nitrogenasa
(Valverde-Portal, 2003). En vista de este problema, la simbiosis rizobio-leguminosa ha
desarrollado una proteccion de la nitrogenasa frente al oxigeno mediante dos
mecanismos: a través de la barrera de difusion del nédulo, formada por una capa de
células con pocos espacios intercelulares y que limita el cortex interno; y a través de la
leghemoglobina, ferroproteina asociada a la membrana que rodea al bacteroide, que al
interconvertirse entre su forma oxidada y reducida regula el suministro de oxigeno al

bacteroide proporciondndole una concentracion adecuada (Bergensen, 1997).

Al final del proceso, el amonio producido se asimila mediante la formacion de
glutamato y glutamina, aminoacidos precursores de proteinas, que ademas intervienen
en otro tipo de reacciones, como la transferencia de grupos amino y amido a todos los

otros precursores nitrogenados de macromoléculas organicas (Patriarca ef al., 2002).
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La obtencion de nitrogeno asimilable directamente desde ésta via es muy importante
para el mantenimiento del ciclo del nitrégeno, del que forman parte las bacterias
fijadoras de nitrogeno (aerobias, anaerobias, o fotosintéticas), junto con otros grupos de
bacterias que llevan a cabo procesos intermedios de transformacion de compuestos
nitrogenados y de desnitrificacion, que devuelve finalmente el nitrogeno a la atmosfera.
La existencia de un equilibrio en el ciclo de este elemento es esencial para la vida en la
tierra y conlleva el mantenimiento de los ecosistemas microbianos presentes en los

medios terrestres y acudticos (Diaz, 2010).

El influyjo anual de nitrogeno a la biosfera correspondiente a la FBN es de
aproximadamente 175 millones de toneladas por afio, lo cual representa mas del doble
del nitrégeno aportado por los fertilizantes nitrogenados (Vinuesa, 1998). Los procesos
biologicos contribuyen con alrededor del 65% de la produccion total anual de nitrogeno

fijado (Newton & Fisher, 2002).

Dentro de los diazétrofos hay microorganismos que llevan a cabo la fijacion de
nitrégeno en vida libre, mientras que otros lo hacen mediante asociaciones simbioticas
con plantas (De Felipe, 2006). La fijacion biologica de nitrégeno puede ser no

simbidtica y simbiodtica.

1.4.3.2.1. Fijacion biolégica de nitrégeno no simbiotica

La fijacion no simbidtica se realiza por accion de las bacterias de vida libre que se
alimentan de materia organica muerta en el suelo: bacterias anaerobias Gram positivas
como Frankia y Clostridium, protobacterias aerobias como Acetobacter, Azospirillum 'y
Beijerinckia, enterobacterias anaerobias facultativas como Klebsiella, arqueobacterias

como Methanococcus, y varias mas (De Felipe, 2006).

Algunas bacterias fijadoras de vida libre son endofiticas de plantas, y colonizan los
espacios intercelulares radiculares de la planta hospedadora. Se ha demostrado, en

algunas de estas asociaciones, la incorporacion de nitrogeno fijado a la planta, como en
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el caso de Azoarcus, Azospirillum y Burkholderia, que son endofitos del arroz y penetran
a sus raices aumentando la presencia de compuestos nitrogenados, o como en el caso de
Gluconacetobacter, Azospirillum y Herbaspirillum, que son endofitos de cafia de azlcar,
y contribuyen a su fertilizacion nitrogenada (Berg et al., 1980, Reinhold-Hurek & Hurek
1998, Kao et al., 2003, Muifioz-Rojas y Caballero-Mellado, 2003, Vargas et al., 2003,
Govindarajan et al., 2007, citados por Diaz 2010).

Las bacterias de vida libre que fijan nitrégeno deben generar su propia energia para
realizar esta actividad. La eficiencia de la fijacion es baja, debido a que el nitrogeno
fijado es luego metabolizado, y eliminado por desnitrificacién y lavado. La fijacion en
vida libre aporta al suelo unos cientos de gramos de nitrogeno por hectarea y afio que, si
bien son suficientes en condiciones naturales, no satisfacen las necesidades de los

cultivos (Olivares, 2004).

1.4.3.2.2. Fijacion bioldgica de nitrégeno simbiodtica

Varios grupos de procariotas son capaces de establecer simbiosis fijadoras de
nitrégeno con las raices de plantas superiores. Las plantas suplen a la bacteria con la
energia para crecer con productos de la fotosintesis, mientras que la bacteria suple a la
planta con nitrogeno fijado (Newton & Fisher, 2002). Algunos ejemplos son, la
simbiosis entre Frankia y plantas actinorrizas, de gran importancia para los sistemas
forestales, la simbiosis entre cianobacterias del género Anabaena y el helecho Azolla, de
gran valor para los cultivos de arroz, la simbiosis entre enterobacterias como Citrobacter
y termitas, y la de mds relevancia, la simbiosis entre las bacterias rizobios con las
leguminosas (Peters, 1977, Benson & Silvester, 1993, Veldzquez et al., 2010, citados
por Diaz 2010).

La simbiosis con leguminosas no es exclusiva de los rizobios, sino que hay otros
microorganismos que también pueden llevarla a cabo. Asi, la proteobacteria Devosia ha
sido aislada de nddulos de la leguminosa acuética Neptunia natans, Methylobacterium

nodulans aislada de Crotalaria spp., hierbas y arbustos muy extendidos en Africa, de
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gran interés agrondmico por su utilizacion en la mejora de la fertilidad de los suelos y en
el control de las poblaciones de nematodos en suelos infectados, Burkholderia aislada de
Aspalatus carnosa, Cupriavidus taiwanensis aislada de noédulos de Acacia spp. (Moulin
et al., 2001; Becker & Johnson, 1999, Abdoulaye et al., 2001, Chen ef al., 2001, Rivas
et al., 2002, citados por Diaz, 2010).

1.4.4. Asociacion simbidtica leguminosa - rizobio

La simbiosis de rizobios y leguminosas ha sido la asociaciéon mutualista mas
estudiada por la importancia agrondémica, econdomica y social que tiene el cultivo de
estas plantas a nivel mundial. Ambos participes pueden vivir independientemente, sin
embargo, los dos se benefician mutuamente de la interaccion caracterizada por la
formacion de nodulos fijadores de nitrégeno que, en la mayoria de las leguminosas, se
forman en la raiz, o en casos especiales, en los tallos (Gibson ef al., 2008). La asociacién
simbiotica leguminosa rizobio es responsable del 40% de nitrogeno fijado por medios
biolégicos y practicamente, de todo el nitrogeno fijado por las plantas cultivadas

(Romero-Rojas, 2009).

La fijacion en simbiosis es mucho mds eficiente que la fijacion no simbiotica,
calculandose que solo la asociacion rizobio-leguminosa puede llegar a aportar mas de
300 kilogramos por hectarea y afio, y abastecer en algunos casos hasta 90% de las

necesidades de las plantas (Urzta, 2005).

Son muchas las ventajas de esta asociacion simbidtica: la planta puede
autoabastecerse de nitrogeno, elevando considerablemente su contenido de proteinas,
puede aportar nitrégeno a un cultivo acompafiante de especies diferentes a las
leguminosas, puede dejar nitrogeno disponible en el suelo para el cultivo siguiente en la
rotacion, siempre que se incorporen los rastrojos o el abono verde y se mineralice el
nitrégeno. La eficiencia de la utilizacion del nitrégeno fijado por parte de la planta es
cercana al 100%, en comparacion con solo 50-60% con los fertilizantes nitrogenados

aplicados al suelo, los cuales se pierden parcialmente por lixiviacion, desnitrificacion e
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inmovilizacion microbiana, pudiendo convertirse en contaminantes de suelos, plantas,

aguas, animales e, inclusive, seres humanos (Urzuaa, 2000).

A pesar de las ventajas mencionadas, los rizobios no siempre se encuentran en el
suelo, estan en poblaciones relativamente bajas o, si se encuentran presentes, la mayoria
de veces son de baja efectividad. Introducir estos microorganismos en el suelo a través
de la inoculacién, es una alternativa para favorecer la simbiosis. Ademas, cabe destacar
que inocular las semillas de leguminosas tiene un bajo costo para el productor, con un

valor promedio estimado de 5% sobre el costo de la semilla (Urzta, 2000).

La efectividad fijadora es el resultado de interacciones bioquimicas y genotipicas
entre hospederos y rizobios, en base a la cual un determinado tipo de simbionte que
actia sobre diferentes tipos de hospederos puede presentar diferentes grados de
eficiencia (Pankhurst, 1979, citado por Gonzalez-Vargas, 2001). La cantidad de
nitrégeno realmente fijada por una leguminosa no depende solamente de la genética de
las bacterias o de la planta huésped, sino también del medio ambiente y las practicas
agricolas. Al respecto cabe decir que muchas de las plantas que no nodulan en su
ambiente natural quizds pudieran hacerlo si las condiciones fueran otras. Entre las
practicas agricolas comunes, la fertilizacion con fésforo y nitrégeno influye en forma
importante sobre la fijacion del nitrégeno. En Kenya, la fertilizacion de Phaseolus con
150 kg/ha de fosforo resultd en un aumento del 62% en el rendimiento de este cultivo y

de un promedio de 8 kg/ha a 60 kg/ha en la fijacion de nitrogeno (Danso y Eskew, s.f.).

1.4.4.1. Proceso de simbiosis leguminosa - rizobio

En el establecimiento de la simbiosis se pueden diferenciar dos procesos complejos,
una infeccidn controlada, y la aparicion de un nuevo 6rgano en la planta, el nodulo, en el
cual se desarrolla la fijacion del nitrégeno atmosférico (Mylona et al., 1995, Schultze &

Kondorosi, 1998, citados por Valverde-Portal 2003).
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Los rizobios son un grupo de microorganismos genéticamente diversos y
fisioldgicamente heterogéneos (Ferrera ef al., 2001, citado por Franco-Ramirez, 2004)
que pueden infectar al huésped a través de tres vias alternativas: pelo radical, heridas y
células epidérmicas. La naturaleza quimica y fisica de la pared celular del pelo radical es
posiblemente un factor critico para determinar la via de infeccion (Pueppke, 1986,
Sequeira, 1986, Faria et al., 1988, Hirsch, 1992, Boogerd & Van-Rossum, 1997, citados
por Valverde-Portal 2003).

La penetracion intercelular (crack-in) entre células epidermales y corticales ocurre,
por ejemplo, en la nodulacion del cacahuate (Arachis hypogea) por bacterias del género
Bradyrhizobium (Bhuvaneswari et al., 1981, Booger & Van-Rossum, 1997, De Lajudie
et al., 1998, citados por Diaz, 2010); mientras que la infeccion de las células del pelo
radicular sucede en la mayoria de las plantas. En el caso de Phaseolus la entrada de los

rizobios es mixta, por pelos radicales y por crack-in (Diaz, 2010).

1.4.4.1.1. Mecanismos fisiologicos

En las leguminosas en las que la infeccion se produce a través de pelos radicales,
que son células de la superficie de la raiz especializadas en la absorcion, se produce una
deformacion de los mismos que origina un cambio en la direccién del crecimiento,
provocando en el extremo apical la morfologia tipica denominada “cayado de pastor”, de
modo que algunas de las bacterias quedan recluidas en el interior de la curvatura
mediante la formacion de hilos de infeccion u otras vias de acceso (Mateos et al., 2001;

Robledo et al., 2008).

Los rizobios inducen una degradacion local de la pared celular de la planta, la
membrana plasmatica se invagina y entran en su interior (Mateos et al., 2001; Robledo
et al., 2008). Al mismo tiempo, las células corticales son activadas mitoéticamente
formando el primordio nodular. Una vez que el rizobio llega al primordio, éste es
liberado al citoplasma de sus células envuelto por una membrana peribacteroide de

origen vegetal, que constituye el organulo denominado simbiosoma. El primordio
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nodular se desarrolla hasta la formacion de un nédulo maduro y la bacteria se diferencia
a bacteroide (Haukka, 1997). Los bacteroides dependen totalmente de la planta para
obtener la energia necesaria para la fijacion de nitrogeno. La planta aporta esqueletos
carbonados para el metabolismo del bacteroide a través del floema y, por su parte, los
bacteroides son capaces de fijar el nitrégeno atmosférico en amonio (en forma de
aminoacidos), los productos abandonan el nddulo a través del xilema y son luego

utilizados por la planta (Coyne, 2000; Wang et al., 2002; Lodwig & Poole, 2003).

Para que tenga lugar la reduccion de N, el ambiente del simbiosoma debe ser
microaerobio, puesto que la nitrogenasa es muy sensible a la oxidacion por O,. La
proteccion de la nitrogenasa frente al oxigeno la lleva a cabo la leghemoglobina,
proteina monomérica cuya funcion es aportar oxigeno, y controlar los niveles del
mismo, se acumula entre los bacteroides y la membrana periobacteroide proporcionando
un color rojizo cuando los nddulos son cortados. Esta membrana presenta una elevada
afinidad con el oxigeno, disminuyendo su concentraciéon en los nodulos lo suficiente
como para permitir que la respiracion y la fijacion del nitrégeno se realicen

simultaneamente (Coyne, 2000; Valverde-Portal, 2003; Diaz, 2010).

La fijacion del nitrogeno absorbe gran cantidad de energia y suele estar limitada por
el aporte de carbono, en teoria son necesarios hasta 22 moles de glucosa por cada mol de
nitrégeno fijado, de tal manera que una parte sustancial de la produccion fotosintética de
la planta (7 al 12%) estd destinada en gran medida a los nddulos (Paul & Kucey, 1981,
citados por Romero-Rojas 2009).

1.4.4.1.2. Mecanismos moleculares

La comunicacién molecular entre la bacteria y la planta leguminosa es necesaria
para el reconocimiento mutuo de las partes simbidticas compatibles. Estas sefiales

moleculares son liberadas desde la raiz y/o semilla durante la germinacion (Lopez,
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2002). Las moléculas que estan implicadas en la comunicacion leguminosa-rizobio son:
las derivadas de la planta, que incluyen flavonoides (chalconas, flavonas, flavanonas,
flavonoles, antocianidinas, isoflavonoides), no flavonoides (betainas, estachidrina,
trigonellina), 4acidos aldonicos (&cido eritronico, acido tetrénico) y glicoproteinas
(lectinas); y las de origen bacteriano, constituyentes especificos de la pared del rizobio
necesarios para la iniciacion y elongacion del hilo de infeccion, asi como en la liberacion
de las bacterias en el citoplasma de las células infectadas, incluyen polioligosacaridos
(exopolisacaridos-EPS, lipopolisacéaridos-LPS, polisacaridos capsulares-CPS y KPS,
beta glucanos ciclicos) y lipoquitooligosacaridos (LCOs) o denominados factores de
nodulacion (factores nod); ademds los rizobios secretan proteinas que son
simbidticamente activas (Spaink et al., 1998; Lopez, 2002; Van Rhijn & Venderleyden,
1995, citados por Jerez, 2004).

El proceso comienza cuando los rizobios son atraidos a la superficie de la raiz de la
planta con propiedades inductoras presentes en los exudados radiculares (caracteristicos
para cada leguminosa), donde proliferan y se adhieren a sus células por mecanismos
especificos que involucran la interaccion de macromoléculas complementarias, proteinas
llamadas lectinas, presentes en las raices de las leguminosas (Paul & Clark, 1989,
citados por Campafia-Cruz, 2003). Las raices secretan compuestos flavonoides
especificos que activan los genes nodD del rizobio, presente en el plasmido simbiotico o
en la region cromosomal simbidtica de la bacteria, los mismos que producen un

activador de transcripcion para la expresion de otros genes nod (Lopez, 2002).

Estos genes son los responsables por la sintesis de los llamados factores nod, que
funcionan como moléculas indicadoras que accionan el inicio de la nodulacion en la
planta huésped induciendo una serie de cambios en la raiz de la leguminosa que
comprenden la deformacion del pelo radicular, la formacion del hilo de infeccion y la
estimulacion de la actividad mitotica en las células corticales, procesos que estan
marcados por la expresion de genes especificos de nodulacion que codifican proteinas
llamadas nodulinas. Los genes de nodulina que son expresados antes del inicio de la

fijacién de nitrogeno, es decir durante el proceso de infeccion y de la morfogénesis
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nodular, son los llamados genes tempranos de nodulina que comprenden los genes de
nodulacion (genes nod, nol y noe) y determinan las estructuras superficiales de los
rizobios (genes exo, EPS, LPS y glucanos ciclicos); y los genes que son expresados
inmediatamente después o al mismo tiempo que la fijacion de nitrégeno, son los
llamados genes tardios de nodulina (genes de fijacion nif'y fix) (Martinez, 1990, Van-
Kammen, 1994, citados por Jerez, 2004).

Una vez desarrollado el nodulo, los rizobios se diferencian en el interior del
citoplasma de las células vegetales como bacteroides y es alli donde se activa el proceso
de fijacion de nitrogeno. El conjunto de bacteroides rodeados por la membrana
peribacteroidea se le denomina simbiosoma. El proceso de fijacion estd mediado por la
induccion micro-aerdbica de los genes de fijacion (nif/fix) via la hemoproteina FixL que
es oxigeno sensible. Conjuntamente se activan las nodulinas tardias que codifican para
una proteina transportadora de oxigeno (leghemoglobina) y proteinas involucradas en la

asimilacion de carbono y nitrogeno (Lopez, 2002).

Por su parte, en el proceso de infeccion a través de heridas “crack entry” o de las
células epidérmicas, el microorganismo invade las células basales de los pelos radicales
ocupando, al penetrar, el espacio existente entre la pared del pelo radical y las células
epidérmicas y corticales adyacentes. Las células basales invadidas se dividen
repetidamente llegando a hacerse mas pequefias e incorporandose al tejido del nodulo.
Las células adyacentes se separan hasta la ldmina media y el espacio resultante se llena
de bacterias formando zonas de infeccion intercelulares. El reticulo endoplasmatico y las
mitocondrias también aumentan cerca del sitio de infeccion, lo que indica un incremento
de actividad de las células cercanas a las bacterias. Las bacterias invasoras se hallan
dentro de una matriz densa a los electrones, pero no estan rodeados de una envuelta de
celulosa. Después de la liberacion dentro de la célula de las bacterias, ésta se divide
rapidamente y al final cada bacteria se encuentra rodeada de una membrana. El espacio
que rodea a la bacteria es inicialmente grande, pero disminuye mucho al diferenciarse la
célula bacteriana en bacteroides grandes y esféricos. En los nédulos maduros aparecen

muchas zonas con bacteroides maduros separados por filas de células no infectadas. Los
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haces vasculares de las raices laterales y del nddulo tienen el mismo origen, naciendo en
el lugar donde el haz vascular de la raiz se engrosa y divide (Chandler, 1978, Boogerd &

Van-Rossum, 1997, citados por Valverde-Portal, 2003).

1.4.4.2. Promiscuidad hospedero - rizobio

La capacidad de los hospedadores para entrar en simbiosis con diferentes rizobios
varia enormemente. La promiscuidad en la simbiosis estd ampliamente difundida en la
naturaleza. No estd asociada con un grupo taxondmico de plantas o bacterias en
particular, y no se correlaciona con el habito de crecimiento de la leguminosa. Quizas el
unico rasgo que es comun a bacterias y plantas promiscuas es que la mayoria se
encuentran en climas templados o tropicales. La promiscuidad simbidtica es
probablemente anterior a la posesion de un rango hospedador restringido (Perret et al.,
2000). La mayoria de leguminosas presentan un grado de promiscuidad bastante
elevado, es decir, que pueden ser infectadas por un amplio rango de cepas de bacterias
originalmente adaptados a otras especies (Freire, 1996). Sin embargo la principal
excepcion a esta regla la constituyen los rizobios asociados con las tribus Cicereae,
Trifolieae y Viceae, los cuales tienen un rango de hospedador mas restringido (Perret et
al., 2000). Ejemplos de leguminosas no promiscuas son Galega officinalis y G.
orientalis, noduladas solamente por Rhizobium galegae, Vicia faba por R.
leguminosarum bv. viciae y Medicago sp. por Sinorhizobium meliloti (Lindstrom, 1989,

Ritsema et al., 1996, citados por Lloret y Martinez, 2005).

Es de destacar que muchos de los hospedadores con una gran promiscuidad
pertenecen a la tribu Phaseoleae. Esta capacidad de ser noduladas por una elevada
variedad de bacterias se ha relacionado con el espectro de inductores de genes de
nodulacion que secretan, considerandose Phaseolus vulgaris como una de las
leguminosas que libera mayor cantidad y variedad de flavonoides, exudados tanto por la
raiz como por la semilla (Morén et al., 2006, citado por Lloret y Martinez, 2005). Se ha

comprobado que determinadas cepas de Rhizobium etli y R. tropici, aisladas de P.
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vulgaris, son capaces de nodular, respectivamente, 17 y 18 géneros de leguminosas

(Hernandez-Lucas et al., 1995, citado por Valverde-Portal, 2003).

1.4.4.3. Especificidad hospedero - rizobio

Algunas leguminosas son infectadas por diferentes géneros de rizobios y otras
especies vegetales son altamente restrictivas y aceptan pocas cepas de estos simbiontes.
Muchas bacterias pueden iniciar la formacién del nddulo, sin embargo, solo algunas
combinaciones dan lugar a la formacion de nddulos fijadores de nitrogeno. La
especificidad entre el rizobio y la leguminosa minimiza la probabilidad de infeccioén por
agentes patogenos y la formacion de asociaciones infectivas que van en agravio de

ambos simbiontes (Lopez, 2002).

Cada leguminosa se encuentra asociada a una especie distinta de rizobio. Asi, por
ejemplo, la bacteria que forma nddulos en la soya, no puede infectar la alfalfa y
viceversa. En 1974, se descubrio que el elemento del mecanismo de reconocimiento
responsable de esta especificidad es una proteina que se encuentra en la superficie de los
pelos radiculares de la planta huésped y que se enlaza con un polisacirido de la
superficie del rizobio especifico, actuando como un puente entre la bacteria y la planta.
Esta union constituye la zona inicial de infeccion (Bohlool & Schmidt, 1973, Cardoso,
1985, citados por Gonzélez-Vargas, 2001). La composicion de los exudados radicales y
la estructura de los factores Nod confieren especificidad al hospedero hacia la

interaccion simbiotica (Perret ef al., 2000).

Se ha visto que los microsimbiontes de las tribus Cicereae, Vicieae y Trifolieae
secretan factores Nod poco modificados, lo cual parece estar relacionado con un
estrecho rango hospedador, que podria ser una especializacion desarrollada por ciertas
plantas que se hallan presentes en un nicho ecologico restringido (Perret et al., 2000).
Leguminosas como la soya, trébol y alfalfa son extremadamente exigentes o especificas
respecto a su rizobio (Freire, 1996). La coevolucion de los rizobios y las leguminosas ha

llevado a la especializacion de los factores Nod que han generado una amplia gama de
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decoraciones para adecuarse a su hospedero en algunos casos con alta especificidad
como el caso de Azorhizobium caulinodans que solo nodula a Sesbania rostrata, y en el
extremo opuesto se encuentra la cepa con la mayor promiscuidad reportada,
Sinorhizobium sp. NGR234 que abarca un amplio rango de hospederos, nodula a 232
(51%) de 452 leguminosas probadas (Dreyfus et al., 1988, Pueppke et al., 1999, citados
por Lloret y Martinez, 2005).

1.4.5. Bacterias fijadoras de nitrégeno rizobios

1.4.5.1. Morfologia

Las cepas de rizobios pueden describirse de acuerdo a su crecimiento tanto en medio
liquido como en medio solido. El tamafio, forma, color, textura de las colonias y la
habilidad de alterar el pH del medio son caracteristicas generalmente estables y ttiles

para definir cepas o aislamientos (Cunachi, 2006).

Los rizobios son bacilos aerdbicos moviles Gram negativos, con forma de baston,
generalmente de 0.5-0.9 um de ancho y 1.2-3.0 um de largo, carecen totalmente de
formas especiales de resistencia, como esporas o quistes, y pueden tener un flagelo polar
unico o de dos a seis flagelos peritricos, con presencia de granulos de 4cido poli-beta-
hidroxibutirico (PHBA) y, en algunos casos, granulos metacromdticos de polifosfatos
(Stainer ef al., 1996). Al principio se mueven por medio de estos flagelos peritricos, pero
mas tarde pierden la motilidad, se hipertrofian y se convierten en células asociadas e
irregulares denominadas bacteroides, forma infectante que produce nodulacioén y carece
de flagelos (Somasegaran & Hoben, 1985; Sylvester, 1984, citado por Gonzalez-Vargas,
2001).

En los medios de cultivo, las colonias bacterianas cambian con el tiempo de
almacenamiento, las condiciones de incubacion y edad del cultivo. Se desarrollan mejor
a temperaturas entre 25° y 30°C, con una buena aireacion y un pH que oscila entre 6.5 y

7.5 (Somasegaran & Hoben, 1985). Pueden utilizar distintos carbohidratos como fuente
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de carbono; en los medios de cultivo que contienen carbohidratos, el crecimiento se
caracteriza por la produccion de gran cantidad de exopolisacaridos (Jordan, 1984, citado

por Valverde-Portal, 2003).

Las especies de Azorhizobium miden 0.5-0.6 um de ancho y 1.5-2.5 pm de largo, se
mueven en medio sélido gracias a flagelos peritricales y en medio liquido con un flagelo
lateral. Las colonias son circulares, transliicidas, gomosas y tienen un color cremoso.
Las colonias miden mas de 2 mm de didmetro después de dos dias de incubacion. Crece
tan rapido como Rhizobium pero produce alcalinidad como Bradyrhizobium en LMA.
Crece mejor con acidos organicos como fuente de carbono que usando carbohidratos
(excepto la glucosa) y puede asimilar alcoholes como el 1,2-propanodiol y 2,3-
butanodiol. Fija nitrogeno en condiciones microaerdbicas y crece bien con vitaminas en
un medio libre de este elemento. En condiciones de microaerobiosis se requiere acido

nicotinico para la fijacion de nitrogeno (Wang et al., 2002; Bécquer, 2004).

Las especies de Bradyrhizobium miden 0.5-0.9 um de ancho y 1.2-3.0 um de largo,
se mueven con un flagelo polar o subpolar, la division celular ocurre de seis a siete horas
y tardan cinco a diez dias en aparecer colonias por lo que se les denomina de
crecimiento lento, son productoras de 4lcali (metabolismo alcalino), y poseen
dimorfismo cuando sus colonias son acuosas o gelatinosas, y raramente traslicidas,
mientras que si son secas, son opacas; ademds sus colonias son convexas y con
tendencia a tener textura granulosa. El tamafo de la colonia varia de 1 mm para rizobios

de crecimiento lento (Wang et al., 2002, CIAT, 1988).

Las especies de Mesorhizobium miden 0.4-0.9 pm de ancho y 1.2-3.0 um de largo,
algunas tienen flagelacion polar o subpolar mientras que otros presentan flagelos
peritricos. Son generalmente pleomorficas en condiciones adversas de crecimiento, tales
como alta concentracion de sales. Las colonias son de crecimiento lento o moderado;
son circulares, convexas, semitransliicidas y mucilaginosas; miden de 2-4 mm de
diametro después de cinco dias de incubacion a 28°C para algunas especies 0 menos de

1 mm después de siete dias para otras. Son bacterias quimio-organotréficas que utilizan
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una gran variedad de carbohidratos, acidos organicos y aminodcidos como fuente de

energia. No utilizan ni celulosa ni almidon. Todas las cepas producen acido en LMA

(Wang et al., 2002).

Las especies de Rhizobium son bacilos que miden 0.5-1.0 um de ancho y 1.2-3.0 uym
de largo, se mueven por flagelos peritricos, la division celular ocurre de dos a cuatro
horas y las colonias se observan a los tres a cinco dias de incubacion, por lo que se les
denomina de crecimiento rapido, sus colonias son redondas, elasticas, mucilaginosas,
brillantes, semitransliicidas u opacas, permanecen blancas. El crecimiento en medio de
carbohidratos generalmente esta acompanado de reaccion acida (metabolismo 4cido) y
abundante cantidad de polisacarido extracelular; son quimio-organotréficas, pues
utilizan una gran variedad de carbohidratos y acidos organicos como fuente de carbono y
energia; algunas cepas requieren biotina, acido nicotinico, pantotenato o tiamina como
factores de crecimiento. Pronunciada turbidez se desarrolla de dos a tres dias en caldo
aireado o agitado. El tamafio de la colonia varia de 2-5 mm para rizobios de crecimiento

rapido (Wang et al., 2002; Kuykendall et al., 2005).

Las especies de Sinorhizobium son bacilos que miden 0.5-1.0 pym de ancho y 1.2-3.0
um de largo, presentan un crecimiento rapido de uno a tres dias, contienen granulos de
poli- B-hidroxibutiratos y producen acido en el medio de cultivo LMA con contenido de

sales minerales y carbohidratos (Wang ef al., 2002; Moreno, 2010).

1.4.5.2. Forma de vida

Los rizobios generalmente subsisten en el suelo como heterétrofos, también pueden
comportarse como saprofitos al desarrollarse en ausencia de la planta hospedante,
utilizando fuentes de energia y sustancias nitrogenadas del medio, sin embargo, su
existencia libre continuada en los suelos, depende de la presencia de una raiz
“hospedante” que estimule su proliferacion (Coyne, 2000; Spaink, 2000). Al establecer
una asociacion simbidtica y formar nddulos con las raices de las leguminosas, tiene

lugar la reduccion del nitrégeno atmosférico en amonio, el cual es transportado a la
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planta y convertido en biomoléculas esenciales; o bien pueden comportarse como
endofitos en raices de diferentes especies vegetales, donde ejercen efectos promotores

del crecimiento (Wang et al., 2002).

En su estado libre en el suelo, estas bacterias se encuentran rodeadas por una cépsula
compuesta por exopolisacaridos, que evita su desecacion. Dicha capsula permite que la
bacteria se adhiera a los pelos de las raices durante una de las etapas de su ciclo de vida.
Se mueven por medio de flagelos peritricos, y se encuentran en aquellos lugares donde
existen leguminosas hospederas, aunque pueden sobrevivir por muchos afios en ausencia

de ellas (Freire, 1996).

Los rizobios no se encuentran sélo en la rizosfera o zona de raices de las
leguminosas, sino también como habitantes naturales del suelo, representando del 0.1 al
8% del total de las bacterias en el mismo y hasta un 0.14% de su biomasa (Sadowsky &
Graham, 1998). Puede haber entre 10 y 10° rizobios por gramo de suelo dependiendo de
la estacion, historial de cultivos y practicas de tratamiento agricola (Freire, 1996). La
mayor parte de los rizobios estdn en la capa de suelo de cero a una pulgada y sélo
algunos estan presente en la capa de una a cuatro pulgadas y en los horizontes mas

profundos (Spaink et al., 1998; Arrese-Igor, et al., 1999).

En el suelo ademas de sobrevivir, la bacteria necesita multiplicarse, competir con la
microflora nativa, colonizar la rizésfera, poseer habilidad de formar nddulos y
principalmente ser eficiente en la fijacion de nitrogeno (Acufia, 1991, citado por
Gonzélez-Vargas, 2001). Segun los rizobios se encuentren cercanos o aislados a la
rizosfera van a existir diferencias en la forma de reproducirse. Las raices de las
leguminosas secretan sustancias que estimulan la reproduccion de los rizobios. Ademas
no solo las leguminosas son capaces de secretar estas sustancias estimulantes, otras
plantas también pueden hacerlo, pero en menor intensidad, constituyendo un factor que

determina la sobrevivencia del rizobio en ausencia del huésped (Freire, 1996).
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Se encuentran también con mds abundancia en terrenos cultivados que en terrenos
virgenes, quizds, como consecuencia de la aireacion y aumento de la actividad
microbiana (Cubero y Moreno, 1983, citados por Chasi-Caisaguano y Muso-Defaz,
2009). Viven mejor en suelos cercanos a la neutralidad, siendo muy variable su
resistencia a la acidez o alcalinidad segun la especie de rizobio (Llerena, 2004, citado

por Chasi-Caisaguano y Muso-Defaz, 2009).

1.4.5.3. Taxonomia

En la actualidad, para clasificar una cepa aislada a partir de ndédulos de leguminosas
deben estudiarse una serie de caracteres fenotipicos, genotipicos y simbioticos, que
permitan determinar su relacion con los taxones establecidos (Graham et al, 1991,

Amarger, 2001, citados por Diaz, 2010).

La caracterizacion fenotipica de los rizobios debe incluir la descripcion morfolédgica,
fisioldgica y bioquimica, de las células y colonias. Los datos se evaluan por un andlisis
de agrupamiento (taxonomia numérica). Sin embargo, este tipo de clasificacion esta
poco desarrollada en el caso de los rizobios puesto que no se han estudiado este tipo de
caracteristicas de manera uniforme en todas las cepas por lo que su utilidad estad

practicamente limitada, por el momento, a la descripcion de nuevas especies (Diaz,

2010).

Por el contrario, la clasificacion filogenética constituye actualmente la principal
herramienta para la taxonomia de los rizobios. Las secuencias de los genes que codifican
para el ARN ribosomico y, especialmente, las del gen ribosémico 16S, han sido
ampliamente aceptadas para la descripcion de nuevas especies o taxones mas elevados
como géneros, familias y ordenes, por su constante funcionalidad y su composicion
altamente conservada en todos los dominios (Kuykendall ef al., 2005). Se considera que
las cepas cuyas secuencias del gen 16S son similares en un 97% o mas, pertenecen a la
misma especie. Sin embargo, cuando las secuencias 16S son muy parecidas, no se

distingue las especies cercanamente relacionadas, lo que ocurre debido a que este gen
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estd altamente conservado entre todos los organismos vivos; razén por la cual otros
métodos, tales como la hibridacion DNA-DNA han sido incluidos para definir especies

dentro de cada género en la taxonomia de los rizobios (Perret ef al., 2000).

Algunos autores consideran rizobios a todas aquellas bacterias capaces de nodular,
otros distinguen entre los verdaderos rizobios (anexo A), pertenecientes a la clase a-
Proteobacteria, orden Rhizobiales e incluidos en la actualidad en cinco géneros:
Azorhizobium (anexo Al), Bradyrhizobium (anexo A2), Mesorhizobium (anexo A3),
Rhizobium (anexos A4, AS) y Sinorhizobium (anexo A6); y las bacterias no-rizobios
capaces de nodular (anexo B), constituidas por cepas de algunos géneros pertenecientes
a la clase o-Proteobacteria como Shinella, Methylobacterium, Devosia, Blastobacter,
Phyllobacterium y Ochrobactrum (Diaz, 2010) y de otros géneros pertenecientes a la

clase B-Proteobacteria como Cupriavidus, Burkholderia y Herbaspirillum (Moulin ef al.,

2001).

Debido a que por un lado las especies de Agrobacterium, Rhizobium y
Allorhizobium se entremezclan, y por otro lado no se distinguen por caracteristicas
fenotipicas, se ha propuesto combinar los tres géneros en uno solo, lo cual ha sido causa
de controversia (Young et al., 2001). El género Rhizobium junto con el género
Sinorhizobium que ha pasado a denominarse Ensifer (Judicial Comission of the
International Committee on Systematics of Prokaryotes, 2008, citado por Diaz, 2010) y
con el nuevo género Shinella (An et al., 2006, citados por Diaz, 2010) se incluyen en la
familia Rhizobiaceae (todavia en revision). El género Mesorhizobium junto con el
género Phyllobacterium se ha incluido en wuna nueva familia denominada
Phyllobacteriaceae (Mergaert & Swings, 2005, citados por Diaz, 2010). El género
Azorhizobium que forma nddulos en tallos de Sesbania junto con el género Devosia se
incluye en la familia Hyphomicrobiacae. Finalmente, el género Bradyrhizobium y el
género Blastobacter se incluyen en la familia Bradyrhizobiaceae (Kuykendall et al.,

2005).
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La taxonomia de las bacterias fijadoras de nitrégeno en leguminosas se encuentra en
un estado de actualizacion y transicion continuamente. Los estudios filogenéticos
moleculares han establecido que los rizobios son un grupo polifilético, que significa que
no existiria una rama en el arbol evolutivo que los agrupe exclusivamente (Young ef al.,

2001).

Azorhizobium.- Hay una sola especie descrita en este género, A. caulinodans. La
cepa tipo de esta especie es ORS 571. La habilidad de nodular los tallos de Sesbania y
de fijar nitrogeno tanto en vida libre como en condiciones simbidticas son caracteristicas
unicas de esta especie. También puede formar nodulos en la raiz de la planta huésped.
Esta bacteria invade las raices de Seshania entrando por grietas de las raices laterales,
fisuras epidérmicas normales que se forman alrededor de raices laterales emergentes.
Esta ruta de invasion es diferente a las de las otras bacterias que entran a las raices a
través de procesos de infeccion altamente especializados que involucra la presencia de
hilos de infeccion. La especie A. caulinodans tiene muchas caracteristicas que la
diferencian de otros grupos rizobiales. En el arbol filogenético de los rizobios forma una
rama distantemente relacionada con los otros rizobios. No se conocen plasmidos
simbidticos para este género y se estima que los genes simbidticos estan localizados en

el cromosoma (Wang et al., 2002).

Bradyrhizobium.- La especie tipo es B. japonicum, la cual tiene una amplia gama de
plantas huéspedes. B. elkanii se distingue de B. japonicum por diferencias en sus
secuencias de ADN, en patrones de enzimas metabolicas y de resistencia a antibidticos.
Las dos especies tienen una relacion filogenética a Blastobacter denitrificans. Las cepas
de B. liaoningense se distinguen principalmente por su crecimiento extra lento (tiempo
de generacion entre 16-39 horas) de B. japonicum y B. elkanii. Actualmente hay muchas
cepas que pertenecen claramente al género pero no nodulan soya. De las especies
identificadas, ninguna tiene pldsmido simbidtico y los genes simbidticos estan
localizados en el cromosoma. Se ha reportado que existe s6lo un operon del gen

ribosomal en este género, el cual se ubica como el linaje més antiguo que ha conservado
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la capacidad de fotosintetizar y fijar nitrogeno en condiciones de vida libre y en

simbiosis (Wang et al., 2002).

Mesorhizobium.-. La especie tipo es M. loti, y fue transferida del género Rhizobium.
M. amorphae y M. huakuii tienen plasmidos simbidticos y el resto tiene los genes
simbidticos en sus cromosomas. En M. loti, se ha descubierto un fragmento de ADN
transferible entre bacterias que contiene genes simbioticos al que se ha dado el nombre
de isla simbidtica. Entre estas especies es comun la existencia de dos operones
ribosomales. También hay bacterias no simbidticas cercanamente relacionadas con

Mesorhizobium como Phyllobacterium (Wang et al., 2002).

Rhizobium.- La especie tipo es R. leguminosarum. Las especies forman un grupo
polifilético en el arbol filogenético. R. giardinii es una rama distantemente relacionada
con las otras especies. R. galegae y R. huautlense tienen una relaciéon mas cercana con
las especies de Agrobacterium que con las otras especies de Rhizobium. Tienen tres
copias de los genes ribosomales y los plasmidos simbidticos son comunes en estas
especies. También se han aislado cepas de R. et/i que carecen de genes simbidticos, son
importantes en México, en particular, y en América Latina, en general, ya que

predomina en los nodulos del fréjol comtin (Wang et al., 2002).

Sinorhizobium.- La especie tipo es S. meliloti. Se separ6 este género de Rhizobium
debido a las diferencias en las secuencias de genes 16S rRNA, sin embargo no hay
caracteristicas fenotipicas especificas conocidas que distingan a ambos. Se han
identificado tres copias del gen ribosomal en S. meliloti. Plasmidos grandes e incluso
megaplasmidos son comunes en estas especies. Se ha secuenciado el plasmido
simbidtico de una cepa de Sinorhizobium con un amplio espectro de huéspedes,
NGR234. Ademas, recientemente se han descrito dos especies no simbioticas, S.

morelense y S. adhaerens (Wang et al., 2002).

Recientemente se han encontrado otras bacterias que forman nodulos fijadores de

nitrégeno con leguminosas. La transferencia de genes simbidticos a bacterias no
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simbidticas de la rizosfera, puede dar origen a nuevas cepas capaces de nodular
(Ochman & Moran, 2001), lo cual podria explicar la gran diversidad en el fondo
genético de las especies capaces de nodular leguminosas y el hecho de que bacterias
proximas a aquellas que nodulan no tengan esta capacidad (Brom et al., 2000). Se ha
descrito la existencia de cepas formadoras de nodulos dentro de los géneros
Blastobacter, Devosia, Methylobacterium, Phyllobacterium y Ochrobactrum, de la clase
a-Proteobacteria, ademas de los géneros Burkholderia y Cupriavidus pertenecientes a la

clase B-Proteobacteria (Diaz, 2010).

1.4.6. Nodulos

1.4.6.1. Tipos de n6dulos

Se han descrito dos tipos de nodulos en las leguminosas, nodulos determinados e
indeterminados, los cuales se diferencian por su morfologia, estructura, desarrollo del
cordon de infeccion (Rae et al., 1992, citados por Valverde-Portal, 2003), presencia o no
de meristemo apical y por el tipo de metabolitos nitrogenados que exportan (Sprent et

al., 1989, citados por Valverde-Portal 2003).

Los nddulos determinados se caracterizan por su forma esférica (globosos), por
desarrollarse a partir de un meristemo apical hemisférico no persistente determinado, por
tener un sistema vascular cerrado que se dicotomiza y es continuo por el nodulo, por
producir ureidos como productos mayoritarios de traslado a la planta del nitrogeno
fijado, y por bacteroides en grupos de dos o mas que se hallan entremezclados con
células intersticiales no infectadas con un canal de infeccion estrecho que apenas
interviene en la distribucion de las bacterias. La division celular en los nddulos
determinados termina en el inicio de su desarrollo por lo que su forma final resulta del
agrandamiento y no de la division de las células. Entre las plantas que los forman se
encuentran las leguminosas de zonas subtropicales y tropicales como la soya, fréjol y

mani (Valverde-Portal, 2003).
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Los nodulos indeterminados se caracterizan por su forma alargada y cilindrica
(pleomorficos), por desarrollarse mediante un crecimiento distal (Haukka, 1997) desde
un meristemo apical persistente indeterminado, por tener un sistema vascular abierto que
conecta el sistema vascular de la raiz con el meristemo nodular, por producir asparagina
y glutamina como productos mayoritarios de traslado a la planta del nitrégeno fijado, y
por bacteroides de gran tamafo individuales con un canal ancho de infeccion. Todos los
estadios del desarrollo de los ndédulos indeterminados estan representados en uno mismo,
desde el meristema distal al punto proximal de union a la raiz, ya que todas las etapas
ocurren simultineamente. Entre las plantas que los forman estdn las leguminosas de

zonas templadas como son el trébol, alfalfa, haba y arveja (Hirsh, 2001; Valverde-Portal,

2003).

1.4.6.2. Morfologia de nédulos

Los nodulos de las raices de las leguminosas varian en su forma, pueden ser
esféricos, alargados o ramificados, y en su tamafo, pueden ser de 0.5 a 5.0 mm de
diametro; ademas se destacan facilmente de las raices. El color interno de un nédulo
vivo y activo varia de rosado, o rojo claro a rojo obscuro, su consistencia es firme, y al
abrirlo, sus tejidos liberan una sabia de color rojo. Hay que tomar en cuenta que no
siempre los noédulos con esta coloracion son activos, pero si tienen mayor probabilidad
de serlo; los nodulos vivos que tienen una coloracion interna blanca o verde son
inactivos; mientras que los nddulos muertos tienen una coloracidon interna oscura o

negra, y consistencia esponjosa (CIAT, 1988).

1.5. Sistema de hipétesis
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H1: Existen diferencias morfologicas y/o bioquimicas dentro y entre las cepas de
rizobios aisladas de los nodulos de plantas de arveja, chocho, fréjol, haba y vicia de

suelos de la provincia de Imbabura.
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

2.1.1. Instituciones

La institucion auspiciante y participante de esta investigacion es el Instituto
Nacional Autéonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) en la Estacion

Experimental Santa Catalina (EESC).

La institucidon que financia esta investigacion es la Secretaria Nacional de Educacion
Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (SENESCYT) como parte del Proyecto PIC
12 INIAP 009 “Manejo adecuado de abonos verdes y microorganismos fijadores de

nitrogeno  dentro de sistemas de producciéon  agroecoldgicos”’,  coddigo:

2153902800021703.

2.1.2. Responsable del proyecto

Maria José Carpio Espinosa.

2.1.3. Colaboradores cientificos

Soraya Alvarado, Ph.D Responsable del DMSA del INIAP.
Ing. Agr. Betty Paucar Responsable del Laboratorio de Microbiologia del DMSA.
Alma Koch, MSc. Directora de tesis.

Ing. Agr. Marco Taipe Codirector de tesis.
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2.2. Zona de estudio

2.2.1. Campo

El muestreo de los rizobios se realiz6 en la localidad de Peribuela con direccion:
parroquia Imantag, canton Cotacachi en la provincia de Imbabura, Ecuador, y cuyas
coordenadas son: latitud 00°22°00"" (Norte), longitud 78°15°00"" (Oeste) y altitud 2 460
m.s.n.m; y en la localidad de San Juan de Iluman con direccion: parroquia Iluman,
canton Otavalo en la provincia de Imbabura, Ecuador, y cuyas coordenadas son: latitud
00°16°00"" (Norte), longitud 78°14°00"" (Este) y altitud 2 600 m.s.n.m; y sus

alrededores.

2.2.2. Laboratorio

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia del Departamento
de Manejo de Suelos y Aguas (DMSA) de la Estacion Experimental Santa Catalina
(EESC) del Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
con direccion: parroquia Cutuglagua, canton Mejia en la provincia de Pichincha,
Ecuador, y cuyas coordenadas son: latitud 00°22°00"" (Sur), longitud 79°32°00"" (Oeste)
y altitud 3 058 m.s.n.m.

2.3. Periodo de investigacion

La presente investigacion se desarrolld en un periodo de doce meses, desde

Septiembre del 2012 a Agosto del 2013.
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2.4. Estadistica

2.4.1. Caracterizacion morfologica

Para la identificacion microbiologica de las cepas de rizobios de cada cultivo de
leguminosa se aplicaron ocho caracteristicas fenotipicas diferentes con el objeto de dar a
conocer la morfologia de las cepas bacterianas. Se utilizé un analisis multivariado de
conglomerados para determinar el grado de relacion de los aislamientos de rizobios. Se
elaboré matrices de datos con las ocho variables en el programa NTEDIT del software
bioestadistico NTSYS-pc (“Numerical Taxonomy System for Personal Computer”)
version 2.02 (Applied Biostatistics Inc, 1998; Rohlf, 1998). El primer parametro de cada
caracteristica morfoldgica se consideré como valor uno, el segundo como dos, el tercero
como tres, y el cuarto (en caso de haberlo) como cuatro. El programa permiti6 la
obtencion de una matriz de similitud mediante el coeficiente de apareamiento simple,
SM (Kumar et al., 2008). A partir de la matriz de similitud se construyd una de
agrupamiento con el programa SAHN de NTSYS-pc. Se realizd el analisis de
agrupamiento UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”)
mediante la opcion SAHN CLUSTERING del paquete NTSYS-pc (Sneath & Sokal,
1973), que es el mas usado y el que produce menor distorsion al compararse con la
matriz original de similitud (Rohlf, 1998; Henriquez, 2003). Finalmente, mediante la
opcion TREE DISPLAY, se visualizaron los agrupamientos o relaciones entre cepas, lo
cual permiti6 generar dendogramas mostrando la relacion fenotipica o parentesco entre

las diferentes cepas aisladas de cada cultivo de leguminosa (Henriquez, 2003).

2.4.2. Caracterizacion bioquimica

Para la identificaciéon bioquimica de las cepas de rizobios de cada cultivo de
leguminosa se aplicaron treinta y cuatro pruebas bioquimicas diferentes con el objeto de
dar a conocer el metabolismo de las cepas bacterianas. Se utiliz0 un andlisis
multivariado de conglomerados para determinar el grado de relacion de los aislamientos

de rizobios. Se elabord matrices de datos binarios con las treinta y cuatro variables en el
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programa NTEDIT del software bioestadistico NTSYS-pc (“Numerical Taxonomy
System for Personal Computer”) version 2.02 (Applied Biostatistics Inc, 1998; Rohlf,
1998). El crecimiento positivo de las cepas en cada prueba se consideré como valor uno
y la ausencia de crecimiento como cero. El programa permitié la obtencion de una
matriz de similitud mediante el coeficiente de apareamiento simple, SM (Kumar et al.,
2008). A partir de la matriz de similitud se construyd una de agrupamiento con el
programa SAHN de NTSYS-pc. Se realiz6 el andlisis de agrupamiento UPGMA
(“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) mediante la opcion SAHN
CLUSTERING del paquete NTSYS-pc (Sneath & Sokal, 1973). Finalmente, mediante la
opcion TREE DISPLAY, se visualizaron los agrupamientos o relaciones entre cepas, lo
cual permiti6 generar dendogramas mostrando la relacion fenotipica o parentesco entre

las diferentes cepas aisladas de cada cultivo de leguminosa (Henriquez, 2003).

2.5. Procedimiento

2.5.1. Areas de muestreo

El muestreo de los rizobios se realizd en la provincia de Imbabura, para lo cual se
utilizd un muestreo por caso fortuito, el mismo que dependié de la existencia de los
cultivos de las cinco leguminosas (arveja, chocho, fréjol, haba y vicia) en las zonas antes

mencionadas y de la disposicion del agricultor en permitir el muestreo.

2.5.2. Recoleccion de nodulos

Para la toma de nddulos, se seleccionaron en el campo las plantas en estado de
floracién con las mejores caracteristicas (robustas, verdes y sanas). A continuacion, se
limpid un drea de 15 cm alrededor de la planta y con la ayuda de una pala se excavo

hasta exponer las raices de las leguminosas (CIAT, 1988).
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Se determino la ubicacion de los nddulos (raiz primaria, secundaria o terciaria). Para
obtener una buena muestra, se seleccionaron de diez a veinte nodulos vivos e intactos de
la misma planta y se los recogié con 1 cm de raiz hacia los lados, se colocaron en tubos
con silica-gel y una capa de algodon, se taparon e identificaron (figura 2.1) y finalmente
se almacenaron en un termo a 4°C para su transporte al laboratorio (CIAT, 1988). La
identificacion se realizo con la letra R de rizobio, las letras iniciales de los cultivos y de

los lugares de donde provienen, con una numeracion progresiva.

Figura 2.1. Procedimiento para la recoleccion de nédulos: A. Seleccién de la

mejor planta en floracion B. Excavacion de raices y verificacion del color interno

del nédulo C. Nodulos guardados en tubos con silica-gel e identificados.

Paralelamente a la recoleccion, se recopild informacion sobre la nodulacion (anexo
C), el color interno del nodulo, el tamano y la abundancia de los nodulos (cuadros 2.1,

2.2,2.3).



Cuadro 2.1. Escala de nodulacion aplicada a las leguminosas

Escala Descripcion

Ningun nddulo.

Pocos nodulos de seccion no rosa y de pequeiio tamaiio.
Pocos nodulos de seccion no rosa y de gran tamafio.
Algunos nodulos de seccion no rosa y de pequefio tamafio.
Algunos nddulos de seccion no rosa y de gran tamafo.
Muchos nodulos de seccion no rosa y de pequefio tamafio.
Muchos nodulos de seccion no rosa y de gran tamafio.
Pocos nodulos de seccion rosa y de pequeiio tamafio.
Pocos nodulos de seccion rosa y de gran tamatfio.
Algunos noddulos de seccion rosa y de pequetio tamaio.
Algunos nodulos de seccion rosa y de gran tamafio.
Muchos nodulos de seccion rosa y de pequefio tamafio.

o 0 0 kW= O

—_
\S)

Muchos nodulos de seccion rosa y de gran tamao.

Fuente: modificado por mi persona de Guaman y Yaguana (2007).

Cuadro 2.2. Escala para calificar el diametro de nédulos por planta

Diametro de nodulos Calificacion

>5 mm Grande
<5 mm Pequenio

Fuente: CIAT (1988).

Cuadro 2.3. Escala para calificar la abundancia de nédulos por planta

Numero de nodulos Calificacion

>50 Abundante (muchos)
10-50 Mediana (algunos)
1-10 Escaso (pocos)

0 No hay

Fuente: CIAT (1988).
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2.5.3. Hidratacion y desinfeccion de néodulos

Se colocaron los nodulos en agua destilada por 30 min para hidratarlos y lavarlos,
luego se los sumergio en etanol (95%) durante 1 min para esterilizarlos superficialmente,
después se los transfirié a una solucion de hipoclorito de sodio (3%) durante 3 min, y
finalmente se lavaron los nddulos por cinco veces en agua destilada estéril (figura 2.2).
Esta labor se la realizd en la cdmara de flujo laminar para garantizar las condiciones

asépticas (CIAT, 1988).

Figura 2.2. Procedimiento de hidratacion y desinfeccion de nédulos: A.

Hidratacion de nédulos en agua estéril B. Nédulos en etanol al 95% e hipoclorito

de sodio al 3% C. Lavado de nddulos en agua estéril.

2.5.4. Aislamiento de rizobios recolectados en la provincia de Imbabura

Previo al aislamiento de los rizobios, se prepard medio LMA (anexo DI1) con el
indicador de contaminantes rojo congo (RC), anexo D2, a pH 6.8 y de coloracion roja, se
dispenso en cajas Petri para que se solidificara. En este medio, el crecimiento para el
caso de rizobios presenta tendencia a no absorber el rojo congo y permanecer rosa. Este
colorante tiene propiedades anti flingicas evitando el crecimiento de hongos

contaminantes sobre el medio de cultivo (CIAT, 1988).

Para aislar los rizobios, se dividié al nddulo con un bisturi estéril y con un extremo

del palillo se recogid las bacterias del interior para sembrarlas por estriado simple en el
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medio de cultivo (figura 2.3), luego se sell6 con parafilm la caja Petri y se la identifico
(CIAT, 1988). Esta labor se la realizo en la cdmara de flujo laminar para garantizar las
condiciones asépticas. Se colocaron las cajas Petri invertidas (para evitar condensacion)
y se incubaron a 28°C hasta la obtencion de colonias (CIAT, 1988). Luego se procedi6 a
purificarlas tres veces por agotamiento y multiplicarlas a partir de una colonia pura

(figura 2.3) para liofilizarlas y realizar las pruebas respectivas.

Figura 2.3. Procedimiento de aislamiento de rizobios: A. Aislamiento con

palillos a partir de nédulos B. Purificacion por agotamiento C. Multiplicacion de

una colonia pura.

2.5.5. Reactivacion y purificacion de cepas liofilizadas del banco de
rizobiologia del laboratorio de Microbiologia del DMSA del INIAP

Las cepas en estado de liofilizacion entregadas para la caracterizacion consistieron
en ocho ejemplares rizobianos aislados de suelos de Ecuador, y de suelos extranjeros

(anexo E).

El método de reactivacion se realizd colocando 1 mL de solucion peptona estéril al
0.1% en cada tubo eppendorf conteniendo la cepa liofilizada y se lo agit6 con ayuda de
un vortex para homogenizar la suspension. Se tom6 50 uL de la suspension y se colocd
en la superficie del medio LMA+RC (anexos D1, D2) contenido en cajas Petri. Se
extendio la suspension con un triangulo de vidrio esterilizado y se incubo la caja a 28°C

durante siete dias (CIAT, 1988).
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Se purificd el crecimiento bacteriano obtenido tomando una minima porcion de
colonia con un asa de platino, y se sembrod con la técnica de agotamiento (figura 2.4). Se
incubd el cultivo a 28°C durante tres dias (CIAT, 1988). Este proceso de purificacion se

repitid una vez mas para cada aislado bacteriano.

Figura 2.4. Reactivacion y purificacion de cepas liofilizadas: A. Cepa liofilizada

B. Siembra de cepa mezclada con solucion de peptona al 0.1% en medio
LMA+RC con tridngulo de vidrio estéril C. Crecimiento bacteriano D.

Purificacion por agotamiento.

2.5.6. Refrescamiento y purificacion de cepas de rizobios del banco de
rizobiologia del PRONALEG del INIAP

Las cepas entregadas para la caracterizacion consistieron, igualmente, en ocho

ejemplares rizobianos aislados de suelos de Ecuador, y de suelos extranjeros (anexo E).

Se prepar6 medio LMA+RC (anexos D1, D2) y se le afadio, una vez esterilizado,
dos fungicidas, nistatina (0.05 g/L) y PCNB (0.1 g/L), por filtracion. Se mezclo y se
dispenso en cajas Petri. Luego se realizd el cultivo mediante estriado simple a partir de
las bacterias (en estado de vejez) que se encontraban en cajas Petri con medio LMA. Se
sello e identifico la caja y se incubd a 28°C durante siete dias (CIAT, 1988). Se procedio
a la purificacion por agotamiento. Este proceso se repitid cinco veces mas para cada
aislado bacteriano, debido a la presencia de contaminacion de hongos en las cajas Petri

originales.
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2.5.7. Pruebas de autentificacion de rizobios

2.5.7.1. Cultivo en medio levadura manitol agar + azul de bromotimol

Se preparé medio LMA+ABT a pH 6.8 (anexos D1, D2), de coloracion verde, y se
dispenso en cajas Petri esterilizadas para que se solidificara. Luego se realiz6 el cultivo
de las bacterias provenientes de colonias puras, se sellaron e identificaron las cajas y se

incub¢ a 28° C durante siete dias (CIAT, 1988).

Para el caso de rizobios de crecimiento rdpido, el medio acidifica (amarillo),
mientras que para rizobios de crecimiento lento, el medio alcaliniza (azul), segun el

CIAT (1988).

2.5.7.2.  Cultivo en medio levadura manitol agar + purpura de

bromocresol

Se preparo el medio LMA+PBC a pH 5.5 (anexos D1, D2), de coloracion habano, y
se dispensd en cajas Petri esterilizadas para que se solidificara. Luego se realizo el

cultivo de las bacterias provenientes de colonias puras, se sellaron e identificaron las

cajas y se incubd a 28° C durante siete dias (CIAT, 1988).

Para rizobios de crecimiento rapido, el medio acidifica torndndose amarillo, y para

rizobios de crecimiento lento, el medio alcaliniza volviéndose purpura (CIAT, 1988).

2.5.7.3. Cultivo en medio glucosa peptona agar + purpura de
bromocresol

Se preparé medio GPA+PBC a pH 6.8 (anexos D3, D4), de coloracion parpura, y se
dispenso en cajas Petri esterilizadas para que se solidificara. Luego se realiz6 el cultivo
de las bacterias provenientes de colonias puras, se sellaron e identificaron las cajas y se

incub6 a 28° C durante siete dias (CIAT, 1988).
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En este medio los rizobios no se desarrollan bien, por tanto, un crecimiento notorio
acompafiado de un cambio de pH, probablemente es efecto de la presencia de un
contaminante, descartandose que sean rizobios. Caso contrario, si los resultados son de
crecimiento escaso o nulo, y no alteran el color del medio, se dice que se trata de

rizobios (CIAT, 1988).

2.5.7.4. Cultivo en medio levadura lactosa agar + reactivo de Benedict

Se prepar6 medio LLA+RB a pH 6.8 (anexo DS5), de coloracion blanco, y se
dispensod en cajas Petri esterilizadas para que se solidificara. Se realiz6 el cultivo de las
bacterias provenientes de colonias puras, se sellaron e identificaron las cajas y se incubd
a 28°C durante siete dias. Luego se cubrieron las cajas con 15 mL de reactivo de
Benedict (anexo D6) por diez minutos para observar cambio o no de coloracion (CIAT,

1988).

Este medio permite distinguir entre colonias de rizobios y Agrobacterium, pues las
dos poseen caracteristicas similares y es facil confundirlas. Para ello, se afiade el
reactivo de Benedict y si el color resultante es azul, se puede presumir que el cultivo es
de Rhizobium o Bradyrhizobium; si el color es amarillo significa que el cultivo es
Agrobacterium que degrada la lactosa del medio e impide la fijacion del reactivo de

Benedict, dando una coloracion diferente (CIAT, 1988).

2.5.7.5. Tincion de Gram

Se coloco en un portaobjetos una gota de agua destilada, con una muestra del cultivo
puro, se dispersé y se dejo reposar hasta que se seque el agua, luego se flame6 en el
mechero para fijarlo y se agregod los siguientes reactivos: cristal violeta por un minuto y
se lavo con agua destilada estéril, lugol por dos minutos y se enjuago retirando el exceso
de colorante, alcohol yodado por cinco minutos y se lavd, finalmente se aplicéd safranina
por cinco minutos y se lavo. Se colocd una gota de aceite de inmersion y se examind

directamente al microscopio en 100x (CIAT, 1988).
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Los microorganismos Gram positivos retienen la coloracion cristal violeta después
de lavarse con alcohol y presentan coloracion violeta obscuro después de la tincion; los
rizobios son Gram negativos, es decir, pierden la primera coloracion después de lavarse

con alcohol, pero retienen la coloracion roja de la safranina (CIAT, 1988).

2.5.8. Conservacion de las bacterias

Se prepard una solucion de peptona al 10% y otra de sacarosa al 20%. Estas
soluciones se esterilizaron por separado durante 15 min a 121°C. Se mezclaron y se
dispensod en cajas Petri conteniendo la bacteria, se frot6 la superficie del medio con un
triangulo de vidrio estéril, hasta formar una suspension bacteriana homogénea. A
continuacion, se coloco alicuotas de 200 pL de la suspension bacteriana en tubos
eppendorf (1.5 mL de capacidad) previamente esterilizados y sellados con algodén
estéril. Los tubos se llevaron a un liofilizador y permanecieron 24 h a —54°C (figura 2.5),
luego de lo cual, se sellaron con parafilm y se almacenaron en refrigeracion a 4°C

(CIAT, 1988; Jerez, 2004).

Figura 2.5. Procedimiento para liofilizacién de cepas: A. Mezcla peptona (10%)

y sucrosa (20%) B. Tubos eppendorf con la solucién de la cepa y la mezcla C.

Liofilizacion.
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2.5.9. Caracterizacion morfologica

Luego de las pruebas de autentificacion en las cuales se verifico si son o no rizobios,
se procedid a la caracterizacion morfoldgica. Los aislamientos se sembraron en medio
LMA+RC (anexos D1, D2). Las cajas se incubaron a 28°C hasta la aparicion de las
colonias y después de siete dias se determind la morfologia de las colonias
(Somasegaran & Hoben, 1994) segliin ocho caracteristicas, cada una de ellas con sus
particularidades (CIAT, 1988; Guaman y Yaguana, 2007; Marquina et al., 2011)

descritas a continuacion:

2.5.9.1. Textura
Se determino la textura de una colonia tocandola con un asa. Se tomaron en cuenta

cuatro parametros: elastica, cremosa, acuosa, gomosa.

2.5.9.2. Cantidad de goma
Se definio la gomosidad de una colonia tocandola con un asa. Cuatro parametros

fueron considerados: abundante, mediana, escasa, nula.

2.5.9.3. Apariencia

Tres parametros fueron tomados en cuenta: opaca, brillante, translucida.

2.5.9.4. Tamaio

Se incluyeron tres parametros: pequefio (<2mm), mediano (2-5 mm), grande (>5 mm).

2.5.9.5. Elevacion

Se consideraron cuatro pardmetros: pulvinada, convexa, elevada, plana (figura 2.6).
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Figura 2.6. Criterios morfolégicos para describir la elevacion de las colonias: A.

pulvinada B. convexa C. elevada D. plana (Prescott, 2004).

2.5.9.6. Margen

Se tomaron en cuenta tres parametros: entero, ondulado, erosionado (figura 2.7).

Figura 2.7. Criterios morfolégicos para describir el margen de las colonias: A.

entero B. ondulado C. erosionado (Prescott, 2004).

2.5.9.7. Forma

Tres parametros fueron considerados: circular, fusiforme, irregular (figura 2.8).

® -~ ).

A

Figura 2.8. Criterios morfolégicos para describir la forma de las colonias: A.

circular B. fusiforme C. irregular (Prescott, 2004).

2.5.9.8. Color

Se incluyeron tres parametros: rosado intenso, rosado coral, rosado palido (figura 2.9).

A | B C

Figura 2.9. Escala del rosado para describir el color de las colonias: A. rosado

intenso B. rosado coral C. rosado palido (Gallego y Sanz, 2001).
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2.5.10. Tiempo de crecimiento

Los aislamientos se sembraron en medio LMA+RC (anexos D1, D2). Las cajas se
incubaron a 28°C y las lecturas se ejecutaron a los tres, cinco y siete dias. Se determind
dos rangos de crecimiento: tres dias para rizobios de crecimiento rapido y siete dias para

rizobios de crecimiento lento (CIAT, 1988; Somasegaran & Hoben, 1994).

2.5.11. Crecimiento

Previo a la caracterizacion bioquimica, se procedid a la multiplicacion de las
distintas cepas de bacterias en medio liquido levadura manitol (LM). Se tom6 una
colonia aislada y se transfiri6 al medio LM, se incub6 a 28°C en agitacion continua por
aproximadamente cuatro dias, hasta que el caldo alcanzé una concentracién de 10°
cel/mL, que fue determinado por la metodologia de McFarland y por espectrofotometria

(Somasegaran & Hoben, 1994; Bernal & Graham, 2001).

En la escala de McFarland se observo visualmente la densidad celular, estableciendo
una relacion entre una precipitacion quimica y una suspension bacteriana. De los diez
estandares de la escala, la McFarland 4 indico que la suspension estaba en 10° cel/mL

(figura 2.10).

Figura 2.10. Crecimiento de rizobios en medio liquido LM: A. Escala de

McFarland B. Suspenciones bacterianas C. Relacion entre McF [4] y

suspension bacteriana.
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En el espectrofotometro se midi6 la densidad celular, para lo cual con una pipeta
estéril se tom6 10 mL de cada propagacion bacteriana y se vertid en tubos de tapa rosca
utilizados para el espectrofotdmetro. La muestra se sometié a 540 nm y se obtuvo un

valor de uno, el cual indicé que contenia aproximadamente 10° cel/mL (Bashan, 1997).

Una vez determinada la densidad celular de 10° cel/mL, se llevo la muestra a una
concentraciéon final de 10° cel/mL por dilucién en agua estéril. A partir de las
suspensiones bacterianas (10° cel/mL), se tomé una alicuota de 50 pL y se depositd en
las cajas bi-Petri conteniendo el medio de cultivo con la prueba bioquimica. Con la
ayuda de un tridngulo de vidrio estéril, se dispenso la suspension bacteriana a través de

toda la superficie del medio (Somasegaran & Hoben, 1994; Bernal & Graham, 2001).

2.5.12. Caracterizacion bioquimica

2.5.12.1. Crecimiento en fuentes de carbono y nitrégeno

Se utilizaron trece fuentes de carbono: sorbosa, citrato, tartrato, D-glucorénico,
eritritol, dulcitol, lactato, glucosa, galactosa, xylosa, fructosa, maltosa y sacarosa, cada
una usada en una concentracion final de 1 g/L en un medio basal (anexo D7); y tres
fuentes de nitrogeno: glicina, triptéfano y tirosina, cada una usada en una concentracion
final de 0.5 g/L en un medio basal (anexo D8). Las placas se incubaron a 28°C y después
de siete dias se determind la presencia o ausencia de crecimiento de los aislamientos de

rizobios (Bernal & Graham, 2001).

2.5.12.2. Resistencia a antibioticos

Se probo la resistencia a cuatro antibidticos: estreptomicina, kanamicina, acido
nalidixico y cloranfenicol contenidos en medio TLA (anexos D9, D10). Las placas se
incubaron a 28°C y después de siete dias se determind la presencia o ausencia de

crecimiento de los aislamientos de rizobios (Bernal & Graham, 2001).
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2.5.12.3. Tolerancia a metales pesados

Se probo la tolerancia a cuatro metales pesados: aluminio, plomo, cobre y zinc,
contenidos en medio TLA (anexos D9, D10). Las placas se incubaron a 28°C y después
de siete dias se determind la presencia o ausencia de crecimiento de los aislamientos de

rizobios (Bernal & Graham, 2001).

Las fuentes de carbono y nitrogeno, asi como los antibidticos y metales pesados se
esterilizaron por filtracion utilizando filtros Acrodisc de 0.2 pm, para ser anadidos a los

distintos medios estériles a 55°C (Bernal & Graham, 2001).

2.5.12.4. Tolerancia a pH acido y alcalino

Se probd la resistencia a tres niveles de pH: 4.5, 5 y 8.5 en medio TLA (anexo D9).
Las placas se incubaron a 28°C y después de siete dias se determind la presencia o

ausencia de crecimiento de los aislamientos de rizobios (Bernal & Graham, 2001).

2.5.12.5. Tolerancia a cloruro de sodio

Se prob¢ la tolerancia a tres concentraciones de NaCl: 0.5%; 1% y 2% en medio
TLA (anexo D9). Las placas se incubaron a 28°C y después de siete dias se determino la

presencia o ausencia de crecimiento de los aislamientos de rizobios (Bernal & Graham,

2001).

2.5.12.6. Tolerancia a urea

Se probd la resistencia a cuatro concentraciones: 20, 50, 100 y 500 pg/mL de
nitrégeno (a partir de urea) en una dilucion de 1 g/L, contenidos en medio LMA (anexo
D1). Las placas se incubaron a 28°C y después de siete dias se determind la presencia o

ausencia de crecimiento de los aislamientos de rizobios (Bernal & Graham, 2001).
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2.5.13.Identificacion taxonomica

Se realiz6 matrices de datos que se sometieron a un andlisis de conglomerados, a
partir de estas matrices se construy6d un arbol filogenético en el programa estadistico
NTSYS-pc, y mediante el método de agrupamiento UPGMA se generaron dendogramas
que mostraron el parentesco y la relacion fenotipica entre las cepas aisladas (Bernal &

Graham, 2001).
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CAPITULO 111
RESULTADOS

3.1. Areas de muestreo

El muestreo de los nddulos asociados a los cultivos de las plantas leguminosas de
arveja, chocho, fréjol, haba y vicia, se realizd en veintiin localidades pertenecientes a

cinco parroquias de tres cantones de la provincia de Imbabura (figura 3.1, tabla 3.1).
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Figura 3.1. Mapa de la provincia de Imbabura y cantones donde se realizo la
recoleccion de nodulos para el aislamiento de las cepas de rizobios

(http://www.zonu.com/America-del-Sur/Ecuador/Imbabura/Politicos.html).
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Tabla 3.1. Cantones, parroquias y localidades donde se recolectaron los
nodulos asociados a plantas de arveja (Pisum sativum L.), chocho (Lupinus
mutabilis S.), fréjol (Phaseolus vulgaris L.), haba (Vicia faba L.) y vicia (Vicia

sp.) en suelos de la provincia de Imbabura, con sus cddigos y numero de

muestras recolectadas por sitio.

Cantéon  Parroquia Localidad Coadigo N° de N° de
muestras por muestras
localidad por cantén
Cotacachi El Sagrario Tunibamba TU 1
Imantag Ambi Grande AG 2
Quitumba San Isidro QSI 2
El Morlan MO 4 50
Rabanal RA 4
Quitumba Grande QG 11
Peribuela PE 26
Antonio San Roque Chamanal CHA 1
Ante Pucara PU 2
El Cerotal CE 3 18
Hatun Rumi HR 3
Santa Rosa SR 4
San Agustin SA 5
Otavalo Miguel Imbaqui M 2
Egas Peguche PEG 2
Cabezas Quinchuqui QUI 7 37
[luman Carabuela CA 2
Rumilarca RU 3
San Luis de SLA 5
Agualongo
San Juan de Iluman SJI 16

3.2. Recoleccion de nodulos

Se realizaron cuatro recolecciones (tabla 3.2), dos en el mes de Octubre del 2012,

una en el mes de Febrero del 2013 y una en el mes de Abril del 2013. Se recolectaron en

total ciento cinco muestras entre las cinco leguminosas.
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Tabla 3.2. Fecha de recoleccion y numero de muestras colectadas de nodulos
asociados a plantas de arveja (Pisum sativum L.), chocho (Lupinus mutabilis
S.), fréjol (Phaseolus vulgaris L.), haba (Vicia faba L.) y vicia (Vicia sp.) en

suelos de la provincia de Imbabura.

Recoleccion Fecha de recoleccion Numero de muestras

1 09/10/2012 10
2 17/10/2012 14
3 23,24/02/2013 45
4 04/04/2013 32
TOTAL 105

Se observo que la nodulacion de las raices de fréjol fue mediana y abundante, y en
algunos casos escasa, los nodulos presentaron tamafo pequefio (<5mm), con formas
redondas, superficies lisas, y la mayoria ubicados principalmente en la raiz secundaria.
La nodulacion de las raices de arveja, haba y vicia fue mediana y abundante en su
mayoria, los nédulos presentaron tamafio pequefio (<5Smm) y tamafio grande (>5mm),
con formas alargadas e irregulares (pleomorficas), superficies lisas y rugosas, y ubicados
tanto en la raiz secundaria como en la raiz primaria. La nodulacién de las raices de
chocho fue escasa en su mayoria, y mediana en muy pocos casos, los ndodulos
presentaron gran tamafio (>5mm), de formas irregulares (pleomorficas), superficies

rugosas, y ubicados principalmente en la raiz primaria.

3.3. Aislamiento de rizobios recolectados en la provincia de Imbabura

Se aislaron ciento cinco cepas de rizobios a partir de los nddulos recolectados, en el
medio de cultivo LMA+RC, sin embargo, diecinueve muestras no fueron viables (dos de
arveja, cuatro de chocho, cinco de fréjol, cuatro de haba y cuatro de vicia), debido a
nddulos con rizobios inactivos y muertos, o problemas en el proceso de desinfeccion,
razones por las cuales la coleccion de aislamientos viables de rizobios fue de ochenta y

seis en total (tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Numero de muestras viables de cepas de rizobios aisladas de
nodulos asociados a plantas de arveja (Pisum sativum L.), chocho (Lupinus
mutabilis S.), fréjol (Phaseolus vulgaris L.), haba (Vicia faba L.) y vicia (Vicia

sp.) en suelos de la provincia de Imbabura.

Tipo de leguminosa Numero de muestras viables

Arveja 21
Chocho 11
Fréjol 21
Haba 17
Vicia 16
TOTAL 86

Se observo que el crecimiento de las cepas en el medio presentd tendencia a no
absorber el rojo congo y permanecer rosa, con caracteristicas morfologicas de rizobios.
Los microorganismos contaminantes presentaron color rojo obscuro. Este es el caso de

las cepas R-FR-PE-2b de fréjol y R-HA-PE-3 de haba que presentaron colonias

ligeramente rojas.

3.4. Reactivacion y purificacion de cepas liofilizadas del banco de rizobiologia

del laboratorio de Microbiologia del DMSA del INIAP

Las ocho cepas bacterianas (anexo E) se reactivaron del estado de liofilizacion en el
que se encontraban almacenadas. Todas ellas presentaron cultivos puros después de

reactivarlas y sembrarlas en el medio LMA+RC.

3.5. Refrescamiento y purificacion de cepas de rizobios del banco de

rizobiologia del PRONALEG del INIAP

Las ocho cepas bacterianas (anexo E) se refrescaron en el medio LMA+RC del
estado de contaminacion y vejez en el que se encontraban cultivadas en el medio LMA.

En total se purificaron 16 cepas provenientes del banco del INIAP (tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Numero de cepas de rizobios reactivadas y refrescadas del banco de
rizobiologia del INIAP.

Tipo de leguminosa Numero de muestras viables

Arveja 7
Chocho 1
Fréjol 6
Haba 2
TOTAL 16

El ntimero total de cepas de rizobios recolectadas de la provincia de Imbabura y
reactivadas del banco del INIAP con las que se trabajo en la investigacion, fue de ciento

dos.

3.6. Crecimiento de las bacterias

Las cepas de rizobios asociadas a los cinco cultivos de leguminosas, presentaron
crecimiento rapido, con un tiempo promedio de aparicion de tres dias, tanto en medio de
cultivo s6lido (LMA) como en medio de cultivo liquido (LM). La cepa C8 B de chocho,
fue la excepcion, ya que mostré un crecimiento lento con un tiempo promedio de

aparicion de siete dias.

3.7. Pruebas de autentificacion de rizobios

Los resultados de las cinco pruebas de autentificacion realizadas a las cepas de
rizobios asociadas a los cultivos de arveja, chocho, fréjol, haba y vicia, se resumen en el

anexo F.

3.7.1. Cultivo en medio levadura manitol agar + azul de bromotimol

Se observd que para el caso de rizobios de crecimiento rapido, el medio se acidifico

cambiando su color a amarillo (figuras 3.2, 3.6, 3.7), mientras que para el caso del unico
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rizobio de crecimiento lento (C8 B) el medio alcalinizd, cambiando su color a azul
(figura 3.3). Estos resultados indicaron que se trataba de rizobios, posiblemente

Rhizobium y Bradyrhizobium.

Figura 3.2. Pruebas de autentificacién de la cepa UMR 1278 (Rhizobium etli):

A. GPA+PBC: ausencia de crecimiento (purpura) B. LLA+RB: sin cambio de
coloracion (azul) C. LMA+PBC: reaccion acida (amarillo) D. LMA+ABT: reaccion

acida (amarillo).

3.7.2. Cultivo en medio levadura manitol agar + pirpura de bromocresol

Los rizobios de crecimiento rapido acidificaron el medio de cultivo, cambiando su
color a amarillo (figuras 3.2, 3.6, 3.7), a diferencia del rizobio de crecimiento lento (C8
B) el cual alcaliniz6 el medio tornandolo a purpura (figura 3.3). Posiblemente tratandose

de Rhizobium y Bradyrhizobium.

Figura 3.3. Pruebas de autentificacion de la cepa C8 B. (Bradyhizobium sp.): A.

GPA+PBC: ausencia de crecimiento (purpura) B. LLA+RB: sin cambio de
coloracion (azul) C. LMA+PBC: reaccion alcalina (purpura) D. LMA+ABT:

reaccion alcalina (azul).
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3.7.3. Cultivo en medio glucosa peptona agar + purpura de bromocresol

Se observo que la mayoria de rizobios no crecieron en el medio ni lo alteraron de

color (figuras 3.2, 3.3, 3.6, 3.7), sugiriendo la presencia de rizobios.

Sin embargo, las cepas FR 1063 de fréjol, FB 481 de haba y TAL 1236 de arveja,
mostraron presencia escasa de crecimiento y alteraron el pH del medio, volviéndolo
color amarillo a los dos dias de incubacidn, pero conforme paso el tiempo (cinco dias) el

medio retorno al color purpura original (figura 3.4).

Figura 3.4. Pruebas de autentificacion en medio GPA+PBC de la cepa FR
1063: A. acidificacion del medio (amarillo) a los dos dias de incubacion B.
retorno parcial a la coloracion original del medio a los tres y cuatro dias C.

retorno total a la coloracién del medio original a los cinco dias.

Las cepas R-FR-PE-2b de fréjol y R-HA-PE-3 de haba, presentaron crecimiento
abundante y alteracion del pH del medio, cambiando su color a amarillo, y demostrando

que no eran rizobios (figura 3.5).
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Figura 3.5. Pruebas de autentificacion de la cepa R-FR-PE-2b (Agrobacterium):

A. GPA+PBC: presencia de crecimiento (amarillo) B. LLA+RB: cambio de
coloracion (amarillo) C. LMA+PBC: reaccién acida (amarillo) D. LMA+ABT:

reaccion acida (amarillo).

3.7.4. Cultivo en medio levadura lactosa agar + reactivo de Benedict

Se observd que la mayoria de rizobios no cambid la coloracion del medio de cultivo
al afadir el reactivo de Benedict, permaneciendo de color azul (figuras 3.2, 3.3, 3.6).

Estos resultados indicaron que se trataba de rizobios.

Figura 3.6. Pruebas de autentificacion de la cepa UMR 1899 (Rhizobium

tropici): A. GPA+PBC: ausencia de crecimiento (purpura) B. LLA+RB: sin
cambio de coloracion (azul) C. LMA+PBC: reaccion acida (amarillo) D.

LMA+ABT: reaccion acida (amarillo).

No obstante, las cepas FR 1063 de fréjol, FB 481 de haba y TAL 1236 de arveja
presentaron un cambio parcial de color (azul-verdoso) al afiadir el reactivo pero no se

torn6 completamente a amarillo (figura 3.7).
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Figura 3.7. Pruebas de autentificacion de la cepa TAL 1236 (Rhizobium
leguminosarum bv. viciae): A. GPA+PBC: ausencia de crecimiento (purpura) B.
LLA+RB: cambio parcial de coloracién (azul-verdoso) C. LMA+PBC: reaccién

acida (amarillo) D. LMA+ABT: reaccion acida (amarillo).

Las cepas R-FR-PE-2b de fréjol y R-HA-PE-3 de haba, por lo contrario, mostraron
cambio de coloracién en el medio, de azul a color amarillo a los diez minutos de afiadir
el reactivo de Benedict, confirmando la presencia de Agrobacterium en ambas muestras

(figura 3.5).
3.7.5. Tincién de Gram

Se observo al microscopio (100x) que todas las cepas retuvieron la coloracion roja
de la safranina, indicando que se trataba de bacterias Gram negativas (anexo F). Se

observaron bacilos cortos moéviles no esporulados (figura 3.8).

Figura 3.8. Tincion de Gram de cepas de rizobios vistas al microscopio en

100x: bacilos Gram negativos cortos no esporulados A. cepa UMR 1899
(Rhizobium tropici) B. cepa UMR 1278 (Rhizobium etli) C. cepa TAL 1236

(Rhizobium leguminosarum bv. viciae).
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3.8. Conservacion de las bacterias

Los cien aislamientos autentificados como rizobios fueron liofilizados, y se
mantienen almacenados en el laboratorio de Microbiologia del DMSA a 4°C en

refrigeracion, formando el banco de rizobios.
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3.9. Identificacion taxonémica: Caracterizacion morfolégica de rizobios

3.9.1. Caracterizacion morfolégica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de arveja (Pisum sativum L.)

La figura 3.9 indica el dendograma obtenido de la unificacion de los resultados de
las caracteristicas morfolégicas realizadas a las cepas de arveja, con el objeto de
observar la relacion fenotipica de los aislamientos. A partir de un coeficiente de
similitud de 49%, se dio la formacion de dos grupos claramente identificables: grupo Iy

grupo II.
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Figura 3.9. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacién morfologica realizada a las veintiocho cepas de rizobios

asociadas a nédulos de plantas de arveja (Pisum sativum L.).



74

Al considerar una similitud del 70%, el grupo I formé6 dos subgrupos: A y B. El
subgrupo A, en base a un coeficiente de 86%, asocid los conglomerados: Al, A2, A3y
A4, con veinte aislamientos provenientes del banco del INIAP, y de las parroquias

Imantag, San Roque, Ilumén y Miguel Egas Cabezas de la provincia de Imbabura (tabla

3.5).

Tabla 3.5. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacion morfologica con las cepas de arveja (Pisum sativum L.) y su

coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS

Al 12 88%
A2 2 88%
A3 5 88%
A4 1 82%

El subgrupo B lo constituyeron dos cepas procedentes del banco del INIAP, cuyo
coeficiente de similitud fue de 88%; se diferenciaron en la cantidad de goma de sus

colonias.

El grupo 11, a partir de un coeficiente de 76%, lo conformaron los subgrupos: C y D.
El subgrupo C estuvo formado por cuatro cepas provenientes del banco del INIAP, y de
las parroquias [luman y Miguel Egas Cabezas de la provincia de Imbabura; una de ellas
vari6 en la apariencia de sus colonias, mostrando un coeficiente de similitud de 88%. El
subgrupo D relacioné dos cepas procedentes del banco del INIAP, que presentaron un

coeficiente de 88%; la diferencia radico en la apariencia de sus colonias.

Se puede constatar en el dendograma (figura 3.9) que el subgrupo A present6 el
mayor nimero de muestras con similitud entre ellas. Los resultados de la caracterizacion

morfologica de las cepas de rizobios de arveja, sefialaron que pertenecen al género

Rhizobium (anexo G1).
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3.9.2 Caracterizacion morfolégica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de chocho (Lupinus mutabilis S.)

El dendograma representado en la figura 3.10, muestra el parentesco de los
aislamientos de rizobios asociados al cultivo de chocho. El resultado del agrupamiento
obtenido a partir de las caracteristicas morfoldgicas de las cepas definid, en base a un

coeficiente de similitud de 49%, la formacion del grupo I 'y del grupo II.
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Figura 3.10. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacién morfologica realizada a las doce cepas de rizobios asociadas a

nodulos de plantas de chocho (Lupinus mutabilis S.).

El grupo I, a partir de un coeficiente de similitud de 59%, formo los subgrupos: A 'y
B. Los conglomerados Al, A2 y A3 se relacionaron en el subgrupo A, donde se
observaron ocho aislamientos provenientes de las parroquias Iluman y Miguel Egas

Cabezas de la provincia de Imbabura (tabla 3.6).
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Tabla 3.6. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacién morfoldgica con las cepas de chocho (Lupinus mutabilis S.) y su

coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS

Al 4 87%
A2 2 87%
A3 2 87%

Una sola cepa, procedente del banco del INIAP, conformé el subgrupo B.

A un valor de similitud de 62%, el grupo II estuvo formado por dos subgrupos: C y
D. El subgrupo C consituido por dos cepas provenientes de las parroquias Iluman e
Imantag de la provincia de Imbabura, mostré un coeficiente de similitud de 87%;
variaron en la apariencia de sus colonias. El subgrupo D lo conformé una cepa

procedente de la parroquia Imantag.

La mayoria de cepas con similitud entre ellas se encontraron en el subgrupo A, tal
como se observa en el dendograma (figura 3.10). La caracterizaciéon morfoldgica de los
rizobios de chocho, indicé que pertenecen al género Ochrobactrum (anexo G2), y una

cepa (C8 B) al género Bradyrhizobium (anexo G3).
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3.9.3 Caracterizacion morfolégica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.)

El resultado del agrupamiento obtenido a partir de la matriz de datos de las
caracteristicas morfologicas realizadas a las cepas de fréjol, se muestra en el
dendograma de la figura 3.11. Se defini6 la formacion de dos grupos principales: [ y II, a

partir de un coeficiente de similitud de 53%.
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Figura 3.11. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacién morfologica realizada a las veintiséis cepas de rizobios

asociadas a nédulos de plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.).

Considerando una similitud de 79%, el grupo I form¢é los subgrupos: A y B. Los
conglomerados A1, A2 y A3 se asociaron en el subgrupo A, en base a un coeficiente de
88%; se observaron doce aislamientos provenientes de las parroquias Imantag, [luméan,

San Roque y Miguel Egas Cabezas de la provincia de Imbabura (tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacion morfoldgica de las cepas de rizobios de fréjol (Phaseolus

vulgaris L.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS

Al 4 100%
A2 5 87%
A3 3 100%

El subgrupo B lo conformaron siete cepas procedentes del banco del INIAP, y de las
parroquias Imantag y San Roque; una de ellas se diferencio6 en la cantidad de goma de

sus colonias; mostrando un coeficiente de similitud de 87%.

El grupo II relaciond los subgrupos: C y D, a un valor de similitud del 79%. Cinco
cepas provenientes del banco del INIAP, y de las parroquias Imantag, El Sagrario y San
Roque de la provincia de Imbabura conformaron el subgrupo C; de las cuales una varid
en la elevacion de sus colonias, visualizdndose una similitiud de 87%. El subgrupo D
formado por dos cepas procedentes del banco del INIAP; mostr6 un coeficiente de 87%;

la diferencia radico en la elevacion de sus colonias.

La figura 3.11 muestra que el subgrupo A reunid la mayoria de cepas con similitud
entre ellas. Los resultados de la caracterizacion morfologica de las cepas de rizobios de

fréjol, sefialaron que pertenecen al género Rhizobium (anexos G4, GS5).
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3.9.4 Caracterizacion morfolégica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de haba (Vicia faba L.)

Se realizd el agrupamiento de los resultados de las caracteristicas morfologicas
realizadas a las muestras de haba. El dendograma generado con estos datos se ilustra en
la figura 3.12. Se observé que al considerar un coeficiente de similitud de 57%, se formo

la primera ramificacion dando lugar a dos grupos: 1y II.
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Figura 3.12. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacién morfologica realizada a las dieciocho cepas de rizobios

asociadas a nédulos de plantas de haba (Vicia faba L.).

El grupo I se encontré conformado por los subgrupos: A y B, con un coeficiente de
similitud de 79%. El subgrupo A, en base a un coeficiente de 89%, asocio los
conglomerados: Al, A2 y A3, con once cepas provenientes de las parroquias Miguel

Egas Cabezas, San Roque e [luméan de la provincia de Imbabura (tabla 3.8).
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Tabla 3.8. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacion morfologica de las cepas de rizobios de haba (Vicia faba L.) y su

coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS

Al 6 100%
A2 1 87%
A3 4 100%

El subgrupo B relacion6 tres aislamientos procedentes de las parroquias Miguel
Egas Cabezas e Imantag, cuyo coeficiente de similitud fue de 100%, indicando que las

caracteristicas morfologicas fueron iguales para estas muestras.

El grupo II lo constituyeron cuatro cepas de las parroquias Imantag de la provincia
de Imbabura, y del banco del INIAP; una de ellas se diferencid en la apariencia de sus

colonias, visualizandose una similitud del 88%.

Se puede constatar en el dendograma (figura 3.12) que el subgrupo A abarco el
mayor numero de aislamientos con similitud entre ellos. La caracterizacion morfologica

de los rizobios de haba, indico que pertenecen al género Rhizobium (anexo G6).
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3.9.5 Caracterizacion morfolégica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de vicia (Vicia sp.)

El dendograma que se indica en la figura 3.13, logro identificar dos grupos
principales: I y II, a una similitud del 51%; mostrando la relacion fenotipica de los
aislamientos de rizobios asociados a vicia. Las muestras se agruparon por la similitud en

sus resultados.
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Figura 3.13. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacion morfologica realizada a las dieciséis cepas de rizobios

asociadas a nédulos de plantas de vicia (Vicia sp.).

El grupo I, en base a un coeficiente de similitud de 75%, estuvo formado por dos
subgrupos: A y B. El subgrupo A relaciond los conglomerados: Al y A2, a partir de un
coeficiente de 86%; se observaron doce cepas provenientes de las parroquias San Roque

e Imantag de la provincia de Imbabura (tabla 3.9).
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Tabla 3.9. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacion morfoldgica de las cepas de rizobios de vicia (Vicia sp.) y su

coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
Al 11 88%
A2 1 86%

Dos cepas procedentes de las parroquias [luman e Imantag formaron el subgrupo B,
visualizando una similitud del 88% entre ellas; la diferencia radicé en la cantidad de

goma de sus colonias.

El grupo II lo conformaron dos cepas provenientes de la parroquia I[lumén de la
provincia de Imbabura, cuyo coeficiente de similitud fue de 88%, variaron en la

elevacion de sus colonias.

Se puede observar en el dendograma (figura 3.13) que el mayor niimero de cepas
con similitud entre ellas se encontré6 en el subgrupo A. Los resultados de la
caracterizacion morfologica de las cepas de rizobios de vicia, sefialaron que pertenecen

al género Rhizobium (anexo G7).
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3.10 Identificacion taxonémica: Caracterizacion bioquimica de rizobios

3.10.1 Caracterizacion bioquimica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de arveja (Pisum sativum L.)

La figura 3.14 senala el dendograma obtenido de la unificacion de los resultados de
las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas de arveja, con el objeto de observar la
relacion fenotipica de los aislamientos. Las muestras se agruparon por la similitud en sus
resultados. Se observo que a partir de un coeficiente de similitud de 40%, se dio la

formacion de dos grupos claramente identificables: grupo [y grupo II.
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Figura 3.14. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacion bioquimica realizada a las veintiocho cepas de rizobios

asociadas a nédulos de plantas de arveja (Pisum sativum L.).
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El grupo I, lo conformaron dos subgrupos: A y B, con un coeficiente de similitud de
70%. El subgrupo A, en base a un coeficiente de 89%, asocid los conglomerados: Al,
A2, A3 y A4, con dieciséis aislamientos provenientes del banco del INIAP, y de las

parroquias Imantag, San Roque e [luman de la provincia de Imbabura (tabla 3.10).

Tabla 3.10. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica con las cepas de rizobios de arveja (Pisum sativum

L.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS

Al 11 91%
A2 2 94%
A3 1 84%
A4 2 84%

El subgrupo B estuvo formado por cinco cepas procedentes de la parroquia Miguel
Egas Cabezas y del banco del INIAP, relacionando los conglomerados: B1 y B2 (tabla
3.11).

Tabla 3.11. Conglomerados del subgrupo B formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica de las cepas de rizobios de arveja (Pisum sativum

L.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
B1 1 85%
B2 4 96%

Al considerar una similitud del 60%, el grupo II formé los subgrupos: C y D. El
subgrupo C lo constituyeron los conglomerados: C1, C2, C3 y C4, a partir de un
coeficiente de 89%; se observaron cinco aislamientos provenientes de las parroquias

Miguel Egas Cabezas, [luméan e Imantag de la provincia de Imbabura (tabla 3.12).
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Tabla 3.12. Conglomerados del subgrupo C formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica de las cepas de rizobios de arveja (Pisum sativum

L.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS

Cl1 1 69%
C2 3 91%
C3 1 83%

Los conglomerados D1 y D2 se relacionaron en el subgrupo D, con dos cepas

procedentes del banco del INIAP (tabla 3.13).

Tabla 3.13. Conglomerados del subgrupo D formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica de las cepas de rizobios de arveja (Pisum sativum

L.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
D1 1 80%
D2 1 80%

Se puede observar en el dendograma (figura 3.14) que el subgrupo A present6 el
mayor numero de cepas con similitud entre ellas. Los resultados de la caracterizacion
bioquimica de las cepas de rizobios de arveja, indicaron que son moderadamente
resistentes a las condiciones hostiles, y que existe una alta biodiversidad genética de

estas bacterias en los suelos de Imbabura.
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3.10.2 Caracterizacion bioquimica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de chocho (Lupinus mutabilis S.)

El dendograma representado en la figura 3.15, muestra el parentesco de los
aislamientos de rizobios asociados al cultivo de chocho. El resultado del agrupamiento
obtenido a partir de las caracteristicas bioquimicas de las cepas definio, en base a un

coeficiente de similitud de 57%, la formacion del grupo I 'y del grupo II.
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Figura 3.15. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacion bioquimica realizada a las doce cepas de rizobios asociadas a

nodulos de plantas de chocho (Lupinus mutabilis S.).

Considerando un coeficiente de similitud de 80%, el grupo I formo los subgrupos: A
y B. Los conglomerados Al y A2 confomaron el subgrupo A, en base a una similitud de
89%; se observaron seis aislamientos provenientes de las parroquias I[luman y Miguel

Egas Cabezas de la provincia de Imbabura (tabla 3.14).
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caracterizacion bioquimica de las cepas de rizobios chocho (Lupinus mutabilis

S.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
Al 5 91%
A2 1 89%

Dos cepas procedentes de la parroquia Imantag constituyeron el subgrupo B,

visualizandose una similitud de 91% entre ellas; se diferenciaron por tres resultados (pH

8.5, kanamicina, estreptomicina).

El grupo II estuvo formado por dos subgrupos: C y D, A un valor de similitud de

65%. Los conglomerados C1 y C2 conformaron el subgrupo C, a un coeficiente de 89%;

con tres cepas provenientes del banco del INIAP, y de las parroquias [lumén y Miguel

Egas Cabezas (tabla 3.15).

Tabla 3.15. Conglomerados del subgrupo C formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica de las cepas de rizobios de chocho (Lupinus

mutabilis S.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
Cl1 1 78%
C2 2 91%

El subgrupo D lo conform¢ una sola cepa procedente de [luman.

La mayoria de cepas con similitud entre ellas se encontraron en el subgrupo A, tal

como se observa en el dendograma (figura 3.15). Los resultados de las pruebas

bioquimicas de las cepas de rizobios de chocho, indicaron que los aislamientos de

crecimiento rapido son muy resistentes a las condiciones hostiles (anexos H1, H2, H3,

H4, H5, H6, H7), mientras que el unico aislamiento de crecimiento lento (C8 B) es muy

sensible.
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3.10.3 Caracterizacion bioquimica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.)

El resultado del agrupamiento obtenido a partir de la matriz de datos de las
caracteristicas bioquimicas realizadas a las cepas de fréjol, estd representado en el
dendograma de la figura 3.16. Se dio la formacion de dos grupos principales: [ y II, a

partir de un coeficiente de similitud de 45%.
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Figura 3.16. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacion bioquimica realizada a las veintiséis cepas de rizobios

asociadas a nédulos de plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.).

Considerando un coeficiente de 63%, el grupo I formo los subgrupos: A y B. El
subgrupo A, en base a un coeficiente de 86%, relacioné los conglomerados: Al, A2, A3,
A4, AS, A6, A7, A8, y A9, con diecinueve aislamientos provenientes del banco del
INIAP, y de las parroquias Imantag, El Sagrario, [lumén, y San Roque de la provincia de
Imbabura (tabla 3.16). El subgrupo B lo conformaron tres cepas procedentes del banco

del INIAP, visualizandose una similitud de 91%.
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Tabla 3.16. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica de las cepas de rizobios de fréjol (Phaseolus

vulgaris L.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
Al 1 79%
A2 9 91%
A3 1 87%
A4 1 84%
AS 2 88%
A6 1 85%
A7 1 82%
A8 2 88%
A9 1 76%

El grupo II asoci6 los subgrupos: C y D, a una similitud de 68%. Los conglomerados
Cl y C2, con tres cepas provenientes de las parroquias Imantag y Miguel Egas Cabezas,
se relacionaron en el subgrupo C, en base a un coeficiente de 86% (tabla 3.17). El

subgrupo D estuvo formado por una cepa procedente de la parroquia san Roque.

Tabla 3.17. Conglomerados del subgrupo C formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica de las cepas de rizobios de fréjol (Phaseolus

vulgaris S.) y su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
Cl1 1 79%
C2 2 100%

La figura 3.16 muestra que el subgrupo A reunid la mayoria de cepas con similitud
entre ellas. La caracterizacion bioquimica de los rizobios de fréjol sefialé que son
ligeramente resistentes a condiciones hostiles, hallindose una alta biodiversidad genética

en los suelos de Imbabura.
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3.10.4 Caracterizacion bioquimica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de haba (Vicia faba L.)

Se realizd el agrupamiento de los resultados de las caracteristicas bioquimicas
realizadas a las muestras de haba. El dendograma generado con estos datos se ilustra en
la figura 3.17. Se observé que al considerar un coeficiente de similitud de 37%, se formo

la primera ramificacion dando lugar a dos grupos: 1y II.
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Figura 3.17. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la

caracterizacion bioquimica realizada a las dieciocho cepas de rizobios

asociadas a nédulos de plantas de haba (Vicia faba L.).

El grupo I lo conformaron los subgrupos: A y B, con un coeficiente de similitud de
57%. Se observo la formacion de los conglomerados: Al, A2, A3, A4, A5, A5, A6, A7y
A8 en el subgrupo A, considerando un coeficiente de 89%; catorce cepas provenientes
de las parroquias Imantag, San Roque, Miguel Egas Cabezas e [lumén de la provincia de

Imbabura constituyeron el subgrupo (tabla 3.18).
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Tabla 3.18. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacién bioquimica con las cepas de rizobios de haba (Vicia faba L.) y

su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas  CS

Al 3 95%
A2 5 91%
A3 1 83%
A4 1 77%
AS 1 88%
A6 1 85%
A7 1 82%
A8 1 88%

Los conglomerados: B1 y B2 se relacionaron en el subgrupo B, observandose tres
aislamientos procedentes del banco del INIAP, y de la parroquia Miguel Egas Cabezas
(tabla 3.19).

Tabla 3.19. Conglomerados del subgrupo B formados del analisis de la
caracterizacién bioquimica con las cepas de rizobios de haba (Vicia faba L.) y

su coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
Cl1 1 88%
C2 2 94%

El grupo II lo constituy6 una cepa proveniente de la parroquia [luman.

Se puede constatar en el dendograma (figura E4) que el subgrupo A abarco el mayor
nimero de aislamientos con similitud entre ellos. Los resultados indicaron que las cepas
de haba son resistentes a las condiciones de estrés, y que hay una alta biodiversidad

genética de estos rizobios en los suelos de Imbabura.
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3.10.5 Caracterizacion bioquimica de cepas de rizobios asociadas a nédulos

de plantas de vicia (Vicia sp.)

El dendograma que se indica en la figura 3.18, logro identificar dos grupos
principales: I y II, a una similitud del 67%, mostrando la relacion fenotipica de los
aislamientos de rizobios asociados a vicia. Las muestras se agruparon por la similitud en

sus resultados.

Al R-VI-5A-170

R-VI-5A-17¢
|R-VI-RA-54a
A2 R-VI-PE-7fa

R-VI-PE-70b

R-VI-PE-76b

R-VI-PE-74c

RVI-JL48
R-VI-JL480

A4 4'
R-VI-PE-T4a

R-VI-PE-74b

R-VI-RA-54b

R-VI-JI-48c

IR-VI»QG-ﬁSa

IR-VI-QG-65b

R-VI-PE-69¢

r T T T 1
067 075 084 092 100
Coefficient

Figura 3.18. Dendograma de agrupamiento por similitud en los resultados de la
caracterizacidon bioquimica realizada a las dieciséis cepas de rizobios asociadas

a nodulos de plantas de vicia (Vicia sp.).

A una similitud de 76%, los subgrupos: A y B conformaron el grupo I. El subgrupo
A relacion¢ los conglomerados: Al, A2, A3, A4y A5, a partir de un coeficiente de 92%;
se observaron doce cepas provenientes de las parroquias San Roque, Imantag e [luman

de la provincia de Imbabura (tabla 3.20).
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Tabla 3.20. Conglomerados del subgrupo A formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica con las cepas de rizobios de vicia (Vicia sp.) y su

coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS

Al 1 85%
A2 5 94%
A3 1 92%
A4 4 96%
AS 1 88%

El subgrupo B constituido por tres cepas procedentes de las parroquias [luman e

Imantag, asoci6 dos conglomerados: B1 y B2 (tabla 3.21).

Tabla 3.21. Conglomerados del subgrupo B formados del analisis de la
caracterizacion bioquimica con las cepas de rizobios de vicia (Vicia sp.) y su

coeficiente de similitud (CS).

Conglomerados Numero de cepas CS
B1 1 82%
B2 2 100%

Una sola cepa proveniente de la parroquia de Imantag conformo el grupo II.

Se puede observar en el dendograma (figura 3.18) que el mayor niimero de cepas
con similitud entre ellas se encontrd en el subgrupo A. La caracterizacion bioquimica de
los rizobios de vicia indicd que son tolerantes a las condiciones hostiles, encontrandose

biodiversidad genética de estas bacterias en los suelos de Imbabura.
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CAPITULO IV
DISCUSION

Nodulos asociados a cultivos de cinco plantas leguminosas de suelos de la provincia
de Imbabura, fueron seleccionados y colectados para el aislamiento de rizobios, con el
fin de identificarlos morfolégica y bioquimicamente y, a futuro, desarrollar un
biofertilizante. Las cepas de rizobios de arveja, fréjol, haba y vicia fueron identificadas
como pertenecientes al género Rhizobium, y los rizobios de chocho, al género

Ochrobactrum.

Ademas, dieciséis cepas de rizobios, pertenecientes al banco de rizobiologia del
INIAP, fueron reactivadas, refrescadas y purificadas; algunas de estas, en base a estudios
moleculares anteriores, se identificaron como Rhizobium etli, Rhizobium tropici y
Rhizobium leguminosarum biovar viceae. Las ocho cepas restantes fueron identificadas

como pertenecientes al género Rhizobium, y una sola cepa, al género Bradyrhizobium.

Recoleccion de nodulos.- El mayor porcentaje de nddulos recolectados se encontrd
en el canton de Cotacachi (47%), seguido de Otavalo (35%) y por Ultimo Antonio Ante
(18%). Esta frecuencia, describe Cuadrado et al. (2009), podria deberse a la mayor
actividad de siembra de leguminosas en un determinado canton comparado con los otros
cantones objeto de muestreo, y por la ausencia de iones de aluminio (INIAP-DMSA,

2013), metal perjudicial para el normal crecimiento de las plantas.

La mayoria de nddulos recolectados presentaron coloracion interna roja, lo cual se
explica por la presencia de leghemoglobina (Matos-Cuzcano y Zufiiga-Davila, 2002) e
indica una fijacion eficiente de nitrégeno, caracteristica que se asocia a una abundancia
de cationes divalentes en el suelo (Mayea ef al., 1981, citados por Contreras-Solar et al.,
2007). En algunos de los ndédulos analizados se observo una coloracion externa e interna
verde oscuro o blanquecina, que segin Grisales y Fuentes (2005), se debe a una

degeneracion de la leghemoglobina, como respuesta al envejecimiento de los tejidos
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bacterianos, que se traduce en una disminucion notable de la fijacion de nitrégeno.

En otros nodulos se observd una coloracion interna oscura o negra, indicando que
los rizobios estdn muertos (CIAT, 1988). Ferrera y Alarcon (2007) citados por
Hernédndez-Mulford et al. (2012), afirman que algunos factores ambientales como la
temperatura, pH, estrés salino y la presencia de compuestos fendlicos en extractos de
raices, pueden causar la muerte de los rizobios. Carranza (2004), sefiala que la
utilizacion del hipoclorito, desinfectante fuerte que se utiliza para esterilizar la parte
externa de los nddulos, puede penetrar en nddulos con alguna herida en el proceso de

manejo y causar la muerte de los rizobios.

Quispel (s.f.), citado por Carranza (2004), indica que la proliferacion de células
corticales y epidermales, que entran en contacto con los rizobios incapaces de nodular al
huésped especifico, ocasionan pseudonodulos con ausencia de bacteria; y menciona
ademads, que existen otros microorganismos que pueden formar estructuras semejantes a
los nédulos como las bacterias del género Agrobacterium, las cuales se diferencian
unicamente por el color interno del mismo y por ser més palidos en su superficie, tal
como se observod en los nédulos de donde se aislaron las muestras R-FR-PE-2b y R-HA-

PE-3.

Diecinueve cepas, correspondientes al 18% del total de muestras recolectadas y
aisladas de la provincia de Imbabura, fueron no viables, ya que una o mas de las

caracteristicas tipicas de rizobios no fueron cumplidas.

Al momento de seleccionar los nodulos empleados en la investigacion se
encontraron, en su mayoria, raices secundarias con alta y mediana nodulacion en plantas
de arveja, fréjol, haba y vicia, contrario a lo que se observo en las plantas de chocho, las
cuales presentaron raices primarias con poca nodulacion. Estudios realizados por
Nutman (1956) y Caba ef al. (2001), citados por Pérez (2011) sefalan que el numero de
nddulos en las plantas es controlado por mecanismos de autorregulacion y por factores

externos como la presencia de nitratos en el suelo. La escasa nodulacion de las raices de
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algunos cultivos pudo deberse basicamente a un exceso de nitratos en los suelos, con un
porcentaje de nitrogeno medio que inhiba la nodulacién. El INIAP-DMSA (2013)
reportd un nivel medio de nitrégeno (53.7 ppm) en los suelos de los cantones de Antonio

Ante, Cotacachi y Otavalo de la provincia de Imbabura.

Sherman ef al. (1991) afirman que los grandes nddulos son casi siempre escasos y
los pequenos generalmente abundantes y ampliamente dispersos en la raiz, lo que
concuerda a lo observado en las raices recolectadas del estudio. Los mismos autores
consideran también, que los altos niveles de fosforo tienden a incrementar la absorcién
de manganeso, el cual causa un descenso en el nimero de los nodulos. Sin embargo
Coyne (2000), asegura que el nimero de nddulos depende de la fertilidad del suelo, es
decir, de la cantidad de nutrientes minerales (P, K, Mg, Ca) presentes en ¢él, por ejemplo
en algunos de los suelos el elevado nivel de fésforo juega un papel decisivo en el
desarrollo y establecimiento del rizobio en la leguminosa, ya que aumenta el peso seco
de los nodulos, estimula su cantidad y porcentaje de fijacion de nitrogeno. El andlisis de
suelos de los tres cantones mencionados de Imbabura reportaron niveles altos de estos
cuatro elementos (INIAP-DMSA, 2013): fésforo (49.3 ppm), potasio (0.67 ppm),
magnesio (2.5 ppm) y calcio (8.82 ppm), lo que justifica la alta y mediana nodulacién en

las raices de arveja, fréjol, haba y vicia.

En cuanto a la localizacion de los nddulos en el sistema radical, este depende del
genotipo, de la especie hospedante, y de las condiciones ambientales (CIAT, 1988).
Acero-Duarte y Rodriguez-Montenegro (1987), senalan que en la mayoria de las
leguminosas de uso agronémico, como arveja, fréjol, haba, los nddulos se encuentran en
las raices laterales (secundarias), y que raras veces se ubican superficialmente y en
raices de primer orden (primarias), como en el caso de Lupinus. Esto coincidi6 con lo

reportado en el estudio.

Los mismos autores describen ademds, que al parecer la forma, la estructura y el
tamafio de los nddulos no son constantes en las plantas fijadoras de nitrégeno. La forma

mas comun es la redondeada (nddulos determinados), como en los nddulos de fréjol
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recolectados; aunque, los puede haber ovoides, irregulares y hasta aplanado filamentosos
(nodulos indeterminados), lo cual se observo en los nddulos de arveja, haba, vicia y
chocho; mientras que la peridermis del noédulo puede ser lisa o granulado rugosa. Por
ultimo, en relacion al tamafio del nddulo, Lange & Parker (1960), citados por Rodriguez
(2009), observaron que los nodulos de chocho pueden alcanzar un didmetro hasta de 3

cm (nddulos grandes).

Aislamiento de rizobios.- Una vez recolectados y caracterizados los nddulos, se
procedié al aislamiento y purificacion de las cepas viables. Para la seleccion de las
colonias, un elemento esencial fue la falta de absorcion del colorante rojo congo en el
medio LMA. Kuykendall et al. (2005), indican que la absorcion de este colorante es
caracteristico del género Agrobacterium y bacterias contaminantes presentes en el medio
de cultivo (Kneen & Laure, 1983, citados por Moreno, 2010). Las colonias de dos cepas
(R-FR-PE-2b y R-HA-PE-3), absorbieron ligeramente este colorante, mientras que las
demads cepas no lo hicieron, permaneciendo rosadas. Date (1982), citado por Areadne-
Sosa et al. (2004), sefiala que esta es una caracteristica distintiva de los rizobios, sin
embargo, no es estable y puede variar con la concentracion de rojo congo, la edad del
cultivo y la exposicion de las placas a la luz, tomando una coloracion rojo intenso el
centro de las colonias luego de aproximadamente ocho dias de incubacidon, evento que se

registrd al realizar las caracterizaciones morfoldgicas.

Produccion de acidez o alcalinidad.- En el presente estudio, todos los aislamientos
fueron de crecimiento rapido y acidificaron los medios LMA+ABT y LMA+PBC, a
excepcion de una cepa de crecimiento lento (C8 B) que alcalinizé los medios de cultivo
mencionados. Hay algunas caracteristicas distintivas entre los géneros de rizobios. Diaz
(2010) y Wang et al. (2002) sefialan que el género Rhizobium y Sinorhizobium presentan
crecimiento rapido (tres a cinco dias) y produccion de metabolitos acidos; el género
Bradyrhizobium presenta crecimiento lento (cinco a siete dias) y produccién de
metabolitos alcalinos; el género Mesorhizobium presenta crecimiento moderado y
produccion de acido; y el género Azorhizobium crece tan rapido como Rhizobium y

produce alcalinidad como Bradyrhizobium. Por lo tanto, los resultados de esta
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investigacion proponen que las cien cepas del presente estudio podrian pertenecer a los
géneros Rhizobium, Sinorhizobium y Bradyrhizobium, y que ninguna corresponderia a
los géneros Mesorhizobium o Azorhizobium. Segin Lancheros (2001), citado por
Ramirez (2004), la caracteristica de acidificar el medio de cultivo esta relacionada con la
capacidad de estos microorganismos de producir diferentes tipos de exopolisacaridos
mucilaginosos extracelulares de cardcter acido o neutro en medio LMA, compuestos por

carbohidratos, que son secretados al medio a través de la pared celular.

Fermentacion de glucosa.- La mayoria de aislamientos no se desarrolld en este
medio, tal como plantea Matos-Cuzcano ef al. (2007), quienes dicen que la fermentacion
de la glucosa en un medio minimo carente de minerales no es tipica para los rizobios.
Por lo contrario, dos cepas (R-FR-PE-2b y R-HA-PE-3), crecieron muy bien en este
medio y cambiaron el pH del mismo, indicando que no se trataban de rizobios. Ademas,
tres cepas (FR 1063, FB 481, TAL 1236) acidificaron el medio al principio, y después lo
retornaron a su color purpura original; se puede decir que la cepa TAL 1236 es un
rizobio, ya que esta caracterizada molecularmente como Rhizobium leguminosarum.
Para las otras dos cepas es necesario hacer un andlisis molecular y confirmar si se tratan
de esta especie en particular. Norris (1965), citado por Moreno (2010), encontrd que
cepas aisladas de suelos alcalinos excretan sustancias que acidifican el medio, lo cual
parece ser un mecanismo de adaptacion a condiciones adversas, siendo este
comportamiento mediado por el tipo de suelo, cantidad y calidad de los nutrientes

disponibles.

Degradacion de cetolactosa.- Los resultados en el medio LLA se valoraron de
acuerdo a la produccion de cetolactosa. Areadne-Sosa et al. (2004), senalan que el
género Agrobacterium es capaz de degradar la lactosa, por esto cuando se afade el
reactivo de Benedict, el medio cambia de color y como los rizobios no utilizan la
lactosa, la reaccion no tiene lugar. En el caso de la mayoria de cepas del estudio, el
reactivo de Benedict no cambio de color, rectificando la presencia de rizobios; mientras
que en dos cepas (R-FR-PE-2b y R-HA-PE-3) se confirm¢é la presencia definitoria de

Agrobacterium. Otra observacion a tomar en cuenta, fue igualmente la reaccion de las
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tres cepas (FR 1063, TAL 1236 y FB 481) al afiadir el reactivo de Benedict, el cual se

torno azul-verdoso. Entonces es necesario el analisis molecular.

Tincion de Gram.- Todos los aislamientos del estudio fueron bacilos Gram
negativos. Kuykendall ez al. (2005), describen a las bacterias rizobios como bacilos
Gram negativos no formadores de esporas. Areadne-Sosa et al. (2004), explican que esta
prueba nunca es definitoria, ya que hay un gran nimero de microorganismos Gram
negativos. Sin embargo, es un medio para comprobar que el microorganismo aislado

cumple con las caracteristicas morfologicas y tintoriales de los rizobios.

Caracterizacion morfoldgica.- Una vez realizadas todas las pruebas de
autentificacion, se procedid a la caracterizacion morfoldgica de los rizobios. Dentro de
los cultivos de arveja, fréjol, haba y vicia se encontraron cepas con caracteristicas del
género Rhizobium. El CIAT (1988) y Kuykendall et al. (2005), afirman que en las
especies de este género, usualmente las colonias son redondas, lisas, con elevacion
convexa, elevada, a veces plana, con textura elastica, cremosa o acuosa, tienen una
apariencia opaca, semitranslucida o translucida, permanecen blancas o rosadas,
producen goma o acumulacion de poli-B-hidroxibutirato, y el tamafo de la colonia varia
de 2-5 mm entre los tres y cinco dias de incubacion; caracteristicas que coincidieron con
las observadas en la morfologia de las colonias de los rizobios caracterizados en esta

investigacion.

Spaink et al. (1998), explican que las colonias con apariencia translucida se
observan asi debido a la monocapa de lipopolisacéaridos (lipido A, nucleo sacaridos y
antigeno O) que produce el rizobio, la cual se proyecta al exterior y le da una coloracion
transparente y una consistencia mucosa, mucilaginosa o acuosa. Vargas (1969), citado
por Pérez (2011), indica que esto se produce mas abundantemente si el medio contiene
manitol el cual estimula su producciéon. Algunos de los aislamientos producen menos
cantidad de lipopolisacaridos que otros, dando una apariencia y coloracion distinta,
hecho que se observé en la morfologia de las cien cepas purificadas, donde la apariencia

de las colonias varié desde opaca hasta brillante y translicida; y la coloracion desde
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rosado coral a rosado palido.

En los rizobios de los cultivos de chocho se encontraron cepas con caracteristicas
del género Ochrobactrum y una cepa (C8 B) con caracteristicas del género
Bradyrhizobium. Se descartd Rhizobium ya que no se ha descrito nodulacion por parte
de este género en Lupinus (Sucojayo et al., 1998, Trujillo et al., 2005). Martinez (2007),
citado por Moreno (2010), describe a las especies de Bradyrhizobium, por lo general
secas, opacas, y gomosas, raramente trasliicidas, con forma circular, elevacion convexa
o pulvinada, con tendencia a tener textura granulosa, y el tamano de las colonias de 1
mm a los siete dias de incubacion; caracteristicas que coincidieron con las observadas en
la morfologia de la cepa C8 B. Por otra parte, Trujillo et al. (2005), observaron que las
especies del género Ochrobactrum, son mucoides, con bordes enteros y un didmetro

promedio de 2-3 mm a los tres dias de incubacion.

Caracterizacion bioquimica.- La caracterizaciébn bioquimica de los aislamientos
permitid revelar que desde el punto de vista de las capacidades metabodlicas y de
resistencia a condiciones adversas de crecimiento, existe cierta heterogeneidad en las
poblaciones de rizobios nodulantes de arveja, chocho, fréjol, haba y vicia. Al respecto,
Buendia-Claveria et al. (1991) indican que estas propiedades servirian para seleccionar
cepas y de aqui manipular genes simbidticos. Matos-Cuzcano y Zuiiiga-Davila (2002),
aseguran que las cepas que no ofrecen resultados en experimentos de laboratorio
resultarian inadecuadas en el campo, por lo que es muy importante realizar ensayos de

seleccion previos a su liberacion como inoculantes.

Se observaron diferencias entre cepas de un mismo género, asi como de especie
(cepas de referencia del banco del INIAP), al realizar las pruebas bioquimicas. Amarger
(2001) y Graham & Parker (1964), citados por Diaz (2010) afirman que la capacidad de
los microorganismos para crecer en diferentes condiciones de cultivo puede variar
ampliamente incluso entre cepas de la misma especie, sin embargo hay algunas
caracteristicas que pueden ser tipicas de especie e incluso, cuando las condiciones son

extremas, pueden diferenciar entre géneros o categorias superiores.
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Crecimiento en fuentes de carbono y de nitrogeno.- La mayoria de cepas aisladas de
los cinco cultivos de leguminosas fueron capaces de utilizar casi todas las fuentes de
carbono de tipo glucidico, tanto azicares como polialcoholes, y los &cidos organicos.
Amarger (2001), indica que los rizobios son quimiorganotrofos, es decir, utilizan una
gran variedad de compuestos como fuente de carbono y de nitrogeno para crecer. Sin
embargo, explica, el espectro de componentes que pueden ser metabolizados parece ser
dependiente de la cepa y puede reflejar diferencias de adaptacion a la rizésfera de la
leguminosa o a los componentes organicos del suelo, teniendo esta variacion entre los

aislados implicaciones ecoldgicas.

La fuente de carbono metabolizada por la mayoria de cepas fue el acido organico D-
glucordnico (89%), seguido de galactosa (88%), sorbosa (87%), lactato, tartrato y
glucosa (86%), xilosa (81%), fructosa y maltosa (80%). Fue més variable la asimilacion
del polialcohol dulcitol (79%), eritritol (77%), y el azlcar sacarosa (75%). En cuanto a
los acidos organicos, el menos utilizado como fuente de carbono fue el citrato, con
apenas el 29% de asimilacion. Estos resultados son similares a los reportados por Diaz
(2010), donde cepas de Rhizobium empleadas para la inoculacion de leguminosas
asimilaron casi todas las fuentes de carbono de tipo glucidico en los diferentes medios
donde fueron cultivadas, y en cuanto a los 4cidos orgénicos, practicamente ninguno de
los incluidos en el estudio fueron utilizados como fuente de carbono. Este
comportamiento de las cepas, explica el autor, puede ser debido probablemente a algiin

mecanismo de adaptacion.

La asimilacion de fuentes de carbono de tipo glucidico como el eritritol, los &cidos
organicos como el citrato y algunos amindacidos como la L-serina han mostrado su
utilidad para diferenciar especies del género Rhizobium (Ramirez-Bahena et al., 2008).
De acuerdo con los resultados de este trabajo, ninguna de las fuentes de carbono y
nitrégeno analizadas en la investigacion mostrd diferencias claras entre los diferentes
grupos de rizobios, lo cual segun Diaz (2010), es muy habitual en cepas que se han
aislado de ecosistemas bastante proximos, como en este caso en el que las cepas se

aislaron de una misma provincia.
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Se evidencio que tanto las cepas de crecimiento rapido, como la cepa de crecimiento
lento asimilaron la mayoria de fuentes de carbono. Este resultado discrepa con estudios
previos obtenidos por Elkan & Bunn (1991) citado por Tauridn et al. (2002), que
proponen que las cepas del género Bradyrhizobium no utilizan los disacaridos (maltosa,
lactosa, sacarosa), por carecer de un sistema de incorporacion de disacaridos y
disacaridasas. Por otro lado, coinciden con los obtenidos por Van-Rossum et al. (1995),
citado por Jerez (2004), y por Taurian et al. (2002), quienes encontraron,
respectivamente, que cepas nodulantes de Arachis hypogaea y cepas nodulantes de mani

en suelos argentinos, metabolizaron disacaridos como fuentes de carbono.

En cuanto a los aminoécidos y compuestos derivados, fueron utilizadas por casi
todas las cepas como fuentes de nitrogeno la L-tirosina (90%) y en menor proporcion el
L-triptéfano (69%). La mayoria de rizobios de las cinco leguminosas fueron incapaces
de asimilar la glicina (21%). Segun Jerez (2004), pudo deberse a que esta fuente de

nitrégeno ensayada no sea la adecuada para los rizobios.

Resistencia a antibidticos.- Dentro de las caracteristicas fenotipicas, el espectro de
resistencia natural a antibioticos es uno de los aspectos mas importantes en la fisiologia
de la célula bacteriana ya que dependiendo de su nivel de tolerancia, el microorganismo
es capaz de sobrevivir cuando existe una interaccidon antagonista con otras especies bajo
condiciones naturales (Ramirez, 1995). Ademads, Cuadrado et al. (2009) afirman que es
util por su fiabilidad a bajos niveles de antibiotico, estabilidad y reproducibilidad
durante un largo periodo. Sin embargo, varios autores explican que tiene bajo valor
taxonémico porque muchas veces la resistencia natural a antibioticos es codificada en
plasmidos y se transfiere facilmente de unas cepas a otras (Amarger, 2001; Graham,

1963, Cole & Elkan, 1979, Hagedorn, 1979, citados por Diaz 2010).

Las cepas de los cinco cultivos de leguminosas presentaron resistencia, en su
mayoria, al acido nalidixico (74%), seguido de la estreptomicina (46%), la kanamicina
(20%), y por ultimo, el antibidtico menos tolerado fue el cloranfenicol (9%). Las cepas

de rapido crecimiento, demostraron tener un amplio espectro de tolerancia, en
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comparacion a la cepa de crecimiento lento (C8 B), la cual no resistié ninguno de los
cuatro antibioticos. Estos resultados son similares a los obtenidos por Odee et al. (1997)
y Cuadrado et al. (2009), pero contrarios a lo que sefiala Jordan (1984), citado por
Marquina et al. (2011), quien describe que la mayor susceptibilidad es caracteristica del
género Rhizobium a diferencia de las cepas de crecimiento lento del género
Bradyrhizobium en cuanto al nimero y concentraciones de antibidticos ensayadas.
Hartman (1989), citado por Jerez (2004), describe que el espectro de resistencia
intrinseca a antibidticos pone de manifiesto la diversidad genética en las poblaciones de

Rhizobium y Bradyrhizobium.

La mayoria de cepas no toleraron a los antibidticos kanamicina y cloranfenicol, lo
cual muestra sensibilidad ante estos dos agentes antimicrobianos. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Chen et al. (1997), donde 55 aislamientos de
Rhizobium sembrados en LMA con discos de kanamicina (5 pg/mL) y cloranfenicol (10
pg/mL), no crecieron en el medio de cultivo lo cual indic6 sensibilidad de las cepas ante
estos antibidticos, cabe mencionar, que utilizaron concentraciones mas bajas que las
usadas en este estudio; y por Xavier et al.(1998) donde rizobios nodulantes de fréjol
aislados en zonas tropicales del noreste brasilefio fueron sensibles a cloranfenicol.
Sucojayo et al. (1998) sefiala que principalmente los actinomicetos del género
Streptomyces son productores de una amplia gama de antibidticos en diferentes
concentraciones como mecanismo de supervivencia, tales como el cloranfenicol
(Streptomyces venezuelae), kanamicina (Streptomyces kanamyceticus), estreptomicina
(Streptomyces griseus), entre otros, los cuales son desfavorables para los rizobios
afectando el desarrollo y por lo tanto su biodiversidad. Posiblemente, la sensibilidad a
cloranfenicol y kanamicina podria deberse a la presencia de estos microorganismos en

los suelos de Imbabura (dato no comprobado).

Se observd que los aislamientos presentaron resistencia a los antibidticos acido
nalidixico y estreptomicina. Esto podria estar relacionado con el hecho de que los
cantones Cotacachi, Otavalo, y Antonio Ante son tradicionalmente agricolas, sometidos

desde hace afios a un manejo intensivo de cultivos, especialmente fréjol y arveja, con el
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uso de agroquimicos y altos insumos, a los cuales las cepas y microorganismos del suelo
en general, pudieron haberse adaptado a las condiciones adversas, seleccionando a
determinados productos quimicos (Romero-Rojas, 2009). Ademdés, Romero y Bernal
(2008) aseguran que en los suelos del tropico se pueden encontrar poblaciones altas de
actinomicetos, y al contrario de lo mencionado anteriormente por Sucojayo ef al. (1998),
indican que los rizobios podrian vivir sinérgicamente con este grupo de
microorganismos generando mecanismos enzimdaticos que confieran tolerancia o
resistencia a los diversos antibidticos o sustancias antimicrobianas producidos por ellos,

presentes en el suelo.

Los resultados de este estudio son comparables a los observados por Beynon &
Josey (1980), citados por Jerez (2004), en poblaciones de Rhizobium phaseoli donde
cada cepa tuvo un patrén de resistencia a antibidticos muy particular, observando 56
tipos de patrones de resistencia de 259 cepas estudiadas. Milicic et al. (2006) indican
que la resistencia a antibidticos puede estar mediada por la cantidad de goma,
exopolisacaridos y polisacaridos capsulares, que interfieren en el paso de compuestos
hacia dentro de las células bacterianas evitando lisis celular o inhibicién de sintesis de

proteinas.

Tolerancia a metales pesados.- La mayoria de las cepas presentaron resistencia a
aluminio (87%), seguido de cobre (83%), plomo (60%), y por ultimo, el menos tolerado
fue el zinc (21%). El andlisis de los suelos de los cantones Antonio Ante, Cotacahi y
Otavalo, de la provincia de Imbabura (INIAP-DMSA, 2013) report6 un nivel medio de
zinc (2.9 ppm), un nivel alto de cobre (6.9 ppm), y reveld que no existe presencia de
aluminio en estos suelos; claramente los resultados obtenidos no se correlacionan con el

componente quimico de los suelos de Imbabura.

Cuadrado et al. (2009) explican que la tolerancia al aluminio es una caracteristica
realmente deseable para la seleccion de un bioindculo, principalmente en suelos acidos,
donde éste suele acumularse, ya que es un metal toxico, que actiia inhibiendo el

alargamiento, la division celular, e incluso la nodulacion de las raices, afectando la
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sobrevivencia de los rizobios (Hirsch ef al., 1993). Yelton et al. (1983), encontraron
cepas de Rhizobium resistentes a Al y a bajos niveles de pH (5), similar a lo observado

en este estudio.

Brooks et al. (1994) observaron que la fijacion biologica de nitrogeno se ve afectada
por el zinc, influyendo negativamente en la poblacion de rizobios en el suelo. La
sensibilidad de las cepas al zinc, pudo deberse a la concentracion ensayada de este metal
en el medio de cultivo. Cubillas-Ramirez (2008), sefial6 que la presencia de 0.4 mM de
zinc en el medio de cultivo tiene un efecto inhibitorio sobre cepas de Rhizobium, debido
a la ausencia de alguno de los pladsmidos (p24c, p42c y p42f) que estan involucrados con

la resistencia a zinc.

Tong & Sadowsky (1994), y Somasegaran & Hoben (1994), observaron que las
cepas del género Bradyrhizobium son tolerantes a la presencia de 4 mg/L de zinc. Los
mismos autores encontraron que ninguna de las seis especies de Rhizobium ensayadas
pudo crecer en presencia del metal, dato que es contrario a lo observado en este estudio,

donde la cepa de crecimiento lento (C8 B) no resistidé ningun metal pesado.

Niveles de pH.- Para observar el crecimiento de las cepas en estudio en condiciones
a las cuales pudieran encontrarse en su ambiente natural, se efectuaron pruebas de
resistencia a diferentes valores de pH. Se demostrdé que del total de las cepas, el 58%
toleraron pH 5, seguido de pH 8.5 (15%), y por ultimo, el menos tolerado fue pH 4.5
(12%). Varias cepas mostraron un crecimiento débil en los diferentes niveles de pH
evaluados. Garcia (2008) explica que estos resultados son comunes en los rizobios
aunque algunas veces se ha encontrado una cierta correlacion entre el pH del suelo del
que se aislan las cepas y la tolerancia al pH en medio de cultivo. El andlisis de suelos de
los tres cantones objeto de muestreo de la provincia de Imbabura (INIAP-DMSA, 2013)
demostraron que algunas de las cepas que crecieron a pH 5 fueron aisladas de suelos con
pH proximos a este valor (suelo 4cidos), y la mayoria fueron aisladas de suelos
ligeramente acidos (pH 6.3), por lo que se podria correlacionar el pH del suelo y

tolerancia al pH in vitro (Ramirez-Bahena et al., 2008).
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Se observd que las cepas de crecimiento rapido son mas tolerantes a la acidez, y
algunas a la alcalinidad, que la cepa de crecimiento lento (C8 B), la cual fue sensible a
los tres niveles de pH ensayados, resultados contrarios a los obtenidos por Van-Rossum
et al. (1994) que indican que miembros del género Bradyrhizobium son mas tolerantes a
la acidez que los del género Rhizobium; pero similares a los obtenidos por Prévost et al.
(1994), citados por Matos-Cuzcano y Zuiiga-Davila (2002), quienes plantearon que de
17 cepas de Bradyrhizobium sp. evaluadas en su tolerancia a pH 8.5, ninguna presentd
crecimiento, y por Jordan (1984), Hamdi (1985) y Matos et al. (2001) citados por
Cuadrado et al. (2009), quienes sefialan, que usualmente las cepas del género

Bradyrhizobium no crecen a pH extremos y son los menos tolerantes a la alcalinidad.

Solo algunas de las cepas aisladas de Imbabura pudieron crecer a pH 8.5, lo cual
concuerda con lo establecido por Fernandez y Novo (1988), quienes afirman que no es
comun encontrar un buen desarrollo de los rizobios a un pH igual o mayor de 8.0, sin
embargo Prévost et al. (1998) citado por Bécquer (2004) encontraron crecimiento de
cepas rizobiales de Centrosema virginianum y Neonotonia wightii en pH 10.0, lo cual
puede estar vinculado a las exigencias del microorganismo a adaptarse a condiciones

adversas de su microhdbitat, tipo de suelo y planta hospedante.

Cabe destacar que en esta investigacion, muy pocas cepas toleraron un nivel de pH
4.5. Antipchuck (1994), citado por Contreras-Solar et al. (2007) indica que la ausencia
de crecimiento a niveles bajos de pH puede obedecer al hecho de que en esas
condiciones los rizobios se debilitan, disminuye notablemente su metabolismo y cesa la
actividad de la enzima nitrogenasa. Ademas, Philippus et al. (2008), Hassan-Moawad
(2004) y Vriezen et al. (2007) sefialan que el efecto del pH bajo tiene gran influencia
sobre la biodisponibilidad de los nutrientes del suelo, generando deficiencias de fosforo

disponible, lo que a su vez puede afectar la fijacion de nitrogeno.

La cepa de referencia R. tropici crecid en todos los niveles de pH, acidos y alcalinos,
mientras que las cepas de R. etli toleraron solo pH de 5. Resultados similares se

registraron en un estudio con varias cepas de R. etli aisladas de suelos de Egipto (DNP,
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2009, citado por Cuadrado et al., 2009), en donde la mayoria eran capaces de sobrevivir
a pH 4.7-5 y R. tropici CIAT 899 a pH 4. Igualmente, Shamseldin & Werner (2005)
evidenciaron que especies de crecimiento rapido tales como R. loti, R. leguminosarum 'y

R. tropici pueden crecer a pH 4.0.

Tolerancia a salinidad.- Con respecto a la tolerancia al NaCl, al igual que lo
observado en condiciones de acidez, se encontrd que los aislamientos de crecimiento
rapido mostraron mayor tolerancia a la sal, que la cepa de crecimiento lento (C8 B), la
cual no crecid6 en ninguna concentracion. Estos resultados son andlogos con los
informados para rizobios y bradyrizobios nodulantes de leguminosas arboreas de Kenya
(Odee et al., 1997) y microsimbiontes de Acacia maligna (Tauridn et al., 2002), en los
cuales los microsimbiontes rdpidos mostraron mayor tolerancia frente a esta condicién
de estrés; y con los datos de Elsheikh & Wood (1995), Odee et al. (1997) y Mpepereki et
al. (1997) quienes no obtuvieron crecimiento en concentraciones mayores de 1% con
cepas de Bradyrhizobium sp. Shamseldin & Werner (2005) afirman que la tolerancia a la
salinidad es otra propiedad presente en las cepas de crecimiento rapido pertenecientes al
género Rhizobium en relacion a los simbiontes de crecimiento lento del género

Bradyrhizobium.

Del total de las cepas rizobianas, tan solo el 29% resistieron concentraciones de
NaCl 0.5%, seguido de NaCl 1% con el 11%, y por ultimo, NaCl 2% con apenas 6%; en
el caso de las dos ultimas concentraciones (NaCl 1% y 2%) se observd que solo las
cepas de referencia provenientes del banco de rizobiologia del INIAP, y dos cepas de
chocho recolectadas de Imbabura, crecieron a esas condiciones de salinidad. Estos
resultados estan dentro de la normalidad, ya que segun Kuykendall et al. (2005)
Rhizobium no tolera concentraciones altas de sal, y habitualmente no crecen en valores

de NaCl 2% o superiores.

Las cepas de diferentes especies de rizobios muestran una marcada variabilidad en
cuanto a la tolerancia a los suelos salinos (Hassan-Moawad, 2004; Vriezen et al., 2007;

Philippus et al., 2008), tal como lo observado en esta investigacion entre las cepas de
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Rhizobium leguminsarum biovar viciae de arveja que toleraron la salinidad y las cepas
de Rhizobium etli de fréjol que no lo hicieron. Zuiiiga et al. (1996) explican que el estrés
salino es permanente en el suelo, por lo que los organismos deben vivir y crecer en esas
condiciones; y que la presencia de sal puede afectar la supervivencia del rizobio,
disminuyendo la colonizacion de la raiz, el proceso de infeccion, el desarrollo del nddulo
y la fijaciéon de nitrégeno. Por tanto, Cuadrado et al. (2009) sefialan que es conveniente
estudiar los suelos de estas regiones con el fin de evaluar si la capacidad de resistencia al
NaCl se relaciona directamente con un tipo de adaptacion ya que las cepas con
tolerancia a concentraciones altas de NaCl podrian tener un posible uso como

bioindculos.

Resistencia a urea.- La mayoria de las cepas (90%) toleraron a la urea bajo
condiciones de laboratorio. Perticari (s.f.) explica que en el suelo, altas concentraciones
de nitratos inhiben el proceso de infeccion, el desarrollo de los nddulos y la expresion de
la actividad nitrogenasa, disminuyendo la fijacion bioldgica de nitrégeno. Los resultados
de esta prueba bioquimica indican que los aislamientos son capaces de resistir la

presencia de fertilizantes nitrogenados en el suelo.

Las cepas de rizobios aisladas de los suelos de Imbabura, en general, presentaron
una baja tolerancia a cambios radicales de pH del medio (4.5 y 8.5), a altas
concentraciones de sales (1% y 2%), a un metal pesado (zinc), a dos antibidticos
(kanamicina, cloranfenicol) y una restringida utilizacion a una fuente de energia (citrato)
y una de nitrégeno (glicina), lo que sugiere que el comportamiento de las poblaciones
microbianas de rizobios presentes en los suelos de la provincia de Imbabura podrian
estar siendo influenciadas por los factores bidticos y abidticos donde se encuentran estas

bacterias (Romero-Rojas, 2009).

Las cepas de rizobios de fréjol, arveja, haba y vicia de la provincia de Imbabura son
clasificados taxondémicamente dentro del género Rhizobium, ya que poseian las
siguientes caracteristicas: mediana y abundante nodulacion en la raiz secundaria de las

plantas, cepas de crecimiento rapido, productoras de &acido, bacilos Gram negativos
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moviles, morfologia colonial caracteristica, capacidad media de resistencia a las

condiciones de estrés y asimilacion a las fuentes de carbono y nitrégeno.

Las cepas que se aislaron de nddulos de chocho pertenecen al género Ochrobactrum,
ya que presentaron las siguientes caracteristicas: escasa nodulacion en la raiz primaria de
la planta, cepas de crecimiento rapido, productoras de acido, bacilos Gram negativos
moviles, morfologia colonial caracteristica, gran capacidad de adaptacion a condiciones

de estrés y asimilacion de fuentes de carbono y nitrogeno.

La cepa C8 B es clasificada taxonomicamente dentro del género Bradyrhizobium,
por haber mostrado las siguientes -caracteristicas: cepas de crecimiento lento,
productoras de alcalinidad, bacilos Gram negativos moviles, morfologia colonial
caracteristica, sensibilidad a condiciones de estrés y asimilacion de fuentes de carbono y

nitrégeno.

Dentro de los aislados rizobianos de fréjol, cuatro cepas presentaron morfologia
idéntica a Rhizobium etli, con un coeficiente de similitud de 100%. Sin embargo, al
realizar las pruebas bioquimicas, ocho cepas exhibieron caracteristicas metabolicas

similares a esta especie, con un coeficiente de 91%.

Por otra parte, las rizobios de fréjol pertenecientes al banco del INIAP, mostraron
caracteristicas morfologicas y metabdlicas andlogas a Rhizobium tropici, con un
coeficiente de similitud de 91%. No obstante, se consideraron también sospechosas de
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, pues FR 1063, present6 un coeficiente de 100%
con la cepa TAL 1236, indicando que la morfologia, bioquimica, y las pruebas de
autentificacion fueron iguales para estas dos muestras; mientras que FR 1511, exhibié un

coeficiente de similitud de 96%.

De las cepas de rizobios aisladas de arveja, cuatro visualizaron una similitud de 88%

con Rhizobium leguminosarum bv. viceae, en cuanto a la morfologia. Pero solo dos
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cepas, presentaron metabolismo similar a esta especie, con un coeficiente de 96%.

Tres cepas de rizobios de haba, presentaron morfologia igual a Rhizobium fabae
(Tian et al., 2008), sin embargo, solo una cumplié con las caracteristicas metabolicas de

la misma.

Las dos cepas rizobianas de haba del banco del INIAP, se consideraron sospechosas
de R. leguminosarum bv. viciae. La cepa FB 481 exhibid los mismos patrones
morfoldgicos y metabolicos que TAL 1236, con un coeficiente de similitud de 100%
(ademas las pruebas de autentificacion fueron iguales); y la cepa HA-VIC-001 mostro

un coeficiente de 96%.

Dentro de los aislados rizobianos de chocho seis cepas manifestaron caracteristicas
morfolégicas similares a Ochrobactrum lupini (Trujillo et al, 2005), mas no

coincidieron las caracteristicas metabolicas.

Tres cepas de rizobios de vicia coincidieron morfolégicamente (similitud del 100%)
con la especie R. leguminosarum bv. viciae, pero ninguna presento la bioquimica de la

misma.

Para confirmar estos resultados es necesario hacer el analisis molecular de las
muestras, que permita identificar a nivel de especie a los géneros rizobiales

caracterizados en esta investigacion.

Las cepas de rizobios, provenientes del banco del INIAP, poseen amplios limites de
tolerancia a condiciones de estrés (pH 4cidos y alcalinos, salinidad, metales pesados,
urea, antibidticos) y gran capacidad de metabolizar diversas fuentes nutricionales. Asi
mismo, cabe destacar que en general, las cepas de chocho fueron los aislamientos mas

resistentes a las condiciones de estrés de los cinco cultivos de leguminosas.
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Los resultados de este estudio concuerdan con algunas investigaciones realizados en
regiones tropicales por varios autores (Contreras-Solar et al., 2007, Cuadrado et al.,
2009, Marquina et al., 2011), en el sentido de hallar una diversidad de especies
rizobianas formadoras de nddulos en varias leguminosas, presentes en diferentes
localidades. Lafay & Burdon (2007) han indicado que los trdpicos constituyen un
importante reservorio de genes de fijacion de nitrogeno, ya que segun Martinez-Romero
(2003) Rhizobium puede adaptarse a diferentes condiciones agrocliméticas en climas
tropicales, encontrandose en una diversidad de tipos de suelos. Ademas, se evidencid
que existen bacterias formadoras de nddulos no relacionadas genéticamente a las cepas
de referencia, y segun Marquina et al. (2011), sugiere transferencia horizontal de los

genes simbidticos que confieren esta propiedad.

Finalmente, se aislaron cepas que mostraron capacidad de crecimiento en
condiciones que se consideran adversas y que plantean una mayor flexibilidad
fisioldégica y capacidad de adaptaciéon a las condiciones ambientales. Pueden ser
consideradas para su evaluacion en ensayos de invernadero y campo, que permitan
confirmar las respuestas obtenidas en laboratorio; lo cual las hace buenas candidatas
para el disefio y elaboracion de biofertilizantes que respondan a las caracteristicas
ambientales y de cultivo de las localidades en estudio en la provincia de Imbabura y
demas provincias. El resto de las cepas no debe ser descartado, ya que Hernandez-Flores
(2011) asegura que con el seguimiento adecuado pueden llegar, igualmente, a ser ttiles

en el disefio de inoculantes.



113

CAPITULO V
CONCLUSIONES

Las cepas de rizobios aisladas de nddulos de arveja, fréjol, haba y vicia de la

provincia de Imbabura, pertenecen al género Rhizobium.

Las cepas de rizobios aisladas de ndédulos de chocho de la provincia de Imbabura,

pertenecen al género Ochrobactrum.

Las cepas de rizobios 001-AR-EC, 002-AR-EC, 005-AR-EC, ECUA-I1, FR 1511,
FR 1063, HA-VIC-001 y FB 481 del banco de rizobiologia del INIAP, pertenecen al

género Rhizobium.

La cepa de rizobio C8 B del banco de rizobiologia del INIAP, pertenece al género
Bradyrhizobium.

Las plantas de arveja, chocho, fréjol, haba y vicia, establecen simbiosis con rizobios

de crecimiento rapido en los suelos de la provincia de Imbabura.

La planta de chocho es una leguminosa que se asocia con rizobios de crecimiento

rapido y de crecimiento lento.

Las cepas de rizobios de crecimiento rapido exhibieron mejores cualidades de

tolerancia a factores estresantes que la cepa de crecimiento lento C8 B.

Las cepas de rizobios asociadas a los nodulos de arveja R-AR-PEG-24, UMR 6101,
001-AR-EC, 002-AR-EC y TAL 1236, de chocho R-CH-MO-78b, de fréjol R-FR-QG-
60, UMR 1899, FR 1511 y FR 1063, de haba R-HA-QUI-31, HA-VIC-001 y FB 481, y
de vicia R-VI-SA-17b, son las mas resistentes a las condiciones de estrés, y las que mas

asimilan las fuentes de carbono y nitrogeno ensayadas.
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Las pruebas de crecimiento en diversas fuentes de carbono y nitrégeno, y de
tolerancia a diferentes condiciones de estrés de pH, NaCl, antibidticos, metales pesados
y urea, son Utiles para esbozar la diversidad genética de los rizobios y estudiar su papel
ecoldgico e interaccion con el ecosistema; sin embargo, no son concluyentes para

identificar géneros y especies de estas bacterias.

El andlisis de conglomerados de la caracterizacion morfologica indica la formacion
de siete grupos de cepas de rizobios asociadas a arveja, seis a chocho, seis a fréjol, cinco

a haba, y cuatro a vicia, lo cual expresa variabilidad morfologica entre las cepas aisladas.

El andlisis de conglomerados de la caracterizacion bioquimica indica la formacion
de once grupos de cepas de rizobios asociadas a arveja, seis a chocho, trece a fréjol, once

a haba, y ocho a vicia, lo cual expresa variabilidad metabolica entre las cepas aisladas.

Existe alta diversidad morfologica y bioquimica de los rizobios recolectados de
suelos de la provincia de Imbabura, con caracteristicas particulares de gran interés para

el desarrollo de précticas agricolas en esta region.

El banco germopldsmico de microsimbiontes nodulantes de arveja, chocho, fréjol,
haba y vicia, servird como una coleccion de referencia para posteriores investigaciones

en asociacion con su hospedero.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Caracterizar molecularmente las cepas para identificar a nivel de especie a los

rizobios nativos de la provincia de Imbabura.

Estudiar los suelos de las localidades donde se recolectaron los nodulos, con el fin
de evaluar si la capacidad de resistencia de las cepas nativas a las condiciones de estrés y
la utilizacion de fuentes de carbono y nitrégeno se relaciona directamente con un tipo de

adaptacion.

Evaluar a nivel de invernadero y campo el potencial fijador de nitrogeno de las

cepas caracterizadas y su efecto en la promocion del crecimiento de las plantas.

Desarrollar pruebas de biofertilizacion con los rizobios mas resistentes a las
condiciones de estrés como alternativa para mejorar las condiciones fisico-quimicas de
los suelos de Imbabura, en beneficio de la productividad agricola de la provincia y

demads regiones con caracteristicas edafocliméaticas similares.

Llevar a cabo un estudio que permita identificar al mejor sustrato como portador de

la bacteria, para fines practicos, en el sentido de producir inoculantes.

Recolectar nddulos de las leguminosas estudiadas en otras regiones del pais,
complementando conocimientos adquiridos con la investigacion realizada acerca de la

biodiversidad de los rizobios en Ecuador.

Sincronizar la fecha de recoleccion de los nddulos con la época de crecimiento
vegetativo de las leguminosas cuando haya adecuada disponibilidad de agua en el suelo,

ya que en ese periodo los nddulos son mas abundantes y activos.
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