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RESUMEN

La presente investigacion se desarrollé durante el segundo semestre del afio 2006
y el primer semestre del afio 2007, en parcelas agricolas del municipio de
Sampués-Departamento de Sucre, Colombia, establecidas con la leguminosa
Cajanus cajan, con el objetivo de aislar y caracterizar bioquimica, fisiolégica y
morfoldégicamente bacterias de géneros Rhizobium sp., y Bradyrhizobium sp.,
asociadas a ella. Se realizaron 37 aislamientos positivos de rizobios de los cuales
25 de ellos resultaron ser del género Rhizobium sp., es decir un 67.57% del total,
mientras que los 12 restantes (32.43%) correspondieron al género
Bradyrhizobium sp., en donde la zona que mayor numero de aislamientos
presentd fue la numero 1 (Calle larga) con veintidés cepas rizobiales, mientras
gue la zona numero 3 (Piedras blancas) fue la de menor presencia de rizobios con
tan solo dos aislamientos. El andlisis de correspondencias multiples de integracion
permitié tomar de la salida para las caracteristicas fisiol6gicas-bioquimicas de las
cepas aisladas cinco (5) dimensiones que explican el 82% de la variabilidad de
las variables de entrada y para las morfoldgicas cuatro (4) que explican el 97% de
la variabilidad; mientras que el andlisis de conglomerados (CLUSTER) con el
método del vecino mas cercano de acuerdo a las caracteristicas fisioldgicas-
bioquimicas, indica la formacioén de cinco (5) grupos, para las morfolégicas cuatro
(4) grupos, para ambas conjuntamente cuatro (4) y para las cuantitativas cuatro

(4).
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ABSTRACT

The present research was realized during the second half of year 2006 and first
half of the year 2007, in agricultural plots from municipality of Sampués-
Department of Sucre, Colombia, established with the legume Cajanus cajan, with
the objective of isolating and characterizing biochemical, physiological and
morphologically bacteria genus Rhizobium sp., and Bradyrhizobium sp. associated
with it. Thirty — seven isolations positive of rizobios were realized of which twenty —
five of them found to be of the genus Rhizobium sp., i.e. 67.57% of the total, while
the remaining twelve (32.43%) were genus Bradyrhizobium sp., where the zone
more isolations presented was the number one (Long Street) with twenty-two
rhizobia strains, while the zone number three (Stones white) was the lesser
presence of rizobios with just two isolates. The correspondence multiple analysis
of integration allowed to take the exit for the physiological-biochemical
characteristics of the isolates five (5) dimensions that explain 82% of the variability
of input variables and for morphological four (4) that explain 97% of the variability,
while the analysis of conglomerates (Cluster) with the nearest neighbor method
according to the characteristics physiological-biochemical, indicating the formation
of five (5) groups, for the morphological four (4) groups, for both jointly four (4),
and for the quantitative four (4).
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INTRODUCCION

En el departamento de Sucre predomina el uso de tierras por explotacién en las
modalidades de arrendatarios, aparceros y colonos; siendo su principal actividad
econdmica la ganaderia doble propdésito, la cual se extiende en aproximadamente
un 84.9% de su territorio (Instituto Geografico Agustin Codazzi, 1998). No
obstante, la agricultura a pesar de encontrarse por debajo del 60% con relacién a
la actividad ganadera, es de vital importancia para la alimentacion de diferentes
tipos de animales y el hombre, en donde las leguminosas constituyen gran parte
de su dieta, aportando en términos de nutricion un 22% de proteinas, 32% de
grasas y 7% de carbohidratos segin una escala mundial (ICER, 2004).

Una de las zonas del departamento de Sucre, caracterizada por el cultivo de
diversas especies de leguminosas lo constituye el municipio de Sampués, en
donde predomina la agricultura de minifundio (Betthin, A.J., 1998). Dentro del
grupo de las leguminosas arbustivas destacada por su produccion agricola se
encuentra el Guandu o Frijol de Palo (Cajanus cajan), empleada en el consumo
humano con usos de forraje remanente eventualmente (CIDICCO, 2004).

El nitrégeno representa el 79% del total de los gases que conforman el aire, y es
fundamental para el desarrollo normal de las especies vegetales, como las
leguminosas, sin embargo, estas plantas no pueden utilizarlo en forma elemental
(N2), por lo que debe ser transformado en compuestos nitrogenados inorganicos
como el amonio (NH4") y el nitrato (NO3). La limitacion del nitrégeno en los suelos
se refleja en muchos casos en la reduccion de los rendimientos agricolas y esta
situacion no es ajena a los suelos de la region Caribe colombiana, especialmente
del departamento de Sucre, en donde para el primer semestre del 2004 y con
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respecto al primer semestre de 2003, las areas sembradas y cosechadas
mostraron una tendencia a la disminucion no solo en el total (4%), si no también

en los cultivos transitorios, perennes, semiperennes y anuales (ICER, 2004).

A esta situacion se suma el desgaste progresivo del suelo resultado de las propias
labores agricolas, entre ellas la remocion de la tierra, lo que provoca la pérdida de
materiales superficiales por accién del agua y el viento, considerando que en la
mayoria de los casos no existe una compensacion de los nutrientes que salen del
ecosistema. El uso de agroquimicos y la practica de otro tipo de actividades
agropecuarias que se combinan con la rotacién de cultivos también promueven la

erosion, compactacion e infertilidad del suelo.

En los sistemas agricolas la asociacion de bacterias heterotrofas del género
Rhizobium y Bradyrhizobium en estructuras nodulares de leguminosas fijadoras de
nitrogeno, contribuye de manera fundamental a la fertilidad del suelo, fijandose
hasta 100 Kg N./Ha/afo., lo que reduce el uso de fertilizantes nitrogenados; sin
embargo, no todos los suelos agricolas cuentan con este tipo de bacterias,
algunas de ellas requieren de leguminosas especificas para ocasionar la infeccion

radical y permitir la fijacion de nitrogeno (Frioni, 1999).

Las pocas investigaciones que se han realizado en el departamento de Sucre se
han centrado en leguminosas forrajeras, y no se ha avanzado en el estudio de
leguminosas arbustivas importantes en la dieta humana, como lo es Cajanus
cajan, un cultivo que aporta gran cantidad de nitrégeno (CIDICCO, 2004). Por esta
razén se planted aislar y caracterizar bioquimica, fisioldgica y morfolégicamente
bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium asociadas a Cajanus cajan
en parcelas agricolas del municipio de Sampués.

18



JUSTIFICACION

Al realizar esta investigacion se logra un avance en el estudio de los géneros
rizobiales asociados a leguminosas aptas para el consumo humano, informacion
que puede ser utilizada para la creacion de un banco de cepas como fuente de
in6culos en la fertilizacion de los suelos. Esto se traduce en una mayor
incorporacion de nitrdgeno, como una forma sostenible de establecer cultivos
agricolas para compensar la salida de nutrientes del ecosistema, establecer un
equilibrio ecolégico y elevar los niveles de desarrollo vegetal.

En el caso de Cajanus cajan, la inoculacion bacteriana en campo no solo
permitiria recuperar suelos desgastados por las labores agricolas, sino que
también puede representar un vehiculo para la asimilacion de nitrdgeno por parte
de otros cultivos que se establecen junto a ella, incrementando asi los niveles
nutricionales en beneficio de la alimentacién y economia de la poblacion sucrefia;

ademds, los beneficios de esta investigacion se extienden al sector ganadero,
puesto que Cajanus cajan también es considerada como una especie con usos
forrajeros, representando asi una excelente alternativa en la alimentacion del
ganado bovino, lo cual le ofreceria un valor agregado y mayor competitividad a
este tipo de animales frente a la demandas actuales de los mercados interno y

externo.

El aislamiento y caracterizacion bioquimica, fisiolégica y morfolégica de los
géneros Rhizobium sp., y Bradyrhizobium sp., se constituye en el primer paso
para una serie de investigaciones que pueden involucrar no solo estudios
taxondmicos, sino también moleculares en beneficio de esta regién y otras zonas

del pais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar bioquimica, fisiolégica y morfolégicamente bacterias de

géneros Rhizobium sp., y Bradyrhizobium sp., asociadas a la leguminosa Cajanus

cajan procedentes de parcelas agricolas del municipio de Sampués, departamento

de Sucre.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Reconocer la morfologia de los nddulos radicales de la leguminosa empleada
en el estudio.

Establecer cultivos puros de bacterias Rhizobium sp., y Bradyrhizobium sp., a
partir de nodulos radicales de Cajanus cajan, mediante técnicas

microbiolégicas.

Determinar caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas y morfolégicas de los

rizobios aislados, que permitan agruparlos en los géneros correspondientes.

Determinar la capacidad de infeccion de los rizobios aislados en el laboratorio

de microbiologia, mediante una prueba de inoculacion.
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4. ESTADO DEL ARTE

4.1 LEGUMINOSAS

4.1.1 Clasificacién taxonémica

Reino: Vegetal

Subreino: Embriophyta

Division (phyllum): Tracheophyta
Subdivisién (subphyllum): Pteropssida
Clase: Angiospermae

Subclase: Dicotyledoneae

Orden: Leguminosae (Leguminales)

4.1.2 Caracteristicas morfolégicas del Orden Leguminosae: las leguminosas
(Leguminosae, Fabaceae) constituyen un gran grupo de organismos vegetales,
dentro de los que se destacan arboles, arbustos, hierbas y enredaderas. Existen
alrededor de 18000 especies de leguminosas (Coiné, 2000; Azcarraga y Rabiza,
2001). Estas se caracterizan por tener hojas compuestas Yy paripinnadas o
imparipimnadas; frutos en forma de “vaina’ o “legumbre”, siendo generalmente
dehiscente por las dos suturas. (CIAT, 1987). El tallo de las leguminosas es
aéreo herbaceo o lefioso pero siempre flexible y con entrenudos alargados,
condicibn que permite clasificar a este tipo de plantas en: “volubles”,
caracterizadas por enroscarse sobre soportes u otras plantas y “con tallo
endeble”, las cuales trepan por medio de zarcillos foliares o caulinares. Las flores
son hermafroditas, zigomorfas, hipdginas, pentaméricas y vistosas, predominando

los colores amarillo, rojo y violaceo.
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El céliz en la mayoria de las especies esta compuesto de cinco sépalos que
pueden ser libres o soldados en la base (disépalo), puede ser tubular, cuculiforme
o infundibuliforme. El ovario es unilocular y puede ser ovoide cilindrico o deprimido
y sentado; los ovarios son apriétales e insertados en una sola hilera en la sutura
ventral; las semillas pueden ser reniformes, esféricas, lenticulares, poliédricas o
discoides, con superficies lisas, rugosas o estriadas; el embrion puede ser recto o
curvo, con dos cotiledones opuestos, gruesos o0 planos; algunas presentan
nodulos radicales fijadores de nitrdgeno atmosférico capaces de convertirlo en
otros compuestos nitrogenados disponibles para la planta (CIAT, 1987).

4.1.3 Familia Leguminosae: la familia Leguminosae es la tercera familia mas
grande de las plantas con flores con distribucion en todo el mundo. Leguminosae
esta dividida en tres subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinoideae y Papilionoideae,
basandose fundamentalmente en diferencias florales (Sprent, 2001). Existen cerca
de 152 géneros y 2 800 especies en Caesalpinioideae, cerca de la misma cantidad
en Mimosoideae y 480 géneros con 12 000 especies en Papilionoideae
(Somasegaran y Hoben, 1994).

4.1.4 Origenes de leguminosas: las leguminosas son originarias de los trépicos,
estando relacionada la primera infeccion por Rhizobium a una leguminosa de
clima templado. De igual manera se indica que la leguminosa tropical primitiva fue
un arbol, y que su evolucién ha sido arbol — arbusto — trepadora — lefiosa — hierba

perenne — hierba anual (Norris, 1956).

4.1.5 Distribucion geogréfica: las leguminosas se encuentran presentes en
diversos ecosistemas a nivel mundial, tanto en regiones tropicales, subtropicales y
templadas, excepto en la antartica; las especies dentro de la familia se extienden
desde las hierbas enanas de la vegetacion artica y alpestre hasta los arboles
masivos del bosque tropical, creciendo a alturas desde el nivel del mar hasta
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3000 m.s.n. m, y adaptandose sin ningun problema a zonas aridas y semiaridas
(Moore et al., 1995; Allen y Allen, 1981).

4.1.6 Importancia econémica: las leguminosas presentan una importancia
particular en la alimentacion humana (granos) y animal (forraje), ademas de ser
fuente de maderas tropicales valiosas, drogas para la medicina, plantas
ornamentales, resinas, al igual que en la economia del nitrdgeno del suelo, ya que
la mineralizacién de sus residuos contribuye un aporte de nitrégeno disponible
(CIAT, 1987).

Con respecto a la nutricion humana, estas aportan un 22% de proteinas, 32% de
grasas y aceites y 7% de carbohidratos, con relacién a la nutricién animal donde el
aporte de proteinas es del 38%, 16% de lipidos y 5% de carbohidratos,
indispensables para un 6ptimo nivel de desarrollo y reproducciéon (FAO, 1995).

4.2 Cajanus cajan

4.2.1 Clasificacién taxonémica:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Cajanus

Especie: cajan (Stevens et al., 2001).

4.2.2 Caracteristicas morfologicas de la especie. Cajanus cajan es un arbusto

anual o perenne, que puede llegar alcanzar de 3 — 5 metros de altura; presenta
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hojas trifoliadas con foliolo elipticos, algunos en ambos extremos, con el haz de
color verde oscuro y el envés de color verde claro, cubierto por una pubescencia
blancuzca y fina. Las flores se presentan en racimos, las cuales son de color
amarillo, con manchas rojizas o de combinacién amarilla y purpura, mientras que
el sistema radicular estd compuesto de una raiz pivotante y de raices laterales,

gue pueden llegar a medir hasta 3 metros de profundidad (CIDICCO, 2004). Fig. 1.

Las vainas o legumbres son ligeramente aplanadas con una depresién en
diagonal, que contiene de 3 — 4 semillas con forma globular algo aplanadas de

aproximadamente 6 mm de didmetros.

Fig. 1. Macrofotografia de la leguminosa Cajanus cajan.
Fuente: Autores, 2006

4.2.3 Sinénimos y nombres comunes: Cajanus bicolur DC, Cajanus Indicus
Spreng, Cajanus flavus DC, Cytisus cajan L. [basionym] (Duque de James A.
1983). En cuanto a nombre comunes es conocido como: guisantes de paloma,
gramo rojo, guisante de congo, guisante de gungo, Dhal, gandul, quinchoncho,
timbolillo, falso de café, cascabelito, cachito, catjan, chicharo de paloma, frijol del
combo, guisante de Angola, tur, frijol de palo, frijol caballero, y guandul
(Colombia).
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4.2.4 Origen y distribucién geografica: Cajanus cajan es originario de Africa
occidental o de la india, ampliamente cultivada y naturalizada en los trépicos y
subtrépicos de ambos hemisferios (Stevens et al., 2001). Es cultivada en paises
como Uganda, Bahamas, Brasil y Colombia (Morel, F. y G. Piccolo, 2004; Valarini,
M.J., 1994); crece bien desde el nivel del mar hasta alturas de 1800 m. s. n. m.,
con zonas de precipitacion desde 500 — 2000 mm; las temperaturas mas
favorables estan entre 20 — 30 °C, se desarrolla mas o menos bien suelos pobres,
cuyo pH esté entre 5.5 y 6.0; sin embargo su comportamiento y desarrollo es
mejor cuando se siembra en suelos sueltos o francos, con buen drenaje interno y
externo, y un pH superior a 6.0; resiste las sequias prolongadas siendo sensibles

a los vientos fuertes.

4.2.5 Composicion quimica: respecto a los aminoacidos, 6.7% es arginina, 1.2%
cisteina, 3.4% treonina, 2.2% serina, 5.0% tirosina, 5.0% valina, 9.8% acido
aspartico, 19.2% &acido glutdmico, 6.4% alanina, 3.6% glicina y 4.4% Prolina;
mientras que el aceite de las semillas contiene 5.7% de acido linolénico, 51.4%
de &cido linoleico, 6.3% oleico y 36.6% de acidos grasos saturados (Valarini, M.J.,
1994).

4.2.6 Aplicaciones y siembra: los granos del guandu son utilizados para el
consumo humano debido a su contenido de proteina entre 18 — 25%, rica en los
aminodacidos Lisina y Metionina; algunos autores catalogan el guandd como una
de las especies de mayor potencial para la alimentacion de cerdos y aves en
propiedades de autoconsumo (Morel, F. y G piccolo, 2004; Morton, 1996).

4.3 GENERO Rhizobium

El género Rhizobium, junto con los géneros Agrobacterium y Chromobacterium
forman la familia Rhizobiacea; este deriva su nombre del griego “Rhiza” = raiz y
“bios” = vida (Vargas, 1969). La caracteristica mas importante es su habilidad para

producir nédulos en las raices de las leguminosas, y vivir en asociacién simbidtica
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con estas plantas mientras fija nitrégeno libre, lo cual no ocurre cuando los

organismos estan separados de la planta (Vargas, 1969).

El rizobio es un habitante natural del suelo que subsiste como heterétrofo, pero no
necesariamente existe en todo los suelos, también puede ser saprofito al
desarrollarse en ausencia de la planta hospedante; Sin embargo, su existencia
libre continuada en los suelos, depende de la presencia de una raiz “hospedante”
gue estimule su proliferacion (Vargas, 1969; Coiné, 2000; Spaink, 2000).

Rhizobium no es el Unico organismo beneficioso asociado con las raices y los
nodulos, también lo son los actinomicetos del género Frankia y otros, capaces de
formar ndédulos fijadores de nitrégeno en arboles y en arbustos de climas
templados. El Rhizobium al estar en la planta es capaz de cambiar a una forma
bacteroidal en los tejidos nodulares, lo cual también puede ocurrir en condiciones

adversas en medios de cultivo (Vargas, 1969).

Algunas veces los rizobios pueden ser estimulados por leguminosas no
hospedantes y aun por plantas no leguminosas. Para ejercer el estimulo sobre los
bacterios, las plantas no leguminosas requieren estar firmemente adheridos a la
superficie de la raiz, en cambio en las leguminosas la superficie radical parece
estar relativamente libre de rizobios y el estimulo lo ejerce la raiz a distancia de
10-20 mm. (Davey y cols, 1973).

La mayor parte de los rizobios estan en la capa de suelo de 0 — 1 pulgada y sélo
algunos estan presente en la capa de 1-4 pulgadas y en los horizontes mas
profundos (Beadle, 1998; Burdman et al., 1998; Arrese et al., 1999; Spaink et al.,
1998).

4.3.1 Morfologia del género Rhizobium: estos rizobios son bacilos Gram

negativos que miden entre 0.5-1.0 um de ancho por 1.3-3.0 um de largo; contiene
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granos de poli-B —hidroxiburato, y se desplazan por medio de 1-6 flagelos que
pueden ser peritricos o subpolares (Aguilar, M. O., O. Riva, y E. Pelser., 2004);
los organismos peritricos tienen de 2-5 flagelos dispersos en la célula con uno

de ellos comunmente subpolar.

Al parecer se han encontrado ocasionalmente en ciertas leguminosas silvestres y
de jardin formas gran positivas semejantes al género Bacillus, que producen
“swarmes” cocoides (formas muy pequefias moviles de los bacterios) y

endosporas resistentes (Vargas, 1969).

Las colonias son semitranslicidas u opacas y mucilaginosas; miden de 2-4 mm de
didmetro a los 3-5 dias de incubacion en el medio Agar — Levadura — Manitol
(Y.M.A). EI crecimiento en medio de carbohidratos generalmente esta
acompafiado de reaccién acida y abundante cantidad de polisacéarido extracelular;
son quimio-organotroficas, 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; las
cepas de este género son bacterias de rapido crecimiento y productoras de acido
en Y.M.A (Spaink, 2000; Mayea et al., 1998; Martinez - Viera, 1986; Coiné, 2000;
Elka, 1992; Vargas, 1969).

4.3.2 Taxonomia de Rhizobium: hay 13 especies definidas, R. leguminosarum
(especie tipo), R. etli, R. galegae, R. gallicum, R. giardinii, R. hainanense, R.
huautlense, R. indigoferae, R. loessense, R. mongolense, R. sullae, R. tropici y R.
yanglingense. Estas especies nodulan diferentes especies de leguminosas en
zonas templadas o tropicales. Forman un grupo polifilético en el arbol filogenético;
R. giardinii es una rama distantemente relacionada con las otras especies; R.
galegae, R. huautlense y R. loessense forman una subrama que tiene una relacion
mas cercana con las especies de Agrobacterium que con otras especies de

Rhizobium; el resto de las especies y Agrobacterium rhizogenes forman un grupo.
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Las especies de Rhizobium tienen tres copias de los genes ribosomales y los
plasmidos simbidticos son comunes en ellas; sin embargo, el plasmido simbidtico

(o parte de él, incluyendo genes simbidticos) puede integrase en el cromosoma.
4.4 MORFOLOGIA DEL GENERO Bradyrhizobium

Estas bacterias son bacilos de 0.5-0.9 um por 1.2-3.0 um., desplazandose con un
flagelo polar o subpolar; este género consiste de cepas de lento crecimiento,
productoras de alcali, crecen en colonias circulares hasta 1 mm., de diametro
opacas y raramente translicidas, blancas, convexas y con tendencia a tener
textura granulosa (Wang, T. y J. Martinez, 2007); se desarrollan durante 5 — 10
dias de incubacion.

4.4.1 Taxonomia de Bradyrhizobium: han sido descritas cuatro especies dentro
este género con base en el andlisis polifasico incluyendo caracterizacion
fenotipica, hibridacion de ADN-ADN, polimorfismo en el tamafio de los fragmentos
de restriccion (RFLP) y secuenciacion de genes de 16S rRNA amplificados por
PCR, nodulacién con plantas selectivas y otros métodos.

A excepcién de B. yuanmingense, otras tres especies en este género, B.
japonicum (especie tipo), B. elkanii y B. liaoningense pueden nodular a la soya
(Glycine max); B. yuanmingense nodula a Lespedeza cuneata, pero no a la soya
(Wang, T. y J. Martinez, 2007); B. japonicum tiene un amplio rango de plantas
huéspedes, incluyendo muchas leguminosas tropicales y algunas de zonas
templadas, algunas cepas fijan nitrégeno en vida libre bajo ciertas circunstancias;
B. elkanii se distingue de B. japonicum por diferencias en sus secuencias de ADN,
en los patrones de enzimas metabdlicas y de exopolisacéaridos, en su contenido de
acidos grasos y hemoproteinas al igual que por diferencias en sus patrones de
resistencia a antibioticos, siendo el tiempo de generacién de estas dos especies
de 8 horas o mas (Wang, T.y J. Martinez, 2007). (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de los géneros Rhizobium

y Bradyrhizobium.

Caracteristicas Rhizobium Bradyrhizobium
Crecimiento en EL-MARC Rapido Lento
Tiempo de generacion.

Crecimiento en acidos organicos + +
Crecimiento con ramosa + -

Crecimiento con 2% NacCl (0.0025%) | Algunas cepas de -
R. meliloti

Alta afinidad por fosfato + +

(+): crecimiento (-): no crecimiento
Fuente: Frioni, 1999

4.5 CULTIVO Y AISLAMIENTO DE LOS RIZOBIOS.

El proceso de aislamiento de rizobios de los nddulos incluye varios pasos para
separarlos de los contaminantes presentes; ademas, es necesaria una serie de
pruebas para caracterizar y autenticar los rizobios aislados; una vez autenticados,
se puede evaluar su efectividad potencial: capacidad de fijar N, con leguminosas
en condiciones éptimas (CIAT, 1987).

El aislamiento del rizobio se inicia esterilizando la superficie del ndédulo,
macerandolo y estriandolo. En cultivos in vitro, los rizobios por lo general pueden
ser facilmente suplementados con levaduras y una fuente de carbohidratos como
el manitol, y compuestos nitrogenados y cantidades menores de Magnesio (CIAT,
1987; Allen y Allen, 1958).

El medio de cultivo cominmente utilizado para el aislamiento de rizobios es el EL-

MARC (Extracto de Levadura, Manitol, agar, rojo congo), que ademas contiene
fosfato dipotasico, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y carbonato de calcio.
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El extracto de levadura le proporciona a las bacterias productos de degradacion de
las proteinas, sustratos para la respiracion vitaminas y ciertos elementos; el
manitol funciona como fuente de carbono, mientras que el rojo congo ayuda
diferenciar los rizobios de otras bacterias; en general las colonias de rizobios
presentan tension débil con este colorante, en tanto que las colonias de muchas
otras bacterias adquieren un color mas intensos; sin embargo esta no es una
caracteristica definitiva ya que su expresion varia con la concentracion de
reactivos, la edad del cultivo, la exposicion de la caja a la luz y no es lo
suficientemente selectivo. La temperatura 6ptima de crecimiento de rizobios en
condiciones artificiales es de 25°C y su tolerancia al PH entra de 5 a 8. (CIAT,
1987; Allen y Allen, 1958).

La purificacion de cepas de rizobios incluye el desarrollo de pruebas bioguimicas
como la fermentacion de lactosa en medio de cultivo Agar, McConkey y Agar
Kligler (KIA).

Agar McConckey: es un medio selectivo por contener sales biliares y cristal
violeta que inhibe el crecimiento de bacterias no entéricas; es también un medio
diferencial, porque contiene lactosa y un indicador de pH. Las bacterias capaces
de fermentar este azlcar producirdn un cambio en el pH del medio por la
liberacién de productos acidos, como consecuencia sus colonias apareceran de
color violeta, contrastando con la colaboracién amarillenta de las colonias de

bacterias no fermentadoras de lactosa.

Agar Kligler (KIA): éste medio diferencial complejo (de color rojo) es muy util, ya
gue demuestra varias caracteristicas enzimaticas de la bacteria. Esta compuesto
principalmente por dos azUcares en distinta proporcion (glucosa al 0.1% y lactosa

al 1%), tiosulfato sédico, citrato férrico y rojo fenol.
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a) Fermentacion de glucosa: viraje a color amarillo en el fondo del tubo inclinado;
si la bacteria fermenta sélo la glucosa, en la superficie del tubo inclinado la
utiizar& por via respiratoria, y, donde la tension de oxigeno disminuya lo
suficiente, empleard una pequefia proporcion por via fermentativa. Esto generara
una pequefia cantidad de acidos que serdn neutralizados por las aminas derivadas
de la descarboxilacion oxidativa de las proteinas; como resultado el medio
mantendra su color rojo en la superficie al no haber cambio de pH; por el
contrario, las bacterias crecidas en la profundidad del tubo inclinado desde el
primer momento tomaran la glucosa por via fermentativa, generando acidos que
no seran neutralizados, provocandose un descenso de pH y el color del medio en

el fondo del tubo cambiara a amatrillo.

b) Fermentacion de la lactosa: viraje a color amarillo en la superficie del tubo
inclinado. Si la bacteria, fermenta la lactosa, los acidos producidos modifican el pH
de la superficie del medio; en este caso las aminas no son capaces de neutralizar
la cantidad de acidos producidos en esta fermentacién, ya que la lactosa se

encuentra en el medio a mayor concentracion que la glucosa.

c) No fermentacién de los azucares: el tubo inclinado no cambia de color. Si la
bacteria es aerobia estricta (no fermentadora), el medio permanece de color rojo;
En este caso, los azucares son respirados, degradandose completamente hasta
CO.,, que se elimina y no modifica el pH.

d) Produccion de gases en la fermentacion: aparicién de burbujas, rotura o

elevacion del agar del fondo del tubo (enzima hidrogenoliasa férmica).
e) Produccién de acido sulfhidrico: aparicion de un precipitado color negro en el

fondo del tubo. Algunas bacterias respiradoras anoxibionticas son capaces de
emplear el tiosulfato sédico como aceptor final de electrones de la transportadora.
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Como consecuencia, este compuesto se reduce a acido sulfhidrico que a su vez
reacciona con el hierro Fe?+ presente en el medio, formando un precipitado negro
de sulfuro de hierro; los iones Fe?+ proceden de los Fe®+ del citrato férrico y
aparecen debido a los cambios en los potenciales redox producidos al someter al

autoclave al medio de cultivo.

f) Degradacién de las peptonas (aerébica o anaerdbicamente): origina un
proceso de descarboxilacibn que produce amoniaco, produciendo el viraje del

indicador a un rojo intenso.

4.6 EL NODULO

Son las estructuras especializadas donde se lleva a cabo la fijacion biolégica de
nitrégeno que algunas familias de angiospermas han desarrollado, principalmente
en el coértex radicular posterior a la preinfeccion e infecciébn por bacterias
diazotroficas. La formacién de nddulos esta controlada por fitohormonas:
citoquininas, auxinas, giberelinas producidas por rizobios y por el huésped (Vicent,
1982). El exterior del nédulo puede ser liso, esculpido, estriado o costroso,
algunas veces tienen el color de la raiz vecina o esta brillantemente coloreado con

pigmentos verdes o pardos, enmascarando el color de la hemoglobina del interior.

4.7 ETAPAS DE LA INFECCION Y FORMACION DE NODULOS

Segun Coiné (2000) y Sherman et al (1991), la etapa de infeccion involucra los

siguientes pasos:

1. Reconocimiento de la combinacion adecuada de organismos, tanto por parte de
la planta como de la bacteria, y la adherencia de la bacteria a los pelos

radiculares.

2. Invasion del pelo radical y formacion de un canal o hilo de infeccion.
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3. Desplazamiento de las bacterias hacia la raiz principal a través de un canal de

infeccion.

4. Diferenciacion de las bacterias en un nuevo tipo al que se les llama bacteroides
dentro de las células de la planta y desarrollo del estado de fijacion de nitrégeno.

5. Proceso continuado de division de las células bacterianas y vegetal y formacién
del nédulo radical maduro.

El proceso en detalle incluye: en primer lugar las plantas secretan compuestos
especificos que atraen a los rizobios, dentro de los cuales se encuentran los
flavonoides, y en respuesta a ellos dichas bacterias activan una serie de genes
implicados en la nodulacién (Nod); posteriormente, ocurre la adherencia de la
bacteria a la planta hospedadora.

En la superficie del rizobio se localiza una proteina especifica de adherencia (la
ricadesina), la cual se une al calcio y puede actuar captando complejos de este
atomo en la superficie de los pelos radiculares. Otras sustancias como las
lectinas, que son proteinas que contienen carbohidratos, también cumplen una
funcion en la adherencia planta-bacteria, siendo identificada en los extremos de
pelos radicales y en la superficie de las células de rizobio. Después de la union,
los pelos radicales se enroscan, debido a la accion de sustancias especificas
secretadas por la bacteria conocidas como factores Nod; algunos pelos radicales
se enroscan hasta 360° formando una estructura a la que se llama “cayado de
pastor”, la bacteria penetra entonces en el pelo radical e induce a la formacién por
parte de la planta de un tubo de composicion similar a la pared celular, conocido
como canal de infeccibn que avanza por el pelo radical; este canal es un tubo
vacio en el que se multiplican los rhizobios, quedando embebidos y formando de
esta manera una matriz zoogleal (Redondo, M. et al., 2007); luego la infeccion
alcanza a las células de la raiz adyacente a los pelos radicales, y los factores Nod
estimulan la divisién de las células vegetales corticales, dando origen al nddulo;
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los rizobios son liberados en las células corticales, por un mecanismo similar al de
endocitosis y rodeados por una membrana producida por la planta llamada
Membrana Peribacteroidal (MPB), por la cual los rizobios quedan separados del
citoplasma. Cuando la division celular culmina las bacterias cambian de forma a
unas estructuras hinchadas y deformes (bacteroides o rizobios pleomorficos), los

cuales quedan rodeados individualmente o en pequefos grupos por la MPB.

Los bacteroides pueden llegar a ser hasta cuarenta veces mas grande que los
bacilos a partir de los que se desarrollan con un namero aproximado de 10.000
bacteroides por célula radical; el sistema vascular de las plantas se extiende
dentro del nddulo y transporta nutrientes hacia y desde el nddulo. En algunos
casos, las formas bacteroidales no tienen capacidad de infeccion, pero los nddulos
contienen siempre algunos rizobios en estado de latencia; estas formas proliferan
en el suelo, utilizando productos del nddulo destruido para iniciar la infeccion en
otraraiz. (Nutman, 1956). (fig. 2).

PELD AaUIEAL

Fig. 2. Eventos en el proceso de nodulacién
Fuente: Frioni, 1999.
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4.8 MORFOLOGIA Y TIPOS DE NODULOS

Segun Redondo, M. et al (2007), los nddulos radicales de las leguminosas se
clasifican de acuerdo al lugar en donde se induzcan las divisiones mitéticas en la
raiz, dependiendo la morfologia del tamafio y forma del meristemo y de la
tendencia a la bifurcacion. Asi, si las divisiones mitoticas que se originan en el
cortex interno desarrollan nodulos indeterminados, y si lo hacen en el cortex
externo se forman nddulos determinados. Ambos tipos de ndédulos, también
difieren en la forma en que comporta la bacteria dentro de dicha estructura; a
pesar de ello, la induccién del ciclo celular en ambos sistemas sigue la misma
regulacion. Los dos tipos de nédulos se forman en las raices de las leguminosas,
de acuerdo con la disposicién del meristemo su tamafio es variable, oscilando

entre 0,5 mmy 2 cm.

Desarrollo del nédulo indeterminado: los nddulos indeterminados se dan en
plantas como las del género Medicago, Pisum, Trifolium y Vicia; en este tipo de
nodulos son las células del cortex interno las que se reintroducen en el ciclo
celular; ademas, tienen la caracteristica de poseer un meristemo permanente, o
gue les otorga una forma cilindrica con simetria radical en la organizacién de los
tejidos; asi, en la zona méas exterior se encuentran la endodermis y el parénquima,
en donde también aparecen los haces vasculares, todo ello recubre una zona

central en donde los rizobios se albergan y realizan la fijacion de nitrégeno.

Se ha comprobado que en plantas desarrolladas bajo deficiencia de nitrdgeno, a
las pocas horas de la inoculacién se induce la actividad mitética en las células del
cortex interno, debido a la accion de los factores Nod (Frioni, 1999). Las primeras
divisiones se producen en el plano anticlinal originando el primordio del nodulo.
Desde el inicio se establece una polaridad en el primordio; asi se mantiene la
actividad meristematica en el apice, causando un crecimiento en el primordio hacia
el exterior, mientras que las capas celulares inferiores se van diferenciando

(Foucher F. y Kondorossi E., citado por Redondo, M. et al., 2007).
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El canal de infeccibn nunca atraviesa células en divisién, sino que progresa a
través de los puentes citoplasmaticos de la célula que han quedado bloqueados
en fase G, (Foucher F. y Kondorossi E., citado por Redondo, M. et al., 2007); los
canales de infeccion culminan en gotas de infeccion, de un tamafio que oscila
entre los 10-25 um de diametro, en células diferenciadas de la region subyacente
al meristemo nodular, en las que el ciclo celular esta bloqueado. Dichas células,
por un proceso de endocitosis, van captando rizobios del canal de infeccion, los
cuales alcanzan el ambiente endofitico rodeadas por una membrana de origen
vegetal que recibe el nombre de membrana peribacteroidea, dando lugar a un
nuevo organulo conocido como simbiosoma (Brewin N. J., Citado por Redondo, M.
et al., 2007); el proceso de invasién y diferenciacion define unas regiones dentro
del nédulo indeterminado (Hirsch A. M., 1992):

1) Zona | o meristematica: en el apice del nddulo, corresponde a la zona de

células en proliferacion.

2) Zona Il o de invasién: encontrada inmediatamente por debajo de la zona
meristematica, es la region en la que se produce la invasion bacteriana a través de
los canales de infeccidn; las células de esta region son mas grandes y vacuoladas
que las meristematicas; los rizobios en esta zona aun poseen una forma cilindrica

y pueden dividirse (para la diferenciacién se les denomina bacteroides tipo 1).

3) Zona de prefijacion: en esta region, las células vegetales que aun no han
finalizado su diferenciacion estan llenas de bacteroides tipo 2 mas alargadas que
los de tipo 1.

4) Interzona Il y lll: en esta franja, las células vegetales finalizan su proceso; las
células de esta region presentan numerosos amiloplastos, asi como transcritos de
leghemoglobina; ademas, se pueden encontrar bacteroides de tipo 3, los cuales
presentan su tamafio final definido, asi como una heterogeneidad citoplasmatica

caracteristica.
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5) Zona lll o de fijacion: region totalmente diferenciada en la que se realiza la
fijacion de nitrégeno propiamente dicha; se subdivide en dos regiones: la zona de
fijacion y la zona de ineficiente. En la primera, las gotas de infeccion han
culminado su proceso de diferenciacion, resultando en la formacién del
simbiosoma, compuesto por la membrana vegetal original, modificada en su
composicién y un bacteroide de tipo 4 con una estructura normalmente en forma
de “Y” o de “T”, y con una heterogeneidad citoplasmatica notable, indicativa de su
maduracion en forma fijadora de nitrégeno. Por otro lado, las células vegetales no
presentan tantos amiloplastos, por que posiblemente hayan sido consumidos

durante la actividad fijadora de N.

6) La zona ineficiente: esta compuesta por células con bacteroides de tipo 5, que

presentan un citoplasma homogéneo que indica el inicio de la senescencia.

7) Zona IV o de senescencia: region en la bese del nddulo, comprendida por
células vegetales y bacterianas en degradacion, y que se incrementa con la edad

del mismo. (Fig. 3).
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Fig. 3. Organizacion de un nodulo indeterminado: e: epidermis; ce: cértex
externo; m: meristemo; ci: cortex interno; v: tejido vascular; 1-2: formacion de la
gota de infeccion y gemacion d las bacterias; 3: proceso de diferenciacion del
simbiosoma,; 4: simbiosomas maduros.

Fuente: Frioni, 1999.
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Desarrollo del n6dulo determinado: este tipo de nédulos es inducido en plantas
como la de los géneros Phaseolus, Glysine, Vigna y Lotus, entre otras. A
diferencia de los indeterminados, en esta clase de nddulos no hay meristemo
permanente; asi, su crecimiento se basa en la expansion en vez de en la division
celular, razén por la que presentan una morfologia esférica en vez de cilindrica
(Hirsch A. M., 1992). Se ha comprobado que las primeras divisiones celulares en
respuesta a la presencia de los rizobios son anticlinales y se producen en la
hipodermis (Frioni, 1999); posteriormente, se genera otro foco de divisidon celular
en el periciclo; estos dos meristemos convergen generando el primordio nodular,
en el cual se encuentran células no vacuoladas procedente de las divisiones de la
hipodermis conformando el tejido central del nodulo, y células con un elevado
grado de vascularizacibn procedente de las divisiones en el periciclo,
componiendo el parénquima nodular que rodea al tejido central. Gran parte de la
actividad mitética en la region central del ndédulo se pierde transcurridos 12-18 dias
tras la inoculacién, algunas células de este tejido central son invadidas a través de
los canales de infeccién, siendo identificadas por su tamafio y densidad, debido a
la elevada presencia de simbiosomas en su interior, que presentan mas de un

bacteroide.

En el parénquima se encuentran varias capas de células separadas por espacios
intercelulares y con un contenido de proteinas ricas en Prolina en su pared, que
pueden contribuir a limitar la difusién del oxigeno al tejido central (Newcomb E. H.
Citado por Redondo, M. et al., 2007).

4.9 REGULACION Y FACTORES QUE AFECTAN LA NODULACION

Luque et al (1999) plantea que la nodulacion de las leguminosas es un proceso
regulado por factores internos (autorregulacion) y externos (fundamentalmente de
nitratos) y se ha sugerido la existencia de algin componente comun compartido
por ambos tipos de regulacion de la nodulacién. Experimentos realizados por
estos autores, apoyan al etileno endégeno como posible candidato mediador en el
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control de la formacién de nédulos y en la inhibicién por nitratos. Caba et al (2001),
sefala que el etileno exdégeno es un potente inhibidor de la nodulacién pero la raiz
inoculada y sobre todo los ndédulos, producen significativamente mas etileno que la
raiz no inoculada, siendo ese etileno de origen vegetal. El nitrato del suelo, por un
mecanismo aln desconocido, es un efectivo inhibidor de la nodulacién de las

leguminosas.

Rizobios y leguminosa, su asociaciéon y funcionalidad, son afectados positiva o
negativamente por las condiciones ambientales durante su ciclo de vida
(Fernandez, C. M, 2003). No es posible separar los factores que afectan
especificamente a la nodulacion, de aquellos que son necesario para el desarrollo
normal de la planta, salvo para el suministro de nitrdgeno; en términos generales,
puede anticiparse una buena nodulacion bajo condiciones favorables para el

crecimiento de la planta (Vargas, 1969).

Temperatura: los rizobios son organismos mesoéfilos, pero estan sin embargo
distribuidos en todas regiones del mundo; en general, R. meliloti es la especie mas
tolerante a temperaturas elevadas, R. leguminosarus |o es menos y los rizobios
de leguminosas tropicales soportan amplios rangos de temperatura (Frioni,
1999).

Con menos de 7°C la nodulacion se hace muy poco probable; en el caso extremo
de altas temperaturas, se reduce el nimero de raices laterales y pelos radicales,
haciendo que la probabilidad de nodulacion sea menor; a temperaturas extremas
tiene lugar una degradacion de los nédulos (Pérez y Torralba, 1997). Segun
Fernandez C. (2003) temperaturas bajas retardan el desarrollo de la planta, la
formacion de nédulos y consecuentemente, disminuyen las tasas de fijacion de
Nitrogeno. Siquiera y Franco (1988) sefialan que para las leguminosas tropicales,
temperaturas diurnas de 25 a 32°C son Optimas para la nodulacién. El
funcionamiento de la simbiosis y el crecimiento de las plantas, con variaciones

entre especies Masefield (1958).
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Humedad: el nivel de agua debe ser tal que no origine problemas de presion
osmotica en las células; en regiones tropicales con estaciones secas, el numero
de rizobios en las capas superficiales del suelo disminuye ripidamente. La
disminucion del potencial hidrico del suelo limita también el transporte de los
productos de la fijacién a la planta, y altas humedades limitan la FBN (Frioni,
1999). El crecimiento maximo y la maxima nodulacion de las leguminosas se
produce por lo general en suelos con contenido de agua de 75 al 85% de su
capacidad de retencion de agua (Sherman et al, 1991; Fernandez, C. 2003).

Nitrogeno: las plantas absorben el nitrdgeno en forma de nitratos 0 amonio; esta
obtencién de nitrégeno es energéticamente menos costosa para la planta que el
proceso simbidtico. Por lo tanto, el exceso de nitrégeno especialmente en forma
de nitratos, tiene un efecto inhibitorio sobre la simbiosis en todos los pasos, desde
la infeccién, formacion de nédulos y la fijacion de N, Los niveles bajos de
nitrogeno en los primeros estadios vegetativos en los que todavia los ndédulos no
son funcionales pueden ser benéficos. Sin embargo, a medida que el nitrégeno
proveniente del suelo o del fertilizante aumenta, el nitrégeno derivado de la fijacién

biolégica y la nodulacion disminuyen (Fernandez, C. 2003).

Tafer y Anderson (1963) explicaron el efecto especifico de los iones nitratos en la
infeccion, por el hecho de que los rizobios son capaces de reducir los nitratos a
nitritos, y el nitrito, cataliticamente destruye el &cido indolil-3-acético. La reduccién
menor del AIA, producida en presencia de iones amonio, es debida a la reduccion
de la cantidad de triptéfano disponible.

Fésforo y potasio: la simbiosis rizobio-leguminosa es altamente sensible a la
carencia de fésforo; el fésforo forma parte de las moléculas de ATP, que son las
responsables de la liberacion e intercambio de la energia, también es
indispensable para la fijacion biol6gica de nitrégeno por la alta energia que este
proceso consume (16 moléculas de ATP/N2 fijado). Para que sea posible la
nodulacion y fijacion de N2, es necesario un aporte adecuado de fésforo, cuando
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la concentracién de P en la planta es inferior al 0.2% la nodulacion y la fijacion de
nitrégeno son casi despreciables (Fernandez, C. 2003; Schreven, 1958; Pérez y
Torralba, 1997).

pH, Calcio, Magnesio, Molibdeno y Magnesio: la acidez del suelo afecta todos
los aspectos de la simbiosis, desde la supervivencia y multiplicacion de los
rizobios en el suelo, la infeccion y nodulacion hasta la fijacién del N, (Fernandez,
C., 2003). El crecimiento y la nodulacién son satisfactorios en pH 5.4 a pH 8.0,
pues la acidez afecta a la simbiosis ya sea directamente por el pH que tienen que
soportar ambos simbiontes, como indirectamente al generar toxicidades o

deficiencias de nutrientes (Fernandez, C. 2003).

El calcio es un elemento que se requiere en alto nivel en leguminosas noduladas,
si el nivel es bajo se inhibe el encurvamiento de los pelos y la nodulacién (Frioni,
1999). Andrew y Norris (1961) encontraron pruebas de que la formacion de
nodulos es sensible al calcio tanto en las especies de zonas tropicales como en
las zonas templada; se descubrié que la principal necesidad del Rhizobium era el
magnesio, antes que el calcio, pues la escasez de cationes divalentes (Ca Mg)
conduce a pérdidas marcadas de viabilidad (Mayea et al, 1998).

El molibdeno es un elemento clave en la nitrogenasa, responsable de la
transferencia de electrones de la reductasa de la nitrogenasa hacia N, (Frioni,
1999). Se reconocié el efecto estimulante de este elemento en la fijacion del
nitrégeno observandose una marcada disminucién en el rendimiento de las

plantas deficiente en molibdeno (Frioni, 1999).

Los altos niveles de magnesio causan un descenso en el nimero y el volumen de
los nddulos. El calcio, sin embargo reduce los efectos adversos del magnesio y los
altos niveles de fosforo tienden a incrementar la absorcidon del manganeso
(Sherman et al; 1991).
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Luz y carbohidratos: la luz afecta la nodulacion a través de la fotosintesis,
controlando la cantidad de carbohidratos para el desarrollo y funcionamiento del
nodulo (Pérez, y Torralba, 1997); la mala nodulacion est4 asociada con la baja
intensidad de luz y los dias cortos del invierno. Debido a que estos factores
retardan la fotosintesis, reducen la fraccion de carbohidratos en la planta; sin
embargo, las ratas excesivamente altas o bajas de carbohidratos solubles con
relacion a los compuestos nitrogenados solubles son perjudiciales para la
nodulacién de las leguminosas (Frioni, 1999).

4.10 FISIOLOGIA DEL NODULO Y FIJACION DE NITROGENO

La fijacion biolégica de nitrdgeno es un proceso clave en la bidsfera, por el cual
microorganismos portadores de la enzima nitrogenasa convierten el nitrégeno
gaseoso en nitrdgeno combinado. El grupo de bacterias al que se conoce
colectivamente como rizobios, inducen en las raices (o en el tallo) de las
leguminosas la formacién de estructuras especializadas, los nédulos, dentro de los
cuales el nitrégeno se lleva a cabo en los bacteroides que se encuentran en el

citoplasma de las células del nédulo. La enzima nitrogenasa cataliza la reaccion:

N, + 8H" + 8e” + 16 Mg-ATP ——> 2NH3; + H, + 16 Mg-ADP + 16Pi

(Wang, T.y J. Martinez, 2007).

La nitrogenasa es una proteina de gran tamafio que consta de dos componentes:
la proteina homodimérica que contiene hierro (Fe) y molibdeno (Mo), codificada
por los genes nifD y nifK; la nitrogenasa de los ndédulos radiculares posee
caracteristicas similares a la enzima de las bacterias fijadoras de nitrdgeno en vida
libre, incluyendo la capacidad de reducir acetileno, nitrégeno (N), y la sensibilidad
al oxigeno (O2) (Navelka et al., 1998), razon por la cual los organismos fijadores
de nitrégeno son aerdbicos o han desarrollado adaptaciones especificas para
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proveerse de oxigeno, a la vez que protegen a la enzima del oxigeno libre (CIAT,
1987).

La liberacion de hidrégeno (H») reduce la eficiencia de la nitrogenasa y en parte,
explica la gran demanda de energia para sostener su actividad (CIAT, 1987). En
algunas especies de rhizobio existe una hidrogenasa codificada por los genes hup,
gue es capaz de reducir el hidrogeno formado por nitrogenasa, que resulta en un
uso mas eficiente de la energia, es por ello que se han impulsado la transferencia
de los genes hup a todas las cepas de rizobios para la inoculacién en el campo
(Navelka et al., 1998).

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia
necesaria para la fijacion de nitrégeno; los principales compuestos organicos
transportados al interior de los bacteroides a través de la membrana
peribacteroidal son los intermediarios del ciclo del &cido citrico, en particular los
acidos de cuatro carbonos, succinico, malico y fuméarico, utilizados como
donadores de electrones para la produccion de ATP y tras su conversion en
piruvato, como ultima fuente de electrones para la reduccién del N». En la fijacién
del nitrégeno el primer producto estable que se obtiene es el amonio, las plantas
sintetizan otros aminoacidos y amidas como la asparagina y la 4-metilglutamina,
los ureidos alantoina y acido alantoico Yy luego son transportados a los tejidos
vegetales (Madigan et al., 1999; Coiné, 2000).

Durante el proceso de simbiosis la planta expresa proteinas especificas del
nodulo a los que se les llama nodulinas; entre ellas, la leghemoglobina que se
localiza en el citosol de las células de la planta infectada por bacteroides, es la
gue le da el tipico color rosado 6 rojo de los nddulos funcionales, y tiene como
funcién aportar oxigeno a los bacteroides y proteger a la nitrogenasa de los altos

niveles de oxigeno y evitar la inactivaciéon de esta enzima (Madigan et al., 1999)
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4.11 OTROS COMPONENTES DE SUPERFICIE Y POLISACARIDOS DE LA
BACTERIA REQUERIDOS PARA UNA SIMBIOSIS EFECTIVA

Los factores nod juegan un importante papel en la induccién de las primeras
etapas de nodulacion, sin embargo otros requerimientos son necesarios para la
formacion de nédulos simbidticamente efectivos. En la formacion y elongacion del
canal de infeccién durante estados mas tardios del proceso, asi como en la
liberacién de bacterias en el citoplasma de las células infectadas se requieren
contribuyentes de superficie de los rizobios; los polisacaridos que han sido
estudiados con relaciéon a su funcion en simbiosis son: exopolisacaridos (EPSs),
lipopolisacaridos (LPSs), antigenos de tipo K (KPSS) y glucanos ciclicos. En
muchos casos los mutantes presentan diferentes fenotipos simbioticos
dependiendo de la pareja planta — rizobio o un mismo mutante presenta fenotipos

dependiendo de la planta (Bécquer y Puhler, 1998).

Las cepas silvestres de rizobio forman colonias muy mucosas en los medios de
laboratorio y suelen producir grandes cantidades de exopolisacaridos (EPSs); se
han elucidado las estructuras de los EPSs producidos por mas de 20 cepas de
rizobios. En R. meliloti 1021 se han identificado dos tipos de EPS llamados como
EPSs | (succinoglucano) y EPS Il (galactoglucano); en ambos casos, se distingue
una fraccién de alto peso molecular y otra de bajo peso molecular, los genes para
la biosintesis de EPS | (exo y exs) como para EPS Il (epx) estan ubicados en el
megaplasmido b, por lo que también se le llama pExo (Gonzéles y Reuhs, 1996;
Battisti y Lelgh, 1992).

Como otras bacterias Gram-negativas, los rizobios producen una monocapa de
lipopolisacarido que se proyecta hacia el exterior. La estructura del LPS se divide
en tres partes: lipido A, nucleo oligosacaridico y antigeno O. El lipido A consiste
en un oligosacérido al que se le unen acidos grasos y es la parte hidrofébica que

ancla toda la molécula en la membrana externa. Existen muchos ejemplos
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mutantes de rizobios que carecen de antigeno O y son defectivos en el proceso
de infeccién (Spaink, 2000).

4.12 BASES MOLECULARES DE LA INTERACCION RIZOBIO — LEGUMINOSA

La iniciacion y formacién de los ndédulos son el resultado de interacciones
simultdneas de los genes de la planta y de las bacterias, pues los rizobios
producen gran variedad de moléculas biologicamente activas que afectan la

infeccion y desarrollo del nédulo (Redondo, M., et al., 2007).

El primer evento de interaccion lo provee la planta, pues los rhizobios son capaces
de notar la presencia de la raiz de la leguminosa gracias a moléculas de bajo peso
molecular secretadas por la raiz; sin embargo, las leguminosas secretan
flavonoides especificos para atraer a determinados rhizobios. En respuesta a la
sefal de la planta, los rhizobios responden sintetizando otras sefiales especificas,
los factores Nod, dirigidos hacia la planta hospedadora; los genes de los rhizobios
implicados en la sintesis de los factores Nod son los genes nod (nodulacién). Mas
de 30 genes nod han sido identificados y secuenciados; en el género rhizobium,
los genes nod estan localizados en plasmidos simbidticos o Sym, mientras que en

el género Bradyrhizobium estos se localizan en el cromosoma.

Los genes nod a excepcion de nod D, no se expresen sino encuentran la sefial
inductora adecuada de la planta. Los genes nod D estan estrechamente ligados a
los genes nod comunes, poseen una funcion regulatoria; sus productos
interactian con sefiales moleculares vegetales (flavonoides e isoflavonoides) y
activan la transcripcion de otros genes nod inducibles. Los genes nod ABC
codifican proteinas que determinan factores extracelulares que causan
deformacion de los pelos y division de células corticales de la raiz.

Los operones de los genes nod estan precedidos por un promotor que contiene

una secuencia consenso, denominada caja de nodulacion o caja nod, la cual es
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reconocida por la proteina Nod D, quien activa la transcripcién de los genes de la
nodulacién mediante su unién a las cajas nod, plegando el DNA a esta region
(Spaink, 1998; Lépez et al., 1995).

Los genes nod (tabla 2), estan generalmente agrupados en plasmidos o en una
region del cromosoma. Dichos plasmidos se llaman simbidticos o Spym, llegando
a ser tan grandes como un tercio del total del cromosoma. En cepas de rhizobium
el tamafo del Psym es menor “200-600 kb” (Madigan et al., 1999). (Fig. 4)
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Fig. 4. Intercambio de sefiales en las etapas de nodulacion.
Fuente: Redondo M., et al., 2007.

Tabla 2. Genes simbidticos en Rhizobium y Bradyrhizobium.

Concepto Funcién
Gen

Hac Encurvamiento Encurvamiento de pelos capilares

Nod Nodulacién Eventos en desarrollo de nodulos.

Hsn especifico del Determinacion de especificidad del
hospedante hospedante dentro del grupo de infeccion.

Efn eficiencia de la Genes adicionales para la nodulacion.
nodulacion
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Ndv | desarrollo n6dulos Regulacion del desarrollo del nédulo,

ejemplos: glucanos ciclicos.

Exop |Polisacaridos extracel. |Reg. de infeccidn y liberacién de
bacteroides.

Nif fijacion de N, Involucrados en FBN homologos a los de
klebsiella.
Fix Fijacion Genes adicionales involucrados en FBN en

estado simbidtico (sin homologia con los nif

de klebsiella).
Dct Transporte acidos Transborde de ac. De COOOH-como
Dicarbixilicos sustratos para la FBN en bacteroides.

Fuente: Frioni, 1999.

hsn host specific nodulation: son los loci requeridos para la nodulacion de una
planta especifica en diferentes géneros de leguminosas; cuando un locus de
nodulacion de un organismo donador es transferido a una cepa recipiente
apropiada, inhabilita a nodular la planta huésped del donador, el gen es

considerado hsn.

GSN (genotype — sspecific nodulation): se refiere a genes que permiten la
nodulacién de genotipos especificos de plantas dentro de una especie de
leguminosa dada; a pesar de que muchos de los mismos genes de nodulacién
han sido encontrados en especies de Rhizobium y Bradyrhizobium japonicum, 3

diferencias separan a esas bacterias:

a) En B. Japonicum los genes de nodulacion no se localizan en plasmidos, sino

gue se distribuyen en el cromosoma.

b) Los genes estructurales nif Dk y H estan fisicamente separados por una

distancia relativamente grande de los genes nod.
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c) En el caso de rhizobios CR las sustancias que incluyen los genes, pertenecen a
la clase conocida como flavonoides, flavonas y flavanonas. En B. Japonicum las

principales sustancias inductoras son isoflavonas (Frioni, 1999).

Los genes nif: se refieren a la secuencia genética que estan especificamente
involucrados en el proceso de FBN, y que se correlacionan estructural y

funcionalmente con diazotrofos de vida libre.

Los genes Fix: Los genes fix, junto con otros genes involucrados en la FBN son
referidos colectivamente como genes Sym, que incluyen a los necesario para las
interacciones iniciales con la planta (reconocimiento, encurvamiento, formacion del
cordon de infeccidn, y la formacion y mantenimiento de los nédulos radicales o
tallos (nod, nol, GSN y hsn), (Frioni, 1999).

4.13 INVESTIGACIONES RELACIONADAS

En Colombia en el laboratorio de fitopatologia del centro de investigaciones del
café (CENICAFE) vy la Universidad de Caldas, Salazar, M., et al., desarrollaron la
caracterizacion de la bacteria nitrificante del Sirubio (Phitecelobium lanceolatum
BENTH), utilizando el medio de aislamiento Levadura-Manitol-Agar (LMA) a pH de
6.8, con el indicador Azul de Bromotimol e incubacion a 28°C durante 10 dias. EL
aislamiento de la cepa bacteriana presenté las caracteristicas descritas para el
género Rhizobium; la reaccién de Gram clasific6 a la bacteria como Gram-
negativa, y se observé un crecimiento rapido de colonias a los tres dias de
incubacion (Salazar, M., et al., 2001).

En otra investigacion se estudié la diversidad de 36 especies de rizobios aislados
de Phaseolus lunatus en la Costa central del Perq, utilizando el medio de cultivo
LMA con el indicador rojo congo, agrupandolos segun sus caracteristicas

morfolégicas y fisioldgicas, velocidad de crecimiento y produccion de acidez o
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alcalinidad. Se encontr6 que el 25% de los aislamientos presentaron
caracteristicas del género Bradyrhizobium vy el 75% las del género Rhizobium.
También observaron una gran diversidad en la apariencia de las colonias y

crecimiento a diferentes niveles de pH y temperatura (Matos et al, 2001).

En el trabajo” Aislamiento y caracterizacion fenotipica de especies de rizobios
procedentes del cultivo de Soya (Glycine Max (L) Merrill), del Instituto Nacional de
Ciencias Agropecuarias de la Habana, Cuba se aislaron 16 posibles cepas de
rizobios, los cuales resultaron ser bacilos cortos Gram-negativos motiles que no
formaban esporas; la reaccion de la mayoria de ellos fue alcalina, y se encontré un
crecimiento optimo de las cepas a una temperatura de 28°C y pH de 6.8 en el
medio de cultivo LMA con el indicador rojo congo (Garcia, D., I. Reinaldo., J.
Torres, y A. Hernandez, 2004).

En otra investigacidbn se reportd la caracterizacion fisiolégica-bioquimica de
especies de rizobios aislados en leguminosas forrajeras nativas de la provincia
Sancti Spiritus, Cuba. En este caso se efectud la identificacion de 40 cepas de
rizobios, para lo cual se aplicaron técnicas modernas en la evaluacion de la
morfologia, crecimiento en diferentes medios de cultivo y resistencia a varios
rangos de pH Y temperatura. En general se detectaron cepas de lento y muy lento
crecimiento, y la produccion de alcali y acido estuvo en dependencia a los grupos
encontrados. Ninguna de las cepas pudo crecer a niveles extremos de

temperatura y pH. (Bécquer, J., D. Présvot, y A. Prieto, 2000).

En el Estado de Tamaulipas, México se caracterizaron bromatolégica y
rhizobiologicamente leguminosas silvestres procedentes de la reserva de la
biosfera “el cielo”, utilizando los medios de cultivos Extracto de Levadura —Manitol-
Agar-Rojo congo (EL-MARC), Y ELMA-Azul de Bromotimol. Se identifico la Cepa
4, aislada de las raices de Desmodium tortuosum y la Cepa 6, aislada a partir de

Desmodium sp. En ambos casos las colonias fueron incoloras, redondas y
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convexas de 0.5-1.0 mm de didmetro respectivamente, formadas por bacilos
Gram-negativos y produccion de acidez en ELMA-AB (De la Graza-Requena,
2006).

Pazos, et al (2000), estableci6 que la asociacion de bacterias fijadoras de
nitrégeno es favorable, y entre estas se encuentran otras especies como las de

Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas y Burkholderia.

En otra investigacion se caracterizaron fenotipicamente aislamientos rizobianos
de Acacia (Acacia sp) y Retamo (Teline monpessulana), logrando obtener 20
aislamientos nativos de Acacia decurrens (DQ6-01 a DQ6-29) y 15 aislamientos
de Retamo (DQ7-01 a DQ7-15). De acuerdo a los resultados se encontr6 que
existe una gran diversidad de las cepas que nodulan A. Decurrens y Teline
monpessulana, y sus caracteristicas fenotipicas son independientes del sitio
geogréfico del cual provienen. También se concluyé que el 83.4% de los
aislamientos correspondian al género Rhizobium, mientras que el 16.6% al género

Bradyrhizobium (Alarcon, P.E., A. Lozano, y H. Chaparro, 1997).

Kivang (2006) en Turquia, obtuvo treinta aislamientos procedentes de noédulos de
haba (Phaseolus vulgaris L.), determinando su comportamiento fisiolégico y
bioquimico. La mayoria de los aislantes produjeron polisacéridos extracelulares
abundantes, alta tolerancia a concentraciones de NaCl 5%, crecimiento a

temperaturas extremas (42 °C), y a pHs que se extendian a partir del 3.5 - 9.0.

En el Instituto de Investigacion Agropecuaria “Jorge Dimitrov”’, Granma, Cuba.
Lépez, S. et al., (2007), realizaron el aislamiento y caracterizacion de cepas
nativas de Rhizobium de leguminosas pretenses en suelos afectados por la
salinidad a partir de nédulos, segun la metodologia propuesta por la FAO (1995).
El medio de aislamiento fue Levadura — Manitol — Agar (LMA), con una
temperatura de incubacion de 28°C durante 7 dias para la determinacion de la
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velocidad de crecimiento. De las once leguminosas a las cuales se les
recolectaron nodulos, se lograron aislar cepas de Rhizobium a ocho, donde las
colonias resultaron ser de rapido crecimiento; apariencia gelatinosa — acuosa;

textura cremosa — elastica y forma plana — redondeada.

Nuevas publicaciones acerca de la fijacion simbidtica de nitrégeno establecen que
este proceso ocurre no sélo por la utilizacion del amoniaco excretado por las
plantas, sino también a que las bacterias producen fitohormonas (auxinas,
giberelinas y citocininas), las cuales afectan favorablemente el desarrollo de las
plantas (Rodriguez, S., 2002).

En el laboratorio de microbiologia de la Universidad de Sucre se identificaron
morfotipos nativos del género Rhizobium asociados a la leguminosa Teramnus
volubilis sw, establecida en fincas ganaderas del municipio de Told en el
departamento de Sucre, Colombia. Se realizaron 28 aislamientos, de los cuales 14
resultaron ser del género Rhizobium, es decir un 50% del total. Con respecto a las
caracteristicas de las nodulaciones, se encontraron formas redondeadas con
coloraciones internas rojas, verdes, oscuro y blanco; y externas café claro y café
oscuro; un N° de nodulos por raiz en niveles de medio a alto, y una amplia

distribucion en las raices (Grisales, T.V. y J.E. Fuentes., 2005).

Nogueira et al., (2007), aislaron y caracterizaron poblaciones nativas de rizobios
de una regiébn semi — arida de Pernambuco, Brasil. Los aislamientos fueron
cultivados en medio Levadura — Manitol — Agar (LMA) para evaluar caracteristicas
de las colonias como: produccion de acidez o alcalinidad, velocidad de
crecimiento, color, tamafio y transparencia, presentandose nueve aislamientos de

cepas pertenecientes al género Bradyrhizobium.
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5. METODOLOGIA

5.1 AREA DE MUESTREO

Fueron seleccionadas 21 parcelas agricolas (unidades experimentales),
establecidas con el cultivo de la leguminosa Cajanus cajan en el municipio de
Sampués, departamento de Sucre, distribuidas en tres zonas del lugar
equitativamente (bloques experimentales): zona 1 (cabecera municipal: Calle
Larga); zona 2 (corregimiento de Achiote) y zona 3 (corregimiento de Piedras
Blancas). (Anexo A).

5.2 CARACTERIZACION GENERAL DEL SITIO DE ESTUDIO

Se evaluaron parametros como: topografia y drenaje de las parcelas en estudio,
mediante observacion directa y la realizacién de una encuesta a sus propietarios.
(Anexo B).

5.3 RECOLECCION DE LA MUESTRA

Se realizé un muestreo representativo en cada parcela agricola seleccionada.
Para completar la muestra total de cada parcela, se tomaron un total de 15 — 20
submuestras conjuntas de la leguminosas de interés y de suelo al azar, siguiendo
un modelo en zig — zag, a una profundidad de 0 a 20 cm. Se seleccionaron plantas
vigorosas de 2 meses de edad, sin indicios de ataques de plagas o presencia de
enfermedades (Alvarez, et al., 1997). Se tomaron muestras de suelo para elaborar
un andlisis fisico-quimico en el laboratorio de suelos de la Universidad de Sucre,
evaluando las siguientes propiedades: fisicas (texturas, segun método de
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Bouyoucos,); quimicas (pH, segun método agua 1:1 p/v; % de materia organica; %
de nitrégeno total; fosforo (ppm), segun Bray Il, y potasio disponibles en meq. /100

g suelo.

5.4 AISLAMIENTO DE LOS RIZOBIOS

a) Seleccién y analisis de nodulaciones

Las plantas fueron sumergidas en agua durante tres dias para retirar la tierra
adherida a las raices. Posteriormente se realiz6 un andlisis de las nodulaciones
radicales con la ayuda de un estereoscopio, teniendo en cuenta los siguientes
parametros: tamafio de nddulos, cantidad, distribucién y color tanto externo como
interno. Finalmente, se eligieron nédulos de buen tamafio y libres de heridas.
(Anexo D).

b) Desinfeccidén de nédulos

Esta se realizé seglin metodologia sugerida por Somasegaran y Hoben (1994); los
nodulos fueron sumergidos en alcohol al 70 % durante un minuto e hipoclorito de
sodio al 2% por cuatro minutos, finalmente se realizaron siete lavados diferentes
de nddulos con agua destilada con el fin de eliminar las trazas de hipoclorito de
sodio, y evitar de esta manera la contaminacién por cualquier tipo de

microorganismos diferentes a los géneros bacterianos de interés

c) Preparacién del medio de aislamiento

Se prepar6 el medio de cultivo Extracto de levadura-Manitol-Agar-Rojo Congo (EL-
MARC) segun la técnica propuesta por Vicent (1975); Se distribuy6 en cajas petri

en una proporcién de 20-25 ml, las cuales se esterilizaron en autoclave por 15
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minutos a 120 grados centigrados y 15 libras de presiéon, con un numero de

réplicas de tres (3) por muestra. Anexo |.

d) Siembra

Los nodulos seleccionados previamente fueron macerados con un micro pistilo
dentro de tubos ependoft conteniendo agua estéril, del que fueron extraidos 100-
200 microlitros de la solucion de macerado, los cuales se depositaron en cajas
petri con el medio EL-MAR y se esparcieron con una barra de vidrio estéril;
posteriormente se incubd a una temperatura de 28 grados centigrados de un
maximo de 10-12 dias, realizando repigues sucesivos de colonias tipicas de los
géneros en estudio hasta conseguir cultivos axénicos, pero esta vez en medio
sélido LMA (Extracto de Levadura-Manitol-Agar, empleando los mismos
componentes y preparaciéon para EL-MARC sin la adicion de sin Rojo Congo).

5.5 PRUEBA DIFERENCIAL DE GRAM

Con un asa bacteriolégica flameada se tomd un cultivo puro de rhizobios,
extendiéndola sobre una lamina portaobjetos con la adicién de suero fisioldgico y
se fij6 moderadamente sobre la llama del mechero; se cubrié con cristal violeta
durante un minuto, se lavd con agua destilada y se adicion6 solucién de yodo
esperando que actuara en el mismo lapso de tiempo anterior , se realizé un
segundo lavado decolorizando con alcohol-acetona al 95 % durante treinta
segundos, se tifld con safranina y se lavo por tercera vez; finalmente se observo al

microscopio.

5.6 PRUEBAS BIOQUIMICAS

a) Crecimiento de colonias en medio McConckey: Las muestras bacterianas
procedentes de las colonias utilizadas en la prueba diferencial, fueron

replicadas superficialmente por estrias paralelas en medio McConckey
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b)

especifico para determinar el crecimiento de bacterias Gram (-) y colocadas a
incubacion durante 48 horas a 28 °C. Se seleccionaron aquellas colonias
bacterianas que no fueron capaces de fermentar el azlicar lactosa (lac’) con
coloraciones amarillentas, mientras que las colonias que presentaron color

violeta fueron descartadas (The Nitragin Company, 1990).

Confirmacion de la fermentacion de lactosa: se realizé la prueba en medio
inclinado Agar Kligler en tubos de ensayo, para lo cual se tomaron muestras
bacterianas procedentes de las colonias lac” que crecieron en medio Mac
Conkey, realizando la siembra con un asa bacteriolégica en profundidad y
superficie, seleccionando finalmente a aquellas que no generaron un cambio

en el color rojo del medio.

c) Produccién de metabolitos: cada una de las muestras bacterianas

seleccionadas como presuntivas de rhizobios, fueron replicadas por estrias

paralelas sobre el medio LMA, contenido en tubos de ensayo con la adicion de

azul bromotimol como indicador de pH (concentracion 5.0 mg/l; pH 6.8), y

colocadas en incubacion durante 48 horas a 28 °C. Segun el viraje de este

indicador las cepas productoras de acidez (color amarillo del medio) se calificaron

como Rhizobium; mientras que las cepas productoras de alcalinidad (color azul

del medio) como Bradyrhizobium (Beck et al., 1993).

5.7 TEST FISIOLOGICOS

a)

Tolerancia a factores abioéticos: las cepas fueron evaluadas respecto a su
habilidad para crecer en el medio EL-MARC bajo diferentes niveles de pH (4.0;
4.5;5.0; 6.8; 9.0 y 10), e independientemente NaCl (1.0% y 2.0%) a 28 °C, asi
como temperaturas extremas (5.0; 28; 37 y 40°C), determinando en cada caso:

sin crecimiento (-), escaso crecimiento (+-) y buen crecimiento (+), comparado
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con el obtenido en condiciones normales (NaCl 0.01%, pH 6.8 y 28 °C),
(Bequer, J. C; D. Presvost, y A. Prieto, 2000).

b) Resistencia a Co™ (metales pesados): se adiciond este metal en forma de
CoCl,.6H,O, a razéon de 40 mg/ml de medio EL-MARC, evaluando el
crecimiento de colonias bacterianas segun: desarrollo (+) o sin desarrollo (-),
(Tong, 1994).

c) Utilizacibn de compuestos especificos: el medio EL-MARC segun el
propdsito de evaluacion le fueron adicionados los siguientes sustratos:
carbohidratos (dextrosa y manitol 10.0 g/l), amino&cidos (lisina 0.5 g/l),
siguiendo los parametros normales de incubacion para los rhizobios (Becker,
J., D. Presvot, y A. Prieto, 2000).

5.8 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE COLONIAS, GENEROS
BACTERIANOS Y TIEMPO DE INCUBACION

Las colonias rhizobiales se clasificaron de acuerdo a: diametro, color, borde,
elevacion y consistencia, calificando de rapido crecimiento aquellas colonias
formadas durante los 2 a 5 dias de incubacién, y de lento crecimiento aquellas que
aparecieron en el medio de cultivo durante 5 a 7 dias (Wang, T., y J. Martinez,
2007). (Anexo G). Las cepas bacterianas clasificadas como rizobios, fueron
nombradas empleando en primer lugar una letra P mayulscula, seguido del
namero de la parcela agricola de origen con sus letras iniciales (CL: Calle Larga,
A: achiote, PB: Piedras Blancas) y, por ultimo la utilizacibn de un numero que
indica el orden de aislamiento de la muestra bacteriana dentro del laboratorio
(algunas fueron descartadas durante el proceso de seleccion).

5.9 PRUEBA DE NODULACION (INOCULACION)

a) Etapa de desinfeccion y esterilizacion del material biolégico: semillas de

Cajanus cajan en buen estado, las sumergidas en alcohol (etanol) al 70%
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b)

d)

durante un (1) minuto e hipoclorito de sodio durante cuatro (4) minutos,
realizando siete lavados consecutivos con agua destilada para retirar las trazas
de las sustancias utilizadas. Como substrato se emplearon muestras de suelo
procedentes del sitio de estudio, esterilizada en autoclave por 15 minutos a
120 grados centigrados y 15 libras de presion, con el propésito de eliminar las

formas de vida microbiana presentes.

Preparacién del in6culo: se tomaron cultivos puros de cada una de las cepas
rhizobios identificadas en el estudio procedentes de colonias jovenes (48
horas), para preparar diluciones 10™ células/ml en agua peptonada

respectivamente.

Inoculacién: las muestras de suelo estériles fueron depositadas dentro de
bolsas plasticas limpias de acuerdo a las cepas de interés. En cada bolsa se
deposité un numero maximo de tres semillas, sobre las que posteriormente se
adicionaron alicuotas del inéculo en cantidad de 1.0 ml. (las replicas fueron dos
en cada caso). Para asegurar la eficiencia de la prueba se repitié este ultimo
paso, pero esta vez las cepas bacterianas procedian de tubos de ensayo con

agar nutritivo sin realizar ningun tipo de dilucion

Se realizaron por duplicados controles (-) en tierra estéril sin muestras
bacterianas y, controles (+) empleando el substrato sin esterilizar (CIAT,
1988).

Germinacion y desarrollo de las plantulas: las bolsas plasticas fueron
mantenidas en un espacio limpio y cerrado de una vivienda para evitar al
maximo el grado de contaminacién, con fotoperiodo de 12 horas diarias con
una fuente de luz blanca (CIAT, 1988). El riego se realiz6 en condiciones
asépticas con agua destilada cada 20 horas en cantidades de 10 ml
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aproximadamente. 60 dias después de la inoculaciéon se evalud la nodulacién
positiva (+) 0 negativa (-), segun cada caso y el color interno de los ndédulos
(Matos, et al., 2001).

e) Evaluacion de la nodulacion: se establecieron cuatro intervalos de
clasificacion: nodulacion nula (N.N), nodulacion baja (N.B), nodulacién media
(N.M) y nodulacion alta (N.A), teniendo en cuenta el mayor numero de
nodulos/raiz presentado.

5.10 DISENO EXPERIMENTAL

Se empleo el programa estadistico SAS version 9.0, realizando en primer lugar un
analisis descriptivo de frecuencias para identificar la distribucion de las variables
evaluadas en cada zona; posteriormente un analisis de varianza que permitio
observar si el parte de nodulacidon mostraba diferencia estadistica entre cada zona
de estudio y, finalmente un andlisis multivariado, en donde se tomaron las
caracteristicas fisiol6gicas- bioquimicas y morfoldgicas de las cepas aisladas que
presentaron variabilidad en la respuesta, para elaborar un analisis de
correspondencias multiples y determinar la forma como se integran

conjuntamente.

Los resultados del analisis de correspondencias mdltiples, permitié elaborar un
andlisis de conglomerados (CLUSTER) con el método del vecino mas cercano,
para las caracteristicas fisioldgicas- bioquimicas, morfolégicas y cuantitativas de

las cepas aisladas.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION GENERAL DEL SITIO DE ESTUDIO

En el municipio de Sampués se muestrearon 21 parcelas agricolas establecidas
con la leguminosa Cajanus cajan. De acuerdo a los resultados del andlisis fisico-
guimico de los suelos se encontré que presentan un rango de pH de fuertemente
acido a casi neutro; un contenido de materia organica de deficiente a moderado,
siendo mas baja en la parcela 7 (1.30%) y mas alta en la parcela 2 (2.87%) ambas
de la zona 1; una cantidad de Fésforo y Potasio de muy alto a alto; % Nitrdgeno
entre deficiente a medio, siendo mas alta en la parcela 2 (0.1435%) y mas baja en
la parcela 7 (0.0652%) ambas de la zona 1, mientras que la textura es franco
arcillosa en su gran mayoria y arcillosa. (Anexo H).

Segun los resultados de las encuestas realizadas dieciocho de las parcelas
muestreadas presentan una topografia plana (85.71%) y las tres restantes
ondulada (14.29%), la mayor parte de las cuales presentan suelos bien drenados
y algunos pocos con tendencia a encharcarse durante el periodo de lluvias, siendo
los pastos mas ampliamente presentes los de tipo Quicuyo y Faragua y otras
especies vegetales sembradas como: frijol, caraota, habichuela, maiz, yuca,
flame, aji, limon, papaya ; solo en una de las parcelas agricolas se aplicaba
agroquimicos como: OLVA y Gramoson. (Anexos C).

6.2 SELECCION Y ANALISIS DE NODULACIONES

El 57.14% de los nddulos evaluados presentaron forma esférica, el 28.57%
forma ramificada, el 9.52% forma alargada y el 4.76% forma lobular. De acuerdo

a la coloracién externa en su mayoria era parecida a la de la raiz vecina (café
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claro: 85.71%) vy otros café oscuro (14.89%). La coloracion interna varidé de un

color rojo a rosado claro (fig.5) otros de color verde y unos pocos de color oscuro.

Fig. 5. Macrofotografia del corte transversal de un nédulo de Cajanus cajan.
Se evidencia la coloracion interna rojiza producto del buen estado de la
leghemoglobina, como muestra de su viabilidad para la fijacion biologica del
nitrégeno.

Fuente: Autores, 2006.

El 66.66% de los nddulos presentaron superficie lisa y el 33.33% superficie

costrosa (fig.6).

Fig. 6. Macrofotografia de la morfologia externa de un nddulo de Cajanus

cajan. Se evidencia la superficie lisa del mismo.
Fuente: Autores, 2006.

En cuanto al nimero de nodulos se registraron valores de bajo a medio en un

rango promedio de 7-35 nodulos/raiz; el tamafio de las nodulaciones mostro un
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rango de 1-.5 mm y un diametro promedio de 0.5-2.5 mm con distribucién en la
raiz lateral (95.24%) y en la raiz principal (4.76%). (Anexos E y F). Durante el
transcurso de la investigacion también fueron detectados algunos nddulos

inviables (fig. 7).

Fig. 7. Macrofotografia de un nédulo inviable de Cajanus cajan. Se evidencia
el mal estado de este, lo que indica que ha ocurrido una liberacién de los

bacteroides.
Fuente: Autores, 2006.

6.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS

a) Crecimiento en medio MacConckey: de 68 posibles cepas de rizobios
aisladas inicialmente en el medio EL-MARC, sélo 44 de ellas (64.70%)
presentaron colonias amarillas o beige en el medio MacConckey (no
fermentadoras de lactosa), mientras que el resto desarrollé colonias violetas

(fermentadoras de lactosa) por lo que fueron descartadas (fig. 8.).

Las bacterias capaces de fermentar el azucar lactosa produjeron un cambio en el

pH del medio por la liberacion de productos acidos, generando colonias violetas.
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Fig. 8. Crecimiento de colonias en medio MacConckey. Se evidencia que
aquellas cepas capaces de fermentar el azucar lactosa (Lac+) crecen con una
coloracion morada, mientras que aquellas incapaces de hacerlo son de color
beige, blanco o amarillo.

Fuente: Autores, 2006.

b) Confirmacion de la fermentacién de lactosa: de 44 cepas bacterianas no
fermentadoras de lactosa en medio MacConckey, 37 de ellas (84.10%) no
generaron un cambio de color en el medio inclinado agar kliger, mientras que
las 7 restantes (15.90%) presentaron un cambio de color de rojo a amarillo
tanto en el fondo como en la superficie del medio inclinado (fig. 9). (Tabla 3y
4).

Kligler.
Fuente: Autores, 2006.
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Tabla 3. Fermentacion de lactosa en medio inclinado agar Kligler.

Cepa Fermentacion de lactosa
P2CL1 Lac-
P6CL2 Lac-
P1CL3 Lac-
P6CL4 Lac-
P6CL5 Lac-
P6CL6 Lac-
P6CL7 Lac-
P6CL8 Lac-
P2CL9 Lac-

P5CL10 Lac-
P1A12 Lac-
P7CL13 Lac+
P7CL14 Lac-
P3A15 Lac-
P6CL16 Lac-
P1A17 Lac-
P7CL18 Lac-
P6CL19 Lac-
P6CL20 Lac-
P6CL21 Lac-
P6CL22 Lac-
P1CL23 Lac-
P6CL24 Lac-
P5PB25 Lac-
P6PB26 Lac-
P1PB27 Lac-
P2A28 Lac+
P7A29 Lac+
P7A30 Lac+
P7A31 Lac-
P5A32 Lac-
P5A33 Lac-
P4A34 Lac-
P4A35 Lac-
P4A36 Lac-
P5A37 Lac-
P5A38 Lac+
P5A39 Lac+
P3A40 Lac-
P3A41 Lac-
P1A42 Lac-
P6CL43a Lac-
P6CL43b Lac-
P1CL44 Lac-

Lac- : no fermentadora de lactosa

Lac+: fermentadora de lactosa
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Tabla 4. Fermentacion de lactosa en medio inclinado agar Kligler de cepas
por zona.

Zona
Fermentacion | Achiote | Calle Larga | Piedras Blanca Total
No fermenta 72.2% 95.7% 100.0% 86.4%
Si fermenta 27.8% 4.3% .0% 13.6%
Total 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

c) Produccion de metabolitos: de las 37 cepas bacterianas Lac- (catalogadas
presuntamente como rhizobios), 25 de ellas (67.57%) acidificaron el medio de
cultivo LMA conteniendo el indicador de pH azul de bromotimol, mientras que
las 12 restantes (32.43%) lo alcalinizaron (fig. 10). (Tabla 5y 6)

Fig.10. Producciéon de metabolitos acidos (amarillo caracteristico)
Fuente: Autores, 2006.
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Tabla 5. Produccion de metabolitos acidos o alcalinos.

Cepa Acidez Alcalinidad

P2CL1 +

P6CL2 +

P1CL3 ;

P6CL4 +

P6CL5 +

P6CL6 +

P6CL7 T

P6CLS ;

P2CL9 +

P5CL10 +

P1A12 +

P7CL14 +

P3A15

+

P6CL16 ;

P1Al7

P7CL18

P6CL19

P6CL20

P6CL21

P6CL22

P1CL23

P6CL24

P5PB25

P6PB26

P1PB27

N N e Y A A R

P7A30

P7A31 n

P5A32 "

P5A33 +

P4A34 +

P4A35 +

P4A36 +

P5A37 +

P3A40 T

P3A41 +

P6CL43a +

P6CL43b +

La acidez o alcalinidad se muestra como positiva (+) segun la reaccion presentada
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Tabla 6. Produccion de metabolitos &cidos y alcalinos de cepas por zona

Zona
Metabolitos Achiote | Calle Larga | Piedras Blancas Total
Acidos 53.8 81.0 33.3 67.6
Alcalinos 46.2 19.0 66.7 32.4
Total 100.0 100.0 100.0 100.0

6.4 TEST FISIOLOGICOS

a) Tolerancia a factores abidticos: a niveles extremos de pH (4.0 y 10.0) en
medio EL-MARC ninguna de las cepas logré crecer (0%), a pH 4.5; 5.0 y 9.0,
(45.9%), (27.02%) vy catorce (37.83%) de

respectivamente no lograron crecer, mientras que veinte, veintisiete y veintitrés

diecisiete diez las cepas

respectivamente presentaron escaso crecimiento; a pH 6.8 todas las cepas

mostraron buen crecimiento.

En NaCl 1% nueve de las cepas (24.32%) presentaron buen crecimiento,
diecinueve (51.35%) escaso crecimiento y nueve (24.32%) no lograron crecer ,
mientras que en NaCl 2% cinco (13.51%) mostraron buen crecimiento, diecinueve

(51.35%) escaso crecimiento y trece (35.14%) no crecieron (fig. 11).

Fig. 11. Macrofotografia del crecimiento de colonias en NaCl 2%.
Fuente: Autores, 2007.
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Con respecto al desarrollo en diferentes temperaturas ninguna de las cepas logré
crecer a 5°C Y 40°C, a 28°C todas presentaron buen crecimiento, mientras que a
37°C nueve de ellas (24.32%) mostraron escaso crecimiento y las veintiocho
restantes (75.68%) no lograron crecer (tablas 7, 8 y 9)

Tabla 7. Tolerancia a factores abiéticos.

Cepa pH NaCl Temperatura °C
40 |45 |50 [{6.8 |9.0 |10.0|1% |2% |5 28 |37 |40
P2CL1 - - - + +- - - + - + - -
P6CL2 - +- +- + +- - + + - + - -
P1CL3 - - - + - - +- - - + - -
P6CL4 - - - + - - +- - - + - -
P6CL5 - + |+ |+ +- - + +- - + + |-
P6CL6 - - + |+ +- - + +- - + - -
P6CL7 - +- +- + +- - + +- - + - -
P6CL8 - - + |+ - - +- - - + + |-
P2CL9 - - + |+ +- - +- +- - + - -
P5CL10 | - - + |+ +- - - +- - + - -
P1A12 - - + |+ - - + - - + - -
P7CL14 | - - - + +- - - + - + - -
P3A15 - - - + - - - - - + - -
P6CL16 | - +- |+ |+ - - + - - + + |-
P1A17 - - - + - - +- - - + - -
P7CL18 | - - - + |- - + |+ |- + |+ |-
P6CL19 |- + |+ |+ +- - +- +- - + - -
P6CL20 | - +- |+ |+ - - +- - - + + |-
P6CL21 |- +- +- + +- - + +- - + - -
P6CL22 | - +- +- + +- - + +- - + +- -
P1CL23 |- + |+ |+ +- - +- +- - + - -
P6CL24 | - +- +- + +- - +- +- - + +- -
P5PB25 | - + |+ |+ +- - +- +- - + + |-
P6PB26 | - + |+ |+ +- - +- +- - + - -
P1PB27 | - - - + - - - - - + - -
P7A30 - + |+ |+ - - +- - - + + |-
P7A31 - + |+ |+ +- - +- +- - + - -
P5A32 - + |+ |+ - - +- - - + - -
P5A33 - - - + - - - - - + - -
P4A34 - + |+ |+ +- - +- +- - + - -
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P4A35 - +- |+ |+ +- |- +- |+ - + -
P4A36 |- |- [+ [+ [+ |- - [+ |- [+ -
P5A37 - +- |+ |+ +- |- + + - + -
P3A40 - +- |+ |+ +- |- +- |+ - + -
P3Ad41r |- |- [- T+ - - I -
P6CL43a |- |+ |+ |+ |+ |- +- [+ (- |+ -
P6CL43Db | - - + |+ +- |- - +- |- + -

(-): sin crecimiento (O colonias)
(+-): escaso crecimiento (1-60 colonias)
(+): Buen crecimiento (mas de 60 colonias)

El nimero maximo de colonias no super6 las 110.

Tabla 8. Crecimiento de las cepas por zona de evaluacion a diferentes

niveles de pH.

Crecimiento pH
Zona (%) 4.0 4.5 5.0 8.0 9.0 10.0
Achiote | Ninguno 100.0 46.2 30.8 .0 53.8| 100.0
Escaso .0 53.8 69.2 .0 46.2 .0
Bueno .0 .0 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0| 100.0 100.0 100.0 | 100.0
Calle Ninguno 100.0 47.6 23.8 .0 28.6 | 100.0
Larga Escaso .0 52.4 76.2 .0 71.4 .0
Bueno .0 .0 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0| 100.0 100.0 100.0 | 100.0
Piedras | Ninguno 100.0 33.3 33.3 .0 33.3| 100.0
Blancas | Escaso .0 66.7 66.7 .0 66.7 .0
Bueno .0 .0 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0| 100.0 100.0 100.0 | 100.0
Total Ninguno 100.0 45.9 27.0 .0 37.8| 100.0
Escaso .0 541 73.0 .0 62.2 .0
Bueno .0 .0 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0| 100.0 100.0 100.0 | 100.0
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Tabla 9. Crecimiento de las cepas por zona de evaluacion a diferentes
niveles de NaCl y temperatura

NaCl (%) Temperatura °C
Zona Crecimiento 1 2 1 28 37 40
Achiote Ninguno 30.8 53.8 100.0 .0 92.3 100.0
Escaso 53.8 38.5 .0 .0 7.7 .0
Bueno 154 7.7 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Calle Larga | Ninguno 19.0 23.8 100.0 .0 66.7 100.0
Escaso 47.6 57.1 .0 .0 33.3 .0
Bueno 33.3 19.0 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Piedra Ninguno 33.3 33.3 100.0 .0 66.7 100.0
Blanca Escaso 66.7 66.7 .0 .0 33.3 .0
Bueno .0 .0 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0| 100.0| 100.0| 100.0| 100.0
Total Ninguno 24.3 35.1 100.0 .0 75.7 100.0
Escaso 51.4 51.4 .0 .0 24.3 .0
Bueno 24.3 13.5 .0 100.0 .0 .0
Total 100.0| 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

b) Resistencia a Co*® (metales pesados)

Treinta de las cepas (81.08%) no lograron crecer en medio EL-MARC
conteniendo CoCl,.6H,O (40 mg/ml), mientras que siete de ellas (18.92%)
presentaron escaso crecimiento. (Tabla 10).
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Tabla 10. Resistencia a metales pesados (Co*?).

Cepa

Co™ (40 mg/ml)

P2CL1

P6CL2

P1CL3

P6CL4

P6CL5

P6CL6

P6CL7

P6CLS8

P2CL9

P5CL10

P1A12

P7CL14

P3A15

P6CL16

P1Al17

P7CL18

P6CL19

P6CL20

P6CL21

P6CL22

P1CL23

P6CL24

P5PB25

P6PB26

P1PB27

P7A30

P7A31

P5A32

P5A33

P4A34

P4A35

P4A36

P5A37

P3A40

P3A41

P6CL43a

P6CL43b

(-): sin crecimiento (O colonias)

(+-): escaso crecimiento (1-30 colonias)

El nimero maximo de colonias no superd las 50.
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c¢) Utilizacion de compuestos especificos

En presencia de carbohidratos: Dextrosa veintiséis de las cepas (70.27%)
mostraron buen crecimiento, ocho (21.62%) escaso crecimiento y tres (8.11%) no
crecieron; mientras que en Manitol todas presentaron buen crecimiento; en
presencia de aminoacidos: Lisina veintiséis de las cepas (70.27%) no provocaron
ningn cambio en el color violeta del medio, mientras que once (29.73%) de ellas

generaron un cambio de color amarillo (fig. 12). (Tablas 11,12 y 13).

L. 2B 1L ql’ ] TL['!“" YT N ':' 4

i~

Fig. 12. Macrofotografia prueba de lisina. Se evidencia el cambio de color de
violeta a amarillo en algunos de los tubos de ensayo.
Fuente: Autores, 2007.
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Tabla 11. Utilizacién de compuestos especificos.

Cepa

Dextrosa (10.0 g/l)

Manitol (10.0 g/l)

Lisina (0.5 g/l)

P2CL1

P6CL2

+ |+

P1CL3

P6CL4

P6CL5

P6CL6

P6CL7

P6CLS8

P2CL9

P5CL10

S Y A A

P1A12

T

P7CL14

T

P3A15

P6CL16

P1Al17

P7CL18

++|+]+

P6CL19

P6CL20

P6CL21

P6CL22

++ [+

P1CL23

P6CL24

P5PB25

P6PB26

P1PB27

P7A30

|+ ||+

P7A31

P5A32

P5A33

P4A34

P4A35

P4A36

P5A37

P3A40

P3A41

P6CL43a

P6CL43b

N N A AR R R AR R R R R R R R E R R A R R R R A R A R R A R R E A R R R

SPIZZNPIZZ PP IS R P IR

(-): sin crecimiento (O colonias)

(+-): escaso crecimiento (1- 40 colonias)

A: colonias amarillas

(+): Buen crecimiento (mas de 60 colonias)
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Tabla 12. Crecimiento de las cepas por zona de evaluaciéon en Co* y
Dextrosa

Zona Crecimiento Co*? Dextrosa
Achiote Ninguno 84.6 .0
Escaso 15.4 46.2
Bueno .0 53.8
Total 100.0 100.0
Calle Larga Ninguno 76.2 14.3
Escaso 23.8 9.5
Bueno .0 76.2
Total 100.0 100.0
Piedras Ninguno 100.0 .0
Blancas Escaso .0 .0
Bueno .0 100.0
Total 100.0 100.0
Total Ninguno 81.1 8.1
Escaso 18.9 21.6
Bueno .0 70.3
Total 100.0 100.0

Tabla 13. Crecimiento de las cepas por zona de evaluacion en lisina

Zona
Lisina Achiote Calle Larga | Piedras Blancas Total
Amarillo 45.5% 54.5% .0% 100.0%
Violeta 30.8% 57.7% 11.5% 100.0%
Total 35.1% 56.8% 8.1% 100.0%

73




6.5 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE COLONIAS, GENEROS
BACTERIANOS Y TIEMPO DE INCUBACION

CEPA: 1 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X
P2CL1

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia: Macrofotografia

Diametro (mm): 2.0

Color: translucida

Forma: regular (redonda)

Borde: liso

Elevacion: elevadas convexas
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 3-5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:
Microfotografia
Forma: elipsoidal (bacilos cortos)

Largo: 1.2 um-1.5 um
Ancho: 0.5 um-1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 2
P6CL2

NOMENCLATURA:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 2.0

Color: beige

Forma: regular (redonda)

Borde: liso

Elevacion: elevadas convexas
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 3-5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidal
Largo: 2.0 um-2.5 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondmica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 3 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P1CL3

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0

Color: amarilla

Forma: regular (redonda)
Borde: liso

Elevacion: elevadas convexas
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 8 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidal
Largo: 3.0 um
Ancho: 0.9 um -1.0 um

Determinacién taxondmica:

Geénero: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 4

P6CL4

NOMENCLATURA:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didametro (mm): 0.9-1.0

Color: amarilla

Forma: regular (redonda)

Borde: liso

Elevacion: elevadas convexas
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 7-9 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidal, algunos en forma
de Xy Y (pleomorfica)

Largo: 1.0 um -2.0 um

Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 5

P6CL5

NOMENCLATURA:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0-1.2

Color: beige

Forma: regular (redonda)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: Suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: esferoidales
Largo: 1.5 um - 1.9 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 6 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P6CL6

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 0.4

Color: semitranslucida

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: Xy Y (pleomorfica)
Largo: 1.5 um-2.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 7 NOMENCLATURA:
P6CL7

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0-1.3

Color: beige

Forma: irregular

Borde: irregular (dentado)
Elevacion: elevada
Consistencia: seca

Tiempo de aparicion: 7-9 dias de

incubaciéon
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidal
Largo: 2.1 um- -3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Bradyrhizobium sp

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 8 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P6CL8

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didametro (mm): 0.5-1.0

Color: amarillo

Forma: regular

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 7- 9 dias de

incubacion.
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Bradyrhizobium sp

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 9 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P6CL9

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0

Color: translucidas

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: Xy Y (pleomorfica)
Largo: 2.5 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Rhizobium sp

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 10
P5CL10

NOMENCLATURA:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 0.9-1.0

Color: beige

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:
Forma: alargada

Largo: 2.0 um-3.0 um

Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Género: Rhizobium sp

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 11 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P1A12

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 0.9
Color: beige

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 7-10 dias de

incubacion

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um-3.0 um-
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Género: Bradyrhizobium sp

Macrofotografia

Microfotografia

P =
£

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 12 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P7CL14

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0

Color: beige

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidal
Largo: 2.1 um-2.9 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Rhizobium sp

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 13 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P3A15

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 3.0

Color: beige

Forma: regular (redondo)

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 4-5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:
Forma: alargada

Largo: 2.0 um-3.0 um

Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Rhizobium sp

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 14
P6CL16

NOMENCLATURA:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0

Color: semitranslucida

Forma: irregular

Borde: dentado

Elevacion: plana

Consistencia: suave (mucoide)
Tiempo de aparicion: 7-9 dias de

incubacion

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidal
Largo: 2.0 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Género: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 15 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X
P1A17

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia: Macrofotografia

Diametro (mm): 2.0
Color: amarilla '
Forma: regular (redondo)
Borde: liso k2

ﬁn‘.."

—
3
1A
2%
5

Elevacion: elevada convexa

Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubacion

. _ Microfotografia
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: Xy Y (pleomdrfica)

B
Largo: 2.0 um-3.0 um ‘
Ancho: 1.0 um ‘ o’
Determinacion taxondmica:
Género: Rhizobium sp. :
#

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 16 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X
P7CL18

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia: Macrofotografia

Diametro (mm): 1.0

Color: translacidas

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: Xy Y (pleomorfica)
Largo: 2.0 um--3.0 um
Ancho: 1.0 um
Determinacion taxondmica:

Género: Rhizobium sp.

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 17

P6CL19

NOMENCLATURA:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0-2.0

Color: semitranslucidas
Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 3 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: esferoidales
Largo: 1.5 um-2.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Género: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

D u:"-_.::‘:q‘.o' r&es!
v
to tun ) “\'.

Tincion de Gram: Gram (-)
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CEPA: 18 NOMENCLATURA: OBJ 100 X OC 10 X

P6CL19

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didametro (mm): 1.0-3.0
Color: translacida

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5-6 dias
de incubacién

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidales
Largo: 2.5 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Nomenclatura:
P6CL21

Cepa: 19

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 0.9-1.0

Color: semitranslucidas

Forma: regular (redonda)

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5-6 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.5 yum -3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Género: Rhizobium sp.

Macrofotografia
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Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 20 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P6CL22

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didmetro (mm): 1.0-1.2

Color: beige

Forma: regular (redonda)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubacion
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: esferoidales
Largo: 1.5 um-1.9 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Género: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 21 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P1CL23

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0-2.0

Color: semitranslucidas
Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 3 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: esferoidales
Largo: 1.5 um-2.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 22

P6CL24

Nomenclatura:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0

Color: beige

Forma: regular

Borde: liso

Elevacion: elevada
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5-6 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia
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Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 23

P5PB25

Nomenclatura:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.5-2.0

Color: semitranslucidas
Forma: regular

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: Xy Y (pleomorfica)
Largo: 2.0 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia
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Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 24 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P6PB26

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0-2.0

Color: beige

Forma: regular

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: Xy Y (pleomorfica)
Largo: 2.0 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 25

P1PB27

Nomenclatura:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.3-2.0

Color: beige

Forma: irregular

Borde: irregular (dentado)
Elevacion: elevada
Consistencia: seca

Tiempo de aparicion: 5-6 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidales, algunas en Xy Y
Largo: 2.1 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Género: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 26 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P7A30

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didametro (mm): 1.0-3.0

Color: translacida

Forma: regular (redondo)

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5-6 dias de

incubaciéon
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidales
Largo: 2.5 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondmica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia
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Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 27
P7A31

Nomenclatura:

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didametro (mm): 0.5-1.0

Color: amarillo

Forma: irregular

Borde: irregular

Elevacion: elevada
Consistencia: seca

Tiempo de aparicion: 7 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 28 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X
P5A32

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia: Macrofotografia

Diametro (mm): 0.9-1.0

Color: semitranslucidas

Forma: regular (redondo)

Borde: liso

Elevacion: elevada
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 7-9 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.5 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Bradyrhizobium sp.

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 29 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P5A33

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didametro (mm): 1.0-1.2

Color: beige

Forma: regular (redonda)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: esferoidales
Largo: 1.5 um-1.9 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 30 Nomenclatura:

P4A34

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0

Color: amarillo

Forma: regular

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 7-8 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 31 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P4A35

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0-2.0

Color: amarillo

Forma: regular

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 7-8 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:

Geénero: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 32 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P4A36

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didmetro (mm): 0.9 -1.0

Color: beige

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubacion.

Caracteristicas de la bacteria:
Forma: alargada

Largo: 2.0 um-3.0 um

Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Género: Rhizobium

Macrofotografia

Microfotografia

Tincién de Gram: Gram (-)
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Cepa: 33 Nomenclatura:

P5A37

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 2.0

Color: beige

Forma: regular (redonda)

Borde: liso

Elevacion: elevadas convexas
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 3 -5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: elipsoidal
Largo: 2.0 um-2.5 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Género: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 34 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P3A40

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Didametro (mm): 0.5-1.0

Color: amarillo

Forma: irregular

Borde: irregular

Elevacion: elevada
Consistencia: seca

Tiempo de aparicion: 7 dias de

incubaciéon
Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondmica:

Geénero: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)
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Cepa: 35 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X
P3A41

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia: Macrofotografia

Diametro (mm): 3.0

Color: beige

Forma: regular (redondo)

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 4-5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um-3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondmica:

Geénero: Rhizobium sp.

Tincién de Gram: Gram (-).
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Cepa: 36 Nomenclatura: OBJ 100 X OC 10 X

P6CL43a

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 1.0

Color: amarillo

Forma: regular

Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 7-8 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondmica:

Género: Bradyrhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincion de Gram: Gram (-)

109




Cepa: 37 Nomenclatura:

P6CL43b

OBJ 100 X OC 10 X

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracteristicas de la colonia:

Diametro (mm): 0.9-1.0

Color: beige

Forma: regular (redondo)
Borde: liso

Elevacion: elevada convexa
Consistencia: suave

Tiempo de aparicion: 5 dias de

incubaciéon

Caracteristicas de la bacteria:

Forma: alargada
Largo: 2.0 um -3.0 um
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxondémica:

Geénero: Rhizobium sp.

Macrofotografia

Microfotografia

Tincién de Gram (-)
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6.6 PRUEBA DE NODULACION (INOCULACION)

El ndmero promedio de nddulos/raiz en cada planta a partir de la dilucién 10 ™
varié entre 0-26, siendo méas bajo con la inoculacion de las cepas P6CL24 y
P4A35 y mas alta con la cepa P6CL43a. (Tabla 14).

Diecinueve de las cepas ensayadas (51.35%) presentaron nodulacion baja,

quince (40.54%) nodulacion media, mientras que las tres restantes (8.11%)
nodulacion alta (fig. 13). (Tabla 15).

Fig. 13. a) y b). Nodulaciéon producida en plantulas de Cajanus cajan durante
la prueba de inoculacién. c) desarrollo de plantulas bajo condiciones
controladas

Fuente: autores, 2007.
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Tabla 14. Prueba de nodulacion (autenticacion):

Tratamiento/cepa N° nédulos N° promedio N° de nédulos | N° promedio
Dilucién 10™ de Sin dilucion de
Planta | Planta Nodulos Planta | Planta nédulos
1 2 aproximado 1 2 aproximado

P2CL1 12 9 11 15 19 17
P6CL2 13 11 12 20 22 21
P1CL3 10 8 9 29 21 25
P6CL4 4 5 5 15 17 16
P6CL5 8 12 10 19 22 21
P6CL6 12 9 11 14 17 16
P6CL7 2 3 3 5 5 5
P6CL8 8 7 8 12 15 14
P2CL9 22 17 20 25 32 29
P5CL10 6 8 7 12 14 13
P1A12 12 10 11 21 18 20
P7CL14 10 5 8 20 22 21
P3A15 3 4 4 10 12 11
P6CL16 15 19 17 25 22 24
P1A17 20 23 22 30 32 31
P7CL18 15 15 15 21 24 23
P6CL19 15 12 14 20 22 21
P6CL20 6 7 7 15 20 18
P6CL21 14 17 16 25 23 24
P6CL22 12 19 16 26 23 25
P1CL23 10 12 11 22 24 23
P6CL24 0 0 0 0 0 0
P5PB25 7 6 7 13 15 14
P6PB26 4 9 7 10 12 11
P1PB27 20 13 17 22 24 23
P7A30 10 12 11 20 23 22
P7A31 12 15 14 23 23 23
P5A32 21 18 20 30 31 31
P5A33 11 12 12 19 22 21
P4A34 12 16 14 22 25 24
P4A35 0 0 0 0 0 0
P4A36 12 16 14 18 23 21
P5A37 21 20 21 26 28 27
P3A40 10 11 11 20 19 20
P3A41 16 19 18 21 22 22
P6CL43a 29 23 26 32 39 36
P6CL43b 10 8 9 25 27 26
Control (-) 1 0 0 0 0 0 0
Control (-) 2 0 0 0 0 0 0
Control (+) 1 32 36 34 30 36 33
Control (+) 2 33 30 32 35 33 34
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Tabla 15. Tipo de nodulacién en cada tratamiento.

Tratamiento/cepa

Tipo de nodulacion
a partir de dilucion 10-4

P2CL1 N.B
P6CL2 N.B
P1CL3 N.B
P6CL4 N.B
P6CL5 N.B
P6CL6 N.B
P6CL7 N.B
P6CL8 N.B
P2CL9 N.M
P5CL10 N.B
P1A12 N.B
P7CL14 N.B
P3A15 N.B
P6CL16 N.M
P1A17 N.M
P7CL18 N.M
P6CL19 N.M
P6CL20 N.B
P6CL21 N.M
P6CL22 N.M
P1CL23 N.B
P6CL24 N.N
P5PB25 N.B
P6PB26 N.B
P1PB27 N.M
P7A30 N.B
P7A31 N.M
P5A32 N.M
P5A33 N.M
P4A34 N.M
P4A35 N.N
P4A36 N.M
P5A37 N.M
P3A40 N.B
P3A41 N.M
P6CL43a N.A
P6CL43b N.B
Control (-) 1 N.N
Control (-) 2 N.N
Control (+) 1 N.A
Control (+) 2 N.A

N.N: nodulacion nula
N.B: nodulacién baja
N.M: nodulacién media
N.A: nodulacion alta
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6.7 ANALISIS MULTIVARIADO

El analisis de correspondencias multiples desarrollado para determinar como se
integran conjuntamente las caracteristicas fisiol6gicas-bioquimicas y las
caracteristicas morfolégicas de las cepas bacterianas al igual que el tipo de
colonias formadas, indican que para el primer caso se toman de salida cinco (5)
dimensiones que explican el 82% de la variabilidad de las variables de entrada,
mientras que en el segundo caso cuatro (4) que explican el 97% de la variabilidad.

El andlisis de conglomerados (CLUSTER) con el método del vecino mas cercano,
utilizando como entrada los resultados del analisis de correspondencias multiples
para la clasificacion de las cepas con respecto a las caracteristicas fisioldgicas-
bioquimicas de las cepas aisladas, indica la formacion de cinco (5) grupos o
cluster homogéneos (gréfica 1).

Clasificacion de las cepas

Caracteristicas fisioldgicas-bioguimicas
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Gréfica 1. Dendograma A. Analisis de conglomerados cluster para
caracteristicas fisioldgicas-bioquimicas de cepas aisladas.
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El cluster N° 1, esta integrado por nueve (9) cepas que en un 88.88% pertenecen
al género Rhizobium, mientras que en un 11.11% son del género Bradyrhizobium,
con nulo crecimiento en pH: 4.0, 10.0 y en presencia de Co** buen crecimiento en
manitol y produccion de metabolitos acidos; ellas corresponden a P1A17, P1PB27,
P2CL9, P3A15, P3A41, P4A36, P5SA33, P6CL24 Y P7CL18.

El cluster N° 2 esta integrado por cuatro cepas por cuatro (4) cepas que en un
100% pertenecen al género Rhizobium, con nulo crecimiento en pH: 4.0, 4.5, 10.0
y NaCl 1 %, escaso crecimiento en pH: 9.0, nulo crecimiento en temperatura de
37°C y Co*?, produccién de metabolitos &cidos, buen crecimiento en presencia de
manitol, descarboxilacion de la lisina y generadoras de nodulacién baja,
convirtiéendose en el grupo con mayores caracteristicas en comun, con las cepas:
P2CL1, P5CL10, P6CL43B Y P7CL14.

El claster N° 3 esta integrado por seis (6) cepas que en un 66.66 % pertenecen al
género Bradyrhizobium y en un 33.33% al género Rhizobium, con nulo crecimiento
en pH: 4.0, 9.0, 10.0 y NaCl 2%, buen crecimiento en presencia de manitol,
descarboxilacion de la lisina y generacion de nodulacién baja, estando
representado por las cepas: P1A12, P1CL3, P6CL20, P6CL14, P6CL8 y P7A30.

El cluster N° 4 esta integrado por once (11) cepas, que en un 72.72% pertenecen
al género Bradyrhizobium y en un 27.28% al género Rhizobium, con nulo
crecimiento en pH: 4.0 y 10.0, escaso crecimiento en pH: 4.5 y 9.0, nulo
crecimiento en temperatura de 37 °C y buen crecimiento en presencia de manitol,
con las cepas: P1CL23, P3A40, P4A34, P4A35, P5A32, P6CL16, P6CL19,
P6CL21, P6CL43a, P6CL7 y P7A31.

El cluster N° 5 esta integrado por siete (7) cepas que en un 100% pertenecen al
género Rhizobium, con nulo crecimiento en pH: 4.0 y 10.0, escaso crecimiento en
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pH: 5.0 y 9.0, nulo crecimiento en presencia de Co*?, buen crecimiento en
dextrosa y manitol, y produccion de metabolitos acidos, estando representado por
las cepas: P5A37, P5PB25, P6CL2, P6CL22, P6CL5, P6CL6 Y P6PB26.

El andlisis de conglomerados (CLUSTER) con el método del vecino mas cercano,
utilizando como entrada los resultados del analisis de correspondencias multiples
para la clasificacion de las cepas con respecto a las caracteristicas morfologicas,

indica la formacién de cuatro (4) grupos o cluster homogéneos (gréfica 2).

Clasificacion de las cepas

caracteristicas morfologicas
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Gréfica 2. Dendograma B. Analisis de conglomerados cluster para
caracteristicas morfolégicas de cepas aisladas.

El clister N° 1 esta integrado por quince (15) cepas de las cuales el 53.3%
pertenecen al género Rhizobium y el 46.6% restante al género Bradyrhizobium, en
donde la mayoria de las cepas se desarrollan lentamente colonias de color beige,
con forma regular, borde liso, de tipo elevadas convexas, consistencia suave, de

diametro igual a 1.0 mm, mientras que la forma de la bacteria es alargada. Las
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cepas correspondientes son: P1CL3, P3Al15, P3A41, P4A34, P4A35, P4A36,
P5A37, P5CL10, P6CL16, P6CL2, P6CL4, P6CL43a, P6CL43b, P6CL8 y P7CL14.

El cluster N° 2 esta integrado por diez (10) cepas de las cuales el 90%
pertenecen al género Rhizobium y el 10% restante al género Bradyrhizobium, en
donde la mayoria de las cepas se desarrollan rapidamente colonias
semitranslicidas, con forma regular, borde liso, de tipo elevadas convexas,
consistencia suave, de didmetro mayor a 1.0 mm, mientras que la forma de la
bacteria es esferoidal y pleomérfica. Las cepas correspondientes son: P1CL23,
P2CL9, P5A33, P5PB25, P6CL19, P6CL22, P6CL5, P6CL6, P6PB26 y P7CL18.

El cluster N° 3 esta integrado por siete (7) cepas de las cuales el 71.43%
pertenecen al género Rhizobium y el 28.57% restante al género Bradyrhizobium,
en donde la mayoria de las cepas se desarrollan rapidamente colonias
transltcidas, con forma regular, borde liso, de tipo elevadas convexas,
consistencia suave, de didmetro mayor o igual a 1.0 mm, mientras que la forma
de la bacteria es alargada. Las cepas correspondientes son: P1A12, P2CL1,
P5A32, P6CL20, P6CL21, P6CL24 y P7A30.

El cluster N° 4 estd integrado por cuatro (4) cepas de las cuales el 75%
pertenecen al género Rhizobium y el 25% restante al género Bradyrhizobium, en
donde la mayoria de las cepas se desarrollan lentamente colonias de color beige
y amarillo, con forma y borde irregular, de tipo elevadas, consistencia seca, de
diametro variable, mientras que la forma de la bacteria es alargada y elipsoidal; las
cepas correspondientes son: P1PB27, P3A40, P6CL7 y P7A31.

El andlisis de conglomerados (CLUSTER) con el método del vecino mas cercano,
utilizando como entrada los resultados del analisis de correspondencias multiples
para la clasificacion de las cepas combinando las caracteristicas fisiol6gicas-
bioquimicas y las morfolégicas, indica la formacién de cuatro (4) grupos o clister
homogéneos (grafica 3).
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Clasificacion de las cepas
Caracteristicas fisiologicas-bioquimicas y morfoldgicas mezcladas
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Gréfica 3. Dendograma C. Analisis de conglomerados cluster combinando
caracteristicas fisioldgicas-bioquimicas y morfoldgicas de cepas aisladas.
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El cluster N° 1 esta integrado por 14 (catorce) cepas de las cuales el 57.14%
pertenecen al género Rhizobium y el 42.86% restante al género Bradyrhizobium,
en donde es comun encontrar nulo crecimiento de las cepas en pH: 4.0, 10.0,
buen crecimiento en manitol, forma de la colonia regular, borde liso, elevadas

convexas y consistencia suave en la mayoria de los casos.

El cluster N° 2 esta integrado por siete (7) cepas de las cuales el 57.14%
pertenecen al género Rhizobium y el 42.86% restante al género Bradyrhizobium,
en donde es comun encontrar nulo crecimiento de las cepas en pH: 4.0, 10.0,
escaso crecimiento en pH: 5.0, buen crecimiento en dextrosa y manitol, forma de
la colonia regular, borde liso y, consistencia suave en la mayoria de los casos.

El cluster N° 3 esta integrado por trece (13) cepas de las cuales el 92.31%

pertenecen al género Rhizobium y el 7.69% restante al género Bradyrhizobium,
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en donde es comun encontrar nulo crecimiento de las cepas en pH: 4.0, 10.0,
buen crecimiento en manitol, producciéon de metabolitos acidos, forma de la

colonia regular, borde liso y, consistencia suave en la mayoria de los casos.

El cliuster N° 4 estd integrado por tres (3) cepas de las cuales el 100%
pertenecen al género Bradyrhizobium, en donde es comin encontrar nulo
crecimiento de las cepas en pH: 4.0, 10.0, escaso crecimiento en pH: 5.0, 9.0 y
NaCl 2%, buen crecimiento en manitol, produccion de metabolitos alcalinos,
forma de la colonia irregular, borde irregular y, consistencia seca en la mayoria
de los casos.

El andlisis de conglomerados (CLUSTER) con el método del vecino mas cercano,
teniendo como base las caracteristicas cuantitativas, indica la formacién de cuatro

(4) grupos o cluster homogéneos (grafica 4).

clasificacion por caracteristicas cuantitativas
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Gréfica 4. Dendograma D. Analisis de conglomerados claster para
caracteristicas cuantitativas de cepas aisladas.
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El cluster N° 1 esté integrado por veintitrés (23) cepas, de las cuales el 69.56%
corresponde al género Rhizobium, mientras que el 30.44% al género
Bradyrhizobium, que en su mayoria fueron aisladas de las zona N° 2 (Achiote),
didmetro de las colonias <1.0 mm., tiempo de incubacion <5.0 dias; largo de la
bacteria =2 2.5 p y de ancho 1.0 py. Siendo las cepas: P3A12, P1CI23, P1CI3,
P1PB27, P2CL1, P3A40, P3A41, P4A34, P4A36, P5A33, P6CI16, P6CI19, P6CI2,
P6CI20, P6CI21, P6CI22, P6CI43b, P6CI5, P6CI6, P7A30, P7A31, P7CIl14 vy
P7CI18.

El cluster N° 2 estd integrado por seis (6) cepas, de las cuales el 66.66%
pertenecen al género Rhizobium y el 33.33% restante al género Bradyrhizobium,
qgue en su mayoria fueron aisladas de las zona N° 2 (Achiote), diametro de las
colonias >1.0 mm., tiempo de incubacién 5.0 dias; largo de la bacteria 2.5 p y de
ancho 1.0 p; siendo las cepas: P3A15, P5CI10, P5PB25, P6CI4, P6CLS8 y
P6PB25.

El cliuster N° 3 esta integrado por tres (3) cepas, de las cuales el 66.66%
corresponden al género Rhizobium y el 33.33%, que en su mayoria fueron
aisladas de las zona N° 2 (Achiote), diametro de las colonias >1.0 mm., tiempo de
incubacion >5.0 dias; largo de la bacterias >2.0 y y ancho 1.0 p. Siendo las cepas:
P4A35, P6CI24 y P6CI7.

El cluster N° 4 estd integrado por cinco (5) cepas, de las cuales el 60.0%
pertenecen al género Rhizobium y el 40.0% al género Bradyrhizobium, que en su
mayoria fueron aisladas de las zona N° 1 (Calle larga), didmetro de las colonias
1.0 mm., tiempo de incubacién =5.0 dias; largo de la bacterias 2.75 y y ancho de
1.0 p. Siendo las cepas: P1A17, P2CI9 y P5A32, P5A37 y P6Cl43a.
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7. DISCUSION

El analisis fisico — quimico de suelos de las parcelas agricolas seleccionadas para
la obtencidn de las muestras empleadas en esta investigacion, indica que el nivel
de pH oscila entre fuertemente acido a casi neutro; sin embargo la mayor parte de
los suelos presentan niveles de acidez ligera a mediana, lo cual permite el
desarrollo los rizobios, puesto que los suelos demasiado acidos pueden llegar a
ocasionar deficiencias en la nutricion mineral de elementos como Ca, Mg, y K,
tanto para la leguminosa hospedante como en el rizobio (Sherman et al., 1991;
Mayea et al., 1998; Jiménez y Lamo, 1998; Pérez — Galdona y Kahn, 1994). De
acuerdo al centro internacional de informacion sobre cultivos de cobertura (2004)
Cajanus cajan y los rizobios asociados a ella se desarrollan en suelos pobres con
pH 45 — 8.4 (opt. 5.0 — 7.0) y textura arenosa — franco a arcillosa, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos en nuestro analisis de suelo.

La iniciacion de los nédulos en leguminosas es sensible a la acidez algunas horas
luego cuando el encurvamiento se ha completado, asi como el cordon de
infeccion. Los niveles criticos de pH para la nodulacion varian con las especies y
aun dentro de estas, situandose entre pH 3.5 y 5.5, con mayor tolerancia en
especies tropicales (Frioni, 1999).

La gran abundancia de nodulos con coloracidn interna roja se explica por la
presencia de la leghemoglobina, que se encarga de aportar O, a los bacteroides y
controlar los niveles de este elemento, al tiempo que protege a la nitrogenasa de
los altos niveles de O, para evitar la inactivacion de la enzima (Matos, G., E.
Ormefio, y D. Zufiiga, 2001). De igual forma la coloracion interna roja de nodulos
indica una fijacion eficiente de nitrdgeno, caracteristica que se asocia a una

abundancia de cationes divalentes en el suelo (Mayea et al., 1981). En algunos de
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los nédulos analizados se observd una coloracion externa e interna verde oscuro,
esto se debe a una degeneracion de la leghemoglobina, como respuesta al
envejecimiento de los tejidos bacterianos que se traduce en una disminucion
notable de la fijacion de nitrégeno (Grisales et al., 2005).

En las células la constante de equilibrio para la oxigenacion de la leghemoglobina
(0.04. 10® M) asegura que los bacteroides suspendidos en solucién parcialmente
oxigenada de este pigmento, se encuentren en concentraciones de O; libre en el
rango para la 6ptima produccion de ATP y para la fijacion del N2, En los nédulos, la
concentracion de leghemoglobina es del orden de 1mM, o sea 10° veces superior
a la concentracién para su maxima actividad. El efecto tampdn es muy grande,

minimizando el efecto de concentraciones fluctuantes de O, (Frioni, 1999).

El contenido de fésforo de muy alto a alto, encontrado en gran parte de los suelos
analizados indica un buen desarrollo de las plantas; no obstante algunos de ellos
mostraron un porcentaje regular de fésforo y esto se ve reflejado en el contenido
deficiente de Nitrégeno, pues este hecho genera una reduccion en la fijacion de N
por efectos especificos en la iniciacién, crecimiento del nédulo y actividad de la

nitrogenasa (Montes, 1999).

El nidmero de nédulos en las plantas es controlado por mecanismos de
autorregulacion y por factores externos como los nitratos. Al momento de
seleccionar los ndédulos empleados en nuestra investigacion se pudieron
encontrar nédulos de tamafio pequefio o raices poco noduladas, lo cual pudo
deberse basicamente a un exceso de nitratos en los suelos, con % de nitrégeno
medio que esté inhibiendo la nodulacién, por disminucion de deformacion de
pelos capilares, adhesion de bacterias a sus paredes, nimero de cordones de
infeccién y aumento en el numero de abortos de eventos iniciales de la infeccion
(Frioni, 1999). Se considera que los altos niveles de fésforo tienden a incrementar
la absorcién de manganeso, el cual causa un descenso en el niumero de los

nodulos (Sherman et al., 1991; Pérez y Torralba, 1997), lo cual se refleja en
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aquellos suelos que muestran altos contenidos de fosforo, pero con un nimero de
nodulos no tan alto. Sin embargo, en algunos de los suelos el elevado nivel de
fésforo es proporcional al numero de nddulos debido al papel decisivo que juega
éste elemento en el desarrollo y establecimiento del rizobio en la leguminosa.
Coiné (2000) afirma que el numero de nddulos depende de la fertilidad del suelo y
de los elementos como el P, el cual aumenta el peso seco de los nddulos, estimula

su cantidad y porcentaje de fijacion de Nitrégeno.

La morfologia del nédulo depende de la forma y el tamafio del meristema y de la
tendencia hacia la bifurcacion (Vargas, 1969). En nuestro caso se pudo
caracterizar nédulos que en su gran mayoria presentaron forma esférica y

superficie lisa.

La utilizacién del Agar MacConckey como parte de las pruebas bioquimicas
tendientes a diferenciar bacterias fermentadoras de no fermentadoras del azlcar
lactosa, nos permitid descartar de 68 cepas aisladas inicialmente como posibles
rizobios 24 de ellas, ya que estas Ultimas fueron capaces de fermentar este azucar
y producir un cambio en el pH del medio, lo cual se evidencié como consecuencia

del color violeta de las colonias.

La confirmacion de la fermentacion o no del azlcar lactosa en agar Kligler,
permitid realizar una selecciéon de 37 cepas presuntivas de rizobios, ya que estas
no generaron un cambio en el color rojo del medio (caracteristica importante de
éste grupo de bacterias aerobias). En este caso los azlcares son respirados,
degradandose completamente hasta CO, que se elimina y no modifica el pH del
medio, lo cual no ocurrié con aquellas cepas que fueron descartadas ya que
generaron un viraje a color amatrillo en la superficie del tubo inclinado, puesto que
las aminas no son capaces de neutralizar la cantidad de acidos producidos en esta

fermentacion.
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En todo sistema de cultivo en el laboratorio o natural, los factores fisico — quimicos
dirigen el crecimiento microbiano y su actividad; la accion de todas las enzimas
microbianas depende del ion H*, y por lo tanto estan influenciadas por el pH del
suelo y éste a su vez influye en la diversidad de las especies (Bécquer, J., D.
Présvot, y A. Prieto 2000). Las pruebas de tolerancia a factores abidticos con
respecto a niveles de acidez o alcalinidad llevadas a cabo en nuestra
investigacion, indican que ninguna de las cepas de rizobios pudo crecerapH 4.0y
10.0, lo cual concuerda con lo establecido por Fernandez y Novo (1988) quienes
afirman que no es comun encontrar un buen desarrollo de los rizobios en un pH
igual o mayor de 8.0, sin embargo Bécquer, J., D. Présvot, y A. Prieto, (2000)
encontraron crecimiento de cepas rizobiales de C. virginianum y Neonotonia
wightii en pH 10.0, lo cual puede estar vinculado al tipo de suelo y a la planta
hospedante.

La ausencia de crecimiento a niveles bajos de pH puede obedecer al hecho que
en esas condiciones los rizobios se debilitan o pierden su virulencia, disminuye
notablemente su metabolismo y cesa la actividad de la enzima nitrogenasa
(Antipchuck, 1994). Cabe destacar que en este caso se encontré6 escaso
crecimiento de las colonias en un alto porcentaje a niveles de pH 4.5, 5.0y 9.0 en
cuyo ultimo caso existe una cercana similitud con los resultados obtenidos por
Bordeleau Prévost (1994) quienes plantearon que de 17 cepas de Bradyrhizobium
sp evaluadas en su tolerancia a pH 8.5, ninguna presentod crecimiento significativo
en el medio EL — MARC.

Con respecto a niveles extremos de NaCl 2%, se encontré6 escaso o nulo
crecimiento en la mayor parte de las cepas caracterizadas, lo cual coincide con
datos de Elsheikh y Wood (1995), Odee et al (1995) y Mpepereki et al (1997)
guienes no obtuvieron crecimiento en concentraciones mayores de 1% con cepas

de Bradyrhizobium sp.
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Matos et al (2001) encontraron resultados variables con respecto a la respuesta
del crecimiento de rizobios a NaCl (1% y 2%) puesto que en ambos casos se
registraron nulo, escaso y buen crecimiento permitiéndoles dividir al grupo de
bacterias en determinados subgrupos, lo cual concuerda con lo observado en
nuestra investigacion, debido a que la respuesta de crecimiento en NaCl 1% y 2%

fue variable.

La temperatura puede afectar en forma mas estrecha el metabolismo de bacterias
y leguminosas del sistema simbiético (Bordeleau Prévost, 1994). En el caso de los
microorganismos la desnaturalizacion de las enzimas es el factor limitante en las
altas temperaturas, y este varia de acuerdo al género o especie. Bécquer, J., D.
Présvot, y A. Prieto, (2000) no encontraron crecimiento de cepas nativas de
rizobios aislados de leguminosas forrajeras en temperaturas extremas (5 °C y 40
°C) aunque cinco de las cepas crecieron a 37°C esto concuerda con nuestro
resultados, puesto que a 5 y 40 °C no se evidencid crecimiento de las colonias
bacterianas, aunque a 37°C algunas de ellas lograron crecer, y esto puede estar
vinculado con las temperaturas maximas (hasta 42°C) mencionadas por
Alexander (1982) para los rizobios de zona tropicales, pues otros autores indican
que sOlo una temperatura menor a 5 °C inhibe completamente el desarrollo de
rizobios de zonas tropicales, y se plantea un rango de temperatura para el
crecimiento de los mismos entre 25 — 30 °C y 20 — 31 °C, lo cual esta vinculado al
hecho que no poseen endosporas (Matos et al., 2001; Bécquer, J., D. Présvot, y A.
Prieto, 2000).

Nogueira et al., (2007) observaron que en poblaciones nativas de rizobios, todas
ellas lograron soportar una temperatura de 37 °C, en relacion a la temperatura de
trabajo mas elevadas (39 °C), pero no hubo crecimiento a una temperatura de
40°C.

El cobalto tiene un papel esencial en la sintesis microbiana de algunos
compuestos requeridos para la formacién de la leghemoglobina. Matos et al (2001)
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encontraron que de 36 cepas aisladas, nueve fueron resistentes a la presencia de
40 mg/ml de Co*?, de crecimiento lento (5 — 7 dias) y alcalinizaron el medio LMA
(Extracto de Levadura — Manitol — Agar), mientras que las 27 cepas restantes no
crecieron en presencia de este metal pesado, fueron de crecimiento rapido (2-4
dias) y acidificaron el medio LMA. En nuestro caso la mayor parte de las cepas (30

de 37) no lograron crecer.

Martinez — Viera (1986) establece que todas las cepas de rizobios emplean para
su desarrollo compuestos especificos. En presencia de carbohidratos (Dextrosa),
la mayor parte (27 de cepas) presentaron buen crecimiento, sin embargo,
Bécquer, J., D. Présvot, y A. Prieto, (2000) encontré que ninguna de las cepas de
rizobios caracterizadas en su estudio pudo crecer en Dextrosa (10 g/l).

Con respecto a la prueba de lisina, once de las cepas ensayadas generaron un
cambio de color del medio LMA con la adicién de lisina de violeta amarillo. Las
enterobacterias por fermentacién de la glucosa producen acido, el cual hace virar
el indicador a color amarillo; al poseer la bacteria una lisina descarboxilasa, por la
descarboxilacién de la lisina se produce una amina, la cual neutraliza el acido
producido por la fermentacién de la glucosa retornando el medio a su color original

violeta.

De acuerdo a la ultima edicion del manual de Bergey las bacterias de los nddulos
radiculares de las leguminosas o rizobios incluyen dos grupos bien definidos, que
se diferencian por su velocidad relativa de crecimiento y produccién de acidez en
el medio Extracto de Levaura — Manitol — Agar (LMA). El género Rhizobium incluye
a todas las cepas de crecimiento rapido (3-5 dias para observar las primeras
colonias) y productoras de metabolitos acidos; mientras que las cepas del género
Bradyrhizobium son de crecimiento lento (5-7 dias) y producen metabolitos
alcalinos (Matos et al., 2001).
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Segun Thies et al., 1991, los rizobios son capaces de nodular el frijol de palo
(Cajanus cajan), sin embargo, no presentan la misma infectividad y efectividad en
todos los hospederos. Con el aislamiento de las cepas encontradas en nuestra
investigacion se observaron colonias con caracteristicas morfoldgica tipicas de la
familia Rhizobiaceae. La mayoria de los aislamientos (67.57%) presentaron
caracteristicas propias del género Rhizobium, es decir, crecimiento rapido y
produccién de acidez en el medio LMA con adicion del indicador de pH azul de
bromotimol, sélo el 32.43% presentaron las caracteristicas tipicas del género
Bradyrhizobium; cabe resaltar que las placas se incubaron por un periodo maximo
de 12 dias, por lo que hubo tiempo suficiente para el desarrollo de los rizobios de

crecimiento lento.

Los resultados indican una alta diversidad morfoldgica vy fisiolégica de los rizobios
gue nodulan Cajanus cajan en parcelas agricolas del municipio de Sampués -
Departamento de Sucre, pues se presentaron colonias de diametro entre 0.5-2.5
cm., de colores beige, amarillo, blanco, translicidas y semitranslicidas, con forma
redonda y borde elevado convexo en su gran mayoria. Tanto los rizobios
caracterizados como Rhizobium y Bradyrhizobium presentaron formas diversas

como: elipsoidales, alargadas, pleomorficas (X y Y) y esferoidales.

Segun CIAT (1988) el dimorfismo presentado en las cepas de Rhizobium es
caracteristico y muy frecuente en este género, lo cual no es un indicativo de que
sean especies de diferente género. Los rizobios sufren cambios morfoldgicos,
fisiologicos y bioquimicos en las células del nédulo dando lugar a bacterias
pleomérficas, de formas muy irregulares en Y, X o de clave, denominadas
bacteroides, que carecen de flagelos y no se dividen (Frioni, 1999), lo cual explica
las formas X y Y identificadas en nuestro estudio.

Para clasificar taxonémicamente los rizobios durante nuestra investigacion en los
géneros Rhizobium o Bradyrhizobium se tuvo en cuenta criterios de diferentes
autores, como los citados por Matos et al (2001) segun los cuales los miembros
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del género Bradyrhizobium no puede crecer a 2% de NacCl, caracteristica que se
sustenta con lo dicho por Hamdi (1985), quien sitla a los Bradyrhizobium como
los menos tolerantes a la alcalinidad.

Otro criterio tenido en cuenta fue el de Tong y Somasegaran (1994), segun el cual
las cepas del género Bradyrhizobium son tolerantes a la presencia de 40 mg/ml de
Co*?, ya que ninguna de las cepas de Rhizobium ensayadas en sus estudios y en
otras investigaciones afines ha podido crecer en presencia de este metal pesado.

En estudios realizados por Matos et al (2001) sélo las cepas de crecimiento lento
(Bradyrhizobium) toleran la presencia de cobalto en el medio de cultivo, mientras
gue las cepas de crecimiento rapido (Rhizobium) no lo pudieron hacer, lo cual
confirma lo expuesto por los anteriores autores y fue de gran utilidad para

determinar la taxonomia de los rizobios aislados en este caso.

Con respecto a la prueba de inoculacion, autores como Sanchez et al (1996)
establecen que independientemente de la condicion a la que ésta se encuentre
sometida, el nimero de nédulos en la planta se ve afectado por factores como el
periodo de humedad y luminosidad. En nuestra investigacién se pudo comprobar
la identidad de los rizobios aislados como perteneciente a la familia Rhizobiaceae,
ya que en su gran mayoria mostraron la capacidad de producir nédulos en plantas
de Cajanus cajan en condiciones controladas, con una cantidad de nddulos y
morfologia cercana a la identificada en la forma natural del proceso de nodulacién.
Con dos de las cepas ensayadas (P6CL24 y P4A35) no se presentd nodulacion,
lo cual puede deberse a posibles condiciones de estrés; esto concuerda con los
resultados obtenidos por Gonzalez (1996) quien caracterizdé cepas de la familia
Rhizobiaceae aisladas de plantas de Caupi (Vigna unguiculata), en las que realizé
un ensayo de inoculacion sin obtener indicios de nodulacién, posiblemente a
causa de la dificultad de producir las condiciones climaticas Optimas para el
crecimiento de la planta sefialado a nivel de laboratorio.
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CONCLUSIONES

Se realizaron 37 aislamientos positivos de rizobios de parcelas agricolas
establecidas con la especie de leguminosa Cajanus cajan, distribuida en tres
zonas del municipio de Sampués en el Departamento de Sucre, de los cuales 25
de ellos segun las pruebas realizadas podrian ser clasificados taxonGmicamente
dentro del género Rhizobium, es decir un 67.57% del total; mientras que los 12
restantes (32.43%) corresponderian al género Bradyrhizobium. La zona que mayor
namero de aislamientos presento fue la nimero 1 (Calle larga) con veintidés cepas
rizobiales, mientras que la zona numero 3 (Piedras blancas) fue la de menor

presencia de rizobios con tan sélo dos aislamientos.

La caracterizacion morfolégica de nddulos de la leguminosa Cajanus cajan indicé
gue en su gran mayoria estos presentaron una coloracion interna de rojo a rosado,
lo que determina una adecuada asociacion de la planta con bacterias de los
géneros Rhizobium y Bradyrhizobium y, por ende una eficiente fijacién de
nitrogeno en el sitio de estudio. El color externo de los nédulos fue en su gran
mayoria parecido a la raiz vecina (café claro), con superficies lisas y costrosas,
formas esféricas, lobulares, largos y ramificados, con un nimero promedio de 5-
35, siendo mayor en la parcela N° 1 de Calle larga y menor en la parcela N° 6 de
Achiote, distribuidos con mayor frecuencia en las raices laterales.

Existe una alta diversidad morfoldgica, fisiolégica y bioquimica de los rizobios
aislados, evidenciado mediante la evaluacion macroscépica de colonias y
microscoépicas de bacterias con caracteristicas particulares de gran interés para el

desarrollo de practicas agricolas en la region sucrefia.

La prueba de inoculacién permitié comprobar la identidad de la mayor parte de las
cepas aisladas, como bacterias pertenecientes a la familia Rhizobiaceae; sin
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embargo dos de ellas resultaron ser Nod- posiblemente por factores de estrés
vinculados a su manipulacién en el laboratorio, o la dificultad de reproducir las
condiciones naturales del proceso de nodulacion en el lugar donde se mantuvieron

las plantulas de Cajanus cajan.

El andlisis de conglomerados (cluster), con el método del vecino mas cercano
utilizando como entrada los resultados del analisis de correspondencias multiples
para la clasificacion de las cepas con respecto a las caracteristicas fisioldgicas —
bioquimicas indicé la formacién de cinco (5) grupos homogéneos, cuatro (4) para
las caracteristicas fisiolégicas y otros cuatro (4) para las estas tres (3)
caracteristicas mezcladas, lo cual expresa una alta variabilidad entre las cepas
aisladas.
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RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que las cepas aisladas y caracterizadas corresponden a los
géneros Rhizobium y Bradyrhizobium, encontrandose asociados a la leguminosa
Cajanus cajan en parcelas agricolas del municipio de Sampués, se plantean las

siguientes recomendaciones para el desarrollo de futuras investigaciones:

1. Evaluar el uso de nuevas metodologias para aislar y caracterizar rizobios, a

partir de otro tipo de pruebas bioquimicas, fisiolégicas y moleculares.

2. Realizar estudios de bacterias fijadoras de nitrégeno de los géneros Rhizobium
y Bradyrhizobium asociados a la leguminosa Cajanus cajan en otras regiones
del pais, complementando conocimientos adquiridos con investigaciones

moleculares.

3. Desarrollar pruebas de biofertilizacion con los géneros de rizobios asociados a
Cajanus cajan como alternativa para mejorar las condiciones fisico-quimicas

de los suelos, en beneficio de la productividad agricola sucrefia.
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ANEXOS



ANEXO A. MAPA DEL MUNICIPIO DE SAMPUES EN EL DEPARTAMENTO DE
SUCRE.
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ANEXO B. Formato guia para encuestar a propietarios de parcelas agricolas en el

municipio de Sampués, departamento de sucre.

Modificado de Grisales, T., et al., 2003.

A. DATOS DEL LUGAR:

Fecha Muestra N°
Municipio Corregimiento Parcela
Propietario N° de hectarea

B. DESCRIPCION DE LA PAECELA
Topografia: Plana [] Ondulada [] Quebrada [] Erosionada []
Drenaje: Encharcadal[] Inundadal]  Bien drenadal]

Especies de pastos presentes

C. DATOS DE LA LEGUMINOSA CAJANUS CAJAN:

Estado de la leguminosa:

Nombre vulgar conocido:

Distribucién de la leguminosa en la parcela:

Tipo de uso:

Otras leguminosas sembradas:

D. PROBLEMAS SANITARIOS

Insectos / plagas presentes:

Enfermedades comunes de las leguminosas:

Malezas predominantes:

E. PRACTICAS AGRICOLAS
FERTILIZANTES O AGROQUIMICOS UTILIZADOS.

Nombre Dosis Fecha de aplicacion
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ANEXO C. Datos de las parcelas seleccionadas para el estudio.

Nombre N° | Corregimiento Propietario Topografia Drenaje Extensidn
(hectéarea)
San Isidro 1 | Calle Larga Luis Matias Ondulada | Bien drenada 2
Las Manuelas 2 | Calle Larga Manuela Montes Plana Encharcada 1
La Granja 3 | Calle Larga Valeria Polo Mora Plana Bien drenada Yo
El Retiro 4 | Calle Larga Duval Martinez Plana Bien drenada 1
Los Martinez 5 | Calle Larga Eniano Martinez Plana Bien drenada Yo
La Cantaleta 6 | Calle Larga Gabriel Tovar Ondulada | Bien drenada 3
Bocagrande 7 | Calle Larga Gabriel Tovar Ondulada | Encharcada 3
Corozalito etapa 1 | 8| Achiote Bentura Pérez Plana Bien drenada 1
Corozalito etapa 2 | 9 | Achiote Hernan Pérez Plana Bien drenada Y%
Aguilar etapa 2 10 | Achiote Tilso José Bolivar Plana Bien drenada Yo
Aguilar 1 11 | Achiote Patricia Martinez Plana Bien drenada Y
Doiia Librada 12 | Achiote Librada Polo Plana Bien drenada Y
No especifico 13 | Achiote Luz Dary Montes Plana Bien drenada 2
El Palmar 14 | Achiote Custodio Pérez Plana Bien drenada 1
Terrenal 15 | Piedras Blancas | Ana Contreras Plana Bien drenada Y
Benturera etapa 1 | 16 | Piedras Blancas | Luis Luduefas Plana Bien drenada 1
El Solar etapa 1 17 | Piedras Blancas | José Contreras Plana Bien drenada 1
No especifico 18 | Piedras Blancas | Ciro Hernandez Plana Bien drenada 2
El Solar etapa 2 19 | Piedras Blancas | Rafael Contreras Plana Bien drenada 1
No especifico 20 | Piedras Blancas | Julio Guevara Plana Bien drenada Y
Benturera etapa 2 | 21 | Piedras Blancas | Luis Luduefias Plana Bien drenada 1
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ANEXO D. Formato guia para evaluar la morfologia de nédulos presentes en

raices de Cajanus cajan.

Parcela agricola: Muestra N°:
Fecha:

CARACTERISTICAS EXTERNAS:

A. Color:
B. Forma:

clava lobular largo ramificados esféricos
C. Tamafo.

Diametro promedio de los nddulos:

D. Distribucién:

____Raizprincipal __ Raices laterales

E. Tipo de nodulacion.

____Nodulaciébn encorona ___ nodulacion baja _ nodulacién de raiz lateral

F. NGmero:

CARACTERISTICAS INTERNAS

A. Color:

OBSERVACIONES ADICIONALES:
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ANEXO E. Datos de la leguminosa empleada en la investigacion

Parcela | Nombre Uso Otros cultivos Pastos Fertilizantes/
NO vulgar presentes agroquimicos
1 Guandu | Alimentacién humana y de animales | Frijol y habichuela Cocuyo y Ninguno

faragua
2 Guandu | Alimentaciébn humana Yuca y fiame Ninguno Olva y Gramosson
3 Guandu | Alimentacién humana. aji Ninguno Ninguno
4 Guandu | Alimentacién humana. Yuca, fiame, y maiz Ninguno Ninguno
5 Guandu | Alimentacién humana. Yuca, fiame, y frutales | Ninguno Ninguno
6 Guandu | Alimentacién human vy forraje. Yuca, fiame, y frijol. Ninguno Ninguno
7 Guandu | Alimentaciébn humana y forraje. Name, platano y maiz | Ninguno Ninguno
8 Guandu | Alimentacibn humana y de aves Maiz, fiame, y yuca Ninguno Ninguno
9 Guandu | Alimentacién humana. Maiz Ninguno Ninguno
10 Guandu | Alimentacién humana y de animales | Maiz y frutales Ninguno Ninguno
11 Guandu | Alimentacién humana. Yuca, iame y frutales | Ninguno Ninguno
12 Guandu | Alimentacibn humana y de animales | Yuca, fiame y maiz Ninguno Ninguno
13 Guandu | Alimentacién humana y forraje. Name Ninguno Ninguno
14 Guandu | Alimentaciébn humana y forraje. Yuca, fame y frutales | Ninguno Ninguno
15 Guandu | Alimentacibn humana Frijol y platano Ninguno Ninguno
16 Guandu | Alimentacién humana y de animales | Maiz, frutales y yuca, | Ninguno Ninguno
17 Guandu | Alimentacibn humana y de animales | Yuca, fiame y aji Ninguno Ninguno
18 Guandu | Alimentacién humana Platano, frijol y maiz Ninguno Ninguno
19 Guandu | Alimentaciébn humana y de animales | Yuca, fiame y frutales | Ninguno Ninguno
20 Guandu | Alimentacién humana y de animales | Frutales Ninguno Ninguno
21 Guandu | Alimentacién humana y de animales | Frutales, frijol Ninguno Ninguno
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ANEXO F. Datos de la evaluacion morfoldgica de nédulos.

Parcela| N° | Diametro |Distribucion | Forma |Tamafio|  Color Color | superficie
N° | promedio | promedio externo interno
(mm)
3 15-20 | Raiz lateral | Esféricos | 3.0-4.0 | Café oscuro | Rojo- rosado | Liso
23 15-20 | Raiz lateral | Esféricos |3.0-4.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
3 3 20-25 | Raiz lateral | Ramificados | 4.0-5.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Costroso
(raiz vecina) | Algunos
verde
4 25 10-25 | Raiz lateral | Esféricos | 2.0-5.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
5 12 15-25 | Raiz lateral | Esféricos |3.0-5.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
6 21 20-25 |Raiz lateral | Esféricos | 4.0-5.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
1 25 15-25 | Raiz lateral | Ramificados | 3.0-5.0 | Caféclaro | Rojo- rosado | Liso
(raiz vecina)
8 21 15 | Raizlateral | Esféricos | 3.0 Caféclaro | Rojo- rosado | Liso
(raiz vecina)
9 9 15-25 | Raiz lateral | Esféricos |3.0-5.0 | Caféclaro | Rojo- Liso
(raiz vecina) | rosado,
café oscuro
10 17 10-25 | Raiz lateral | Esféricos | 2.0-5.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
11 2 15-25 | Raiz lateral | Esféricos |3.0-50 | Caféclaro | Rojo-rosado | Costroso
(raiz vecina)
12 24 15-25 | Raiz lateral | Esféricos |3.0-5.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
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13 5 05-1 |Raiz Esféricos | 2.0 Café claro | Rosado Liso
principal (raiz vecina)
14 2 15-25 |Raiz lateral | Esféricos |3.0-5.0 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
15 31| 05-0.75 |Raizlateral | Largos 10-15 | Caféclaro | Rojo-rosado | Liso
(raiz vecina)
16 21 | 05-085 |Raiz lateral | Largos 10-17|Caféclaro | Rojo-rosado | Costroso
(raiz vecina)
17 1 05-06 |Raizlateral | Lobular |10 Café claro | Rosado Costroso
(raiz vecina)
18 30 05-06 |Raizlateral | Largos 1.0-12 | Café oscuro | Rojo - rosado | Costroso
19 29 05-06 |Raizlateral | Largos 10-12 | Caféclaro | Rojo-rosado | Costroso
(raiz vecina)
20 15 | 05-0.75 |Raiz lateral | Largos 1.0-15 | Café oscuro | Rojo - rosado | Liso
2 25 05-06 |Raizlateral | Largos 10-12 | Caféclaro | Rojo-rosado | Costroso
(raiz vecina)
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ANEXO G. Formato guia para la determinacion taxonémica de géneros Rhizobium
y/o Bradyrhizobium
Tomado de Pérez A., 2003

Parcela agricola Ne: Zona Ne: Corregimiento:
Cepa:

OBSERVACIONES MACROSCOPICAS

A. Forma de La colonia
] Redonda [—] Irregular

B. Didmetros de La colonia (mm)

C. Color de la colonia:

D. Consistencia de la colonia:
1 Mucilaginosa [_] Suave [ ] Gomosa [_] Seca

E. Borde:
[ 1 Liso 1 Irregular

F. Elevacion de La colonia:
[ 1 Elevada [_Iplana [_IConvexa [_IPulvinada

G. Reacciodn con azul de Bromotimol
LI Amarilo [ Azul

H. Tiempo de aparicion de la colonia:

OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

A. Tamafo de la bacteria:
Ancho (p): Largo (p):

B. Forma de la bacteria:
] Celulas esferoidales [—] Células alargadas
] Células elipsoidales [ ] Células irregulares
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ANEXO H. Andlisis fisico — quimico de los suelos de las parcelas agricolas en
estudio del municipio de Sampués por zonas.

ZONA 1. Calle larga

PARCELA DETERMINACION VALOR INTERPRETACION
pH (Agua 1:1 p/v) 6.45 Ligeramente &cido
% Materia organica 2.67 C
1 % Nitrogeno total 0.1335 Medio
Fosforo (ppm). Bray Il 46.92 B
Potasio (meq/100 g suelo) 1.04 A
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar Franco arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v) 6.40 Ligeramente &cido
% Materia organica 2.87 C

2 % Nitrogeno total 0.1435 Medio
Fosforo (ppm). Bray Il 49.19 B
Potasio (meq/100 g suelo) 2.24 C
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar Franco arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v) 6.08 Medianamente &cido
% Materia organica 1.60 D
3 % Nitrégeno total 0.080 Bajo
Fosforo (ppm). Bray Il 30.52 B
Potasio (meq/100 g suelo) 0.7 B
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar Franco arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v) 5.66 Medianamente &cido
% Materia organica 1.74 D
4 % Nitrogeno total 0.087 Bajo
Fosforo (ppm). Bray Il 5.49 C
Potasio (meq/100 g suelo) 0.52 B
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar Franco arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v) 5.95 Medianamente &cido
% Materia organica 1.83 D

5 % Nitrégeno total 0.0915 Bajo
Fosforo (ppm). Bray Il 32.80 B
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Potasio (meq/100 g suelo) 0.50

Textura (M. Bouyoucos) F. Ar

pH (Agua 1:1 p/v) 5.49
% Materia organica 2.16
% Nitrogeno total 0.108
Fosforo (ppm). Bray Il 20.50

Potasio (meq/100 g suelo) 0.27
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar

pH (Agua 1:1 p/v) 6.60
% Materia organica 1.30
% Nitrogeno total 0.0652
Fosforo (ppm). Bray Il 16.40

Potasio (meq/100 g suelo) 0.88
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar

ZONA 2. Achiote

pH (Agua 1:1 p/v) 6.66
% Materia organica 1.66
% Nitrogeno total 0.083
Fosforo (ppm). Bray Il 22.32
Potasio (meq/100 g suelo) 0.68
Textura (M. Bouyoucos) F.

pH (Agua 1:1 p/v) 6.14
% Materia organica 1.97
% Nitrogeno total 0.0985
Fosforo (ppm). Bray Il 31.43

Potasio (meq/100 g suelo) 0.68
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar

pH (Agua 1:1 p/v) 7.03
% Materia organica 1.86
% Nitrogeno total 0.093
Fosforo (ppm). Bray Il 22.32
Potasio (meq/100 g suelo) 0.60
Textura (M. Bouyoucos) F.Ar
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B
Franco arcilloso

Fuertemente acido
C
Medio
C
C
Franco arcilloso

Muy ligeramente &cido
D
Bajo
C
C
Franco arcilloso

Muy ligeramente &cido
D
Bajo
C
B
Franco

Medianamente acido
D
Bajo
B
B
Franco arcilloso

Casi neutro
D
Bajo
C
E
Franco Arcilloso



pH (Agua 1:1 p/v) 6.67
% Materia organica 1.83
% Nitrogeno total 0.0915
Fosforo (ppm). Bray Il 121.62

Potasio (meq/100 g suelo) 3.55

Textura (M. Bouyoucos) AF
pH (Agua 1:1 p/v) 6.25
% Materia organica 2.25
% Nitrogeno total 0.1125
Fosforo (ppm). Bray Il 25.05
Potasio (meq/100 g suelo) 1.23
Textura (M. Bouyoucos) F.Ar
pH (Agua 1:1 p/v) 6.08
% Materia organica 1.77
% Nitrogeno total 0.0885
Fosforo (ppm). Bray Il 20.50

Potasio (meq/100 g suelo) 1.04
Textura (M. Bouyoucos) F. Ar

pH (Agua 1:1 p/v) 6.27
% Materia organica 1.74
% Nitrogeno total 0.087
Fosforo (ppm). Bray Il 19.13

Potasio (meqg/100 g suelo)  0.73
Textura (M. Bouyoucos) F.ArA

ZONA 3. Piedras Blancas

pH (Agua 1:1 p/v) 6.31

% Materia organica 1.74
% Nitrogeno total 0.085
Fosforo (ppm). Bray Il 18.68
Potasio (meq/100 g suelo) 0.73
Textura (M. Bouyoucos) F.Ar

pH (Agua 1:1 p/v) 6.29
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Muy Ligeramente &cido
D
Bajo
C
M.E
Arenoso Franco

Ligeramente acido
C
C
C
E
Franco Arcilloso

Medianamente 4cido
D
D
C
A
Franco Arcilloso

Ligeramente &cido
D
B
C
A
Franco Arcilloso Arenoso

Ligeramente Acido

D

C
A
Franco Arcilloso

Ligeramente Acido



% Materia orgénica

2 % Nitrégeno total
Fosforo (ppm). Bray Il
Potasio (meq/100 g suelo)
Textura (M. Bouyoucos)

1.69 D
0.0845
79.26 A
0.68 B
Ar Arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v)
% Materia orgénica

3 % Nitrdgeno total
Fosforo (ppm). Bray Il
Potasio (meqg/100 g suelo)
Textura (M. Bouyoucos)

pH (Agua 1:1 p/v)
% Materia orgénica

4 % Nitrégeno total
Fosforo (ppm). Bray Il
Potasio (meq/100 g suelo)
Textura (M. Bouyoucos)

6.56 Ligeramente Acido
1.69 D
0.0845
51.93 A
0.93 A
Ar ArcillosopH (Agua 1:1 p/v)
6.29 Ligeramente Acido
2.11 C
0.1055
22.78 C
1.83 E
F.Ar Franco Arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v)
% Materia orgénica

5 % Nitrégeno total
Fosforo (ppm). Bray Il
Potasio (meq/100 g suelo)
Textura (M. Bouyoucos)

6.00 Medianamente Acido
2.02 C
0.101
20.04 C
1.18 A
Ar Arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v)
% Materia orgénica

6 % Nitrégeno total
Fosforo (ppm). Bray Il
Potasio (meq/100 g suelo)
Textura (M. Bouyoucos)

6.37 Ligeramente Acido
2.11 C
0.1055
26.42 C
0.87 A
Ar Arcilloso

pH (Agua 1:1 p/v)
% Materia orgénica

7 % Nitrégeno total
Fosforo (ppm). Bray Il
Potasio (meq/100 g suelo)
Textura (M. Bouyoucos)
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6.05 Medianamente Acido
1.97 D
0.0985
44.64 B
0.89 A
F.Ar Franco Arcilloso



ANEXO I. Protocolo de preparacion del medio de aislamiento para rizobios
EL-MARC

1. Se pesan por separado 10.0 gr de manitol; extracto de levadura 4.0 gr; KoPHO,4
0.5 gr; MgS0O4 0.2 gr; NaCl 0.1 gr; agar 15 gr; rojo Congo 81 gr/400 ml de agua
destilada en cantidad de 10 ml para un litro de medio,

2. Se mezclan todos los reactivos y el pH es ajustado a 6.8.

3. Finalmente se somete a calentamiento por espacio de 3-4 minutos.
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