Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. Vol. 38 (1), 78-104, 2009 www.farmacia.unal.edn.co

Articulo de investigacién

Caracterizacion de cepas de Rbizobium
y Bradyrhizobium (con habilidad de
nodulacién) seleccionados de los cultivos
de frijol caupi (Vigna unguiculata) como
potenciales bioindculos

Bernarda Cuadrado*, Guillermo Rubio, Winston Santos

Grupo de Investigacion en Microbiologia y Sistemas Simbidticos, Departamento de Farmacia,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Cartagena.

* Correo electrénico: bernardac@yahoo.com
Recibido para evaluacién: febrero 27 de 2009.

Aceptado para publicacién: mayo 18 de 2009.
RESUMEN

Los suelos de Latinoamérica son 4cidos y deficientes en nitrégeno; por esta razén es
necesario explorar nuevas alternativas con el fin de modular el desarrollo de plantas,
especialmente las leguminosas. El uso del potencial de las bacterias para inducir
nodulacién y fijar el nitrégeno en las plantas leguminosas se ha estudiado como una
opcién con potencial impacto. En este estudio se analizé la diversidad de cepas de
rhizobios aislados del frijol Vigna unguiculata (frijol caupt) cultivado en el norte del
departamento de Bolivar (Colombia). Se identificaron aislados capaces de crecer
mejor en ambientes hostiles (los cuales tienen un uso potencial como bioinocu-

lantes). Se describe ademds un acercamiento a la taxonomia de estas bioespecies.

Se caracterizaron 52 cepas de rizobios (basados en sus caracteristicas morfoldgicas,
requerimientos de cultivo, metabdlicas, resistencia a metales y antibidticos y de auten-
ticacién). De acuerdo con sus propiedades de crecimiento, el 63,5% fueron de cepas
de lento, mientras que el 36,5%, de rdpido crecimiento. Prevalecieron las de lento
crecimiento con un 63,5% del total sobre un 36,5% de rapido crecimiento. Los
aislados fueron caracterizados de acuerdo con sus patrones de asimilacién de carbo-
hidratos, y se encontraron microorganismos de los géneros Rhizobium, Bradyrhizo-

bium y Mesorhizobium (12 cepas identificadas como potenciales bioinoculantes).

Palabras clave: Rhizobium, Bradyrhizobium, Vigna unguiculata, biodiversidad, bioi-
néculos.
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SUMMARY

Characterization of Rbizobium and Bradyrhizobiu s strains (with
ability of nodulation) selected from bean (Vigna unguiculata)
cultures as a potentials bioinoculants

Latin America’s soils are acidic and nitrogen-deficient, for this reason is neces-
sary to explore new alternatives in order to modulate in the development of plants,
specially the leguminous plants. The use of bacteria’s potential to induce nodula-
tion and to fix nitrogen in leguminous plants has been studied as an option with
potential impact. In our study, we analyzed the diversity of rhizobial isolated of the
bean Vigna unguiculata (beans cowpea) cultured in the north of Bolivar department
(Colombia). We identified strains able of growing in hostile environment (which
have a potential use like bioinoculants). Additionally, we described an approach to

taxonomy of these biospecies.

We reached the characterization of 52 rhizobial strains (based on their morphologic,
requires of culture, metabolic, resistance to metals and antibiotics and authentica-
tion characteristics). According with their growing properties, 63.5 % were slow
growth strains while the 36.5 % were of rapid growth. The isolates were characte-
rized according to their assimilation carbohydrate ’s pattern, finding microorganism
as Rhizobinm, Bradyrhizobium and Mesorhizobium (12 of which were identified as

potential bioinoculants).

Key words: Rhizobium, Bradyrhizobium, Vigna unguiculata, biodiversity, bioinocu-

lants.

INTRODUCCION

El nitrégeno se encuentra en la naturaleza fundamentalmente como gas (79% de la
atmdsfera), pero a pesar de su gran abundancia, de poco les sirve a las plantas y animales
mientras permanezca en la atmosfera, ya que son incapaces de fijarlo y aprovecharlo;
por fortuna, existen microorganismos que si son capaces de fijar ese nitrégeno atmosfé-
rico y transformarlo en compuestos ficilmente asimilables (1).

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 gaseoso se reduce a amonio. Se estima que
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este proceso contribuye entre el 60-80% de la fijacién bioldgica de nitrégeno, o FBN,
y esta simbiosis aporta una parte considerable del nitrégeno combinado en la tierra 'y
permite a las plantas leguminosas crecer sin fertilizantes nitrogenados y sin empobrecer
los suelos.

El uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados en agricultura ha ocasionando gra-
ves problemas de contaminacién. No todo el fertilizante que se aplica es aprovechado
por la planta, sino que una cuantia importante acaba en lagos y lagunas. La FBN es la
opcidn natural de fertilizacién quimica.

Es marcado el interés que estas bacterias representan para la agricultura, que se emplean
como inoculantes (biofertilizantes). Ejemplo de ello es el Rbhizobium, que fue la pri-
mera bacteria producida a gran escala y se ha afiadido como inoculante durante 105
afos a diversos cultivos agricolas, con éxito en muchos casos.

La carencia de equipos y tecnologias adecuadas para caracterizar y clasificar a los rizo-
bios limitaron enormemente a los cientificos en épocas pasadas; no obstante, parte de
la informacién que se tiene acerca del fenotipo y genotipo de los rizobios descansa en
los resultados de las investigaciones llevadas a cabo hace mas de 60 anos (2).

En la actualidad, la taxonomia de los rizobios se basa en un enfoque polifésico que
incluye caracterizacién de la morfologia, bioquimica, fisiologfa, genética y filogenia,
entre otros aspectos, y no se pueden adelantar estudios de tipo genético si no se han
identificado sus propiedades fenotipicas (3). Se estima que los rizobios no conocidos
en el mundo representan un recurso bioldgico porque las leguminosas son uno de los
grupos de plantas mas grande y diverso y se encuentran distribuidas en distintos eco-
sistemas (4).

En ladescripcion del fenotipo de estas bacterias se reportan caracteristicas morfoldgicas
y de colonias, bioquimicas, fisioldgicas, patrones de utilizacién de fuentes de carbono y
nitrégeno y resistencia a antibidticos, entre otras. Estos datos se evaltian normalmente
por un andlisis de agrupamiento, la taxonomia numérica, lo cual puede ofrecer una
vision detallada de la variacion de las bacterias dentro de una especie o entre diferentes
especies y reconocer rasgos caracteristicos de cada especie (53).

Algunos rizobios tienen un rango mds amplio de plantas huéspedes que otras y hay
muchos problemas con este acercamiento, incluso el hecho de que existen cerca de
18.000 especies de legumbres e incontables tipos de rizobios. La “especificidad del anfi-
trion” de las bacterias y plantas practicamente ha desaparecido, y un ejemplo es el caso
particular de los rizobios aislados de Vigna (V.) unguiculata, en que la mayoria es capaz
de nodular a todas las legumbres (6).
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Son varias las especies de leguminosas comestibles que se siembran en Colombia; el
drea que ocupan se concentra principalmente en la Regién Andina y valles interandi-
nos. Colombia es el primer pais productor de frijol en la Zona Andina, con alrededor
de 130.000 hectéreas sembradas en 2007 y donde el primer lugar lo ocupa el frijol
comun (Phaseolus vulgaris), con 133.720 hectdreas, mientras que en la Regién Caribe,
la importancia la tiene el frijol caupi (Vigna sp), con 4.600 hectdreas (7,8). Entre tanto,
en el pais se tiene que importar frijol, pues la demanda es més alta que la oferta, por lo
que se estd incentivando la siembra de esa leguminosa (9).

Los suelos de Latinoamérica se caracterizan por ser deficientes en nitrogeno y tener, en
términos generales, niveles bajos de fésforo y un pH 4cido, lo cual, ademas de ser facto-
res limitantes de la productividad de las plantas, afectarian el desarrollo de la simbiosis
leguminosa-Rhbizobium (10). En vista de esto, los cientificos vislumbran la solucién en
el mejoramiento genotipico de las plantas y el fomento de microorganismos que favo-
rezcan la eficiente utilizacién de nitrégeno y otros nutrientes.

En 1987, Rodriguez y Cerrato aislaron 120 cepas de Rbizobium (R.) phaseoli en los
estados de México, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla. Estas se caracterizaron por su morfo-
logia macro- y microscopica, ademds de sus propiedades bioquimicas. Los resultados
que obtuvieron permitieron agrupar varias cepas con propiedades fisioldgicas que se
pusieron de manifiesto en invernadero y en campo (11).

En el verano de 1996, Gonzalez caracterizé y calculé mediante dendograma los indi-
ces de similitud entre diferentes cepas de la familia Rbhizobiaceae aisladas de plantas de
caupi (¥ unguiculata) en el departamento de Cérdoba (Colombia). También caracte-
riz la cepa CIAT 4645, utilizada como control positivo del procedimiento. La perte-
nencia de las cepas a la familia Rhizobiaceae se comprobé amplificando por medio de
la técnica de Reaccidn de la Polimerasa (PCR) un fragmento del gen nif-H; se encontré
que de las 11 cepas aisladas analizadas, ocho de ellas y la cepa CIAT 4645 amplificaron
un fragmento de 789 pb correspondientes al gen nif-H, lo cual comprueba la alta varia-
bilidad existente dentro de las cepas aisladas de plantas de caupi de un mismo cultivo y
confirma la “promiscuidad” de V. unguiculata, pues se observa que una misma planta se
encuentra inoculada por cepas diferentes en nédulos distintos (12).

En 2000, Dioufy colaboradores obtuvieron 58 nuevas cepas aisladas de nédulos de rai-
ces de frijol comun cultivado en suelos originarios de diferentes dreas agroecolégicas en
Senegal y Gambia (este de Africa). Se usé un acercamiento polifisico que inclufa téc-
nicas genotipicas y fenotipicas para estudiar la diversidad de los diferentes Rbhizobium
aislados y determinar su relacién taxondmica con especies de referencia (13).
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En 2002, Martinez y Garcia aislaron 28 cepas rizobianas nodulantes del frijol caupi en
suelos del departamento de Bolivar, en una relacion de 1:3 entre la presencia de cepas
de crecimiento rdpido frente a las de crecimiento lento (14); Daguer y Gonzélez en
2003 encontraron una relacidén de 1: 9 entre los aislamientos, y Rubio y Santos, 1: 7
(15), lo que habla de la gran diversidad existente segun el lugar de muestreo.

Por otro lado, diversos factores pueden afectar la simbiosis impidiendo la aparicion de
nédulos y como consecuencia de ello la leguminosa puede morir, salvo que el suelo sea
muy rico en derivados nitrogenados. Dentro de estos se encuentran: 1) factores quimi-
cos: concentracién de cloruro de sodio, metales, temperatura, pH, niveles toxicos de
aluminio o manganeso y bajos niveles de calcio, magnesio, potasio y molibdeno (16);
2) factores fisicos: la erosién, presencia de malezas, compactacién, hidromorfismo,
entre otros (17)y 3) factores bioldgicos: presencia de virus y bacterias que inhiben la
nodulacién, una de ellas el Bdellovibrio (18).

La busqueda de nuevas alternativas que ayuden a disminuir los costos de la produccién
agricola, cuidar el ambiente y por ende lograr un desarrollo sostenible obliga a estudiar
la posibilidad de utilizar el potencial que tienen las bacterias que nodulan en las raices
de las leguminosas y en especial de las que se consideran no especializadas o promis-
cuas, de suerte que puedan utilizarse para inducir nodulacién y fijar nitrégeno en otras
leguminosas que pueden ser de mayor efectividad que el vigna y que se cultiven en las
mismas regiones. El seleccionar cepas autéctonas con alta capacidad de competencia en
lugar de introducir cepas que aunque competitivas provienen de nédulos o suelos aje-
nos al sitio en cuestion y que por la determinante influencia que tiene la poblacion de
Rhizobium autdctono, el cual compite con las cepas introducidas y da lugar a un menor
rendimiento (19, 20), indica que puede ser ventajoso a la hora de pensar en utilizar los
rizobios aislados y propios como biofertilizantes. Esto constituiria una posible alterna-
tiva para el enriquecimiento de los suelos con vocacién agricola.

Por tanto, ¢l objetivo de este estudio es analizar la diversidad de las cepas de rizobios
aisladas del frijol ¥ unguiculata (frijol caupt), cultivado en el norte del departamento
de Bolivar, tomando como base sus caracteristicas morfoldgicas, de cultivo, metabd-
licas, resistencia a metales y antibidticos y de autenticacién de cada microorganismo,
como un paso previo a la identificacién genotipica y de genes inductores de nodula-
cién, e identificar cuales de los aislados son capaces de crecer mejor en ambientes hos-
tiles, hacer un acercamiento a la taxonomia y por ende concluir cudles tienen potencial
uso como bioindculos.
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METODOLOGIA

Material vegetal

Se recolectaron de forma aleatoria y representativa las raices de 57 plantas de frijol 77
unguiculata, en cultivos situados en los municipios de Santa Rosa, Villanueva, Maria
la Bajay Turbana, en el departamento de Bolivar (Figura 1). La seleccidn de los sitios
de muestreo se realizd con ayuda de funcionarios de la Unidad Municipal de Asis-
tencia Técnica Agropecuaria (UMATA) de los municipios seleccionados. Se identific6
la especie hospedante (se recolectaron hojas, flores y semillas para la posterior iden-
tificacion de la planta) con colaboracion de agrénomos de Instituto Agropecuario
Colombiano (1ca).
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Figura 1. Mapa del departamento de Bolivar. En el recuadro estén los cuatro lugares de recoleccion
de las 57 muestras de raices de frijol Vigna unguiculata: Santa Rosa (18), Villanueva (19), Maria la
Baja (10) y Turbana (10), de donde se aislé un total de 52 cepas de rhizobios distribuidas asi: 20 de
Santa Rosa (39%), 15 de Villanueva (28%), 5 de Marfa la Baja (10%) y 12 de Turbana (23%).
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Toma de muestras

Con una espdtula se describié una circunferencia en el terreno alrededor de la planta
con un radio de 15 cm aproximadamente y se cavé en el contorno definido con una
profundidad de 20 c¢m, levantando el bloque y removiendo la tierra de las raices. De
las raices de cada planta se seleccionaron de 5 a 10 nédulos de buen aspecto y se elimi-
naron raicillas secundarias. Si la planta tenia semillas, éstas se recogian y almacenaban
para utilizarse posteriormente en el proceso de autenticacion.

La raiz seleccionada y despojada de raicillas secundarias se colocé en tubos con cloruro
de calcio anhidro y se refrigerd hasta llegar al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Cartagena, donde se procesa-
rony se codificaron seguin las iniciales del sitio de recoleccién y el nimero de la muestra.

Procesamiento de los n6dulos

Para el procesamiento de las muestras se tuvieron en cuenta las técnicas descritas por el
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) (22) y Somesagaran (23).

Tras ser lavados, a los nddulos, se les verific6 mediante un estudio macroscépico la acti-
vidad de la nitrogenasa, identificada como positiva al observar una coloracién rojiza en
su interior, que indica la produccion de leghemoglobina (22).

Luego se procedid a realizar las pruebas de pureza a fin de descartar la presencia de con-
taminantes; la caracterizacién de las cepas y la autenticacion para confirmar la induc-
cién de nodulacién y produccion de nitrogenasa.

Los nédulos se maceraron y el producto obtenido se sembré en cajas petri con agar
extracto de levadura-manitol o LMA con indicador rojo congo (LmMA-RC) (levadura-
manitol-agar: extracto de levadura: 1,5 g/L; manitol: 10,0 g/L; MgSO,: 0,20 g/L;
K, HPO,: 0,50 g/L; NaCl: 0,20 g/L; FeClS: 1,00 mL/L; agar: 15,0 g/L). El rojo congo
se afiadi6 a razén de 10,0 mL/L de medio (pH 7).

Posteriormente se incubaron a 28 °C durante 10 dias, con observaciones diarias, des-
cartando las cajas contaminadas y replicando las colonias tipicas de rizobios en agar
LMA-RC, hasta obtener cultivos uniformes y libres de impurezas. Las cepas aisladas se
sometieron a las siguientes pruebas de pureza para descartar la presencia de posibles
contaminantes (21):

o Coloracién de Gram: las colonias seleccionadas debian estar formadas por bacte-
rias Gram negativas y de tipo bacilar.

e Caracteristicas de crecimiento en el agar peptona-glucosa o PGA: se sembraron

los cultivos en medio PGA (peptona: 10,0 g/L, glucosa: 5,0 g/L, agar: 15,0 g/L,
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purpura de bromocresol 1,0% en etanol: 10,0 mL/L, pH: 6,7) y se incubaron a
28 °C por cinco dias. El crecimiento acompafiado con un cambio de pH indicaba
la presencia de un contaminante, porque los rizobios no crecen en este medio.

. Produccién de 3-ketolactosa en el agar levadura-lactosa o LLA (21): se sembraron
los cultivos en medio LLA y se incubaron a 28 °C hasta lograr un buen creci-
miento de las colonias. Luego se cubrieron las cajas con 15 mL de reactivo de
Benedict por 10 minutos. La formacién de un color amarillo después de este
lapso indicaba presencia de Agrobacterium sp, un contaminante frecuente capaz
de inducir la nodulacién pero no de fijar el nitrégeno.

e Variaciéon de pH en caldo extracto de levadura-manitol o LM: las cepas se sembra-
ron en caldo LM por 15 dias, al cabo de lo cual se midié el pH teniendo presente
que un pH menor de 5,5 0 mayor de 8 indicaba la presencia de microorganismos
contaminantes.

Las cepas que pasaron las tres pruebas fueron posteriormente caracterizadas fenotipica-
mente y empleadas al mismo tiempo en el ensayo de autenticacion.

Para la caracterizacion se sembraron en LMA-RC o el mismo medio pero modificado
segun el aspecto que se iba a evaluar. Las placas se incubaron a 28 °C por 15 dias
maximo y las colonias se clasificaron de acuerdo con su apariencia (forma, color, tex-
tura y tamafio), segun las categorias sugeridas por Somasegaran (23).

Dentro de los pardmetros evaluados estuvieron:

e Lavelocidad de crecimiento en medio LMA-RC (tiempo maximo de incubacidn:
15 dias).
. La produccién de acidez (o alcalinidad) en medio LMA con indicador azul de

bromotimol o ABT.
e Latoleranciaa cloruro de sodio al 1,2y 3%.

. Crecimiento a diferentes valores de pH: 4,0, 5,0 (con HCI IN), 7,0 y 9,0 (con
NaOH 0,5N).

e Elcrecimiento bacteriano a diferentes temperaturas: 10, 36 y 40 °C.
. La resistencia al Zn*z,AP*y Co*?al 0,4%.

. Asimilacién de diversas fuentes de carbono al 1%: maltosa, ramnosa, xilosa,
galactosa, manosa, rafinosa, lactosa, fructosa, sucrosa, arabinosa, glucosa, sorbi-
tol, sorbosa y dextrina.

85



Cuadrado ez 4l.

e Resistencia intrinseca a antibidticos: sulfato de amikacina (3 ppm y 10 ppm),
ciprofloxacina, ceftriazona, clindamicina, ampicilina, gentamicinay cloranfenicol.

Durante todos los ensayos, tanto de caracterizacion morfoldgica, fisioldgica, bioqui-
mica, de resistencia y de autenticacién, se emplearon cinco cepas de referencia, tres
de Bradyrhizobium, la C1AT 79, Bradyrhizobium 5625, Bradyrhizobium 5626y dos de
Rhizobium,la R. tropici 4654y R. leguminusarum 9116.

Para el proceso de autenticacion se eligieron al azar diez de las cepas purificadas que
fueron sembradas por triplicado en tubos con medio LMA inclinado e incubadas a 28
°C hasta crecimiento. Al mismo tiempo, a semillas de frijol caupi recién cosechadas en
los cuatro municipios del estudio se les someti6 a un procedimiento de desinfeccion
con etanol e hipoclorito de sodio, se trasladaron a cajas de petri con agar en agua al
0,75% hasta su germinacién y de ahi a las jarras de Leonard con solucién nutritiva de
Sandman (22), en una cdmara de fotoperiodo de 12 horas y a una temperatura de 25-30
°C. Al cabo de una semana se descartaron las plantas con crecimiento deficiente.

Las plantas se regaron con solucién de Sandman (1:4) cada tres dfas, durante los cuales
se hicieron observaciones para identificar la aparicién de nédulos. Cinco semanas des-
pués del trasplante a las jarras se finalizé el ensayo y se registraron los resultados obte-
nidos acerca de cudles de las cepas probadas fueron capaces de inducir nodulaciones; se
anotd el color interior de los nédulos. Cada cepa se evalué por triplicado.

Las cepas rizobianas ya caracterizadas y autenticadas se conservaron de acuerdo con el
método de conservacién en fragmentos en porcelana (22).

Analisis estadistico de los resultados

Los resultados se analizaron utilizando el soffware Stat Graphics Plus 5.1 bajo Win-
dows, usando todas las caracteristicas fenotipicas ¢ incluyendo como variable princi-
pal la velocidad de crecimiento, que permite realizar una clasificacion jerarquica. El
método empleado fue el del “Vecino mis Cercano”. Se asigné a cada una de las pruebas
realizadas el nimero 0 en caso de que la respuesta fuera negativa (ausencia de crecimiento)
y el nimero 1 cuando la respuesta fuese positiva (crecimiento normal). También se
hicieron gréficas para el estudio de los porcentajes y tablas de distribucién de frecuen-
cias. Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas se compararon con las bases de
datos existentes y se hizo una aproximacién a la clasificacién taxondmica de género,
y teniendo en cuenta la resistencia, se identificaron aquellas cepas con potencial uso
como biofertilizantes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 57 muestras recolectadas en los municipios de Villanueva, Santa Rosa,
Turbana y Maria la Baja, se obtuvieron 77 nédulos de los cuales se aislaron 166 cepas
bacterianas, que fueron sometidas a las pruebas de pureza. De esta suerte se logré un
total de 52 cepas distribuidas de la siguiente forma: 15 de Villanueva (28%), 5 de Maria
la Baja (10%), 12 de Turbana (23%) y 20 de Santa Rosa (39%).

El mayor porcentaje (39%) se encontrd en el municipio de Santa Rosa, seguido por
Villanueva (28%). Esta frecuencia podria deberse a mayor actividad de siembra de legu-
minosas, mas exactamente de frijol caupi comparado con los otros municipios objeto
de muestreo y posiblemente por la ausencia de iones de A**y Co*?(dato no mostrado),
metales perjudiciales para el normal crecimiento de las plantas (23).

Caracterizacién morfoldgica, fisiolégica y bioquimica de las cepas rizobianas

Las cepas estudiadas presentaron caracteristicas diversas en cuanto a tiempo de creci-
miento, tamano de las colonias, forma, textura y color, teniendo como pardmetro las
categorias de Somasegaran, al igual que la reaccién en agar LMA-ABT (Tabla 1).

Con base en estos pardmetros, de las 52 cepas, 19 (37%) fueron de crecimiento répido
(2 a5 dias), las cuales acidificaron el medio LM y produjeron colonias gomosas, muy
suaves y acuosas, grandes, de 4 a 5 mm, translucidas. Las 33 cepas restantes (63%) fue-
ron rizobios de crecimiento lento (5-7 dfas), productores de alcalinidad en medio LMa,
de colonias pequenas (1mm), opacas en su gran mayoria y menos gomosas.

Alarcény colaboradores (25) relacionaron el tiempo de crecimiento con el didmetro de
las colonias y sus formas. Con esta base se concluye que las cepas aisladas pueden divi-
dirse en dos grandes grupos que corresponderian, a su vez, a los descritos por Jordan
(26): las de crecimiento rdpido o grupo 1, género Rhizobium, y las de crecimiento lento
o grupo 11, género Bradyrbizobium. Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium y Azorhizobium, conocidos colectivamente como rizobios, son bacte-
rias gramnegativas, fijadoras de nitrégeno, que forman nédulos en la planta anfitrién,
pertenecen a diferentes familias dentro de la clase Alpha Rizobiales. El género Mesor-
hizobium (que significa intermediario entre Rhizobium y Bradyrhizobium) presenta
crecimiento lento o moderado y produccién de dcido (26); de igual forma, el género
Azorhizobium crece tan rdpido como Rhizobium y produce alcalinidad como Bradyr-
hizobium (27). De manera que ninguna de las 52 cepas estudiadas corresponderia a los
géneros Mesorhizobium o Azorhizobium.
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Tabla 1. Caracterizaciéon morfoldgica, origen, velocidad de crecimiento y reaccién en medio LMA-

ABT de cepas nativas aisladas de frijol caupi (Vigna unguiculata).

Cédigo cepa Origen Zi‘:;:ititd; Morfologia Reaccién ( g;l:fr(;)
1AMRI1 VN 6 dias li,o,f p Alcalina II
2ACR5 VN 2 dias C,t,80,¢ Acida I

4ACR2(2) VN 6 dias li,t,go, g Alcalina 11
SAMR2 VN 6 dias li,o,f p Alcalina II
SACR3 VN 7 dias li,o,f, p Alcalina 11
7AMR2 VN 7 dias Li,o, £ p Alcalina 1I
7ACR2 VN 7 dias li,o,f p Alcalina II

1FCR4(2) VN 2 dias C,t,80,p Acida I
2FCR4 VN 2 dias li,o,f p Acida I
4FMR3 VN 2 dias liofp Acida I
4FCR3 VN 2 dias li,o,f, p Acida I
6FMR3 VN 2 dias lio £ p Acida I
6FCR4 VN 2 dias li,o,f p Acida I
8FMR4 VN 2 dias C,t,80,p Acida I
8FCR4 VN 2 dias G, t, 80, p Acida I
1BMR2 ST 6 dias li,o,f, p Alcalina 11

2BMR3(2) ST 6 dias li,o,f, p Alcalina 11
3BMR3 ST 2 dias C,t,80,8 Acida I
SBCR4 ST 2 dias C,t,g0,8 Acida I

6BCR2(1) ST 6 dias liofp Alcalina 11
7BMR2 ST 6 dias lio,f p Alcalina 11

7BCR3(3) ST 7 dias li,o,f, p Alcalina 11
SBCR4 ST 2 dias C,t,g0,¢g Acida I
9BCR2 ST 6 dias lio, £ p Alcalina II
10BMR2 ST 6 dias li,o,f p Alcalina I
10BCR3 ST 7 dias liofp Alcalina 11
11BMR2 ST 6 dias lio,f p Alcalina 1I
12BMR2 ST 7 dias li,o,f, p Alcalina 11
12BCR2 ST 2 difas lit,ag Acida I
1CCR1 TU 7 dias c,b,pfo Alcalina II
3CMR2 TU 8 dias c,b,pfo Alcalina II
4CMR1 TU 8 dias c,b,pfo Alcalina I
4CCRI1 TU 8 dias c,b,p,fo Alcalina II
SCMR1 TU 8 dias ch,b,p,f, 0 Alcalina II
6CMR2 TU 8 dias ¢,b,p,fo Alcalina I
7CMR1 TU 8 dias c,b,pfo Alcalina I
7CCRI1 TU 8 dias ¢, b, p,go, 0 Alcalina 11

(Continiia...)
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Tabla 1. Caracterizacién morfoldgica, origen, velocidad de crecimiento y reacciéon en medio LMA-

ABT de cepas nativas aisladas de frijol caupi (Vigna unguiculata) (Continnacion...).

Cédigo cepa Origen Zi‘:;;itiie Morfologia Reaccién ( ((;;2115::))
9CMRI1 TU 7 dias ch,r,p,s Alcalina II
9CCRI TU 5 dias c,b,p,fo Acida I

10CMR2 TU 8 dias li, 1, p, go, t Alcalina II
10CCR1 TU 8 dias ch,r,p,f,0 Alcalina I
2DMR1 MB 8 dias orpf,o Alcalina 11
4DCRI1 MB 8 dias ch,b,p,f, 0 Alcalina II
5DMRI1 MB 2 dias ch, le, p, go, 0 Acida I
6DCRI1 MB 8 dias ch,b,p,f, 0 Alcalina II
9DMR2 MB 8 dias ch,le,p,f o0 Alcalina II
1EMR3 SR (1) 8 dias lio,f p Alcalina 11
1ECR3 SR (II) 8 dias G, t,80,p Alcalina 11
7EMR5 SR (II) 2 dias li,o,f p Acida I
7ECR5 SR (II) 2 dias li, t, go, p Acida I
8EMR4 SR (II) 3 dias li,o,f p Acida I
8ECR4 SR (1I) 2 dias li,o, f, p Acida I
1FCR4(2) VN 2 dfas C,t,go,p Acida I
2FCR4 VN 2 dias li, o, f, p Acida I
4FMR3 VN 2 dias li,o,f, p Acida I
4FCR3 VN 2 dias li,o,f, p Acida I
6FMR3 VN 2 dias li,o, f, p Acida I
6FCR4 VN 2 dias lio,f p Acida I
8FMR4 VN 2 dfas C,t,g0,p Acida I
S8FCR4 VN 2 dias G, t,80,p Acida I
CIAT 79 REF 9 dias ch,ro, p, s Alcalina II
R. tropici 4654 REF 2 dias ch, le, p, go Acida I
Bradyrhizobioum REF 8 dias ch, b, p,go, 0 Alcalina I
5625
Bradyrhizobioum REF 8 dias ch,le, p, go, 0 Alcalina II
5626
R /e‘gu;%lz;z gsamm REF 5 dias ch, le, p, go Alcalina II

VN: Villanueva
ST: Santa Rosa

TU: Turbana B
MB: Maria la Baja pequefia, g: grande

c: ctpula, li: lisa o llana, o: opaca, t: translucida, f: firme
poco gomosa, go: gomosa muy suave, a: acuosa, p:

REF: cepas usadas como referencia

Se indica el c46digo de la cepa y la procedencia de cada una de los aislados, junto con la velocidad de crecimiento (en dias), la
morfologiadelas colonias, reaccién dcida o alcalina en medio LMA y el género al cual se postula pertenecen: crecimiento rdpido:
grupo 10 Rhizobiumy crecimiento lento: grupo 110 Bradyrhizobium. Se incluyen cepas de referencia con fines de comparacion.
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El frijol caupi estd incluido en el grupo de leguminosas, que segin Somasegaran (23)
y Thies (28) puede ser nodulado en su mayor parte por rizobios de crecimiento lento,
lo cual es confirmado en este estudio. Ademas, se observé en 12 casos crecimiento de
dos tipos diferentes de rizobios y el fenémeno considerado “dimorfismo” (22), lo que
indica que una misma planta puede ser infectada por cepas con caracteristicas diferen-
tes no solo desde el punto de vista morfoldgico, sino también fisiolégico y genético
(29), sin que importe la zona de muestreo. De los 12 casos, el 50% (6 casos) se dio en
los aislados del municipio de Santa Rosa y todos ellos correspondientes a cepas de
crecimiento lento. Sélo se presentd un caso en que ambas cepas eran de crecimiento
rapido y otro de crecimiento lento y rdpido en un mismo nédulo.

Caracterizacion fisioldgica y bioquimica
Tolerancia a concentraciones del 1 y 2% de NaCl

Del total de aislamientos, se encontré que 11 (21%) no crecieron a ninguna concentra-
cién de NaCl, 10 de ellos eran de crecimiento lento y procedian del municipio de Villa-
nueva. Sélo toleraron 1% de NaCl ocho casos (15%), de los cuales siete correspondian
a cepas de crecimiento rdpido. Sélo 20 aislados toleraron 3% de NaCl (38%) y de éstos,
18 eran de crecimiento lento, la mayoria provenientes de Santa Rosa. Sélo seis cepas
pudieron crecer en el rango entre 1 a 3% y pertenecian al grupo de crecimiento répido.

Se observa que a medida que aumenta la concentracién de NaCl, las de crecimiento
lento lo toleran més que las de crecimiento rdpido. Lo cual concuerda con los resulta-
dos de Matos-Cuzcano (31) y Barboza (32), pero no con lo expresado por Jordan (26).
Barboza y colaboradores (32) muestran en su estudio que algunas cepas de Bradyrhi-
zobium sp pueden tolerar concentraciones del 1,5% de NaCl; al contrario, Jordan (26)
sefiala que las cepas de crecimiento lento, miembros del género Bradyrhizobium, no

pueden crecer al 2% de NaCl.

En los suelos de los municipios de Turbana y Maria la Baja se encontraron concen-
traciones de sodio del orden de 0,042 y 0,047% (dato no mostrado), hecho que pone
de manifiesto que la resistencia de las cepas al cloruro de sodio es independiente de la
concentracién de sodio en los suelos, ya que en ambos sitios se lograron aislados que
toleran altas concentraciones.

Mpeperekiy colaboradores (33) aislaron cepas de Rhizobium de V. unguiculata toleran-
tes a concentraciones por encima de 5,5% de NaCl, y Ghittoni y Bueno (34), rizobios
de rdpido crecimiento mds tolerantes que los de lento crecimiento; en otras palabras:
Rhizobium y Bradyrhizobium han demostrado marcada variacién en la tolerancia a
la sal, ya que mientras algunos han sido inhibidos por concentraciones de 100 mM
(0,6%) de NaCl (34), otros como R. mieliloti muestran tolerancia en un rango de 300
(1,8%) a 700 mM (4,2%) de NaCl (35).
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La presencia de sal puede afectar el crecimiento y la supervivencia de Rizobium en
el suelo, disminuyendo la colonizacién de la raiz, el proceso de infeccion y con ello el
desarrollo del nédulo y el funcionamiento activo de éste en la fijacion de nitrégeno
(37). Por tanto, es conveniente estudiar los suelos de estas regiones con el fin de evaluar
si la capacidad de resistencia al NaCl se relaciona directamente con un tipo de adapta-
cién. En todo caso, las cepas con tolerancia a concentraciones altas de NaCl podrian
tener un posible uso como bioindculos.

Tolerancia a diferentes valores de pH (4, 5y 9)

Hubo mucha diversidad en los aislamientos, pues se encontré que predominantemente
las cepas de crecimiento lento fueron capaces de crecer en los cuatro pH utilizados,
en contraposicion con lo que Jordan (26) senala, que usualmente las cepas del género
Bradyrhizobium no crecen a pH 9.

Todas las cepas que toleraron pH 7 a 9 pertenecian al grupo de las de crecimiento
rapido, la mayoria del municipio de Villanueva. Dentro del grupo de rhizobios de cre-
cimiento rapido, las Gnicas que pudieron crecer en los cuatro niveles de pH evaluados
la SDMR1 de Maria la Baja y la 5BMR4 y 8BCR4 de Santa Rosa; estas dos crecieron a
concentraciones de 1y 2% de NaCl, por lo que serfan de mucho interés como poten-
ciales bioindculos.

En Bolivar se encuentran especies de frijol sembradas en su mayoria en zonas de
pendiente fuerte a escarpada, con suelos generalmente 4dcidos y de bajo contenido
en f6sforo (8), lo que concuerda con los valores de pH de 5,24 y 6,85 encontrados en

Turbana y Maria la Baja (14).

Crecimiento a diferentes temperaturas (10, 36 y 40 °C)

Del total de 52 cepas estudiadas, se observé que 19 (37%) crecieron ampliamente en el
rango de las tres temperaturas evaluadas y 27 (51%) toleraron temperaturas de 35y 40
°C; ademds, 5 cepas (9,5%) crecieron sélo a 35 °C.

Elhecho de que las cepas en términos generales presentaran un buen crecimientoa 35y
40 °C puede atribuirse al clima tropical de las zonas de donde fueron aisladas, que tie-
nen caracteristicas mesofilicas; la temperatura de los suelos de Bolivar oscila alrededor
de 35 °C, condicién que las hace ttiles como posibles bioindculos.

Los datos expuestos en este estudio mediante este factor condicionante estdn de acuerdo
con Osa-Afiana y Alexander (38), que encontraron que la temperatura maxima de cre-
cimiento para los rizobios de zonas tropicales es de 42 °C. Ademds, Munévar (24) con-
cluye que las cepas de rizobios son capaces de crecer a temperaturas de entre 27 y 45 °C,
lo cual coincide con lo que se encontré en este estudio.
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Resistencia a Zn*?, Al y Co*?

Del total de 52 cepas estudiadas, 41 (79%) presentaron algun tipo de tolerancia a los
metales utilizados; de éstas, 17 son de rapido crecimiento, y 24, de lento. Santa Rosa
tuvo el mayor numero (41%) de cepas tolerantes seguida por Villanueva (32%).

Del total de aislados tolerantes, el 83% resistieron los tres metales empleados. Tong y
Sadowsky (39) y Somasegaran (23) indican que las cepas del género Bradyrhizobium son
tolerantes a la presencia de 4mg/L de Zn*?y Co*. Los mismos autores encontraron que
ninguna de las seis especies de Rhizobium ensayadas pudo crecer en presencia de estos
metales, datoquees contrarioalo observado en este estudio, el cual encontré quelas cepas
decrecimiento rapido (posiblemente Rhizobium) toleraronla presenciade estos metales.

De los tres metales evaluados, la tolerancia al aluminio es una caracteristica realmente
deseable para la seleccion de un bioindculo principalmente en suelos 4cidos, donde
éste suele acumularse. E1 Al*? es un metal téxico y el primer indicio de su existencia es
el descenso del crecimiento en longitud de las raices. El Al** puede actuar inhibiendo el
alargamiento y la divisién celulares (35).

En suelos 4cidos con pH de 5,0, donde la presencia de metales es relevante, la presen-
cia de Al** inhibe también la nodulacién; se han encontrado cepas de Rhizobium y
Bradyrhizobium que fueron resistentes a Al*> SOmM a bajos pH (5,0) (35). Johnson
y Wood (40) reportaron que el Al*?
rizobios, pero la sintesis de DNA no se afecta en las cepas tolerantes de R. loti; entre
tanto, Richardson y colaboradores (41) encontraron que 7,5 mM de Al*?

se enlaza al DNA de cepas sensibles y tolerantes de

reprimen la
expresion del gen 7od.

Seleccién de potenciales bioindculos

Los criterios bésicos que hay que considerar en el proceso de seleccion son la capaci-
dad para formar nédulos (infectividad), fijar nitrégeno (efectividad), sobrevivencia en
las semillas y en el suelo, adaptacioén o tolerancia a situaciones de estrés y estabilidad
genética. También es fundamental la capacidad de crecimiento en las condiciones de
produccidn de los inoculantes (41).

Teniendo en cuenta que uno de los puntos para seleccion de cepas de rizobios con
potencial uso como inoculante es su capacidad para tolerar condiciones de estrés, se
seleccionaron las cepas que presentaron resistencia a los factores estudiados (NaCl, pH,
metales Zn*?, Al*? y Co*?y temperatura).

De esta forma 16 cepas se seleccionaron por tener algtin grado de tolerancia a NaCl al
1,2y 3%. Estudios de suelos realizados por Gonzalez y Cortés (43) en lazona del Canal
del Dique (norte de Bolivar) municipios de Arjona, Calamar, Mahates, Maria la Baja,

92



Cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium como potenciales bioinéculos

San Estanislao, Santa Rosa, Soplaviento, Turbaco, Turbana y Villanueva, muestran un
promedio de 3,78 meq de sodio por cada 100 gramos de muestra, lo cual equivaldria
a sélo un 0,22% de NaCl; incluso valores hallados de 12,5 meq s6lo representarian un
0,7%. Por ende, estas cepas sobrepasan las expectativas.

De igual forma, se preseleccionaron individualmente las cepas mas tolerantes en cada
factor; se identificaron 38 cepas con buena respuesta a valores de pH 4cidos (4y 5) y
39 que toleraron concentraciones de 4 ppm de Zn*?, Al*? y Co*2. Los estudios de Gon-
zélez y Cortés muestran un perfil 4cido de los suelos del norte de Bolivar con valores
que oscilan alrededor de las 6,12 unidades de pH, incluso alcanzando valores cercanos
a 4,5 en algunos sectores y concentraciones de Al*? que van de 0,1 a 2,86 ppm. Este es
el mas tdxico de los metales empleados y, por tanto, el mas influyente para la seleccion
de las cepas. En cuanto a la temperatura, 98% de las cepas se desarrollaron bien a las
temperaturas propias del departamento.

En total de las 52 cepas, 12 pueden tolerar al menos tres de los cuatro factores evalua-
dos y s6lo cuatro cepas 2ACRS, 8BCR4, 8ECR4 y 8EMR4 toleraron los cuatro factores
(Tabla 2) y se han preseleccionado como potenciales inoculantes.

Tabla 2. Cepas rhizobianas de mejor perfil para ser empleadas como potenciales bioinédculos.

Cepas Velocidad Origen NaCl Temperatura Al*? pH
2ACRS 2 dias VN + + + +
3BMR3 S R o — o
Cheri S R — ; e
e S R — _ e
_IECR3 8 dias SRt e
LJECRS .2dias SR e F i
.SECR4  Zdias SR A b
..SEMR4 3dias SR A b
VAEMR3 2 dias VN b A + :

LGFCR4  .2dias YN t.. A +
LBEMRE O 2dias YN A +
1FCR4(2) 2 dias VN + + + -

VN: Villanueva
SR: Santa Rosa
+": Crecimiento

- : No crecimiento

Se seleccionaron basados en su resistencia a condiciones hostiles: concentracién de NaCl superior al 1%, temperatura, Al*?y
pH écidos. Los aislados tienen su origen en los municipios de Villanueva y Santa Rosa.
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Diversidad genética: asimilacion de diferentes fuentes de carbono y resistencia

intrinseca a los antibidticos
Asimilacion de fuentes de carbono

Se ha demostrado la habilidad de las bacterias del género Rhizobium para asimilar una
gama de carbohidratos mayor a la del género Bradyrhizobium, por lo cual esta propie-
dad se considera de alta significancia taxonémica, en particular para este grupo (22).

Existe una gran diversidad entre los patrones de asimilacién, escogiéndose entre los mas
usados la sacarosa, maltosa, lactosa, sorbitol y dextrina, y los menos usados (y a su vez
los mas discriminantes) xilosa, arabinosa y sorbosa.

Todos los aislados de Villanueva, independientemente de que fueran de crecimiento
lento o rapido, asimilaron glucosa, sacarosa, maltosa y lactosa, excepto ramnosa, lo que
indica que posiblemente se trate de dos cepas que difieren principalmente en la veloci-
dad de crecimiento. En el resto de los sitios de muestreo se observé mayor diversidad.

Mediante un dendograma (Figura 2), el total de los aislados se separé en cinco grupos
que se diferencian en el patrén de asimilacion de ciertos carbohidratos, en particular de
ramnosa, fructosa, xilosa y galactosa, que permiten hacer un acercamiento taxonémico.
Frente a este comportamiento, se podria concluir que existen desde este punto al menos
cinco cepas diferentes, dos de crecimiento rapido y tres de crecimiento lento.

Al parecer las cepas aisladas y de crecimiento lento pertenecen al género Bradyrizo-
bioum; dentro de éstas, B. elkanii, B. japonicum, B. liagningensey B. yuanmingense, y al
género Mesorbizobium, M. ciceri y M. mediterraneum, M. amorplme, M. chacoensey M.
huakuii, y las de crecimiento répido, a Rhizobium (R. etli y R. indigoferae) (43, 44), lo

que debe ser confirmado por estudios genéticos.

Resistencia intrinseca a los antibidticos

La identificacién y seleccién de cepas mas eficientes de rizobios se ha llevado a cabo uti-
lizando diferentes metodologias; dentro de éstas, la resistencia intrinseca a antibidticos
es util por su fiabilidad a bajos niveles de antibidtico, estabilidad y reproducibilidad
durante un largo periodo (45).

Generalmente para evaluar la resistencia intrinseca a antibidticos se emplean medios
de cultivo a los cuales les han adicionado antibiéticos puros, mientras en otros casos los
antibidticos pueden utilizarse en discos (10, 24). En este estudio se usaron antibidticos
comerciales, como lo hicieron Xavier y colaboradores (47), con el fin de observar la
diversidad de los rizobios.
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Aunque la variacion en la resistencia de cepa a cepa puede ser notable, en general,
los rizobios de crecimiento rdpido son intrinsecamente mds sensibles que los de
crecimiento lento a estreptomicina (25), contrario a lo hallado en este trabajo, en el
cual las cepas de crecimiento rdpido fueron mds resistentes a las concentraciones de
estreptomicina que las cepas de crecimiento lento.

En las cepas de crecimiento rdpido resistentes a estreptomicina se encontré alta sensi-
bilidad a la concentracién de 500 ppm de ampicilina, pero alta resistencia a 500 ppm
de cloranfenicol. Xavier y colaboradores (47) describen rizobios nodulantes de frijol
caupi aislados en zonas tropicales del noreste brasilefio, sensibles a 500 ppm de ampici-
lina, pero al contrario de lo hallado aqui, sensibles a 500 ppm de cloranfenicol.

La gentamicina indujo el mayor porcentaje de resistencia (77%) en los aislados, mien-
tras que la ampicilina obtuvo el menor (20%). La amikacina a 10 ppm no fue tole-
rada por cepas de lento crecimiento, mientras que a 3 ppm sélo cinco de las 25 cepas
resistentes lo eran. El ser resistentes a estos dos antibiéticos les confiere una ventaja a
las cepas de rdpido crecimiento sobre las de lento crecimiento, esto es, tener amplio
espectro de tolerancia.

Autenticacion

De las 52 cepas obtenidas como resultado de las pruebas de purificacion se eligieron 20
al azar para la prueba de autenticacién, con el fin de comprobar su capacidad de inducir
la formacién de nédulos en la raiz de la planta hospedera, segtin lo recomendado por el
CIAT (22). Esta prueba se realizé por triplicado.

Las plantas inoculadas en jarras de Leonard se mantuvieron por un lapso de 45 dias en las
condiciones adecuadas en el laboratorio, al término del cual se observd la presencia de
no6dulos en las raices y una coloracion rosada a roja dentro de éstos, lo que evidencié la
presencia de leghemoglobina y por ende una activa fijacion de nitrégeno. Los testigos
con nitrégeno o sin ¢l no presentaron nodulacién. El méximo de nédulos encontrados
en cada planta fue de 3, la mayorfa en las raices principales.

Analisis numérico

Al incluir caracteristicas tales como crecimiento en NaCl al 1%, pH 4 y 5, velocidad
de crecimiento, temperatura de crecimiento de 35 °C, resistencia a Zn*?, Al"? y Co™,
asimilacién de xilosa, fructosa y sorbosa y resistencia intrinseca a antibiéticos como
amikacina (10 ppm) y ampicilina, fue posible hacer un anlisis general de la situacién
de diversidad de las cepas aisladas, por medio de la elaboracién de un dendograma

(Figura 2).
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Figura 2. Dendograma general de los aislados de los nédulos de frijol 7 unguiculata. Se utilizaron
todas las caracteristicas fenotipicas con la velocidad de crecimiento como variable principal. El mé-
todo empleado fue el del Vecino mds Cercano. A una distancia 32, se dividen en tres grupos, asi: gru-
po 1, velocidad de crecimiento lento (Bradyrhizobium); grupo 11, crecimiento rdpido (Rbhizobium);
y grupo 111, con crecimiento moderado. A una distancia 19, el grupo 1 se divide en tres subgrupos
que difieren en su perfil de asimilacién de carbohidratos y resistencia a factores hostiles. En recuadro
se encuentran las cepas con potencial uso como bioinoculantes, de los cuales la 1ECR3 pertenece al

grupo de crecimiento lento.

En el dendograma a una distancia de 32, se traza una linea horizontal y se observan
3 grupos bien definidos en los cuales se establece la diferencia segun la velocidad de
crecimiento: grupo 1, de crecimiento lento; grupo 2, de crecimiento rapido; y grupo
3, dos cepas de crecimiento intermedio. El grupo 1, a su vez, a una distancia de 19, se
divide en dos: el subgrupo 1, constituido por aquellas cepas de crecimiento lento, que
no asimilan los carbohidratos: xilosa, fructosa y sorbosa; no toleran los antibidticos:
amikacina (10 ppm) y ampicilina; capaces de crecer a pH muy 4cidos (4 y 5), no tole-
ran concentraciones de NaCl superiores a 1% y resistencia a todos los metales a los que
fueron expuestos. La cepa (1AMR1) tiene un comportamiento ligeramente distinto de
las demds, ya que tiene la cualidad de tolerar concentraciones de NaCl 1% y atn supe-
riores. Y el subgrupo 2, que estd constituido por cepas que presentan asimilacion a
carbohidratos, tales como xilosa y fructosa, y posiblemente se trate de Bradyrhizobium
y Mesorhizobium, por el patrén de asimilacién de los carbohidratos que se describi6 al
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comienzo. Este grupo se caracteriza por presentar resistencia intrinseca a ampicilina.
Aqui estan cinco cepas de interés (9ccr1, 2DMRI, 4DCRI, 6DCRI y 7CcMR1).

El grupo 2, compuesto de las cepas de rapido crecimiento, presenta las siguientes
caracteristicas: tolerancia a concentraciones de NaCl 1% y mayores; poco o nulo
crecimiento a pH muy 4cido; tolerancia a los metales (Zn*?, Al*? y Co*?); asimila-
cién de fructosa y resistencia intrinseca a amikacina (10 ppm) y ampicilina. Gracias
a que las cepas son de rdpido crecimiento, su tolerancia a condiciones de acidez muy
drésticas les representa un factor estresante practicamente insuperable; de la misma
manera, s6lo cuatro cepas de este grupo asimilan correctamente al carbohidrato sor-
bosa (88CR4, 4FMR3, 4FCR3, 8FCR4).

Por tiltimo, se observa un grupo pequeno conformado por dos cepas (SDMR1 y 7EMRS),
que tienen caracteristicas muy propias que no les permiten ser clasificadas entre las
demds, ya que aun cuando la cepa SDMR1 asimile xilosa y fructosa y ademas resista a
la ampicilina, no esté clasificada en el subgrupo 2, por su velocidad de crecimiento. La
cepa 7EMRS tiene las caracteristicas como para estar categorizada con el grupo 2, pero
por su resistencia a los metales no es posible incluirla en ¢él. Estas dos cepas estdn en el
mismo grupo porque comparten caracteristicas tales como velocidad de crecimiento
intermedio, tolerancia a NaCl 1%, a los tres metales empleados en el estudio y asimila-
cién del carbohidrato fructosa.

Se pudo apreciar que aislamientos pertenecientes a diferentes sitios geogréficos de mues-
treo presentaron caracteristicas muy similares, incluso idénticas en especial en las cepas de
crecimiento répido. Con todo, se puede deducir que las bacterias de crecimiento rapido,
si bien son un grupo pequefio, no dejan de tener variabilidad en su interior, lo cual no
sucede en las de crecimiento lento.

Finalmente, segtin los resultados observados en el dendograma (Figura 2), cepas que
discrepan solamente en algunas de las pruebas se consideraron parte de un mismo con-
glomerado; por tanto, resulta indispensable confirmar estas diferencias con pruebas
genéticas, para asi asegurar una posicion taxonémica mds estricta, es decir, que se pue-
dan enunciar especies dentro de cada género.

CONCLUSIONES

El nimero de grupos establecidos de acuerdo con los patrones de crecimiento en las
pruebas de tolerancia a salinidad, metales, temperaturas y pH 4cidos y alcalinos fun-
ciond como un indicador de la biodiversidad de las cepas. El factor que més discrimind
fue el crecimiento en NaCl, en el que se establecieron siete grupos de distinto compor-
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tamiento; por el contrario, del crecimiento a pH variados, sélo se establecieron tres
grupos. El sitio de muestreo con mayor biodiversidad fue Villanueva y en especial el
corregimiento de Zipacoa (dato no mostrado), ya que las cepas de este sitio estuvieron
formando parte de 12 grupos del total de 20 establecidos, seguido de Santa Rosa, con
11 grupos. Turbana sélo formé parte de ocho grupos.

Segtin las caracteristicas morfoldgicas, velocidad de crecimiento y produccién de aci-
dez y alcalinidad, se encontré que con mayor probabilidad las cepas de rizobios que
nodulan V. unguiculata en el norte de Bolivar pueden pertenecer a los géneros Rhi-
zobium y Bradyrhizobium; sin embargo, evidencias de la utilizacién de carbohidratos
nos indican la posible existencia de Mesorhizobium. Este género, como su nombre lo
indica, crece en un rango intermedio entre Rbhizobium y Bradyrhizobium.

En general, la relacién encontrada fue 65,5% de cepas de lento crecimiento (Bradyr-
hizobium) y un 35,5% de répido crecimiento (Rbizobium). Por sitio de muestreo sélo
en Villanueva (Zipacoa) y Santa Rosa (Tabacal) se encontré el porcentaje de cepas de
rapido crecimiento 100% y 66,6% respectivamente, mientras que en los demds sitios
(Santa Rosa y Maria la Baja), los porcentajes de Rhizobium fueron inferiores a 28%.

Se encontrd que pueden existir cepas distintas provenientes del mismo nédulo, lo cual
evidencia cierto grado de promiscuidad de ¥ unguiculata que le otorgaria ventaja sobre
otras especies de leguminosas, ya que si bien los mayores esfuerzos para potenciar la
simbiosis se han centrado en las bacterias, la mejora de la simbiosis se obtendrd por
la manipulacion de la planta hospedera, de tal forma que se inhiban los mecanismos de
defensa que limitan la nodulacién de distintas especies de rizobios.

Pruebas de crecimiento en diversos rangos de NaCl, pH y temperatura demostraron ser
de gran importancia para el estudio del papel ecolégico y la interaccion de los rizobios
con el ecosistema; sin embargo, no son concluyentes para identificar géneros de rizo-
bios y s6lo son ttiles para esbozar la diversidad genética de estas bacterias.

Segun Martinez-Viera (48) y Ferndndez y Novo (49), los rizobios pueden crecer en un
rango de temperatura de 20 a 31 °C. Asi mismo, Hamdi (50) y Jordan (26) sittian a los
bradyrhizobios entre los menos tolerantes a la alcalinidad; sin embargo, Bécquer (3)
caracterizd cepas de Bradyrhizobium sp, que crecieron a 40 °C y toleraron pH de 11, lo
cual demuestra la amplia diversidad genética de estas bacterias y corrobora resultados
obtenidos en este estudio. De modo general, las cepas de crecimiento rapido exhibie-
ron mejores cualidades de tolerancia a factores estresantes, especialmente en pruebas
como resistencia intrinseca a antibi6ticos y temperatura que las de crecimiento lento.

98



Cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium como potenciales bioinéculos

Es muy dificil identificar especies de Rhizobium basados tinicamente en pruebas de
caracterizacion fisioldgica, bioquimica y morfol6gica; mds aun cuando diversos autores
como Llorety Martinez-Romero (51) consideran que los pldsmidos pueden transferirse
de un género a otro, tanto en condiciones de laboratorio como en el campo, y existen
referencias de una transferencia lateral de marcadores cromosdmicos en Rhizobium.

Se debe prestar especial atencion a todas las cepas aisladas que presentaron tolerancia
a los factores de estrés a las que fueron sometidas. Estd comprobado que sus caracte-
risticas fisioldgicas se diferencian notablemente de aquellos que son aislados de zonas
agricolas con condiciones edafoclimaticas mds nobles. Esas caracteristicas resultantes
de mutaciones en el genoma pueden y deben ser explotadas en la practica agricola. En
este estudio se tuvieron en cuenta la tolerancia a estrés salino, de metales, temperatu-
ras y pH, ademds de caracteristicas de resistencia a antimicrobianos; sin embargo, es
importante realizar autenticaciones en condiciones de campo para verificar el tamano
de nddulos, su localizacion en la raiz y la sobrevivencia del inoculo en la semilla.
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