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RESUMEN

El cultivo de haba (Vicia faba) es uno de los mas importantes en todo el mundo y en el Ecuador,
debido a su gran aporte de nutrientes. Para abastecer con la produccion de haba se busca
alternativas sostenibles como el uso de biofertilizantes a base de rizobios. Los rizobios son
bacterias Gram negativas capaces de formar nédulos en las leguminosas en una asociacion
benéfica que optimiza el desarrollo de las plantas. Uno de los mecanismos promotores de
crecimiento vegetal mas relevante, producto de esta simbiosis, se encuentra la produccién de
fitohormonas tipo &acido indol acético y giberelinas, involucradas directamente en el crecimiento
vegetal con un impacto positivo sobre la germinacion, elongacion celular, maduracion,
produccion de frutos y nodulacion exitosa. En este contexto, el presente estudio tiene como
objetivo analizar la produccion de fitohormonas procedentes de rizobios simbiontes autéctonos

provenientes de dos variedades nativas de haba, siendo un parametro fundamental para la
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selecciéon de cepas efectivas a ser usadas como inoculantes. Los morfotipos obtenidos fueron
diferenciados mediante sus caracteristicas macroscopicas en el medio YMA+RC. Se obtuvo
variacién en la produccion de fitohormonas, con los ejemplares HB3 y SV4 los mayores
productores de AlA, y HB4 y SV2 los mayores productores de GAs. Al realizar la identificacién
genotipica y relaciones evolutivas de cada morfotipo se observé que corresponden a cepas
diferentes, pero estrechamente relacionadas, esto indica que existen organismos autéctonos
mas eficientes que otros. El género predominante asociado a Vicia faba fue Rhizobium, con alta

especificidad en esta simbiosis rizobio-leguminosa.

ABSTRACT

The cultivation of faba beans (Vicia faba) is one of the most important in the world and in
Ecuador, due to its great contribution of nutrients. To supply bean production, sustainable
alternatives are sought, such as the use of rhizobia-based biofertilizers. Rhizobia are Gram-
negative bacteria capable of forming nodules in legumes in a beneficial association that
optimizes plant development. One of the most relevant plant growth promoting mechanisms,
product of this symbiosis, is the production of phytohormones such as indole acetic acid and
gibberellins, directly involved in plant growth with a positive impact on germination, cell
elongation, maturation, fruit production and successful nodulation. In this context, the present
study aims to analyze the production of phytohormones from autochthonous symbiont rhizobia
from two native varieties of bean, being a fundamental parameter for the selection of effective
strains to be used as inoculants. The morphotypes obtained were differentiated by their
macroscopic characteristics in the YMA+RC medium. Variation was obtained in the production
of phytohormones, with HB3 and SV4 the largest producers of AIA, and HB4 and SV2 the
largest producers of GAs. When performing the genotypic identification and evolutionary
relationships of each morphotype it was observed that they correspond to different strains, but
closely related, this indicates that there are more efficient autochthonous organisms than
others. The predominant genus associated with Vicia faba was Rhizobium, with high specificity

in this rhizobio-legume symbiosis.
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1. Introduccién

Vicia faba (haba) es una leguminosa cultivada en todo el mundo gracias a su buen aporte de
proteinas, celulosa, almidén y minerales usado como fuente de alimento y forraje (Zhang, 2022).
Presenta un gran rendimiento en campo y adaptacion a diferentes condiciones ambientales, por
lo que es de gran interés para los agricultores (Chen et al., 2018). Juega un papel importante en
la optimizacion de cultivos de cereales y en la fertilidad del suelo. En Ecuador, el haba se cultiva
principalmente en la region Sierra, con cerca de 26 000 hectareas cultivadas en todo el pais. Es
ampliamente consumido debido a sus beneficios nutricionales y su bajo costo (Morales-Miranda,
2023). La falta de nitrogeno del suelo es cominmente reemplazada con fertilizantes sintéticos
que aportan este mineral al suelo. Sin embargo, su uso extensivo puede tener un impacto en el
ecosistema, ya que, la planta no utiliza todo el agroquimico y este se pierde por volatilizaciéon o
se acumula en los suelos y fuentes de agua cercanas (Zhang, 2022). Por lo tanto, es necesario
buscar alternativas ecoldgicas en remplazo de agroquimicos que brinden los nutrientes
necesarios a la planta, pero sin alterar la integridad tanto del ecosistema como del suelo a
trabajar. Una de las opciones mas viables es el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) que actian como biofertlizantes y bioestimulantes

(Alemneh et al., 2020).

Las habas se asocian con rizobios en una simbiosis mutualista donde la planta proporciona
nutrientes y nicho a los rizobios, mientras que los rizobios aportan N2 atmosférico en forma de
amoniaco y compuestos que promueven el crecimiento vegetal. Esta asociacién es un recurso

renovable para una agricultura sostenible (Chen et al., 2018). Se estima que las habas en
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asociacién con rizobacterias tienen una de las mayores tasas de fijacion de N2 atmosférico
seguidos de la soja, el mani y el fréjol comun. De tal forma, que el cultivo de habas es una
alternativa para una agricultura sostenible (Efstathiadou, Savvas y Tampakaki, 2020). La
asociacion se da de manera especifica donde existe un intercambio de sefiales quimicas entre
el hospedador y las bacterias. Las leguminosas excretan componentes organicos como
flavonoides, las cuales inducen la transcripcion de genes nod en los rizobios, los cuales son
necesarios para el inicio de infeccion en los pelos radicales o aberturas en la raiz. Los exudados
varian de acuerdo a cada hospedador, los factores nod son diferentes de acuerdo a cada especie
y simbiovar de las rizobacterias. Dada esta especificidad, ciertos grupos de rizobios pueden
establecer simbiosis con determinadas leguminosas (Ghantasala y Roy Choudhury, 2022).
Existen leguminosas que pueden ser noduladas por una amplia variedad de rizobios y se los
considera hospedantes promiscuos, mientras que otras solo pueden asociarse con pocas cepas
de rizobios y se los considera hospedantes restrictivos (Efstathiadou, Savvas y Tampakaki, 2020;

Morales-Miranda, 2023).

Las rizobacterias pertenecen al grupo a -proteobacteria y 3 -proteobacteria que son capaces de
infectar las raices de las leguminosas con la consecuente formacién de nédulos y se consideran
bacterias benéficas con potencial promotor de crecimiento vegetal (PGP, por sus siglas en inglés)
(Morales-Miranda, 2023). Los géneros mas reconocidos de rizobios son Allorhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium (Allito et al, 2021).
V. faba se considera un huésped restrictivo con alto grado de especificidad que establece una
simbiosis efectiva cominmente con bacterias del género Rhizobium, dentro del cual, el simbiovar
viciae es el que mejor establece una fijacién de N2 efectiva con V. faba (El-Shinnawi et al., 2021,
Zhang, 2022). Las habas pueden ser noduladas con rizobios que presenten genes de nodulacién
particulares como nodD tipo g o nosDF-2 (Efstathiadou Savvas y Tampakaki, 2020). Se han
catalogado especies como R. leguminosarum bv. viciae, R. fabae, R. laguerreae, R.anhuiense,
R. vallis, R. etliy R. sophorae que son capaces de generar una simbiosis efectiva en haba (Chen
et al.,, 2018). Para obtener una mejoria en la fijacion bioldgica de nitrbgeno es necesario
seleccionar cepas adecuadas que demuestren competitividad y eficiencia de nodulacion
(Efstathiadou, Savvas y Tampakaki, 2020). La infeccién de rizobios inicia con una serie de

eventos coordinados tanto morfolégicos como fisiolégicos que resultan en la formacion de
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nddulos con capacidad de fijacion de nitrégeno atmosférico (Stella et al., 2021). Un aspecto
importante como mecanismo PGP es la produccion de fitohormonas que juegan un papel directo
optimizando el crecimiento de las plantas con cambios en su fisiologia y morfologia, y se
consideran el principal factor responsable de las interacciones entre huésped y rizobacteria
(Lebrazi et al., 2020). Las fitohormonas producidas por rizobios alteran el equilibrio de hormonas
en la planta donde se favorece la invasion y la consecuente formacién eficaz de los nddulos. Las
fitohormonas mejoran la eficiencia de la simbiosis y regulan el nUmero total de n6dulos (Nadzieja,
Stougaard, y Reid, 2019). Dentro de este grupo se destacan las auxinas, las giberelinas, las
citoquinas, el etileno y el 4cido abscisico (Fahde et al., 2023). Las fitohormonas son vistas como
los mayores elementos en la regulacion del crecimiento de las plantas, siendo AlA del grupo de
las auxinas y sustancias tipo giberelinas las mas destacadas. Si bien se conoce las funciones y
efectos de estas fitohormonas se conoce poco acerca de su rol e implicacion en la formacion de

nodulos (Swarnalakshmi et al., 2020).

Las auxinas son el regulador central del desarrollo de plantas. La acumulacion de auxinas es un
prerrequisito para la formacion de tejidos en las plantas (Qureshi et al., 2019). El acido indol
acético (AlA) es una de las auxinas mas activas, producto del metabolismo del L-triptéfano
(compuesto organico excretado en condiciones naturales en las raices de leguminosas), que
puede ser sintetizado por varios microorganismos incluidos las PGPR como metabolito
secundario (Ferreira et al., 2020; Suliasih y Widawati, 2020). La mayoria de rizobacterias pueden
producir AlA, pero difieren en sus concentraciones dependiendo de la especie o cepas de la
misma especie (Lebrazi et al., 2020). Esta fitohormona influye positivamente el desarrollo de las
plantas, teniendo impacto sobre la organogénesis como la elongacién y divisién celular (Gao et
al., 2020). Estimula principalmente el crecimiento de raices, aumentando su longitud y mayor
namero de raices laterales y pelos radiculares. El area radicular al tener mayor superficie de
contacto con el suelo facilita la absorcion de nutrientes por parte de la planta (Igiehon, Babalola

y Aremu, 2019).

Las giberelinas (GAs) participan en muchos procesos bioldgicos, incluida la floracion,
germinacion de semillas y la elongacion celular. Se ha demostrado que es necesario en varias
etapas de la nodulacién donde su contenido esta estrictamente controlado para que el desarrollo

de nédulos se lleve a cabo con éxito (Nett, Bender y Peters, 2022). En comparacién con el tejido
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radicular, los nddulos tienen niveles mas altos de GA, segun varios estudios iniciales (Nadzieja,
Stougaard y Reid, 2019). Pocos nddulos de color blanco, con estructuras irregulares y pequefios
se desarrollan cuando hay niveles bajos de GA (McGuiness, Reid y Foo, 2021). Parece que una
concentracién éptima de GA es necesaria para que la nodulacion tenga éxito. Ademas, se ha
reportado que la nodulacion de leguminosas regula varios genes de biosintesis de GA (Nadzieja,

Stougaard y Reid, 2019).

Dado el efecto que tienen estas sustancias en promover el crecimiento vegetal e inducir la
asociacion entre la bacteria y la planta hospedera, es de gran interés evaluar su produccién. La
capacidad de biosintesis de fitohormonas tipo AIA y GAs de rizobios que se encuentran en
simbiosis con las raices de las variedades nativas de haba HB y SV no se ha investigado. En
este contexto, este estudio se centra en cuantificar la produccion de fitohormonas y determinar
su diversidad filogenética, al ser aspectos importantes para comprender la dindmica de esta
simbiosis y poder realizar ensayos posteriores para desarrollar indculos eficientes en remplazo
al uso de fertilizantes nitrogenados en el cultivo de las variedades de haba de importancia

agronémica.

2. Materiales y Métodos

2.1. Muestreo y desinfestacién de nédulos

Se obtuvieron cuatro muestras de raiz de cada una de las variedades: Haba Blanca (HB) y
Siempre Verde (SV) de entre 5 y 6 meses de desarrollo que presentaban nédulos visibles . Las
raices se lavaron y se desinfestaron con agua destilada estéril, etanol al 95% y cloruro de

mercurio al 0,1% siguiendo las instrucciones de Lebrazi et al. (2020).

2.2. Aislamiento de rizobios

Los nédulos que presentaron caracteristicas favorables como consistencia firme y coloraciéon

rosada en su interior fueron seleccionados. Los rizobios se liberaron a través de la maceracion
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de los n6dulos con agua destilada estéril, y esta suspension se utilizd para sembrar por
agotamiento en placas que contenian YMA+RC a 28 °C de 3 a 5 dias por triplicado, para obtener
colonias aisladas y diferenciarlas por sus caracteristicas morfoculturales, de acuerdo a su
tamafio, color, forma, bordes y aspecto (Fathy et al., 2021; Morales-Miranda, 2023). Los distintos
morfotipos se sembraron nuevamente en diferentes placas para obtener colonias puras. Se
realizé la tincién de Gram de cada morfotipo para visualizar sus caracteristicas microscépicas.
Cada morfotipo se conservé en congelaciéon a —80 °C en tubos de 1,5 ml de capacidad que

contenian YMB + glicerol al 20% (Allito et al., 2021; Zhang, 2022).

2.3. Identificacion de la produccion de fitohormonas

Se preparé sobrenadante libre de células a partir de cultivos liquidos en el medio Yeast Mannitol
Broth (YMB) suplementado con triptéfano a razén de 1g/L, con in6culos estandarizados. Se
incubd durante siete dias a 28 a 30 °C con 150 rpm Los tubos fueron centrifugados a 10 000rpm
durante 15 minutos a 4 °C. La produccion de AlA se verificd mezclando 1,5 ml de extracto libre
de bacterias con 4 ml del reactivo de Salkowski con tres repeticiones para cada morfotipo (Gang
et al., 2019; Suliasih y Widawati, 2020). La solucién se incubé durante 1h en oscuridad
evidenciado viraje del color del medio a rosado en distintas tonalidades. La concentracion en
ppm se calculé usando una curva estandar con concentraciones establecidas de AIA con cada
una de las absorbancias obtenidas a 520nm en espectrofotémetro (Swarnalakshmi et al., 2020).
La produccion de GA3 se verifico realizando una solucién homogénea que contenia 1 ml de
extracto libre de bacterias, 1 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu (modificado), 3 ml de agua
destilada estéril y 1 ml de HCL concentrado, la cual fue llevada a ebullicion durante 5 minutos
hasta obtener viraje de color de amarillo a azul verdoso (Suliasih y Widawati, 2020). Su
concentracién en ppm se calculé utilizando una curva estandar con concentraciones conocidas
de GAs con cada una de las absorbancias obtenidas a 765nm en espectrofotometro. Cada una

de las soluciones se realizaron por triplicado para obtener el promedio de cada una de ellas.
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2.4, Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciacién del gen 16 ARNr

Los reactivos del Wizzard Genomic DNA Purification Kit se utilizaron para la extraccion de ADN,
siguiendo las instrucciones para bacterias Gram negativas del fabricante (Promega Corp.,
EE.UU.). La concentracion y pureza del ADN se midi6 utilizando el espectrofotémetro DeNovix
DS-11+, ajustando sus concentraciones entre 40 y 70 pg/ml. El gen 16S fue amplificado
utilizando los cebadores universales 16S ARNr 27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y
1492R: 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'. La amplificacion se realizé en un termociclador
SimpliAmp con las siguientes condiciones de PCR: 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por
30 segundos y 72°C por 40 segundos con desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos y
extension final a 72°C por 10 min. Se utilizé un volumen de reaccién de 25u que contenia: 12,5l
de GoTaq Master Mix (Promega Corp., EE.UU.), 8ul de agua libre de nucleasas, 1,25ul de cada
primer y 2ul de ADN. Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por Macrogen
Company Corea del Sur mediante el método de Sanger (Giani et al., 2020). Cada una de las
secuencias fueron alineadas en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI, por sus siglas en inglés) y su identidad comparada mediante la herramienta

Blastn y, ademas, en la base de datos del EZBioCloud mediante la herramienta 16S- Based ID.

2.5. Toma de huellas dactilares genémicas por Rep-PCR

El Rep-PCR es un método rapido y reproducible para diferenciar genotipos bacterianos que se
encuentran estrechamente relacionados que da como resultado la amplificacién de fragmentos
de ADN con longitudes caracteristicas y pueden identificar a nivel de subespecies y cepas, asi
como también para analisis filogenéticos (Hossain et al., 2022). La reaccion de PCR se realizé
en un termociclador bajo el siguiente protocolo de amplificacion: 30 ciclos de 94°C por 1 minuto,
40°C por 1 minuto y 65°C por 8 minutos con desnaturalizacién inicial a 94°C por 7 minutos y
extension final a 65°C por 16 minutos. Volumen de reacciéon de 25ul: 9 ul de agua libre de
nucleasas, 14yl de GoTaq Master Mix (Promega Corp., EE.UU.), 1 ul de primer (GTG)5 5' -

GTGGTGGTGGTGGTG - 3'y 1 pl de ADN. Los amplicones se analizaron por electroforesis con
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agarosa al 2% a 72V por 4 horas 20 minutos utilizando escalera molecular de 1kb (Promega

Corp., EE. UU).

3. Resultados y Discusion

Se obtuvo crecimiento abundante de rizobios caracteristicos en el medio YMA+ RC con colonias
mucoides, brillantes y mala absorcion del tinte (Figura 1). Todos los aislados son bacilos Gram
negativos. Se diferencié ocho morfotipos para la variedad HB y ocho morfotipos para la variedad
SV segun sus caracteristicas morfoculturales presentando colonias circulares e irregulares, de 2
a 6 mm, brillantes u opacas, con bordes enteros y onduladas, y con diferentes tonalidades de
color (Tabla 1). Las colonias presentaron rapido crecimiento en un periodo de 3 a 5 dias, lo cual,
puede ser un indicio de que los rizobios pertenecen al género Rhizobium (Mbah et al., 2022). El
tinte rojo Congo ayuda a diferenciar a los rizobios de bacterias que pueden estar presentes en la
superficie de los nddulos, por norma general, los rizobios presentan nula o mala absorcién del
tinte rojo Congo y con presencia de abundante mucosidad (Buestan-Morales, 2023; Fuskhah y
Darmawati, 2019). La variacibn en sus caracteristicas morfoculturales estd dado por sus
caracteristicas bioguimicas con variacion en su forma colonial y la conformacion de sus
exopolisacaridos que brindan diferentes tonalidades de tinte absorbido (El-Shinnawi et al., 2021;

Stella et al., 2021).

Figura 1) Crecimiento de rizobios caracteristicas en medio YMA+RC. A)
Rizobios provenientes de Haba Blanca. B) rizobios provenientes de Siempre
Verde
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Tabla 1) Caracteristicas morfoculturales de los diferentes aislados

Coédigo Tamafio Color Forma Bordes Aspecto
HB1 4mm Naranja claro Circular Entero Brillante
HB2 4mm Naranja pélido Irregular Entero Brillante
HB3 4mm Naranja-blanco Circular Entero Opaco
HB4 3mm Naranja oscuro Irregular Ondulado Opaco
HB5 2mm Naranja oscuro Irregular Entero Opaco
HB6 2mm Naranja-rosado Circular Ondulado Opaco
HB7 4mm Naranja palido Irregular Entero Brillante
HB8 3mm Rosado claro Circular Entero Brillante
Svl 3mm Naranja-rosado Circular Entero Brillante
Sv2 4mm Rosado palido Irregular Entero Brillante
Sv3 4mm Rosado claro Circular Entero Opaco
Sv4 4mm Rosado oscuro Circular Entero Opaco
SV5 5mm Rosado claro Circular Ondulado Brillante
SV6 3mm Rosado oscuro Irregular Ondulado Opaco
SV7 6mm Rosado palido Circular Ondulado Brillante
Sv8 5mm Rosado claro Circular Entero Brillante

AlA 'y GAs fue producido por todos los aislados al crecer en YMB suplementado con tript6fano.
Dentro de la variedad HB, HB3 produjo la mayor cantidad de AIA con 12 pg/ml, seguido de HB1
y HB2, y HB4 produjo la mayor cantidad de GAs con 20,3 pug/ml, seguido de HB1 y HB7. Para la
variedad SV, SV4 produjo la mayor cantidad de AIA con 10,16 pg/ml, seguido de SV1y SV3,y
SV2 produjo la mayor cantidad de GAs con 16 pg/ml, seguido de SV8 y SV3 (Tabla 2). Esta bien
establecido que los mayores productores de AlA en su mayoria son bacterias Gram negativas y
que sintetizan esta auxina al momento que la planta excreta naturalmente triptéfano (Rajguru y
Bhatt, 2022). La produccion de AlA varia entre diferentes especies y cepas y esta influenciada
por las condiciones de cultivo, etapa de crecimiento y disponibilidad de sustrato. Las rizobacterias
y en concreto los rizobios son productores de auxinas mas eficientes que bacterias aisladas del
suelo a granel (Buhian y Bensmihen, 2018; Lebrazi et al., 2020). La técnica de Salkowski para la
deteccion de AIA es una alternativa relevante para la determinacion semicuantitativa que asegura

la presencia de la fitohormona dentro del sobrenadante, excretado como metabolito secundario,
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de cultivos bacterias o formulaciones liquidas de bioinoculantes. Detectar la fitohormona AIA se
considera una herramienta efectiva para detectar la presencia de microorganismos beneficios
con potencial PGP y que pueden tener un efecto significativo sobre el crecimiento de plantas,
induciendo la proliferacién de raices laterales y pelos radiculares (Gupta y Pandey, 2021). Las
giberelinas son producidas por un amplio rango de rizobacterias y su compuesto es homélogo a
las giberelinas endégenas. El método de Folin ciocalteu permite cuantificar la cantidad total de
giberelinas en el compuesto incluyendo a las moléculas bioactivas involucradas en la promocién
de crecimiento vegetal y con moléculas de sefalizacién en interaccion con su hospedador

(Rafique et al, 2021).

Tabla 2) Valores de AIA y GAs expresados en ppm (ug/ml) de los diferentes rizobios aislados

HB1 HB2 HB3 HB4 HB5 HB6 HB7 HB8
AlA 10,5 7,11 12 4,55 5,33 511 5,61 5,16
GAs 19,33 16,19 17,72 20,3 17,05 18,23 18,15 17,74
Svi Sv2 Sv3 Sv4 SV5 SV6 Sv7 Sv8
AlA 9,44 7,66 9,38 10,16 6,44 9,11 8,83 8,94
GAs 14,34 16 15,05 14,88 14,21 14,36 14,88 15,07

La amplificacion del 16s ARNr corresponden a productos de cerca 1500pb en todos los aislados
(Figura 2). Se tomaron las identidades de los rizobios que sean mayores al 97% al ser analizados
en Blastn (Allito et. al, 2021). El género Rhizobium estéa presente en todos los morfotipos aislados.
Dentro de la variedad HB se encontr6 cuatro morfotipos que pertenecen a R. sophorae en el
rango de 98,85 al 100% de similitud y un morfotipo a R. leguminosarum con 99,9% de similitud
al ser comparados con las dos bases de datos. En la variedad SV se obtuvo tres morfotipos que
pertenecen a R. sophorae en el rango de 99,9 al 100% de similitud y un morfotipo a R.
leguminosarum con 98,99 al 99,06% de similitud al ser comparados en las dos bases de datos.
Los resultados que presentaron discrepancias entre las bases de datos fueron catalogados como
Rhizobium sp. (Tabla 3). Si bien la amplificacién del gen 16S ARNr es una técnica eficaz en la
identificacion a nivel de especie de bacterias, existe cierta dificultad cuando se aplica en rizobios
(Eldomiaty y Mahgoub, 2021). Los rizobios tienen la particularidad de compartir genes de
nodulacién y simbiéticos dentro de pladsmidos y en su genoma, y que se ha visto que esta

localizados dentro del gen 16S ARNr por lo que este gen es menos variable en comparacion a
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otras bacterias y no es muy adecuado para identificar a nivel de especie (Andrews et al., 2018).

Si bien existe una predileccion por la especie R. sophorae y R. leguminosarum como dos

especies presentes dentro de ambas variedades es porque pueden compartir el gen simbidtico

viciae. Algunos de los rizobios que se encuentran en asociacion al haba se identifican como R.

anhuiense, R. fabae, R. vallis, R. sophorae, R. leguminosarum bv. viciae, etc (Yesmin et al.,

2021).
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Figura 2) Amplificacion region 16s ADNr de aproximadamente 1500 pb. Ladder 100 pb Promega (L); carril
1 (control positivo); carril 2 (control negativo); carriles del 3 al 10, muestras provenientes de Haba Blanca
(HB1 - HB8 en orden); carriles del 11 al 18, muestras provenientes de Siempre Verde (SV1 - SV8 en

orden).

Tabla 3) Identidades de morfotipos provenientes de HB y SV

NCBI EzBioCloud
Cédigo Identidad Similitud Acceso Identificacién Similitud Acceso
H1 Rhizobium sp. 100% MH567326.1 R. acidisoli 100% KJ921033
H2 Rhizobium sp. 100% MH567326.1 R. acidisoli 100% KJ921033
H3 Rhizobium sp. 99,89%  MH567326.1 R. acidisoli 99,89% KJ921033
H4 R. leguminosarum 99,9% MT645960.1 R. leguminosarum 99,9% MRDL01000029
H5 R. sophorae 100% MT645958.1 R. sophorae 100% KJ831229
H6 R. sophorae 98,85% 0Q690733.1 R. sophorae 98,94% KJ831229
H7 R. sophorae 100% MT645963.1 R. sophorae 99,82% KJ831229
H8 R. sophorae 100% MT645955.1 R. sophorae 100% KJ831229
S1 Rhizobium sp. 100% MH567326.1 R. acidisoli 100% KJ921033
S2 Rhizobium sp. 98,62% 0Q291569.1 R. leuminosarum 98,62% MRDL01000029
S3 Rhizobium sp. 99,89%  MH567326.1 R. acidisoli 99,89% KJ921033
S4 Rhizobium sp. 100% MH567326.1 R. acidisoli 100% KJ921033
S5 R. leguminosarum 99,06% KY587866.1 R. leuminosarum 98,99% MRDL01000029
S6 R. sophorae 99,9% MT645958.1 R. sophorae 100% KJ831229
S7 R. sophorae 99,91% MT645955.1 R. sophorae 100% KJ831229
S8 R. sophorae 100% MT645955.1 R. sophorae 100% KJ831229
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Se encontraron diferentes patrones de bandas entre los morfotipos que revelan posibles cepas
estrechamente relacionadas (Figura 3). El analisis por Neighbour joining muestra las relaciones
evolutivas al construir su arbol filogenético con variacién genética entre sus aislados (Figura 4).
Tanto los rizobios aislados de la variedad SV y de la variedad HB se encuentran agrupadas entre
si, sin preferencias marcadas de acuerdo a su hospedador. Vicia faba posee una mayor
selectividad en su simbiosis con rizobios presentes en el suelo, en comparacién a otras
leguminosas, que se deriva en asociaciones mas eficientes (Teulet et al., 2022; Purwaningsih,
Agustiyani y Antonius, 2021). A pesar de esta selectividad existen diferencias genéticas entre los
aislados, dados genes simbiodticos compartidos entre los diferentes rizobios que se expresan por
los flavonoides producidos por el haba (Benidire et al., 2018; Morales-Miranda, 2023).
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Figura 3) Perfil de huellas dactilares genémicas de los diferentes rizobios. Ladder 1kb Promega (L); carril
1 (HB2), carril 2 (HB3), carril 3 (HB4), carril 4 (HB5), carril 5 (SV2), carril 6 (SV4), carril 7 (SV5), carril 8
(8V7)



328
329

330

331
332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

17.8 RSVS

18.0

122 pyps
15.4

17.4 RsV7

9.6

0Rsva

353

0Rsv2

54 pHe3

— 24 oiga

321 RHB2

Figura 4) Arbol filogenético por Neighbour joining de los diferentes morfotipos de Rhizobium identificados

4. Conclusiones

La produccidn de fitohormonas de cada uno de los aislados varié, con rizobios mas efectivos que
otros, siendo los morfotipos HB3 y SV4 los mayores productores de AlA, y los morfotipos HB4 y
SV2 los mayores productores de GAs. El andlisis filogenético demostré que existe relacion entre
las variedades Haba Blanca y Siempre Verde respecto a sus rizobios simbiontes. Si bien existe
variacion genética esta puede ser minima, la cual otorga un alto grado de especificidad de
asociacién con rizobios en comparacién a otras leguminosas. La evaluacién de sustancias
promotoras de crecimiento y de la interaccion rizobio-leguminosa por métodos moleculares son

parametros relevantes para la seleccién y formulacion de bioinoculantes eficientes.
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