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3 RESUMEN

Las especies del género Rhizobium son bacterias aerobias, Gram-negativas que tienen la ca-
pacidad de formar relaciones simbidticas con plantas leguminosas especificas. Lo realizan mediante la
formacidn de nddulos en las raices de las plantas. Estas estructuras les permiten fijar nitrégeno at-
mosférico y reducirlo a iones de amonio para que sea mas asimilable para la planta. Estas especies
pueden suplicar la necesidad de usar fertilizantes nitrogenados sintéticos, naturales y de materia or-
ganica. La identificacion se inicia con métodos tradicionales, lo principal es la bioprospeccién de los
nddulos, el implementar medio de cultivos selectivos; PGA, LLA, MacConkey, YMA + Rojo Congo. Se
usa pruebas fisioldgicas y pruebas bioquimicas para su identificacidn. Las técnicas inmunoldgicas de-
terminan relaciones serolégicas entre cepas y su composicion antigénica, es el caso de la prueba se-
roldgica de aglutinacién, inmunodifusidn y ELISA que ayuda a estudiar la interaccidén entre antigenos
de la superficie bacteriana y anticuerpos especificos de la planta. Los métodos moleculares juegan un
papel importante para discernir entre especies debido a que tienen una mayor especificidad. Ese es
el caso de la amplificacidn del gen 16S mediante PCR, la combinacién de métodos moleculares como
PCR-RFLP para la identificacidon de biovares de cepas de Rhizobium. La BOX-PCR Y REP-PCR reveld la
capacidad de determinar perfiles gendmicos y patrones polimérficos que reflejan la diversidad geno-
mica, junto con secuenciacién del gen 16S rRNA. Los enfoques moleculares como la metatranscripté-
mica para identificar factores de transcripcidon durante el proceso de simbiosis que regulan la modu-
lacion en la expresidon de genes en la formacion de nédulos y su respuesta simbidtica. Adicional, el
Multilocus Sequence Analysis (MLSA) permite identificar y clasificar microorganismos comparando
multiples fragmentos housekeeping, como recA, ginll y gyrB, presentes en las especies de Rhizobium.
Los plasmidos pueden diferir entre las especies de este género por su composicion y pesos molecula-
res. Sin embargo, la revision de literatura sobre los métodos implementados para reconocer a Rhizo-
bium ha revelado de existen incongruencias en los resultados de varios estudios que se esclarecen con
este trabajo. Existe literatura citada que han identificado especies de Rhizobium que en la actualidad

han sido clasificados en nuevos géneros bacterianos.



PALABRAS CLAVE: Rhizobium, identificacién molecular, identificacién morfoldgica, identificacion bio-

guimica, especies taxondmicas.

4 ABSTRACT

Species of the genus Rhizobium are aerobic, Gram-negative bacteria that have the ability to
form symbiotic relationships with specific leguminous plants. They do this by forming nodules on the
plant roots. These structures allow them to fix atmospheric nitrogen and reduce it to ammonium ions,
making it more assimilable for the plant. These species can overcome the need for synthetic, natural,
and organic matter nitrogen fertilizers. Identification begins with the implementation of traditional
methods. The main method is bioprospecting of nodules, implementing selective culture media such
as PGA, LLA, MacConkey, YMA, and Congo Red. Physiological tests are used to identify specific species,
along with biochemical tests to determine characteristics of the genus Rhizobium. Immunological
techniques determine serological relationships between strains and their antigenic composition. This
is the case with serological agglutination tests, immunodiffusion tests, and ELISA, which help study the
interaction between bacterial surface antigens and plant-specific antibodies. Molecular methods play
an important role in distinguishing between species due to their greater specificity. This is the case
with 16S gene amplification by PCR and the combination of molecular methods such as PCR-RFLP for
the identification of biovars of Rhizobium strains. BOX-PCR and REP-PCR revealed the ability to deter-
mine genomic profiles and polymorphic patterns that reflect genomic diversity, along with 16S rRNA
gene sequencing. Molecular approaches such as metatranscriptomics are used to identify transcrip-
tion factors during the symbiosis process that regulate the modulation of gene expression in nodule
formation and their symbiotic response. Additionally, Multilocus Sequence Analysis (MLSA) allows the
identification and classification of microorganisms by comparing multiple housekeeping fragments,
such as recA, ginll, and gyrB, present in Rhizobium species. Plasmids can differ among species of this
genus in terms of their composition and molecular weight. However, a review of the literature on

methods implemented to recognize Rhizobium has revealed inconsistencies in the results of several



studies, which are clarified in this work. Additionally, there is cited literature that has identified Rhizo-
bium species that have now been classified into new bacterial genera.
KEY WORDS: Rhizobium, molecular identification, morphological identification, biochemical identifi-

cation, taxonomic specie.



5 INTRODUCCION

La poblacién humana sigue en constante crecimiento, para el afio 2030 se pronostica que la
produccién agricola llegaria a 8600 millones de personas. Si existe un aumento significativo en la
poblacién debe existir un incremento sustancial en la produccién de alimentos que pueda ser capaz
de cubrir la demanda alimentaria (Naciones Unidas, 2017)

Las medidas que han tomado grandes y pequefias empresas agricolas para cumplir con la de-
manda, es usar fertilizantes quimicos con el fin de aumentar el rendimiento en la produccién de ali-
mentos provenientes de plantas. Sin embargo, esta préctica en la agricultura mundial genera graves
impactos ambientales. Uno de los principales conflictos que enfrenta el planeta es la contaminacién
gue se encuentra estrechamente relacionada a la contaminacién del suelo y a los gases de efecto
invernadero. Entre los principales causantes se encuentra el uso desmesurado de fertilizantes quimi-
cos nitrogenados. Se estima que su uso aumentd durante los Ultimos afios a nivel mundial, y varias
investigaciones aseguran que las emisiones se incrementaran en un 50% para el afio 2030 (Gonzalez
y Camacho, 2017).

El uso excesivo de fertilizantes nitrogenados es una de las principales causas del calenta-
miento global debido a que contribuye al incremento de las concentraciones de los gases del efecto
de invernadero vy la toxicidad provoca el aumento en la eutrofizacidon del agua (Lambo y Mancipe,
2021). Un estudio realizado demostrd que la agricultura es la responsable de generar entre el 60 y
70% de emisiones de dxido nitroso fuertemente relacionada con el uso de fertilizantes nitrogenados
(Sanchez, 2019). En estos sistemas de cultivos de alta productividad, los monocultivos o rotacién de
cultivos se han implementado tarde como medidas alternativas en la agricultura moderna. Lo que ha
incremento el deterioro del suelo y consigo una disbiosis en la microflora natural de la misma. Ademas,
la acumulacidn de nitrégeno favorece la presencia de dcidos fendlicos, compuestos que tienen la ca-
pacidad de modificar la interaccidn entre plantas y microorganismos, estos son los responsables de la
disminuciéon de pH que empeora las enfermedades del suelo y la aparicion de patdgenos (Yijie et al.,

2022).



Se puede usar a la bacteria Rhizobium como biofertilizante debido a que tiene la capacidad de
fijar nitrégeno presente en la atmdsfera, que es una bacteria Gram-negativa que se encuentra en el
suelo. Esta bacteria tiene la capacidad de convertir el nitrégeno atmosférico a formas mas asimilables
para las plantas con las cuales pueden formar relaciones simbidticas. Esta interaccién bioldgica tiene
la capacidad de disminuir el 50 a 70% de nitrégeno biolégicamente fijado en el mundo y el 65% em-
pleado en agricultura (Lopez et al., 2020).

Adicional, no todas las especies de Rhizobium son compatibles con todas las plantas, tienen
una particularidad, y es que tiene especificidad por su hospedador. Existen cepas que son capaces de
formar nddulos con plantas leguminosas en especifico (Ballesteros et al., 2018). Las plantas legumino-
sas pertenecen a la familia Fabaceae o conocida cominmente como familia de guisantes o frijoles.
Estas plantas con frecuencia tienen nédulos radiculares producidos por bacterias fijadoras de nitré-
geno. Los tallos son erectos, trepadores o volubles con hojas compuestas (Xu y Deng, 2017).

La interaccién entre bacterias de la especie Rhizobium, inicia cuando existe insuficiencia de
nitréogeno en la planta leguminosa hospedadora. El nitrégeno es un elemento esencial para la planta
dado que es un componente que permite formar proteinas, dcidos nucleicos, fosfolipidos, clorofila,
hormonas, vitaminas. La deficiencia de nitrégeno influye en el crecimiento de la planta, lo que provoca
qgue el rendimiento y la calidad se reduzca. Por otra parte, una vez que el nitrogeno es absorbido y
aprovechado por las plantas es usado en funciones reguladoras en las fitohormonas (Wang et al.,
2024).

La cooperacion se da por sefiales quimicas de la planta para atraer a las especies de Rhizobium
y de esa manera formar una nodulacidn efectiva desencadenando la produccion de los factores nece-
sarios para la nodulacién. Sin embargo, existe la posibilidad de que exista una compatibilidad parcial,
es decir, la cepa no posee los factores necesarios para establecer una relacién simbidtica efectiva. Las
formas de visualizar una asociacion efectiva son con la presencia de nddulos y el color de estos (Simon

et al., 2014).



En el ambito de la microbiologia agricola no se dispone documentos que recopilen todos los
métodos que puedan ser utilizados para la identificacion precisa y eficaz de especies de Rhizobium. A
pesar de que los avances cientificos siguen en constante cambio y evolucidn, se puede evidenciar un
vacio investigativo en la literatura disponible, este estudio puede ser implementado como una guia
para futuras investigaciones o por profesionales en la industria agricola dado que es una alternativa
ecoldgica al dafio ambiental ocasionado por los fertilizantes nitrogenados. Una forma para identificar
cepas de Rhizobium es evaluar su tolerancia a NaCl al 2%, estas bacterias tienen la caracteristica de
gue su crecimiento bacteriano disminuye progresivamente a medida que se aumenta la concentracién
de sal en el medio de cultivo (Alencastro y Ayala, 2023).

La caracterizacion bioquimica con pruebas a la tolerancia de pH, cloruro de sodio, resistencia
a metales pesados y antibidticos (Lépez et al., 2017) son otras formas de identificar estas bacterias. La
identificacion de Rhizobium phaseoli se realizé6 mediante pruebas de Biuret para evaluar la ausencia
de actividad hidrolitica sobre gelatina y caseina. La cepa fue sometida a una concentracidon de NaCl al
2% vy cultivada en agar sulfito bismuto, considerando su caracteristica de no producir H,S (Saldania,
2007).

Actualmente, el uso de métodos moleculares como ADN ribosémico amplificado (ARDRA),
amplificados por PCR, metagendmica y secuenciacién de genes son mas utilizadas. La identificacién
de especies de Rhizobium puede realizarse mediante el uso de ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD), polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccidon (RFLP) y polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP). Estas técnicas permiten analizar variaciones genéticas y establecer
diferencias entre cepas dentro del género Rhizobium, facilitando su clasificacién taxonémica (Koskey
et al., 2018). Mediante PCR se amplifico fragmentos del gen ribosomal 16s, junto con secuenciacién
se identificd relaciones filogenéticas de las cepas secuenciadas construyendo filogramas. Se encontré
que las cepas clasificadas dentro de este grupo tenian una alta identidad de secuenciacidn de Rhizo-
bium multihospitium y Rhizobium tropicipero con una identidad del 99,24% y a Rhizobium miluonense

con una identidad del 99.24% (Valenzuela et al., 2021).



Mediante revisidn de literatura se pretende recopilar el estado del arte de los métodos de
identificacion de especies de Rhizobium que es crucial para el desarrollo de practicas agricolas soste-
nibles. Las cuales ayuden a implementar una guia de cdmo se deben implementar la informacion re-
copilada y categorizar el mejor método de caracterizacion dependiendo de la especie. Esto debido a
gue existen especies de Rhizobium que no han sido identificadas hasta la actualidad. La identificacidn
de las especies es de suma importancia para determinar que especie de Rhizobium puede formar la
interaccion simbidtica con la leguminosa en concreto. Se pretende describir métodos tradicionales
como el uso de pruebas bioquimicas, y métodos modernos con el empleo de técnicas moleculares

como BOX-PCR y secuenciacion del gen ribosomal 16S.



6 OBIJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL
Revisar literatura existente sobre los métodos de identificacidn de las especies del género Rhizobium.
6.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS
1. Describir fuentes de nitrégeno que son utilizadas por las plantas y su interaccién con los rizo-
bios
2. Describir los métodos de identificacién de especies de Rhizobium a partir de la literatura

recopilada.



7 MARCO TEORICO

7.1  FERTILIZANTES NITROGENADOS

El nitrégeno se encuentra en la naturaleza en forma de gas, se encuentra libre en el aire, at-
masfera y el suelo. Adicional, el nitrdgeno esta presente en los tejidos vegetales y una porcion se
compone de la materia orgdnica que se da por la renovacion periddica de las raices y la actividad de
los microorganismos en el suelo, junto con las excreciones animales, el uso de abonos verdes, la des-
composicion de restos agricolas y la incorporacidn de residuos provenientes de la agroindustria y las
zonas urbanas. Estos contribuyen a la regeneracién natural y el equilibrio del ecosistema edéafico (Ro-
driguez, 2005).

El nitrégeno (N) forma parte de los principales componentes de los compuestos organicos
como los aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos. Contribuye al desarrollo de las etapas vegetativa
y reproductiva de las plantas, mediante la fertilizacién nitrogenada se puede llegar a obtener un au-
mento alto de biomasa y crecimiento de cultivos (Fathi, 2022).

El nitrégeno estd formado por dos dtomos de N unidos por un fuerte enlace triple debido a
eso para romper el enlace y acelerar la reaccién del nitrégeno se debe utilizar una gran cantidad de
energia. Su fabricacion se da por el proceso Haber-Bosch que consiste en una reaccién de nitrégeno e
hidrégeno gaseoso para producir amoniaco (NH3). Este amoniaco es usado para elaborar una gran
diversidad de fertilizantes nitrogenados, que tienen distintas formulaciones o nutrientes adicionales
(Quemada y Gabriel, 2023).

7.1.1 FUENTE DE NITROGENO NATURAL

El nitrégeno atmosférico compone el 78.1% de la atmdsfera terrestre y es la forma de nitro-
geno mas abundante en la tierra. La dindmica del nitrégeno comienza con su fijacién, donde se con-

vierte en formas mas asimilables para que la planta lo utilice. La nitrificacién es el proceso por el cual
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se transforma amoniaco en nitratos. En la asimilacidn las plantas absorben el nitrégeno y junto con la
desnitrificacion se lo devuelve a la atmdsfera (Enrich-Prast et al., 2018).

Estos procesos se llevan a cabo principalmente por microorganismos presentes en el suelo. La
forma en la que el nitrégeno entra en la biosfera es mediante fijacién quimica y bioldgica del nitrégeno
molecular y es removida por desnitrificacidn. La fijacién natural del nitrégeno se puede dar por bac-
terias como Rhizobium. Adicional, otras formas de obtener nitrégeno son por la descomposicion de
materia organica, la deposicién atmosférica a través de tormentas eléctricas y la liberacién de nitré-
geno desde el suelo (Cerdn y Aristizabal, 2012).

Ademas, los incendios forestales son otra fuente de nitrégeno cuando producen su salida a la
atmosfera. El 30% de este elemento se encuentra contenido en biomasa que se volatiza en dinitrégeno
(N2) a través de la desnitrificacion. Para cubrir el requerimiento de nitrédgeno se necesita un reciclaje
interno eficiente con procesos como la descomposicion de la materia organica y la mineralizacién del
nitrégeno (Enrich-Prast et al., 2018).

7.1.2 FUENTE DE NITROGENO SINTETICOS

La produccidn de fertilizantes sintéticos nitrogenados se origina convencionalmente de amo-
niaco. Lo que lo vuelve un tipo de fuente mas econdmica, con mayor concentracidén y se encuentra
disponible para las que las plantas lo utilicen. Sin embargo, su produccidon consume aproximadamente
el 1,2% de energia a nivel mundial y con el mismo porcentaje contribuye a las emisiones de efecto
invernadero total (Sabry, 2015).

El fertilizante de sulfato de amonio es una fuente de amonio que es mas facil de asimilar para
las plantas, el azufre esta presente en los aminoacidos y proteinas de las plantas. Estas son esenciales
para la formacién de clorofila. Es un fertilizante soluble que se aplica en suelo y agua. Sin embargo, en
este fertilizante tiene un efecto inhibitorio fuerte en la germinacién de semillas, inclusive si se lo aplica
en concentraciones bajas (Haojiang et al., 2025).

Otra forma, es el nitrato de amonio tiene la capacidad de afectar a la planta a nivel del creci-

miento de raices de plantulas, esto provoca que la acumulacion de biomasa y la raiz se reduzca. En
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términos generales, los fertilizantes nitrogenados afectan a la distribucion de sus recursos en las dife-
rentes partes de su estructura como las raices, tallos, hojas y frutos. Ademas, altera el contenido de
nitratos y N de amonio del suelo junto con su pH (Haojiang et al., 2025).

En el caso de la urea tiene un alto contenido de nitrégeno, su porcentaje oscila entre el 46%,
es usado con mayor frecuencia por los agricultores. Por lo tanto, estimula el crecimiento de las plantas,
influye en la influye en la absorcion de los nutrientes del suelo con mayor facilidad, esto mejora el
rendimiento de los cultivos. Es un fertilizante de reaccién acida que puede ser incorporados en suelos
agricolas neutro o que sean moderadamente alcalinos (Sandoval y Pefia, 2024).

7.1.3 FUENTE DE MATERIA ORGANICA

La materia orgdnica tiene un contenido del 5% total de nitrégeno. Adicional, posee otros ele-
mentos esenciales para las plantas como el fésforo, magnesio, calcio, azufre y micronutrientes. El ni-
trégeno proviene de fuentes como estiércoles, compost, abonos verdes y residuos de cosecha. La
materia orgdnica en el suelo comprende dos fases; la humidificacidn y mineralizacidn, donde los mi-
croorganismos del suelo actian sobre la materia organica desde el momento en que se la entierra
(Julca et al., 2006).

La industria agricola produce grandes voliumenes de residuos de cosecha a lo largo del afio,
de los cuales solo una parte se reutiliza en diversas aplicaciones, como alimento para el ganado, ge-
neracién de compost, biosélidos y produccién de biogas. Estos manifiestan nitréogeno en formas orga-
nicas que a medida que pasa el tiempo se mineralizan para pasar a ser disponibles para las plantas. La
fuente de materia organica es usada como sustratos para obtener abono orgdnico que es el resultado
de la descomposicion natural de la materia organica por accién de microorganismos presentes en el
medio que tienen altos contenidos de nitrdgeno mineral (Ramos y Elein, 2014).

Una de las formas de obtener disponibilidad de nitrégeno es mediante microorganismos ac-
tores responsables de la descomposiciéon de la materia organica. Es un grupo que estd conformado
por bacterias, hongos, actinomicetos, protozoos y mohos. Durante este proceso, estos organismos

liberan productos como energia, diéxido de carbono, azufre, nitrégeno y fosforo. El nitrégeno que se
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adquiere tras la descomposicion es esencial debido a que el suelo contiene este elemento en cantida-
des limitadas y, en su mayoria, se obtiene a partir de formas orgdnicas (Yadav et al., 2021).

Para integrarse al ciclo del nitrédgeno, este elemento es transformado mediante la amonifica-
cion, un proceso en el que los microorganismos degradadores convierten la materia organica en amo-
niaco (NHs) o ion amonio (NH;*), facilitando su posterior aprovechamiento por otros organismos del
ecosistema. Consecutivo, actian los microorganismos nitrificantes que tiene la capacidad de oxidar el
amonio en (NO;") y posteriormente en nitratos (NO3~). La nitrificacidn es llevada a cabo por dos grupos
principales de bacterias quimiolitétrofas obligadas. Una de ellas son las bacterias del género Nitroso-
mas y Nitrosococcus especializadas en la oxidacién de amonio. El segundo grupo se encuentras las
bacterias oxidantes de nitrito como Nitrobacter, Nitrococcus y Nitrospira (Rahimi, 2020).

Por otra parte, otra forma de obtener nitrégeno es por fijacion simbidtica realizada por bac-
terias heterdtrofas que pertenecen a la familia Rhizobiaceae. Se encuentra conformado por bacterias
del género Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium y Rhizobium. Sin embargo, el género Rhi-
zobium destaca por su capacidad de establecer asociaciones altamente especializadas con legumino-
sas. Tiene la capacidad de formar nédulos radiculares en las raices de sus hospedadores, donde llevan
a cabo la conversion de nitrégeno atmosférico (N;) en formas organicas asimilables para la planta. La
bacteria se beneficia de esta relacién al recibir de la planta carbohidratos que utiliza como fuente de
energia. A su vez, la planta adquiere nitrégeno, lo que favorece su crecimiento y el desarrollo de cul-
tivos, mejora la fertilidad del suelo y contribuye a la disponibilidad de este elemento en los ecosiste-
mas terrestres (Abd-Alla et al., 2023).

7.2 RHIZOBIUM

Las bacterias del género Rhizobium presentan una morfologia de bacilos Gram-negativos mé-
viles, poseen de 1-6 flagelos que pueden llegar a ser peritricos o subpolares estos le confieren motili-
dad a la bacteria (Lopez et al., 2017). Sus colonias se las puede reconocer por ser blancas o de color

beige, circulares, convexas, semitraslicidas y mucilaginosas. Ademads, estas pueden llegar a medir
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entre 2 a4 mm de didmetro dentro de un periodo de incubacién entre los tres a cinco dias de incuba-
cién en agar levadura manitol con rojo Congo (Contreras et al., 2007).

Son bacterias aerobias que crecen a temperaturas optimas de entre 25 y 30 °C el pH dptimo
para su crecimiento es de 6-7. El carbono y los electrones proviene de compuestos organicos debido
a que el género Rhizobium son quimiorganoheterétrofos. Por ello, usan un amplio rango de carbohi-
dratos simples y sales de acidos organicos como Unica fuente de carbono. Usan sales de amonio, ni-
trato y en general a los aminoacidos como fuente de nitrégeno. Por otra parte, no tienen la capacidad
de metabolizar celulosa y almidén dado que carecen de las enzimas necesarias para degradar estos
polimeros complejos. El tiempo de generacidn de una nueva célula de oscila entre 1.5 a 5 horas. Algu-
nas cepas requieren factores de crecimiento como biotina como el caso de Rhizobium phaseoli (Mén-
dezy Lara, 2016).

Las bacterias del género Rhizobium tienen la capacidad de inducir en las raices de las legumi-
nosas la formacion de estructuras especializadas conocidas como nddulos. Dentro de estas estructu-
ras el nitrégeno atmosférico se reduce a iones de amonio, es decir, se convierten en una forma mas
facil para asimilar para la planta. Rhizobium tienen la capacidad de formar relaciones simbidticas con
plantas leguminosas, se considera que es un proceso de alta eficiencia en fijar biolégicamente nitré-
geno atmosférico. Esta relacidn simbidtica se estima que en 24 horas puede llegar a ser de 584 kg y
puede proporcionar hasta un 90% de las necesidades de nitrégeno de la planta (Lopez et al., 2017).
7.3 METODOS TRADICIONALES ESPECIFICOS PARA IDENTIFICAR A Rhizobium

7.3.1 BIOPROSPECCION DE NODULOS

En el aislamiento de Rhizobium empieza con la prospeccion de los nédulos, se escogen plantas
jovenes y saludables. En el caso de las leguminosas arbustivas como Gliricidia sepium y Leucaena leu-
cocephala los nddulos fueron recolectados durante la temporada de lluvia, lo que optimiza la extrac-
cion del sistema radicular dado que ayuda a prevenir dainos mecdnicos. Es fundamental tomar una
muestra representativa de los nédulos para su andlisis, asegurando un conteo preciso y una evalua-

cion detallada de su nodulacion. Se debe observar su estructura, abundancia, tamafio y color interno,
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asi como la distribucién de la nodulacidn en la raiz principal. Los nédulos seleccionados deben ser
desinfectados en alcohol al 70% por un minuto, seguido de hipoclorito de sodio al 2,5% durante cuatro
minutos y enjuagados con agua destilada (Hernandez et al., 2012).

7.3.2 TINCION GRAM DE Rhizobium

El método Gram se fundamenta en diferenciar estructuras y composicién de la pared celular
de las bacterias. Las especies del género Rhizobium al ser bacilos Gram-negativas tienen una pared
celular con una capa delgada de peptidoglicano unida a una membrana externa compuesta de conte-
nido lipidico y proteico. Al finalizar la tincion pierden el colorante cristal violeta, por ello, al microsco-
pio se observan bacilos tefiidos de color rojo como se visualiza en Figura 1. Tincién de Gram de Rhi-
zobium observada al microscopio éptico. El colorante primario es cristal violeta (CV) que en solucién
acuosa se disocia en iones CV+ y CV-. Estos penetran la pared celular y membrana de la bacteria por
su afinidad con el peptidoglicano. Posterior, se agrega solucion de yodo que es usado como fijador del
colorante, este interactla con los iones de CV+, lo que permite formar un complejo conocido como
cristal violeta-yoduro. Este complejo tiene la capacidad de saturar los espacios del peptidoglicano de
la pared bacteriana. Luego, se agrega unas gotas de alcohol acetona que rompe la capa lipidica de las
Gram-negativas para que pierda su membrana externay se reduzca la cantidad de peptidoglicano. Por
ultimo, se coloca safranina o fucsina como colorante de contra tincidn, tifie a Rhizobium porque no

tienen la capacidad de retener el complejo cristal-yoduro posterior a la decoloracion (Casasola, 2022).

-

Figura 1. Tincién de Gram de Rhizobium observada al microscopio dptico
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Este grafico corresponde a la Tincién Gram de Rhizobium. [Fotografia], Hernandez, Cubillos y Millan,
2018, https://www.researchgate.net/publication/298069900 Aislamiento de cepas de Rhi-
zobium_spp asociados a dos leguminosas forrajeras en el Centro Biotecnolo-

gico del Caribe Isolation of Rhizobium spp associated two forage legumi-

nous in _the Caribbean Biotech/down-

load? tp=eyJjb250ZXh0ljp7ImZpcnNOUGFNnZSI6119kaXJlY3QiLCJwYWdII-
joiX2RpcmVidCJ9fQ

7.3.3 TOLERANCIA A NACL

Las especies pertenecientes a este género son incapaces de tolerar la exposicidn a altas con-
centraciones de NaCl, lo que provoca que su crecimiento disminuya al estar en contacto con sal en el
medio (Alencastro y Ayala, 2023). Al comparar la tolerancia a NaCl en concentraciones de 1% y 2%, se
observé que el 24.32% de las cepas mostré un buen crecimiento al 1%. En contraste, al 2% de NaCl, el
crecimiento se redujo significativamente a 13.51%. Por otra parte, las cepas que no crecieron a una
concentracién de NaCl al 1% fue de 13.51% y al ser sometidas al 2% el porcentaje aumento hasta el
35.14% (Contreras et al., 2007). Sin embargo, existe una especie del género Rhizobium que puede
tolerary crecer en éptimas condiciones bajo concentraciones de NaCl al 2% que es Rhizobium legumi-
nosarum biovar phaseoli (Alencastro y Ayala, 2023).
7.4 MEDIOS DE CULTIVO

7.4.1 AISLAMIENTO DE Rhizobium EN AGAR YMA + ROJO CONGO

El agar manitol de levadura (YMA) es un medio de cultivo que tiene en su composicién; 10
gramos de extracto de levadura, 500 mg de fosfato dipotasico, 500 mg de sulfato de magnesio, 200
mg de cloruro de sodio, 17 gramos de agar, agua destilada, mas el tinte rojo Congo (RC) a una concen-
tracion del 0.25%. y el medio debe tener un pH de 6.8-7. Estas cantidades son usadas para la prepara-
cion de un litro del medio de cultivo. El medio de cultivo se esteriliza a una temperatura de 121 °C
durante 15 minutos (Thazin y Phyu, 2020).

Se realiza una suspensién bacteriana a partir de los nddulos, siguiendo el procedimiento de
bioprospeccidn previamente descrito. A continuacidn, los ndédulos se colocan en un tubo de ensayo
para ser triturado con una varilla de vidrio y pasar a ser mezclado por el Vortex. Luego, se realiza

diluciones seriadas para su respectivo aislamiento. Al final, se siembra en el medio de cultivo YMA y
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se incuba a temperatura de 27-30 °C (Thazin y Phyu, 2020). Esto se visualiza en Figura 2. Procedi-

miento para el aislamiento de Rhizobium a partir de los nédulos.
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Figura 2. Procedimiento para el aislamiento de Rhizobium a partir de los nédulos.

Procedimiento de aislamiento de Rhizobium a partir de nddulos radiculares . [Fotografia], Thaziny
Phyu, 2020, https://www.researchgate.net/profile/Aung-Aung-Aye-2/publica-

tion/378175822 Study on some Phytoplankton of Maung Ma Kan Beach Longlone Towns-

hip_Tanintharyi Region Southern Myanmar/links/65cb8d581elecl2eff8e3bac/Study-on-some-

Phytoplankton-of-Maung-Ma-Kan-Beach-Longlone-Township-Tanintharyi-Region-Southern-Myan-
mar.pdf#fpage=192

Sus colonias en este medio de cultivo se las puede reconocer por ser blancas o de color beige,
circulares, convexas, semitraslicidas y mucilaginosa (Contreras et al., 2007). Esto ocurre como conse-
cuencia de que Rhizobium no tiene la competencia o capacidad de absorber el colorante rojo Congo.
Lo que permite diferenciar a este género entre otras especies fijadoras de nitrégeno como Agrobac-
terium sp. (Hernandez et al ., 2012). Tal como se muestra en la Figura 3. Aislamiento de colonias en

YMA + Rojo Congo.
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Figura 3. Aislamiento de colonias en YMA + Rojo Congo

Colonias individuales aisladas de rizobios en placa YMA. [Fotografia], Wadhwa et al., 2017,
https://www.ijcmas.com/6-11-2017/Zeenat%20Wadhwa,%20et%20al.pdf

7.4.2 AISLAMIENTO DE Rhizobium EN AGAR MACCONKEY

El agar MacConkey es un medio de cultivo selectivo y diferencial para bacterias Gram-negati-
vas capaces de fermentar lactosa. Esta fermentacion produce acidos organicos como el acido lactico,
el cual cambia el pH del agar. Los componentes de este medio de cultivo incluyen; colorante de cristal
violeta y sales biliares que detienen el crecimiento de otras bacterias que no pertenezcan a este grupo.
Adicional, tienen lactosa que es usada como principal fuente de carbono y rojo neutro que es el indi-
cador de pH que tiene un viraje de color blanquecino a rojo/rosa brillante al descenso de pH de 6,8
(Jung y Hoilat, 2024).

Las colonias de Rhizobium que crecen en este medio de cultivo son pequefias, translucidas,
incoloras o ligeramente amarillentas. A pesar de que es una bacteria Gram-negativa no puede fermen-
tar lactosa y al ser las colonias amarillentas es un indicativo de que no acidifican el medio. Las condi-
ciones de incubacion son a temperatura de 28 °C durante 48 horas, se descartan las colonias que
tengan un viraje de color rojo/rosa (Contreras et al., 2007).

Existen discrepancias en la literatura respecto a la capacidad de Rhizobium para fermentar
lactosa. Contreras et al. (2007) sostienen que esta bacteria no posee dicha capacidad de fermentar el
azucar de que se compone el medio MacConkey, por lo que se refleja una coloracién amarilla, que es
un claro indicador de su incapacidad para llevar a cabo este proceso. Mientras que Chuquimarca
(2025) plantea que al ocurrir un cambio de color del medio MacConkey de fucsia a amarillo es un

indicativo de que las bacterias del género Rhizobium puede fermentar lactosa mediante las enzimas
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lactosa permeasa y R-galactosidasa, generando un viraje de color del medio de cultivo a amarillo. Esto

se visualiza en la Figura 4. Aislamiento de colonias en MacConkey

Figura 4. Aislamiento de colonias en MacMonckey

Cambio de color de un aislado de Rhizobium en medio de cultivo MacMonckey. [Fotografia], Chuqui-
marca,2025,https://www.dspace.uce.edu.ec/server/api/core/bitstreams/c1476b48-60d9-4bbb-
99e9-d4382d601e4e/content

Existe una contraposicién con los resultados reportados por Chuquimarca (2025), debido a
que las bacterias capaces de fermentar lactosa producen subproductos acidos que reducen el pH, lo
que provoca que el indicador de pH cambie a rosado. Al contrario, las especies bacterianas Lac nega-
tivas forman colonias blanquecidas, y el medio de cultivo se mantiene de color amarillo debido a que
la bacteria puede metabolizar peptonas y alcalinizar el agar (Jung y Hoilat, 2024).

7.4.3 AISLAMIENTO DE Rhizobium EN AGAR LLA

El agar lactosa y levadura (LLA) es un medio de cultivo que tiene en su composiciéon; extracto
de levadura, lactosa, fosfato dipotésico de hidrégeno, sulfato de magnesio, cloruro de sodio y agar.
Ademds, las condiciones de incubacién son a 25 °C con un pH de 6,8 + 0,2. Segun Soto et al. (2012), la
mayoria de las especies del género Rhizobium no poseen la capacidad de fermentar lactosa debido a
qgue prefieren otras fuentes de carbono para su metabolismo como manitol. Sin embargo, investiga-
ciones han comprobado que existen ciertas especies de este género que si presentan la capacidad de
fermentar lactosa con la produccién de cetolactosa (Hernandez et al., 2012).

Segun Chuquimarca (2025), realizar la prueba en agar LLA + reactivo de Benedict contribuye
para identificar cepas de Rhizobium que tengan la capacidad de usar lactosa como fuente de carbono,

lo que se demostrd con el cambio de color del medio de azul a amarillo por el cambio de pH. Los
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aislados evidenciaron que la bacteria utiliza la enzima lactasa para fermentar el sustrato y producir

acido.

Figura 5. Aislamiento de colonias en Agar LLA + reactivo de Benedict

Cambio de color de un aislado de Rhizobium en el medio LLA + Benedict. [Fotografia], Chuqui-
marca,2025,https://www.dspace.uce.edu.ec/server/api/core/bitstreams/c1476b48-60d9-4bbb-
99e9-d4382d601e4de/content

7.4.4 AISLAMIENTO DE Rhizobium EN AGAR PGA

El agar peptona glucosa agar (PGA) tiene en su composicidn; peptona, glucosa, agar y purpura

de bromocresol, el pH del medio de cultivo es de 6,8. Las condiciones de incubacion son de dos dias
por 30 °C +2 grados centigrados (Chuquimarca, 2025).
Entre los indicadores de pH acido-base se encuentra el purpura de bromocresol. Este compuesto pre-
senta un cambio distintivo de color en funcion de la variacion del pH. En condiciones 4cidas, cuando
el pH alcanza un valor de aproximadamente 3, su tonalidad es amarilla. Sin embargo, conforme el pH
aumenta y se acerca a 6, el indicador experimenta un viraje a un color azul o purpura, esto permite
descartar a especies del género Rhizobium por este medio de cultivo (Qianyun et al., 2021).

Segun Hernandez et al. (2012), los estudios demostraron que las cepas de Rhizobium fueron
descartadas al ser sembradas en PGA + purpura de bromocresol debido a que presentaron un incre-
mento pronunciado en la densidad celular y una produccién limitada de metabolitos acidos. Esto tiene
lugar por el hecho de que no es una caracteristica tipica de Rhizobium dado que no tiene el potencial
metabdlico para fermentar glucosa en un medio como el de PGA que es carente de minerales necesa-

rios para esta bacteria.
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7.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS

7.5.1 PRUEBA DE OXIDASA

Esta prueba detecta la presencia de enzimas oxidasas presentes en la bacteria. Su reaccién se
efectlia cuando se detecta la presencia de un sistema citocromooxidasa. Este sistema activa la oxida-
cion del citocromo, que es reducido por el oxigeno molecular. Esta reaccion produce perodxido de hi-
drogeno. Adicional, el oxigeno tiene como finalidad actuar como aceptor final de electrones de la ca-
dena transportadora de electrones (Fernandez et al., 2010).

La actividad oxidasa de Rhizobium se determina por esta prueba, se tiene consideraciones al
preparar el reactivo oxidasa. Uno de ellos es que el reactivo es disuelto al 1% tetrametil-p-fenilendia-
mina en agua que se encuentre a temperatura de 26°C. El reactivo se almacena en frascos ambar u
oscuro a temperatura de 25-30 °C. Existen diversas metodologias para llevar a cabo la prueba de oxi-
dasa, cada una con caracteristicas y aplicaciones especificas. Una de las técnicas cominmente utiliza-
das consiste en el empleo de una tira de papel filtro sumergida en el reactivo, se transfiere una colonia
de Rhizobium a la tira de papel usando un asa estéril. La prueba es positiva a la oxidasa al revelar un
viraje de color lavanda o purpura oscuro después de 5 minutos (Hossain et al., 2019).

Por otra parte, la prueba se realiza usando un portaobjetos limpio y seco. donde se coloca una
gota del reactivo de tetrametil-p-fenilendiamina sobre el portaobjetos con micropipeta o gotero. A
continuacidn, se transfiere colonias de bacterias con un asa bacterioldgica de platino o con un palillo
de madera estéril sobre la gota del reactivo. Sin extender la muestra, se mueve suavemente el asa
para permitir la reaccién y la respuesta ocurre en los primeros segundos. Una reaccién positiva es el
cambio de color a azul o purpura oscuro, lo que indica que la presencia de citrocromo oxidasa (Hossain
et al.,, 2019).

7.5.2 PRUEBA DE CATALASA

Esta prueba detecta a la enzima catalasa presente en microorganismo que contienen citocro-

mos. Las bacterias que sintetizan a esta enzima hidrolizan el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
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gaseoso (Fernandez et al., 2010). La prueba en Rhizobium es positiva dado que se observa la formacién
de burbujas de gas que es un indicativo de esta actividad (Hossain et al., 2019).

7.5.3 PRUEBA DE CITRATO DE SIMMONS

La prueba de citrato de Simmons determina la capacidad de un microorganismo para utilizar
al citrato de sodio como Unica fuente de carbono. De forma equivalente, es empleada para determinar
si el fosfato de amonio es usado como fuente de nitrégeno en su metabolismo. Adicional a estos com-
ponentes, se usa azul de bromotimol como indicador de pH. Las bacterias que tengan la capacidad de
usar estos componentes en su metabolismo liberan iones de amonio que provoca una alcalinizacion
del medio. Esto se presenta como un cambio de color de verde a azul como un indicador del cambio
de pH (Fernandez et al., 2010).

Segun Hossain et al. (2019), las pruebas realizadas con especies de Rhizobium se llegd a de-
terminar que esta bacteria no puede crecer en el medio de cultivo de Citrato de Simmons en un pe-
riodo de incubacidn por 48 horas. Por otra parte, Delgado et al. (2014) concluyeron que, todas las
cepas sembradas en este medio de cultivo en el transcurso de 72 hora no formaron colonias y este
medio no es apto para su crecimiento.

7.6  PRUEBAS INMUNOLOGICAS PARA IDENTIFICAR Rhizobium

7.6.1 TECNICA SEROLOGICA DE AGLUTINACION

Se han empleado las técnicas seroldgicas para identificar grupos de bacterias capaces de es-
tablecer relaciones simbidticas para fijar nitrogeno. En este grupo de rizobios se incluye a Bradyrhizo-
bium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium y Rhizobium. Estas técnicas se im-
plementan para determinar las relaciones seroldgicas de las cepas y su composicidn antigénica. Estu-
dios han demostrado que, estas bacterias pertenecen a grupo serolégico heterogéneo, por lo que se
puede determinar que las cepas aisladas del mismo hospedador no estan relaciones de forma serolé-
gica (Simon et al., 2014).

Segln Cabrera y Guevara (2003), se debe cuantificar los anticuerpos presentes en una mues-

tra. Por ello, el suero es diluido hasta determinar el punto en que los anticuerpos son capaces de
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reaccionar con el antigeno, causando aglutinacién. Las diluciones para el titulo son esenciales dado
que ayuda a determinar la mayor dilucidn en la se observa una reaccién positiva en el sistema de
ensayo. Los anticuerpos tienen la capacidad de formar uniones cruzadas con antigenos especificos,
generando complejos inmunoldgicos. Esto sucede debido a que reconocen y se enlazan de forma ra-
pida con los antigénicos correspondientes, su agrupacion provoca la aglutinacidon. Sin embargo, el pro-
ceso de aglutinacién no es rapido debido a que la adherencia de las particulas solo se produce cuando
el anticuerpo tiene contacto con el antigeno para formar puentes inmunolégicos (Cabrera y Guevara,
2003).

Segun Simon et al. (2014), la prueba de aglutinacién permite distinguir de manera serolégica
cepas dentro de una misma especie de Rhizobium. Esta prueba tiene como fundamento identificar la
interaccion que ocurre entre antigenos de la superficie bacteriana y anticuerpos especificos. Los estu-
dios realizados en cepas de Rhizobium japonicum mediante pruebas seroldgicas de aglutinacidon evi-
denciaron su agrupamiento en distintos serogrupos somaticos, definidos por la similitud antigénica de
sus componentes de superficie celular.

7.6.2 TECNICA DE INMUNODIFUSION PARA IDENTIFICAR A Rhizobium

La técnica de inmunodifusion implica el verter una capa delgada de agar sobre un portaobje-
tos. Una vez solidificado el medio, se practican pequefios orificios en el gel, donde se colocan las so-
luciones de antigeno y anticuerpo para permitir su difusion y la formacién de bandas de precipitacion.
Las moléculas de antigeno migran a diferentes velocidades mediante la corriente eléctrica debido a
las diferentes cargas eléctricas. Al encontrarse el antigeno especifico con el anticuerpo, se forma una
banda blanca debido a la precipitacidon sobre un fondo negro. Esto es una sefial de la presencia de un
anticuerpo para el antigeno. Adicional, la presencia de varias bandas es un indicativo de heterogenei-
dad del anticuerpo. Por otra parte, si no hay bandas de precipitacion significa que no hay un anti-
cuerpo especifico para el antigeno diana (Buyukkiriglu y Senel, 2018).

Aplicando esta técnica de inmunodifusion se busca determinar las relaciones serolégicas entre

diversas especies y cepas de Rhizobium. Segun Simon et al. (2014), permite distinguir entre cepas con



23

identidad antigénica completa de aquellas que tienen una similitud. Por ello, con los resultados se
evidencio que las cepas de crecimiento rapido y lento manifestaban un antigeno somatico en comun.
Adicional, las cepas de crecimiento rapido compartir los antigenos internos.

En investigaciones previas se empled la misma metodologia para identificar a especies de Rhi-
zobium utilizando antisueros homadlogos mediante inmunodifusién. Un ejemplo de ello es el estudio
de Dudman y Belbin (1988), donde usaron antisueros existentes contra cepas conocidas para diferen-
ciar entre aislados desconocidos por su capacidad o incapacidad de reaccionar con antisueros especi-
ficos. Los antisueros se usaron con cepas de Rhizobium trifolii, Rhizobium meliloti y Rhizobium japo-
nicum con los antigenos pertenecientes a sus grupos de inoculacidn cruzada. Los resultados que se
obtuvieron fueron de que Rhizobium trifolii y Rhizobium meliloti a pesar de pertenecer al mismo gé-
nero, no tienen una relacién de identidad antigénica.

7.6.3 TECNICA ELISA PARA IDENTIFICAR ESPECIES DE Rhizobium

Los enzimoinmunoensayos aprovechan las propiedades cataliticas de las enzimas para poder
detectar y cuantificar reacciones inmunoldgicas especificas. En el caso del ensayo inmunoabsorbente
se encuentra ligado de forma estrecha a enzimas (ELISA). Este permite identificar antigenos bacteria-
nos mediante su interaccién con anticuerpos especificos en una fase sdlida, con los pocillos de una
microplaca de poliestireno. El componente antigénico de la reaccién se adsorbe de manera inespeci-
fica o con una unién covalente a la superficie que se encuentra en fase sélida. El procedimiento co-
mienza con la adicidn de una alicuota de la muestra que contenga el antigeno especifico a cuantificar,
esto se coloca para que se una al anticuerpo primario en fase sélida lo reconozca. Posterior a esto se
realiza un lavado para eliminar los anticuerpos que no se encuentren unidos. A continuacion, se afnade
un anticuerpo secundario que este conjugado con una enzima, esta se une al anticuerpo primario.
Finalmente, el sustrato cromogénico al ser degrado por la enzima, provoca un viraje de color. Por lo
gue se evalua la intensidad de la sefial colorimétrica. Es esencial tener en cuenta que el producto que

se obtiene es proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra (Alhajj et al., 2023).
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Segun Simon et al. (2014), es una técnica que se utiliza para identificar bacterias presentes en
el suelo, implementando anticuerpos y el cambio de color para identificar una sustancia en especifico.
La identificacidon de especies de Rhizobium mediante ELISA es importante dado que estas bacterias
tienen antigenos superficiales especificos. En el caso de lipopolisacaridos o exopolisacaridos, estos
varian dependiendo de las cepas y las especies. Por ello, se hace el uso de anticuerpos monoclonales
o policlonales dirigidos contra estos epitopos. Lo que permite detectar la presencia de Rhizobium y
diferenciar entre especies o grupos simbidticos con diferentes capacidades de nodulacién y fijacién
de nitrégeno. Es una técnica que se utiliza para identificar bacterias presentes en el suelo, implemen-
tando anticuerpos y el cambio de color para identificar una sustancia en especifico. El resultado de la
implementacion de esta técnica reveld que el 38% y el 50 % de los nédulos en el cultivar en el Bronco
estdn ocupados por rizobios nativos. Esto ayuda a determinar la eficacia de estos rizobios nativos para
fijar nitrogeno y mejorar la eficiencia en la produccién de leguminosas.

7.7 METODOS MOLECULARES PARA IDENTIFICAR A Rhizobium

7.7.1 FUNDAMENTOS

7.7.1.1 Extracciéon de ADN

La extraccidon de ADN permite aislar el material genético separandolo de proteinas, membra-
nas y otros componentes celulares. El proceso inicia con la lisis celular, en la que se rompen las mem-
branas celulares y nuclear para liberar el ADN presente en el nucleo. El ADN liberado se separa de
otros elementos celulares acompafiantes mediante la adicidon de iones de sodio, que neutralizan su
carga, y etanol o isopropanol, que facilitan su precipitacion. Finalmente, en la etapa de purificacién,
el ADN se lava para eliminar impurezas y se resuspende en agua o en un buffer adecuado para su
manipulacion y almacenamiento (Sharma et al., 2021).

7.7.1.2 PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que se utiliza para desnaturalizar

y renaturalizacidon de segmentos cortos de ADN por medio de la enzima ADN polimerasa I. El proceso

consiste en amplificar pequefios fragmentos de ADN, usando ciclos controlados de temperatura y
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enzimas para copiar de forma eficiente y rdpida la secuencia objetivo. Esto genera millones de copias
a partir de una cantidad minima de material genético. La primera fase de la PCR es la desnaturaliza-
cion, el ADN se calienta a 95 °C debido a que disocia los enlaces de hidrégeno entre los pares de bases
complementarios del ADN bicatenario. Segunda fase, desnaturalizacion se genera el proceso annea-
ling a temperaturas entre 55y 72 °C. Estas temperaturas especificas se establecen por las propiedades
fisicas y quimicas de los cebadores especificos utilizados en la solucién. Tercera fase, es hibridacién
dado que hace posible que los cebadores se unan al ADN monocatenario en los respectivos sitios
complementarios, dando inicio con el extremo 3' del molde de ADN. A continuacién, la unién de los
cebadores a los sitios complementarios de ADN monocatenario que les compete genera dos hebras
bicatenarias a temperaturas de 75 a 80 °C. Es la temperatura ideal para que el ADN comience a repli-
carse, esto es inducidos por las enzimas para preservar la actividad catalitica de la AND polimerasa.
Esta enzima es esencial para que el ADN bicatenario inicie su replicaciéon de nuevas hebras de ADN en
direccion 5’ a 3/, esto genera hebras idénticas a las hebras molde. Esto se repite varias veces mediante
un termociclador durante 30 a 40 ciclos. De forma gradual va disminuyendo por la capacidad limitada
del reactivo y a otros factores contribuyentes, como la acumulacién de moléculas de pirofosfato, la
autohibridacion excesiva y la presencia de inhibidores de la PCR en la muestra (Khera et al., 2012).
7.7.1.3 Fundamento de la técnica de separacidn por electroforesis

La electroforesis es una técnica que visualiza los productos de la amplificacién de un gen en
especifico de PCR. Los productos pueden ser de distinto tamafio, conformacién y contenido de gua-
nina (G) y citosina (C). Se fundamenta en usar una corriente eléctrica para separar particulas por su
carga. Se separa el ADN que se encuentra separado por fragmentos, que son colocados en pocillos en
una placa de gel. EI ADN, tienen una carga negativa, por ello, se desplaza a través del gel cuando se
aplica una corriente eléctrica. A medida que la corriente fluye, las moléculas de ADN migran hacia el
polo positivo, ubicado en la parte inferior de la placa. Los fragmentos se movilizan por el gel a una
velocidad proporcional a su tamafio. Es decir, los fragmentos grandes se mueven de forma mas lenta

que los pequenos. Estos son comparados con marcadores de acido nucleico de tamafo conocido, que
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se colocan en una o mas lineas del gel. Se los identifica como escaleras moleculares dado que ayuda
a determinar el tamafio de interés. El gel debe estar tefiido para poder identificar las bandas de ADN.
Existe un gradiente tanto en temperatura como quimico, lo que provoca que el ADN bicatenario se
vuelva monocatenario por la desnaturalizacién, sucede a medida que se mueve a través del gel con
un gradiente (Foxman, 2012).

7.7.1.4 Fundamento de la técnica ARDRA

El andlisis de restriccion de ADN ribosémico amplificado (ARDRA) involucra la amplificacion de
secuencias especificas del gen 16S rRNA por via de PCR. Los fragmentos amplificados se digieren con
el uso de endoclucleasas de restriccidon de tetracorte, estas son enzimas de restriccién se reconoceny
cortan secuencias especificas de cuatro pares de bases de ADN. Al finalizar, se separa con el uso de
electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida (Nazir et al.,2019).

7.8  APLICACION DE PCR DEL GEN 16S EN Rhizobium

La identificacién de las especies de Rhizobium se hizo mediante el aislamiento de genes de la
regidon de 16S ARNTr, el cual es una regidn altamente conservada en el genoma de esta bacteria. Previo
a la amplificacién, se debe extraer el ADN de las colonias aisladas. Se realiza mediante el método de
lisis alcalina que su proceso constituye en la suspensién de 1 o 2 colonias en 20 ul de buffer de lisis.
Posterior, se centrifuga la suspensién durante un tiempo de 5 minutos a una velocidad de 13 000 rpm.
El sobrenadante de cada aislamiento se traspasa a nuevos tubos Eppendort, los cuales deben ser co-
locados a 95 °C durante 15 min. Adicional, se afiade 180 pl de agua ultrapura y debe ser centrifugado
nuevamente por durante 5 min a 13 000 rpm, se debe desechar a un nuevo tubo conservando el ADN
extraido a -20 °C (Granda et al., 2009).

Para la amplificacién de genes en la region 16S, se usan cebadores especificos, ya que el ob-
jetivo es amplificar segmentos particulares en lugar de la secuencia completa. Se usa los primers
5’CTGGCTCAGGAC/TGAACGCTG3’ y 5’AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3'. La amplificacién de toda la re-
gién es de 1500 pares de bases que corresponden a los genes 16S ARNr. Subsiguiente, son purificados

para eliminar impurezas y asegurar la calidad del ADN. La electroforesis es usada para amplificar estos
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genes y se verifica la integridad de los fragmentos. Se emplea gel de agarosa al 1%, donde los produc-
tos de PCR se separan segun su tamafio molecular y se visualizan con colorantes como bromuro de
etidio o SYBR Green (Montalvo y Lugo,2019).

Las reacciones deben ser mezclados con 1 pl del producto del PCR purificada junto a 0,5 pl de
Big DyeTM Termination Ready Reaction Mix que contiene 3,75 pl de agua ultra purificada y 3 pl (20
ng ul-1) de uno de los ocho cebadores usados para la secuenciacion total (cebador delantero, posicion
339-358, 5'CTCCTACGGGAGGCAGCAGT3’; 519- 536, 5’"CAGCAGCCGCGGTAATAC3’; 908- 926, 5’AACT-
CAAAGGAATTGACGG3’; 1093- 1112, 5’AGTCCCGCAACGAGCGCAAC3’; cebador reverso, posicién 358-
339, 5’ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG3’; 536-519, 5'GTATTACCGCGGCTGCTG3’; 1112-1093, 5'GTT-
GCGCTCGTTGCGGGACT3’ and 1241- 1222, 5’GCTACACACGTGCTACAATG3’). La configuracidn térmica
se basd en 30 ciclos; comenzando con 15 a 96 °C, un ciclo de 35 °C y 4 min por 60 °C. La secuencia es
analizada son el secuenciador de ADN Applied Biosystem 3100 con montaje del programa BioNume-
rics ver. 4.5 (Granda et al., 2009). Las secuencias fueron alineadas por FASTA y la homologia de las
secuencias fueron comparadas con bases de datos de nucleétidos internacional European Molecular
Biology Laboratory (Granda et al., 2009).

En contraste, Laguerre et al. (1996) sefala que, la identificacion de cepas de Rhizobium se
realizd por PCR con cebadores para amplificar las secuencias repetitivas extragénicas palindromicas
como el REP1R-I y el REP2-I. Estas secuencias son fragmentos del ADN conservadas que tienen una
estructura simétrica y repetitiva. A pesar de que son secuencias conservadas su disposicion varia, lo
que es un indicativo de la variabilidad genética de esta bacteria. Se obtiene como resultado patrones
de bandas distintivos incluso entre los biovares de cepas de las especies de Rhizobium.

7.9 PCR-RFLP PARA LA IDENTIFICACION DE BIOVARES DE CEPAS DE Rhizobium

El PCR-RFLP es utilizado para identificar regiones cromosdmicas y simbiogénicas de Rhizobium
leguminosarum biovar viciae, Rhizobium leguminosarum biovar trifolii y Rhizobium leguminosarum
biovar phaseoli. Se analiza la regién 16S ADNr con el uso del cebador FGPS1490 que amplifica el ex-

tremo 3' de este gen. Seguido, se utilizé el cebador FGPL132 que se ubica en el extremo 5' del gen 23S
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rDNA. Por otra parte, se realizd distintas PCR independientes para nifD-nifK usando FGPD807 vy
FGPK492 como cebadores correspondientes a cada gen. Esto debido a que ambos forman parte en del
complejo de fijacidn de nitrégeno que cominmente se encuentran en el plasmido simbiogénico. Adi-
cional, Se realizd un PCR de los biovares usando las regiones nodD,nodF, nodD2-nodD3 para detectar
la regulacion de la nodulacidn en Rhizobium leguminosarum biovares viciae vy trifolii (Laguerre et al.,
1996).

El PCR junto se realizd bajo condiciones especificas para garantizar una amplificacién eficiente
de las secuencias repetitivas extragénicas palindrémicas presentes en el genoma de las cepas del gé-
nero Rhizobium. La preparacion comenzé tomando 15 plL del ADN extraido puro como molde. Los
reactivos que se implementaron fueron 10 mM de Tris-HCl a un pH 9 que se encontraba a una tempe-
ratura de 25°C. Se adiciond, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl,, 20 uM de cada dNTP. Al
finalizar, se agregd 0.05 uM de cada cebador junto a 1 pL de una solucién de 1 U/pL de Taq polimerasa.
El ciclo térmico que se llevé a cabo fue en la desnaturalizacidn inicial fue de 95°C por 3 min. Durante
un periodo de 35 ciclos. La desnaturalizacion ocurrié a una temperatura de 94°C por 1 min. El alinea-
miento se produjo a una temperatura de a 55-63°C por un 1 min, seguido de dos extensiones de 2-3
minutos cada uno (Laguerre et al., 1996).

Los productos de la amplificacidon por PCR fueron sometidas a la técnica de polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccidon (RFLP), para encontrar variaciones genéticas mediante la diges-
tion enzimatica del ADN amplificado. Se usaron siete enzimas de restriccidon para cada producto am-
plificado, las cuales fueron Alul, Cfol, Ddel, Haelll, Mspl, Ndell y Taql agregados al ADN amplificado.
La temperatura de incubacion depende de la especificidad de la enzima, pero oscila en un rango de
37°C 0 65°C. El andlisis de los fragmentos se hizo mediante electroforesis en gel de agarosa 3-4% vy se
dejo correr por un periodo de tiempo de 4 horas a un voltaje 80-100 V. Al finalizar, al comparar las
bandas se obtuvo que hay 13 tipos de IGS del ADNr. Esto es un indicativo de las diferencias en la

organizacion de los genes simbidticos entre cepas (Laguerre et al., 1996).
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7.10 SOUTHERN BLOT PARA LA IDENTIFICACION DE BIOVARES DE CEPAS DE Rhizobium

La técnica Southern blot se implementd para detectar la variabilidad genética encontrada por
PCR-RFLP. Se compard los perfiles de restriccion mediante hibridacidon con sondas especificas. Los
fragmentos que se obtuvieron del PCR-RFLP se trasladaron a una membrana de nylon o nitrocelulosa.
Este procedimiento se realizd con el propdsito de facilitar la hibridacidn, con el empled de Plac12,
usado como la sonda cromosémica marcada. Por otra parte, se usaron sondas especificas para los
genes nod y nif. Esta técnica permitié determinar que las cepas con perfiles cromosdmicos similares
tenias diferentes plasmidos simbidticos, por ende, existe una variabilidad entre estas para realizar la
simbiosis con la planta hospedadora (Laguerre et al., 1996).
7.11 ARDRA

El analisis de restriccion de ADN ribosémico amplificado de genes de ARNr 16S se realizd con
tres cepas; Rhizobium tropici, Rhizobium etli y Rhizobium leguminosarum. Los productos de la PCR
junto con las cepas se les agrega enzimas de restriccién como Hae lll, Eco R 1y Msp |. Lo que genera
una mezcla de; 3.8 ul de agua para PCR, 1.0 ul de tampdn de reaccidén, 0.2 ul de enzima de restriccion
y 5.0 pl de amplicones de PCR durante una hora a una temperatura de 37 °C. Los fragmentos se tifien
por el SYBR-Green y son separados por un gel de agarosa al 2%. La escalera molecular de ADN de 100
pb ayuda a estimar el tamafio de los fragmentos. Los cuales pasan a través del gel a una carga de 80
V en un tiempo de 50 min (Koskey et al., 2018)
7.12 BOX-PCRY REP-PCR

En la extraccion de ADN se trabaja con una suspensidn bacteriana de Rhizobium con una con-
centracion de 1 x 10® UFC/ml. Lo que garantiza una cantidad suficiente de biomasa para obtener un
rendimiento adecuado de material genético. Los perfiles gendmicos fueron desarrollados por la téc-
nica rep-PCR en donde se emplearon el primer BOX A1R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3"). La
mezcla de la reaccion tuvo un volumen total de 50 pL, compuesta por: 2 pL del primer BOX A1R (50
pmoles), 3.125 uL de dNTPs (1.25 mM), 2.5 plL de tampdn KCI-MgCl, (1x), 7.5 puL de MgCl, (7.5 mM),

0.4 uL de Taq polimerasa (2 U), 0.4 uL de DMSO (10%), 5 uL de ADN gendmico diluido (10 ng/uL; total
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50 ng), y 2.24 uL de agua ultrapura. La amplificacién comenzé con dos desnaturalizaciones iniciales a
95 °C por periodos de tiempo de 3 min y 45 segundos. El alineamiento se realizé a 53.4 °C por un
minuto y sus dos extensiones finales fue a una temperatura de 65°C por 8 minutos y la segunda con
el doble de tiempo.

Las bandas fueron reveladas en gel de agarosa al 1% en buffer TBE a 80V durante 180 minutos.
Para esto, se utilizd una escalera molecular de referencia de Gene Ruler 1kb DNA Ladder Plus.

El perfil gendmico se infirié con el método de maxima verosimilitud para escoger el modelo
de substitucion de cada alineamiento con el software MEGA 7.0

Los perfiles genéticos con BOX-PCR genera patrones polimérficos que reflejan la diversidad
gendmica, junto con secuenciacién del gen 16S rRNA, se llegd a verificar la diferenciacidn genotipica.
Se agruparon por su similitud debido a que se eligié una cepa representativa por cada distribucion de
bandas. Se obtuvieron como resultado 24 cepas de Rhizobium, las relaciones filogenéticas de las cepas
aisladas tuvieron relacion con especies de Rhizobium multihospitium y Rhizobium tropicipero con una
similitud de (99.52%). En el caso de Rhizobium miluonense se obtuvo una similitud del (99.24%). Cinco
cepas que se encontraban de forma independiente en la filogenia tuvieron una identidad con Rhizo-
bium endophyticum con el (98.44%) (Soto et al., 2021).
7.13 SECUENCIACION

Segln Granda et al. (2009), la identificacion genética de los aislados se realizé a partir del ADN
extraido de colonias previamente purificadas, que se obtuvieron de nédulos de frijol. El ADN gendmico
se aislé mediante un protocolo de lisis alcalina, el cual permitié obtener material genético adecuado
para la posterior amplificaciéon por PCR de la regién 16S rRNA, utilizando cebadores conservados que
abarcaron aproximadamente 1500 pb de esta regién altamente conservada del genoma bacteriano.
Tras la purificacién de los amplicones mediante un kit comercial, se llevd a cabo la reaccién de secuen-
ciacion empleando cebadores especificos distribuidos a lo largo de la secuencia.

En el analisis de las secuencias se utilizé un secuenciador de ADN Applied Biosystem 3100, en

conjunto con un montaje de las secuencias con el programa BioNumerics.Las secuencias fueron
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alineadas para buscar cercania con bases de dados internacionales como EMBL. Todo esto se realizé
con el programa FASTA. Se identifico especies del género Rhizobium, entre ellas a Rhizobium etli, Rhi-
zobium radiobacter y Rhizobium pisi (Granda et al., 2009).

7.14 ENFOQUE METATRANSCRIPTOMICA PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Rhizobium

Las especies de Rhizobium presentan especificidad para formar relaciones simbidticas con de-
terminadas leguminosas. La interaccién principal comienza en las raices de las plantas, actian como
un sitio de reconocimiento, colonizacidon e instauracién de la simbiosis fijadora de nitrégeno. El desa-
rrollo de los nédulos es un proceso complejo, que se encuentra sujeto a estrictas regulaciones de la
planta. Los factores de transcripcion (FT) estan involucrados en las etapas de la simbiosis debido a son
los encargados de reprogramar la transcripcién. Los TF son clasificados como activadores o represores,
dependiendo de con que proteina interactda (Chakraborty et al., 2022).

Segun Pardo (2021), la regulacién transcripcional permite que las plantas ajusten dinamica-
mente su expresion génica durante la simbiosis con bacterias fijadoras de nitrédgeno. Por ello, se han
identificado factores de transcripcion como las familias MADS/AGL y SHI/STY/SRS mediante el uso de
transcriptémica para analizar estos genes durante la simbiosis con Rhizobium etli. Estos modulan la
expresidon de genes involucrados en la formacién de nddulos y en su respuesta simbidtica dado que
actiian como interruptores que encienden o apagan redes de genes claves. El resultado de la trans-
criptomica revelo la expresion génica de PvGEA donde se identificé genes de la familia MADS/AGL y
STY/SRS, los cuales son altamente expresados en raices y nddulos. La expresion de estos genes fue
validada con gRT-PCR, lo que confirmé los resultados de su participacién en procesos simbidticos
como la infeccidn, organogénesis nodular y funcionamiento del nddulo. La identificacién de especies
bacterianas se puede lograr por la secuenciacidn del RNA total extraido de los nédulos, conocida como
metatranscriptomica. Es esencial que se identifique de forma clara entre los transcritos vegetales y
bacterianos dado que permite recuperar transcritos de genes conservados como rRNA, recA, atpD,

glnll, nodC, nifH, fixK, y rpoB. Son secuencias conservadas con suficiente variabilidad para distinguir



32

entre especies. Los transcritos, se alinean con bases de datos gendmicas de Rhizobium para determi-
nar la especie simbionte dominante (Pardo, 2021).
7.15 MULTILOCUS SEQUENCE ANALYSIS PARA IDENTIFICAR ESPECIES DE Rhizobium

El analisis de secuencias multilocus (MLSA) es un método molecular que permite identificar y
clasificar microorganismos mediante el analisis filogenético comparativo de multiples fragmentos in-
ternos de genes housekeeping. Estos se encuentran presentes en todos los organismos del grupo que
se estudia, por ello, solo hay una copia de cada uno en el genoma. Esto garantiza que las comparacio-
nes entre cepas o especies sea consistente y no sea afectada por variantes de los genes. La amplifica-
ciéon por PCR y secuenciacion de estos fragmentos permite elaborar drboles filogenéticos que revelan
las relaciones evolutivas entre nuevas variantes de especies bacterianas (Macheras et al., 2011).

El andlisis mediante MLSA revelé una notable diversidad filogenética entre las cepas de Rhi-
zobium, lo que sugiere la posible existencia de especies no descritas previamente. Esta técnica evalla
multiples genes de mantenimiento, como recA, ginll y gyrB, caracterizados por una tasa de evolucion
mas rapida que los genes ribosémicos. Su equilibrio entre conservacion evolutiva y variabilidad discri-
minatoria los hace ideales para estudios filogenéticos, al tiempo que preservan informacién evolutiva
clave. Los resultados mostraron que las cepas se agruparon en clados separados de otras especies del
género, respaldando la hipdtesis de una nueva especie. El hallazgo fue validado por un soporte
bootstrap del 100%, lo que indica alta confiabilidad en el agrupamiento filogenético. Adicional, el gen
16S rRNA se emplea como marcador filogenético universal debido a su alta conservacidn, su limitada
variabilidad impide diferenciar entre especies estrechamente relacionadas. En este estudio, el drbol
construido con secuencias 16S agrupd cuatro de las cinco cepas, mientras que una se posiciond mds
cercana a Rhizobium tropici. Sin embargo, el analisis filogenético basado en la concatenacién de genes
housekeeping reunid a las cinco cepas en un Unico clado con soporte del 100%, ofreciendo una reso-
lucién taxondmica superior. Previo al analisis, las cepas fueron aisladas en medio YMA, amplificadas
por BOX-PCR y se secuenciaron los genes 16S, recA, ginll y gyrB. Los perfiles genéticos obtenidos con

el cebador BOX-A1R (versién 4.6) y analizados estadisticamente mostraron similitudes menores al 70%
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con otras especies del género, umbral considerado como evidencia de separacion a nivel de especie.
Estos resultados no solo aportan a la delimitacién taxondmica, sino que también son fundamentales
para seleccionar cepas nativas con potencial como inoculantes agricolas adaptados a las condiciones
edaficas locales (Fuzinatto et al., 2012).
7.16 IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Rhizobium MEDIANTE PLASMIDOS

La identificacidn y extraccion de plasmidos en Rhizobium se realiza de forma rutinaria bajo
ciertas condiciones. Las condiciones sugieren que el crecimiento bacteriano se encuentre en fase es-
tacionaria temprana con una densidad éptica de 540 nm. Los cultivos en esta fase son densos con una
apariencia gomosa debido a que Rhizobium es productora de alta cantidad de lipopolisacaridos (LPS),
fibrillas de celulosa, polisacaridos capsulares neutros y polisacaridos extracelulares anidnicos de alto
peso molecular. Los cuales estan presentes en la pared celular o son secretados en el medio, estos
interfieren en la lisis celular y el aislamiento del ADN plasmidico. En la mayoria de distintas cepas de
Rhizobium se han encontrado plasmido megaplasmidos con pesos moleculares de 90 y 300 MDa. Se
ha encontrado que existen diferentes plasmidos dentro de una cepa, van desde 1y 6 que representan
el 25% del AND total. Se han encontrado pldsmidos en las cepas de Rhizobium que intervienen en la
fijacion de nitrégeno. Adicional, se ha encontrado plasmidos en cepas de Rhizobium trifolii con pesos
moleculares de 350 y 160 MDa. Otra especie que se detectd su presencia fue en Rhizobium japonicum

con un plasmido de 110 MDa (Cortés et al., 1994).
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8 CONCLUSIONES

La identificacion de especies del género Rhizobium ha progresado desde enfoques fenotipicos
tradicionales hacia técnicas moleculares de alta resolucion. En el caso de los métodos tradi-
cionales como el andlisis morfoldgico, pruebas bioquimicas y el uso de medios diferenciales
siguen siendo usado para una caracterizacion preliminar. Sin embargo, su limitada especifici-
dad ha impulsado el uso de herramientas moleculares mas precisas.

Entre estas, la amplificacién y secuenciacién del gen 16S rRNA se ha establecido como un ana-
lisis estandar para la identificacidn a nivel de género. Sin embargo, debido a su baja resolucién
para discriminar entre especies cercanas, se ha complementado con técnicas como , PCR-
RFLP, ARDRA, BOX-PCR, REP-PCR y metatranscriptdomica. Adicional, se implemento el uso de
técnicas inmunoldgicas que van a la identificacion de anticuerpos y pldsmidos para detectar a
especies especificas de este género.

El nitrégeno cumple una funcién esencial en el crecimiento vegetal y es incorporado al ecosis-
tema de distintas fuentes naturales y sintéticas. Las plantas obtienen el nitrégeno por proce-
sos biolégicos como la descomposicidon de materia organica, nitrificacién y fijacion atmosfé-
rica. La fijacién de nitrogeno atmosférico por Rhizobium es una fuente de nitréogeno natural
debido a que la bacteria establece relaciones simbidticas con plantas leguminosas. Le propor-
ciona nutrientes esenciales para su crecimiento, lo que mejora la fertilidad del suelo y reduce
el uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados.

El uso de métodos tradicionales para su identificacién como la tincién Gram, tolerancia a NaCl,
los cultivos en medios selectivos, y las pruebas bioquimicas como catalasa y la oxidasa, son
relevantes dado que la base para diferenciar su morfologia y fisiologia. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que existen limitaciones en cuanto a su especificidad y sensibilidad al tratar
de discriminar entre cepas genéticamente similares o biovares con capacidades simbidticas
divergentes. A pesar de esto, existen especies que tienen caracteristicas que las diferencian

de las demas. Ese es el caso de la tolerancia a NaCl, la mayoria de las especies no tiene
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crecimientos bajos estas condiciones, pero hay una especie que se diferencia de las otrasy es
Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli que si lo puede crecer bajo esta prueba.

Las técnicas inmunoldgicas han incorporado una nueva perspectiva para su identificacién. En
el caso de la aglutinacién, inmunodifusidn y ELISA, permitieron avanzar significativamente en
la identificacidn seroldgica de cepasy en la evaluacion de similitudes antigénicas. Estas meto-
dologias aportan mayor especificidad que los métodos convencionales, aunque su eficacia de-
pende en gran medida de la calidad de los antisueros utilizados y de la homogeneidad de los
antigenos entre especies.

El uso de técnicas moleculares existe una mayor capacidad de discriminacidon taxondmica. Los
métodos como PCR dirigida al gen 16S rRNA, PCR-RFLP, ARDRA, BOX-PCR, REP-PCR, secuen-
ciacion y MLSA permiten una identificacién genética robusta y reproducible. Estas herramien-
tas no solo revelan relaciones filogenéticas y diversidad gendmica, sino que también abren
posibilidades para descubrir nuevas especies y evaluar el potencial simbidtico de cepas nati-
vas. Por ejemplo, la integracion de BOX-PCR con secuenciacidén permitié alcanzar niveles de
identidad superiores al 99% con especies como Rhizobium miluonense y Rhizobium multihos-
pitium, lo que valida la eficacia de los enfoques combinados.

El uso de la técnica como metatranscriptdmica soporta el estudio de la funcionalidad simbié-
tica a nivel de la expresién génica, lo que permite identificar especies simbiontes dominantes
y los mecanismos moleculares que regulan la formaciéon de nddulos que se relacién con la
eficiencia en la fijacion de nitrégeno. Estas tecnologias, junto con el analisis multilocus (MLSA),
permiten establecer perfiles genéticos completos que ayudan a seleccionar cepas adaptadas

a condiciones agroecoldgicas especificas y con alto potencial como inoculantes agricolas.
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