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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se aislaron 39 nddulos a partir de raices de las leguminosas
Clitoria sp. y Cajanus cajan en Rio Verde y Manglaralto, con el objetivo de identificar la
presencia de la relacién rizobio-leguminosa como asociacion mutualista, en una primera
aproximacion sobre esta interaccion a nivel de la rizosfera que permite la fijacion bioldgica
de nitrégeno en los ecosistemas terrestres. Las raices noduladas se colectaron y
conservaron en microtubos luego procesadas en los laboratorios del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas (CEB) de la UPSE. Se caracterizaron y cuantificaron las
bacterias (UFC/nodulo) presentes en la rizosfera (exterior del nodulo) y simbidticas
(interior del nddulo), las cuales fueron aisladas en medio LMA. Los resultados a partir de 6
nodulos de Clitoria sp. y 33 de C. cajan obtenidos en esta investigacion permitirian asumir
la presencia y posible fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) en dos leguminosas de interés

forestal y alimenticia, localizadas en dos zonas productivas en la provincia de Santa Elena.

Palabras claves: FBN, nddulos, rizobacterias, simbiosis efectiva



ABSTRACT

In this research work, 39 nodules were isolated from the roots of the legumes Clitoria sp.
and Cajanus cajan in Rio Verde and Manglaralto, with the objective of identifying the
presence of the rhizobio-legume relationship as a mutualistic association, in a first
approximation on this interaction at the level of the rhizosphere that allows the biological
fixation of nitrogen in terrestrial ecosystems. The nodulated roots were collected and
preserved in microtubes then processed in the laboratories of the Center for
Biotechnological Research (CEB). The bacteria (CFU/nodule) present in the rhizosphere
(outside the nodule) and symbiotic (inside the nodule) were characterized and quantified,
which were isolated in AML medium. Results from 6 nodules of Clitoria sp. and 33 of C.
cajan obtained in this research would allow to assume the presence and possible biological
fixation of nitrogen (FBN) in two forest and food legumes, located in two productive areas

in the province of Santa Elena.

Key words: FBN, nodules, rhizobacteria, effective symbiosis
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INTRODUCCION

Los rizobios son bacterias que se encuentran en gran numero en el suelo, capaces de
formar nodulos y asociarse a las raices o tallos de las plantas. Cumplen un papel
fundamental al promover el crecimiento mediante la Fijacion Biologica del Nitrogeno
(FBN) que al realizar una asociacién simbidtica en la rizosfera transforman el nitrégeno

atmosférico a su forma de amonio 0 amoniaco asimilable (Ledn, 2013).

Las leguminosas son eficientes en los sistemas productivos agropecuarios, trasforman
sustancialmente el flujo universal de nitr6geno atmosférico a formas asimilables en

condiciones de escasez de nitrdgeno (Guaman et al., 2016).

Las leguminosas del género Clitoria tienen pocos estudios realizados y se encuentra
actualmente en peligro de extincion (Soto et al., 2021), siendo una planta perenne,
semiarbustiva y/o trepadora capaz de adaptarse a diferentes tipos de suelos y realizar la
fijacién del nitrogeno atmosférico, es una especie que garantiza una alta productividad y
lograr la sostenibilidad en las producciones agropecuarias de 4areas tropicales y
subtropicales (Medel Contreras et al., 2012). Asi mismo, la leguminosa Cajanus cajan
posee alto potencial para la FBN debido a la simbiosis efectiva con varias especies de
Rhizobium, Bradirhyzobium y Enzyfer (Araujo et al., 2020), el cual ayuda al desarrollo
sostenible de los agroecosistemas y disminuir el uso indiscriminado de fertilizantes

quimicos nitrogenados (Sarpong et al., 2020).

En Ecuador las leguminosas toman relevancia por sus diversas formas de uso. El género
Clitoria es aprovechable al tener buenos contenidos de proteina, fibra, humedad y
excelente digestibilidad para los ganados, ademas de ser usada como cobertura y fijadora
de nitrégeno siendo una planta que mejora las propiedades fisicas, quimicas y
microbiologicas de los suelos (Yanes and Ramon, 2005). En este sentido, Cajanus Cajan
cumple igual importancia en el ambito agropecuario ya que a lo largo del tiempo se han
realizado varios estudios que demuestran su alta capacidad de nodulacién y realizar la FBN
con varias bacterias simbidticas, disminuyendo la huella de N. Asi como la importancia en

la dieta animal y humana por su composicion en proteina y fibra (Lépez et al., 2018).



El potencial de FBN del género Clitoria indica que puede llegar a fijar hasta 150 kg/ha de
N por afio (Londofio, 2018). Mientras que Cajanus cajan se estima una fijacion de 20-140
kg/ha de N por afo (Araujo et al., 2020).

Por la informacion descrita anteriormente, se planted esta investigacion con la finalidad de
identificar la presencia de rizobios al exterior e interior de los nédulos de las leguminosas
Clitoria sp. y Cajanus cajan en dos zonas productivas de la provincia de Santa Elena, que
permitiria llegar a una aproximacion preliminar sobre presencia de bacterias tipos rizobios,
indicadoras de una efectiva asociacion simbidtica entre las leguminosas con sus rizobios

hospederos escogidos.



Problema Cientifico:
¢La presencia de rizobios en Clitoria sp. y Cajanus cajan esta estrechamente relacionada a

la asociacion mutualista que permite la fijacion de nitrégeno en las dos zonas productivas

de Santa Elena?

Objetivos

Objetivo General:

e |dentificar presencia de rizobios en la rizosfera de las leguminosas Clitoria sp. y

Cajanus cajan en dos zonas productivas de la provincia de Santa Elena.

Objetivos Especificos:

Colectar aleatoriamente nddulos de raices de Clitoria sp. y Cajanus cajan.

Cuantificar el nimero de bacterias encontrados en los nédulos de las leguminosas

Clitoria sp. y Cajanus cajan (UFC/nodulo).

Aislar bacterias de los nodulos de Clitoria sp. y Cajanus cajan encontrados en dos

zonas productivas de la provincia de Santa Elena.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Fijacion bioldgica de nitrégeno

La fijacion bioldgica de nitrogeno es un proceso mediante el cual la mayor parte de
nitrégeno atmosférico se ha incorporado a la materia viva siendo la fuente principal de
nitrégeno en el ecosistema, convirtiéndolo en un elemento abundante del suelo que se
encuentra disponible en sus formas organica e inorganica representando el 85% del
nitrogeno total (Cortés, 2011).

En el suelo el nitrégeno se encuentra reducido, es decir en su forma inorganica como el
NHs", NOsz, NO2 y NO producto de la actividad de diferentes microorganismos
diazotrofos, donde, el amonio (NH4") y el nitrato (NOs’) son las principales fuentes de
nitrogeno que las plantas absorben y metabolizan para sus procesos fisiologicos (Garabato,
2018).

Este proceso es realizado por microorganismos procaridticos capaces de aprovechar el
nitrégeno directamente del aire, reduciéndolo a amoniaco a través de una enzima llamada

nitrogenasa para la produccion de proteinas (Calvo, 2011; Paredes, 2013).

1.2 Bacterias PGPR
Segun Huasasquiche et al. (2020), rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

(PGPR) por su abreviatura en inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria, fue definida
por Kloepper en el afio 1993 al observar que eran microorganismos benéficos en vida libre
que inducian el crecimiento de las plantas e influian en su desarrollo vegetativo. Al
asociarse en la rizosfera contribuyen a la disponibilidad de nutrimentos a través de
procesos como: fijacién de nitrégeno, sintesis de fitohormonas, solubilizacion de NPK y
otros procesos que benefician la sintesis de nutrientes (Reyes, 2019).

1.3 Bacterias fijadoras de nitrégeno
La fijacion de nitrogeno atmosférico es realizada por grupos de bacterias con metabolismos

aerobicos y anaerobicos que se encuentran en vida libre y de forma simbidtica (Osorio,
2019). Pertenecen a diversos grupos fisiologicos y filogenéticos, sin embargo, todas las
bacterias diazétrofas poseen un complejo enzimatico semejante Ilamada nitrogenasa, la
misma que le permite realizar la catalisis de la reaccién primordial de la fijacion del
nitrégeno transformando en amoniaco el nitrégeno presente en la atmosfera (Calvo, 2011;
Ledn, 2013).



1.3.1 Bacterias fijadoras de vida libre

El proceso de fijacion de nitrogeno de estas bacterias se realiza en la rizosfera, es decir,
que realizan una fijacion asimbiotica Carpio (2014) y Garabato (2018) explican que, las
bacterias diazotrofas se alimentan de materia organica muerta del suelo y pertenecen a
varios grupos fisioldgicos por lo que presentan caracteristicas anaerobicas, aerdbicas,
autotrofas, heterdtrofas, Gram positivas y pueden presentar asociaciones facultativas,
ademas, algunas presentan caracteristicas endofiticas. También estas bacterias al no
realizar simbiosis mutualista con las plantas, su poder fijador de nitrogeno es muy

deficiente ya que deben generar su propia energia.

1.3.2 Bacterias fijadoras simbidticas

Calvo (2011) menciona que dentro de las bacterias simbioticas fijadoras de nitrogeno
encontramos dos grupos de organismos. El autor indica que el primer grupo pertenece a
bacterias moviles del suelo, que son atraidas hacia la raiz por compuestos que ésta libera y
pertenecen al grupo de quimioorganotrofos aerobios denominados Rizobios, siendo
Rhizobium (nodulan en raices de leguminosas de climas templados y subtropicales),
Azorhizobium (nddulos en tallos y raices) y Bradyrhizobium (nodula raices de soja).
También menciona que el segundo grupo estad formado por Actinomicetos (bacterias Gram
positivas) que nodulan raices de muchos arboles y arbustos, aquellas bacterias filamentosas
que viven en simbiosis con plantas actinorricicas (angiospermas capaces de formar

nodulos) y son pertenecientes al género Frankia.

1.4 Rizobios
Pastorino (2016) indica que los rizobios son bacterias Gram negativas mdviles

pertenecientes a la microbiota del suelo, y tienen forma de bacilos. En este grupo se
encuentran variedades de microorganismos que tienen en comun la capacidad de sintetizar
una enzima nitrogenasa, que reduce el nitrogeno atmosférico y lo convierte en amonio.
Asi, los rizobios poseen alta eficiencia para fijar el nitrogeno y abastecer hasta el 90% de

los requerimientos de este elemento en las leguminosas (Soto et al., 2021).

Los rizobios engloban diferentes especies de bacterias de acuerdo con la agrupacion
filogenética que codifica el gen ARNr 16S, el cual comprende la division de
Proteobacterias (o-Proteobacterias, p-Proteobacterias). Segun Alias (2016), dentro de la

clase de Alphaproteobacterias los rizobios se encuentran como una coleccion polifilética
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de géneros en la orden Rhizobiales identificando nueve géneros: Bradyrhizobium,
Ochrobactrum,  Azorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Mesorhizobium,

Phyllobacterium, Ensifer y Rhizobium.

Las bacterias que se encuentran en los géneros Rhizobium y Ensifer tienen un especial

interés en estudios simbidticos, segin Diez (2019).

1.5 Geénero Rhizobium
Las bacterias de este género pertenecen a la division de las Proteobacterias las cuales se

caracterizan por realizar la fijacion del nitrogeno atmosférico y asociarse con plantas

especificamente de la familia Leguminosae (Hernandez et al., 2012).

Sanchez (2022) plantea que en el género Rhizobium las especies bacterianas se agrupan en
dos subramas: en la primera se encuentran las especies R. galegae y R. huautlense junto
con Allorhizobium y tres especies de Agrobacterium; en la segunda se encuentran las otras
especies incluyendo las de tipo R. leguminosarum, y Agrobacterium rhizogenes.
Actualmente los estudios realizados demuestran 73 especies bacterianas dentro del género
Rhizobium, aunque algunas de ellas no se han identificado especificidad a un hospedador

especifico, segun Diez (2019).

Estas bacterias son microorganismos aerobios de 0.5-0.9 x 1.2-3.0 um, no forman esporas,
eficientes al fijar el nitrégeno cuando estan en un ambiente sin limitantes, bacilos cortos
algunas veces pleomorfico, Gram-negativos con pared celular, moéviles por flagelos
peritricos o un solo flagelo lateral y son heterétrofas (Shener (2021). Sus caracteristicas
morfoldgicas dependen de diferentes variables como de la velocidad de su crecimiento,
transmision de luz, textura, forma, tipo de bordes y elevacion. Las colonias de este género
se las considera de crecimiento rapido en medio de cultivo LMA (Extracto de Levadura
Manitol Agar) presentando caracteristicas: blancas o color beige ligeramente rosadas,
circulares, convexas, lisas, semitranslucidas y opacas; miden de 2 a 4 mm de diametro a 3-
5 dias de incubacién (Saldafa, 2017).

1.5.1 Taxonomia del género Rhizobium

Segun Gonzales (2013), para realizar la taxonomia del género Rhizobium se debe emplear
varias pruebas de manera estricta, estas involucran las pruebas fenotipicas y genotipicas.

Menciona que la segunda prueba permite clasificar los géneros con mayor precision ya que
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esta involucra: composicion de G+C del ADN, hibridacion ADN, RFLP, sondas
especificas de genes nif (responsables de la sintesis y regulacién de la enzima nitrogenasa)
y nod (involucrados en la formacion de los nodulos en las raices de las plantas leguminosas
y la produccion de moléculas de sefializacion necesarias para la simbiosis bacteriana-
planta), perfiles plasmidicos, secuenciamiento del ARNr 16 entre otros. En su
investigacion, Tong et al. (2018) indican que la taxonomia del género Rhizobium puede ser

expresada de la siguiente forma:

Phylum: Proteobacterias
Clase: a-Proteobacterias
Orden: Rhizobiaceae
Familia: Rhizobiaceae
Género: Rhizobium

Por su parte, Gonzales (2013) indica que también esta la clase f-Proteobacteria que incluye
al orden Burkholderiales con dos géneros de bacteria, Burkholderia spp. y Cupriavidus,

que también inducen la formacion de nodulos con las leguminosas.

1.5.2 Distribucién ecolégica

En el suelo las bacterias crean una estrecha relacion con las plantas. Las bacterias del
género Rhizobium se encuentran en forma de vida libre o en la rizosfera. Sin embargo,
Jiménez (2022) indica que a pesar de que estas bacterias en la rizosfera se encuentran en
cantidades altas, solo el 7- 15 % de la superficie total de la raiz esta ocupada por células

microbianas en las leguminosas.

1.5.3 Aislamiento de Rhizobium

Para aislar bacterias de este género se lleva a cabo varios procesos donde involucra la
desinfeccion para eliminar agentes contaminantes, y la maceracién. Crespo and Julio
(2012) indican que los rizobios inician por el proceso de esterilizacion, maceracion, para
luego ser estriados en medios de cultivos y asi proporcionarle los recursos necesarios para
su crecimiento. Los mismos autores mencionan que generalmente su velocidad de

crecimiento se debe a los componentes del medio como: carbohidratos, compuestos



nitrogenados, productos de degradacion de las proteinas, sustratos para la respiracion,

vitaminas y ciertos elementos que ayudan a diferenciarlos de otras bacterias.

1.6 El nitrogeno
El nitrogeno es considerado como un macronutriente muy abundante en la atmosfera

(80%), importante para algunas funciones metabdlicas de los seres vivos al ser parte de
aminoéacidos, nucledtidos y amino azucares, asi como de sus correspondientes polimeros
(Carballo and Flores, 2022). En las plantas repercute en sus procesos fisiologicos ya que es
el encargado de varias reacciones y formar parte de la estructura de la clorofila, enzimas y

proteinas (Benites, 2016).

El nitrégeno a su vez es un factor crucial que limita la productividad de los cultivos en
muchos ecosistemas terrestres ya que su disponibilidad en los suelos depende en gran
medida de las tasas de mineralizacién impulsadas por los microorganismos del N ligado
organicamente en formas inorganicas de amonio (NH4") y nitratos disponibles para las
plantas (Izaguirre-Mayoral et al., 2018). Asimismo, mencionan que para contrarrestar la
deficiencia de este elemento las bacterias pertenecientes a las o-Proteobacterias y B-

Proteobacterias ayudan a incorporarlo al suelo.

1.6.1 Fijacion de nitrégeno en leguminosas

Cuando se trata de fijar el nitrogeno las plantas de la familia Leguminosae son muy
utilizadas ya que tiene la capacidad de fijar el nitrdgeno cuando se asocia con rizobios
(Rhizobium). La fijacion de este elemento se debe a la interaccion entre la raiz y los
microorganismos. Luna (2014) menciona que esta interaccion se basa principalmente en la
modificacién interactiva del ambiente del suelo por procesos como captacion de agua por
la planta, liberacion de compuestos organicos al suelo por las raices, produccién
microbiana de factores de crecimiento vegetales y captura de nutrientes minerales por parte

de los microorganismos.

Segun Paredes (2013), todos los procesos que realizan las bacterias demandan de energias
por el cual se asocian en la rizosfera de la planta, en este sentido, la energia que requieren
las bacterias proviene de los carbohidratos del suelo cuando no estan en asociacion con la
planta, los exudados radiculares cuando realizan asociacion y directamente de los

productos de la fotosintesis.



1.6.2 Promedio de nitrégeno fijado por leguminosas

Con una correcta asociacion entre rizobios y leguminosas se puede obtener cantidades de
nitrégeno fijado que varian de 50 y 800 kg/ha por afio de N, pudiendo de esta manera
sustituir grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados, aunque, las proporciones
dependen de la efectividad del rizobio, la especie de leguminosa, las condiciones

edafoclimaticas y del manejo del cultivo (Hormazébal, 2013).

Ledn et al. (2018) mencionan que las leguminosas obtienen 2/3 partes del nitrégeno
provenientes del aire que hay en los poros del suelo, mientras que el 1/3 es obtenido por la
mineralizacién de la materia organica del suelo. En la Tabla 1 se muestran las cantidades
de nitrogeno que pueden llegar a fijar las leguminosas a través de la simbiosis mutualista

con rizobhios.

Tabla 1. Promedio de nitrégeno fijado por leguminosas en simbiosis.

Especie kg/ha/afno
Trébol blanco 200
Pastura con 30-40% de trébol blanco 180-200
Pastura con 20% de trébol blanco 106
Alfalfa 186
Trébol rojo 132
Meliloto blanco 125
Trébol de carretilla 107
Lenteja 103
Soya 101
Vicia 82
Arveja 69
Mani 42
Centrosema 280
Alfalfa tropical 84-290
Desmodio 264-300
Pega-pega 178
Leucaena 400-500

Fuente: Urzta 2007

1.7 Nodulos
En una interaccion eficiente entre los rizobios y la planta se forman estructuras

denominadas nodulos Jiménez (2022) dice que los nédulos son masas de tejidos altamente
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organizados, derivados de la multiplicacion de las células de la corteza. Su formacion
depende de la interaccion entre todos los simbiontes donde intercambian sefiales incluso
antes de hacer contacto fisico (Marcos, 2017). Asimismo, el autor menciona que la planta
expulsa varias sustancias quimicas o exudados a través de la raiz como: azlcares,
polisacéridos, aminoacidos, acidos aromaticos, acidos alifaticos, acidos grasos, esteroles,
compuestos fenolicos, enzimas, proteinas, reguladores del crecimiento y metabolitos
los

secundarios. También menciona que funcionan como quimiotacticos para

microorganismos que ayudaran a formar los tumores radicales.

Luna (2014) menciona que los nédulos estan activamente funcionales cuando la proteina
leghemoglobina mantiene su pigmentacion rojiza, es decir que la fijacion del nitrégeno es
alta, por el contrario, los tejidos del nddulo a medida que envejecen cambian su

pigmentacion a verde y baja la eficiencia de fijar el nitrogeno.

1.7.1 Formacion de nédulos en la rizosfera

Los nddulos conllevan procesos sumamente coordinados con varias etapas para su
formacion. Calvo (2011) y Madigan et al. (2015) mencionan que la formacion de los
nodulos se manifiesta por etapas; 1) se da con el reconocimiento celular mutuo entre la
bacteria y la planta a través de sefiales quimioatrayentes, como son los flavonoides para la
adhesion de la bacteria a los pelos radiculares. 2) las bacterias realizan el proceso de
infeccion (factores Nod) donde penetra la raiz formando el tubo de infeccion y llegar a la
corteza de la raiz. 3) Gltima etapa donde la bacteria coloniza la raiz transportandose por el

filamento de infeccion y establecer el simbiosoma. Como se muestra en la figura 1.

Didlogo molecular y Curvatura y degradacion ~ Formacion y desarrolio del L:berac;on\en "z/ “‘id“’o
adhsesion bacteriana del pelo radicular canal de infeccién . <: oy Wfjacion de N2
°%s ) Curling Canal d (: : %l;}<'14
2 anal de P =T A
Flavonoides— ( xd (B Spiknig Pre canal de infeccion i 4 o)
Seo S)/le / deCa T (e} : T“‘
7 T | s 15
o ] 01 o [ i o] 5 ]%7 A S L_‘
e i) ~ Dy — = -
T o G ol © o ° o o ol o = 75,
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Figura 1. Formacion de nodulos en leguminosas infectadas por rizobios.

Fuente: Diez (2019)
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1.7.2 Tipos de nddulos

Estudios realizados han demostrado que los nodulos poseen varias formas y estructuras
siendo dos tipos comunmente conocidos, el nodulo indeterminado y el no6dulo
determinado. Bianco (2020) menciona que el primer tipo de nddulo ocurre en el interior de
la corteza dividiéndose en la endodermis de la raiz, el tamafio varia desde 3 mm a varios
centimetros de longitud, su senescencia es muy lenta y transporta productos ureidos. El
segundo tipo, por el contrario, ocurre en las células subepidérmicas de la superficie de la
corteza, el tamafio varia entre 2 y 5 mm de diametro, su senescencia es muy rapida y

transporta productos como las amidas.

Por lo general, los nddulos maduros indeterminados estan divididos por zonas (I - 1V) y los
nodulos determinados predomina su forma esférica donde se realiza la fijacion del
nitrégeno atmosférico. Isidra-Arellano and Valdés-Lopez (2022) indican que en la zona |
estd el meristemo, zona de infeccidn (zona I1), zona de fijacion de nitrégeno (zona Ill), y

zona de senescencia (zona V) como se muestra en su representacion grafica Figura 2.

Nédulo Nodulo
Indeterminado Determinado
« Externo »
: « Interno »
!
8 Epidermis Cortex Endodermis
Zonal ~
-~ Periciclo Sistema vascular
Zonall —
Zona Il
| |
J | \
!
]
|
Zona IV ~
Nédulo Nédulo
Indeterminado Determinado

Figura 2. Forma y tipos de nédulos colonizadores de las raices.
Fuente: Isidra-Arellano and Valdés-Lopez (2022). 11



1.7.3 Etapa de infeccion

Diez (2019) indica que la infeccion que realizan los rizobios se da mediante espacios
intercelulares (sin factor Nod) o por otras vias como heridas (cracks) de la pared celular
siendo la infeccidn tipo candnica la mas frecuente en las leguminosas, como se aprecia en

la Figura 3.

Esta infeccion por rizobios implica la modificacion de la punta del pelo radical. Segun
Marcos (2017), la infeccion primaria comienza desde el cambio morfolégico de los pelos
radicales llamado fenotipo Hac (hair curling), proceso de degradacion por la accién de
diferentes enzimas como poligalacturonasas, celulasas, hemicelulasas y pectinasas; y asi,
formar el canal de infeccion para que las bacterias invadan el interior de la raiz. En la
infeccién secundaria y final, el rizobio llega al citoplasma vegetal donde se realiza la
diferenciacion a bacteroides y formar un organulo llamado simbiosoma, de esta manera,
inducir el sistema enzimatico nitrogenasa y llevar a cabo la reduccién del nitrégeno

atmosférico a amonio, forma asimilable por la planta.

Infeccion intercelular Entrada por cracks Via canénica

Dependiente de NF
receptores epidérmicos
y corticales necesarios.

(Ancestral AVanzago

receptores corticales

Figura 3. Tipo de infeccion por parte de los rizobios en leguminosas.
Fuente: Diez (2019).

1.8 Simbiosis Rhizobium-leguminosa
La asociacion Rhizobium-leguminosa es considerada un proceso de alta eficiencia FBN, el

cual la planta proporciona un ambiente micro-aerébico para el funcionamiento efectivo de
la nitrogenasa, enzima que reduce el nitrogeno atmosférico a amoniaco, esto por efecto
quimiotactico de exudados radicales como acidos organicos, aminoacidos, auxinas,

azUcares, enzimas, flavonoides y vitaminas (Valier, 2020).
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Marcos (2017) indica que la asociacion Rhizobium-leguminosa muestra la evidencia de que
la inoculacion del Rhizobium siempre tiene un efecto beneficioso en el crecimiento de la
leguminosa si se da la nodulacion; el aumento de un huésped compatible, aumenta la

abundancia relativa de los rizobios en el suelo.

Diez (2019) plantea que la simbiosis se agrupa en 3 fases de acuerdo con su funcion

simbidtica:

e Especificidad: capacidad para interactuar a nivel molecular de una manera
especifica permitiendo al rizobio anclarse a la superficie radicular e inducir la
diferenciacion del primordio nodular, asi como la deformacion completa del pelo
radical.

e Infectividad: capacidad de penetracion en el tejido radical de la planta huésped, asi
como de llegar hasta los nddulos a través del canal de infeccion.

e Efectividad: capacidad de transformarse en bacteroide y llevar a cabo la FBN en el

interior del nédulo.

1.9 Rizobacterias encontradas al exterior y al interior de los nédulos

1.9.1 Clitoria sp.

Chapman (2021) menciona que el analisis microbioldgico realizado en la rizosfera de
Clitoria ternatea evidencié Rhizobium y ausencia de Pseudomonas. Coelho et al. (2018)
indican la identificacion de los géneros Klebsiella, Bacillus, Paenibacillus, Arthrobacter y

Leifsonia en el exterior de los nodulos.

En cuanto a las rizobacterias simbioticas. Coelho et al. (2018) identificaron solo el género
Bradyrhizobium de los aislados de Clitoria fairchildiana por la secuenciacion del gen 16S
rRNA. En su investigacién, Soto et al. (2021) reportaron 24 cepas del género Rhizobium y

22 cepas del género Bradyrhizobium, en Clitoria brachystegia.

1.9.2 Cajanus cajan

En su investigacion Araujo et al. (2015) identifican varias especies del género
Bradyrhizobium e incluso una nueva especie nombrada como Bradyrhizobium cajani. Soto
(2018) identifico bacterias de los géneros Pseudomonas y Enterobacter en los aislados

bacterianos de los suelos de Ecuador.
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1.10 Leguminosas
Las leguminosas revisten especial importancia en la agricultura, debido que contribuyen a

aumentar la fertilidad de los suelos a través de la fijacion de nitrégeno (Hernandez et al.,
2012). Son uno de los grupos mas abundantes del reino vegetal, con 650 géneros y
alrededor de 18 000 especies distribuidas alrededor del mundo, sin embargo, se ha
reconocido que de las 12 000 especies de leguminosas con capacidad fijadora de nitrégeno
que existen, un 80 a 90% son papilionoideas, un 25% mimosoideas y s6lo unas pocas son

cesalpinoideas (Milano, 2018).

Segun Garabato (2018), las leguminosas por su capacidad de asociarse con rizobios y fijar
el nitrégeno permiten reducir el consumo de energia mejorando a largo plazo las

condiciones fisicas y la biodiversidad del suelo.

1.11 Generalidades de los cultivos

1.11.1 Clitoria sp.

La Clitoria se desarrolla en regiones tropicales y subtropicales de América, es de ciclo
vegetativo perenne y tiene buenas caracteristicas agronomica (Lozano and Rivera, 2022).
Tiene un crecimiento semi-arbustivo y semi-erecto de 80-90 cm de altura, en el Ecuador se
adapta desde el nivel del mar hasta los 1600 msnm., requiere para su desarrollo
precipitaciones de 800 mm, una vez establecida, la raiz pivotante permite que la planta
resista muy bien la sequia, se desarrolla en dptimas condiciones en suelos con pH de 6 a 8
(Ledn et al., 2018).

Lozano and Rivera (2022) mencionan que una caracteristica visible en sus raices es la
formacion de estructuras llamadas nddulos los mismos que ayudan al enriquecimiento del
suelo. Ademas, establecen simbiosis (bacteria-planta) donde los nédulos nitrificantes
absorben nitrégeno atmosférico y los sintetizan para la planta, incrementando la

disponibilidad de este elemento para el cultivo y el suelo.

1.11.2 Cajanus cajan

Cajanus cajan es una leguminosa arbustiva rustica y de rapido crecimiento a partir de los
30-40 dias después de la siembra resistente a la sequia, su raiz es profunda y pivotante, no
tolera encharcamientos y heladas, es una planta bianual y en algunos casos dependiendo de

la zona y variedad se comporta como perenne (Cordova, 2017). Smith et al. (2016)
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manifiestan que es una leguminosa lefiosa que puede aportar nitrégeno a los suelos
agricolas a través de la produccion de biomasa rica en nitrogeno y al mismo tiempo

producir granos comestibles que se suplementan en la dieta humana y animal.

Castillo et al. (2016) manifiestan que esta leguminosa se cultiva en terrenos ligeros
arenosos, limosos y pedregosos, por las caracteristicas de su raiz le permiten crecer en
suelos pobres. Sin embargo, no prospera en suelos pesados, arcillosos y con problemas de
drenaje en referencia a los suelos arcillosos de la peninsula. También menciona el autor
que se desarrolla mejor en suelos preferentemente francos, profundos, fértiles, de

topografia ondulada y de buen drenaje.

1.12 Medios de cultivos para el crecimiento bacteriano
Rodriguez and Zhurbenko (2018) consideran que los medios de cultivos son un conjunto

de elementos o sustancias que garantizan a los microorganismos u otras células los
nutrientes necesarios para su conservacion y/o desarrollo. El principal objetivo de los
medios de cultivos es crear un ambiente adecuado para el crecimiento, simulando las
condiciones lo mas cercanas posibles a las naturales, asegurando asi el apropiado
funcionamiento de la funcion enzimatica de los microorganismos (Gomez and Batista,
2006). Asimismo, el mismo autor plantean que los medios de cultivos tienen una base de

ingredientes estricta para desarrollar las colonias, como se muestra en la Figura 4.

Agua

Bases nutritivas ‘E Peptonas, hidrolizados y digeridos

Extractos, infusiones y dializados

. = Azucares
Carbohidratos
— Agar y derivados
= Almidones
— Otros
Sales minerales — I Macroelementos (fosforo, azufre, sodio,
(organicas e inorganicas) cloro, hierro y otros)

— Microelementos (cinc, cobre y otros)
Colorantes e indicadores

Factores de crecimiento — Vitaminas
= Proteinas
— Otros
Otros Antibiéticos, lipidos.

Figura 4. Requerimientos de nutrientes bases en medios de cultivos para el recuento de
microorganismos.

Fuente: Rodriguez and Zhurbenko (2018).
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1.12.1 Medio levadura manitol Agar (LMA)

Este medio fue desarrollado por Windle Taylor en el afio 1958 para el recuento de
microorganismos heterotrofos (bacterias y mohos) en placas, siendo el medio mas
empleado desde entonces para la identificacion de rizobios (Zufiiga, 2012; Rodriguez y
Zhurbenko, 2018).

1.13 Crecimiento microbiano
En un sistema bioldgico las células estdn sometidas a dividirse o incrementar su masa

celular definiendo el crecimiento del microorganismo. EIl crecimiento microbiano
basicamente es el aumento y/o crecimiento celular, cuando hay aumento de tamafio de las
células, estas han crecido reservando sus nutrientes precediendo a la division; caso
contrario, hay aumento de poblacién o colonias bacterianas cuando todas las células

aumentan en namero por la divisién celular.

Generalmente en los laboratorios se observan los crecimientos bacterianos poblacionales,
es decir, donde el crecimiento microbiano aumenta en una misma proporcion por unidad de
tiempo (crecimiento balanceado). Este tipo de crecimiento permite a la célula aumentar
proporcionalmente su masa celular, nimero de células, proteina, ARN, ADN, etc., debido

al factor coeficiente exponencial de crecimiento.

1.13.1 Ciclo del crecimiento microbiano

Segun Lafiez (2005), en laboratorios se emplean dos sistemas de cultivos para el
crecimiento microbiano, sistemas abiertos y sistemas cerrados, los cuales drenan y no

drenan los nutrientes respectivamente.

Benintende y Sanchez (2009) explican que en medios liquidos el crecimiento microbiano

estd dado por cuatro fases:

e Fase de retardo o latencia: las células entran en estado de reposo para sintetizar
las enzimas y activar su actividad metabolica lo que permitira adaptarse al medio
de cultivo, el producto de la adaptacion al medio genera aumento en su masa
celular.

e Fase de crecimiento exponencial: las células alcanzan su velocidad méaxima de

crecimiento al pasar por un tiempo de generacion. La velocidad de crecimiento
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depende del tipo de microorganismos y de las condiciones ambientales
(temperatura, pH, composicién del medio de cultivo, oxigenacion, etc.).

e [Fase estacionaria: se caracteriza por definir el crecimiento neto de las bacterias, se
mantiene el equilibrio entre todas las poblaciones del medio por muerte de
celulares. La limitacion se debe al cambio de las propiedades nutritivas del medio,
ya sea por agotamientos de compuestos o por los desechos téxicos producto del
metabolismo microbiano, siendo un medio inhdspito para el desarrollo de las
células.

e Fase de muerte: termina con una lisis exponencial de las células viables, los

microorganismos pierden energia y las poblaciones entran en fase de muerte.

Con respecto a los medios solidos, Lafiez (2005) manifiesta que son igual de nutritivos que
los medios liquidos, pero la caracteristica principal es la incorporacion del componente
gelificante que le da esa consistencia. Son afadidos solidificantes tipo Agar, gelatina o

silica gel.

1.14 Requerimiento nutricional para el crecimiento microbiano

1.14.1 Agua

El agua es fundamental para solubilizar los nutrientes, transportarlos y asegurar las
reacciones de hidrdlisis (Bonnet et al., 2020). Ademas, es el principal constituyente del
protoplasto, ayuda a las reacciones bioldgicas y es un reactante de exceso en algunas

reacciones bioguimicas (Morején and Pardo, 2008).

1.14.2 Fuentes de carbono

El carbono es el elemento mas abundante y requerido por las bacterias, pueden utilizar
fuentes de carbono inorganicas, como el CO2, o fuentes organicas, como azlcares Yy
alcoholes (Bonnet et al., 2020). Independientemente del tipo de bacteria sintetizan el
carbono para utilizarlo como fuente de energia para sus procesos metabolicos (Morejon
and Pardo, 2008).

1.14.3 Fuentes de nitrégeno

Se pueden encontrar en un gran nimero de compuestos utilizados en la composicién de un

medio de cultivo. Se encuentra en forma organica por hidrolizados de proteinas como
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proteosa-peptona o triptona, pero también en forma inorganica como nitratos, permitiendo

que las bacterias sinteticen sus proteinas, enzimas y acidos nucleicos (Bonnet et al., 2020).

1.14.4 Sales minerales

Son fuentes de algunos elementos (macros y microelementos) que las bacterias requieren

para su proliferacion (Morejon and Pardo, 2008).

Caycedo et al. (2021) indica que las bacterias requieren de los siguientes elementos

superficialmente en altas cantidades (macroelemento) para su crecimiento:

e Potasio: interviene en la activacion de enzimas y sintesis de proteinas.

e Magnesio: interviene en funciones ribosémicas, membranas y &cidos nucleicos.
Participa como cofactor en diversas como en la de transferencia de grupos fosfato y
cuando las células necesiten de ATP, en este Ultimo, el Mg intervine en la union de
la enzima al medio por la accion de la activacion de enzimas.

e Calcio: actla en varias reacciones enzimaticas como cofactor de proteinasas.

e Hierro: participa como los procesos de respiracion, como citocromos Yy

ferroproteinas no hémicas, ademas es cofactor de ciertas enzimas.

De igual forma, requieren de sales minerales en menores cantidades que se encuentran

dentro de los microelementos como:

e Manganeso: cofactor de ciertas enzimas y a veces puede sustituir al Mg.

e Cobalto: interviene para la sintesis de la vitamina B12, excepto si se ha
suministrado en el medio.

e Zinc: se encarga de estabilizar los complejos enzimaticos como las ADN y ARN
polimerasas.

e Molibdeno: interviene en la sintesis de las molibdoflavoproteinas implicadas en la
asimilacion de nitratos. De igual forma, participa como cofactor junto con el Fe, en
el complejo nitrogenasa de las bacterias fijadoras de N2 atmosférico.

e Niquel: participa en la mayoria de las funciones de las hidrogenasas, encargadas de

capta o libera hidrogeno.
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1.15 Factores condicionantes del crecimiento bacteriano
Caycedo et al. (2021) dicen que los factores que afectan el crecimiento microbiano

significativamente son la temperatura y el pH:

Temperatura: el mismo autor menciona que todos los microorganismos se ven afectados
tanto en su crecimiento como supervivencia al enfrentarse a temperaturas extremamente
bajas o relativamente altas, siendo asi, cada uno tiene un rango de temperatura donde
aprovechan los nutrientes del medio para desarrollar correctamente los procesos
catabolicos y anaerdbicos necesarios para la division celular. Un microorganismo que se
encuentre en ambientes donde las temperaturas son Optimas, las reacciones enzimaticas
aumentaran su velocidad de crecimiento de forma lineal, mientras que, a altas temperaturas
la inhibicion de los sistemas sintetizadores de enzimas y proteinas provoca una lisis
térmica que dafa la membrana celular. Caso contrario, las temperaturas muy bajas reducen
el metabolismo enzimético provocando que la membrana plasmatica pierda su fluidez, de
tal forma, los microorganismos pierden la capacidad de absorber los nutrientes

disminuyendo su crecimiento.

pH: el mismo autor indica que el pH es determinante al permitir la regulacion de acidez o
alcalinidad de los medios y el interior de la célula, influye en el transporte de hidrogeno a
través de la membrana citoplasmatica, los microorganismos neutrofilos se desarrollan en
pH 7, los acidodfilos se desarrollan a pH inferior a 5 y los basofilos o alcaléfilos se

desarrollan a pH mayores de 8.

1.16 Caracteristicas bacterianas en medios de cultivos
Entre las principales caracteristicas que tienen las bacterias es por su tamafio, forma y el

modo en que se agrupan en un determinado medio. Granados and Villaverde (2003)
plantean que estas caracteristicas definen la morfologia de cada célula bacteriana. El

mismo autor explica las siguientes caracteristicas:
Tamafo

Son microorganismos de dimensiones microscopicas medibles en micras (1 pm = 10 m),
generalmente, se define un rango que va entre 0.1 y 4 um. Sin embargo, el tamafio depende
de la forma de las células; en algunas bacterias (cocos) pueden ser de 0.2 um y otras

(bacilos) pueden llegar a un tamafio de 5-8 um x 1.5 um largo y ancho respectivamente.
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Cuando forman colonias (masa con millones de bacterias) el tamafio de cada género o
especie es casi uniforme, por lo tanto, se puede considerar colonias con tamafio medio (1-2

mm de didmetro) y tamafio grande (4-6 mm de diametro).
Forma

Adoptan forma esféricas o cocoideas y cilindricas o bacilares. En ocasiones esta Gltima,
tiene una forma intermedia llamada cocobacilos, el cual indica mas que una caracteristica,

la etapa inicial del desarrollo del bacilo.
Agrupaciones
Agrupaciones macroscopicas

Este tipo de agrupaciones permite caracterizar un microorganismo a simple vista, al ser una
célula la responsable del crecimiento en poblacion bacteriana en un punto lineal; el
crecimiento celular forma colonias que presentan caracteristicas de formas, tamafios y
aspectos en uno o varios puntos dentro de un medio de cultivo segun la especie bacteriana,

como se aprecia en la Figura 5.

Plana

Puntiforme
Convexa

Circular

o Umbilicada
Rizoide

o
.
Filamentosa %— Acuminada -A_

Irregular Plano-convexa

Fusiforme \\'—’ Papilada

Figura 5. Caracteristicas macroscépicas (forma, borde aspecto) de colonias en medios de
cultivos.

Fuente: Granados and Villaverde (2003).
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Agrupaciones microscopicas

El tipo de agrupacion depende principalmente de la fisidén celular binaria que permitird a
las células estar asociadas entre si, por lo tanto, no todas las formas bacterias se agrupan en
este apartado. Se da el caso que formas bacterianas (espirilos) no se unen con los grupos
que permiten establecer clasificaciones taxonémicas, asi las formas cocoideas y bacilares
Se agrupan en mayor y menor proporcion respectivamente. Las estructuras cocoideas se
agrupas en: diplococos, estreptococos, trétradas, estafilococos y sarcinas. Las bacilares

pueden aparecer como: diplobacilos, estreptobacilos y formas irregulares.

1.17 Colorantes diferenciales
Los colorantes se pueden utilizar como indicador de color en un medio de cultivo o como

agente selectivo contra ciertas bacterias (Bonnet et al., 2020). Son compuestos organicos y
reactivos necesarios para la observacion de un microorganismo. Cada tipo de colorante
tiene afinidad por determinados componentes celulares y generalmente, actian mediante
reacciones de intercambio idnico entre el colorante y los elementos celulares. De forma
particular, los colorantes utilizados con frecuencia en microbiologia tienen propiedades
catonicas y reaccionan con las partes celulares constituyentes de anionicos, como los

acidos nucleicos y los polisacaridos acidos (Gonzalez et al., 2020).

1.17.1 Tincién de Gram

Esta técnica permite dividir a los microorganismos acorde con la composicion y estructura
de su pared celular. Las bacterias que tiene una capa gruesa de peptidoglucano con
numerosos enlaces cruzados de acido teicoico con la reaccién de Gram toman un color
purpura denominandose Gram positiva; las bacterias con una capa de peptidoglucano mas

delgada toman un color rosado a rojo (Gonzalez et al., 2020).

Wang et al. (2012) indican que los rizobios son bacilares y su tamafio varian dependiendo
del género. En este sentido, las bacterias del género Allorhizobium generalmente miden
0.5-0.7 x 2.0-4.0 pum, las del género Azorhizobium miden 0.5-0.6 x 1.5-2.5 um. En las
bacterias de los géneros Bradirhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium y Rhizobium,

mencionan que su tamafio es muy similar midiendo 0.5-1.0 x 1.2-3.0 um.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Areay descripcion de las zonas de estudio
La investigacion se realiz6 en las instalaciones del Centro de Investigaciones

Biotecnoldgicas de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena (UPSE), ubicado en la
Facultad de Ciencias Agrarias en el cantdon La Libertad provincia de Santa Elena, via
principal Guayaquil-La Libertad, a 27 km del canton Santa Elena, sus coordenadas
geograficas son: latitud Sur 2°14'6", longitud Oeste 80°54'9". Las muestras fueron
colectadas en dos zonas productivas de la provincia:

e Centro de Apoyo Rio Verde UPSE: ubicada en el kilémetro 35 de la via Salinas—
Guayaquil, cuyas coordenadas geograficas son: Latitud Sur 2°18'25.92", Longitud
Oeste 80°42'1.54" con una altitud de 54 msnm, el tipo de suelo predominante es el

franco-arcillo-arenosa. Lugar donde se colectaron los nédulos de Cajanus cajan.

Cultivo de frejol palo

Figura 6. Ubicacion del Centro del Apoyo Rio Verde.

e Centro de Apoyo Manglaralto UPSE: ubicada cerca de la via Dos Mangas a 55
km al norte de la ciudad de Santa Elena, sus coordinadas geograficas son; Latitud
Sur 1°50'37" y Longitud Oeste 80°44'33". La textura del suelo predominante es

franca-arcillosa. En sus instalaciones se colectd la muestra de Clitoria.
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Lugar'de laiClitaria

/- Centro de Apoyo Manglaralto - Estacion. ..

2.2 Material vegetativo
Se extrajeron raices noduladas aleatoriamente de una sola planta de Clitoria sp. y de dos

plantas de Cajanus cajan encontradas en las dos zonas descritas.

2.3 Material de campo
e Pala de jardineria.

e Azadon pequefio.

e Microtubos de 1.5 ml.
e Silica gel

e Cinta Parafilm

e Algoddn

e Papel periodico

2.3.1 Material de bioseguridad para laboratorio

e Guantes
e Mascarilla
e Bata
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2.4 Materiales y equipos de laboratorio

2.4.1 Insumosy reactivos

e Medio extracto de levadura-Manitol-Agar (LMA)
e Tiras indicadoras de pH
e Solucion salina 7%

e Reactivos para Tincion de Gram

2.4.2 Instrumentos de laboratorio

e Varilla de agitacion

e Pipeta

e Micropipetas de 100 a 1000 uL.
e Cajas Petri

e Beakers 250 mL

e Matraz

¢ Plato agitador calefactor

e Papel filtro

e Fiolas

e Tubos de ensayo

e Mortero
e Espétula
e Alcohol

e Balanza analitica

2.4.3 Equipos
e [Estufa
e Autoclave

e |ncubadora

2.5 Recoleccion de las muestras
Las muestras se colectaron en las dos zonas de la provincia de Santa Elena (Rio Verde y

Manglaralto) escarbando el suelo cuidadosamente con una pala de jardin a 20 cm alrededor

y 10 cm de profundidad de las plantas seleccionadas aleatoriamente. De las raices
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noduladas se colectaron a su vez los nddulos, que para su conservacion del campo a los
laboratorios del Centro de Investigaciones Biotecnologicas CEB-UPSE fueron colocados
con silica gel y algodon, luego transferidos en microtubos de 1.5 mL sellados con cinta

Parafilm. Luego, se rotularon acorde a las caracteristicas y ubicacion de la planta.

2.6 Aislamiento de las cepas de Rizobios

2.6.1 Preparacion de las muestras

En el laboratorio, los noédulos se limpiaron cuidadosamente para eliminar el exceso de
tierra, luego se los colocd en cajas Petri selladas con cinta Parafilm y respectiva rotulacién

(Tabla 2). Después fueron procesadas en el laboratorio para el aislamiento de las bacterias.

Tabla 2. Caracteristicas de las muestras aisladas y procesadas.

Muestra Caodigo de muestra NUmero de nédulos Sitio
1 ORV1-01 9 Rio Verde
2 ORV1-02 4 Rio Verde
3 ORV1-03 8 Rio Verde
4 ORV2-01 10 Rio Verde
5 ORV2-02 2 Rio Verde
6 ZM01 6 Manglaralto

2.6.2 Procesamiento de los nédulos

Los noddulos colectados de cada muestra fueron procesados para su identificacion
bacteriana exterior e interior. Se lavaron con agua destilada estéril teniendo la precaucion
de no desprenderlos y colocarlos en papel absorbente para retirar el exceso de humedad.
Después se desinfectaron para realizar la maceracion con una varilla de vidrio estéril y
sembrarlos en las cajas Petri con medio de cultivo para crecimiento bacteriano e identificar

fenotipicamente las bacterias.

Después de secar el exceso de agua de los nodulos, se procedio a preparar solucion de
NaCl al 7% para obtener 800 mL que luego se repartio en seis beakers (vaso de
precipitado, 1 por muestra) como se aprecia en la Figura 8, y con la ayuda de una pinza

desinfectada se depositaron los nddulos en la solucion, dejandolos reposar por 24 horas.
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Solucién salina
800 mL

‘
>
M: muestra
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Figura 8. Procesamiento de los nddulos para el recuento de bacterias en la rizosfera.

Finalmente se retiraron los nddulos de la solucion salina colocandolos en beakers con 20

mL de H2O destilada esteéril, cubriéndolos con una tapa de papel aluminio.

2.6.3 Presencia de bacterias en la rizosfera

En este procedimiento se utilizaron 24 tubos de ensayos esterilizados (cuatro por muestra),
se vertieron 4.5 mL de la solucién salina y con una pipeta se afiadié 0.5 mL de la solucion
preparada anteriormente para cuantificar las bacterias presentes en la rizosfera
(procesamiento externo de los nodulos), este proceso permitid realizar diluciones seriadas
desde 10! hasta 10~ unidad donde la primera fue la dilucion principal. Cada dilucion tuvo

tres repeticiones por muestra, como se observa en la Figura 9.

20 ml solucidn salina

) DILUCIONES
107 _
102 10° 10¢ 10%

salina

Figura 9. Diluciones sucesivas de las muestras procesadas en el laboratorio.
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2.6.3.1 Preparacion del medio de cultivo LMA

Para el aislamiento bacteriano, se prepard el medio de cultivo LMA acorde al Manual de

Microbiologia Agricola (Zufiga, 2012).

Se realiz6 una solucion empleando H20 destilada, donde se afiadieron 5 g de manitol, 0.25
g de extracto de levadura, 0.25 g de K;HPOg4, 0.05 g de MgSO4 7H20, 0.10 g de NaCl y
7.5 g de Agar con el pH 7 u (neutro). Se utilizé un plato calefactor para homogenizar el
medio y esterilizarlo en la autoclave por 2 horas a 121 °C y 1 ATM. Luego del tiempo
estipulado, se vertieron aproximadamente 12 mL del medio en las cajas Petri (tres
repeticiones por muestra), luego fueron codificadas y solidificadas a temperatura ambiente.

2.6.3.2 Siembra en el medio LMA

Con una micropipeta de 100 pL se extrajeron 1.5 pL de solucidn, se dispersd en la caja
Petri en el medio sdlido mediante estrias con una varilla de agitacion estéril, graficado en
la Figura 10. Luego las cajas Petri fueron selladas y rotuladas con cinta y llevadas a la
incubadora, manteniendo una temperatura de 28 °C por tres dias para observar el

crecimiento poblacional de las unidades formadoras de colonias bacterianas (UFC).

" R1

107
R3

10°

Figura 10. Sembrado de las disoluciones seriadas en medio LMA.
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2.6.3.3 Caracterizacion fenotipica de los aislados bacterianos

La caracterizacion fenotipica de los aislados se la realizd dividiendo las cajas Petri
(sembrada e incubada) en cuatro cuadrantes iguales, que permitié elegir la seccién con
mejor uniformidad en el crecimiento de las colonias y cuantificar las UFC como se aprecia
en la Figura 11. Luego se realizo el conteo de los rizobios en cada placa observando su
apariencia y color, formacion de mucosidad, luego se multiplicé por 4 para obtener el

numero total de UFC/g de cada caja Petri.

Figura 11. Conteo de las colonias con caracteristicas mucosas.

2.6.4 Presencia de bacterias simbioticas en el nédulo
2.6.4.1 Protocolos de desinfeccién de los nédulos

Para identificar los rizobios en el interior de los nédulos se desinfectaron acorde al
protocolo de desinfeccion descrito por Zufiga (2012) para aislar rizobios presentes en la

rizosfera y obtener especificamente la familia Rhizobiaceae.

Los nodulos se sumergieron en alcohol al 70% por 1 minuto y 3% en solucion de NaClO
por 3 minutos, empleando beakers de 250 mL esterilizados y rotulados con 20 mL de cada

solucion cubriéndolos con papel aluminio durante el tiempo mencionado. Con una pinza
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estéril se sacaron los nddulos para luego ser enjuagados ocho veces cada 5 minutos con

agua destilada estéril.

2.6.4.2 Maceracion de los nodulos

Posterior a la desinfeccién de los nddulos, se realizd el proceso de maceracion con una
pinza estéril, los nédulos de cada muestra fueron transferidos a morteros, con una varilla de
agitacion se afiadio una gota de H»O destilada estéril y se maceraron por separado teniendo
3 repeticiones por nddulos, por consiguiente, se sembraron en las cajas Petri utilizando la
técnica de estriado. Finalmente se sellaron y rotularon las cajas Petri llevandolas a incubar

a una temperatura de 28 °C durante 5 a 7 dias para el crecimiento de las colonias.

2.6.5 Aislamiento y caracterizacion fenotipica de bacterias con Tincion de Gram

Al sexto dia de incubacion se observo el crecimiento de las bacterias en las cajas Petri. Se
caracterizaron las colonias encontradas de acuerdo con la metodologia de Zufiiga (2012)
acorde a la forma circular, irregular o puntiforme; apariencia mucosa con color
blanquecino, opaco, transparente 0 semitransparente. Luego con un asa de platino se tomd
la muestra de las colonias con estas caracteristicas y se las sometié a la tincion de Gram,
para luego observarlas en el microscopio con objetivos 40x y 100x este Gltimo con aceite

de inmersion.

2.7 Analisis de los resultados
Para la investigacion planteada se consider6 a cada caja Petri como una unidad

experimental con tres repeticiones. Se aplicd el software Microsoft Excel para analizar
medias, construir tablas y graficos que reportan la presencia de bacterias tipo rizobios en la

rizosfera y el nimero de bacterias simbioticas aisladas del interior de los nodulos.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento de nodulos en Clitoria sp. y Cajanus cajan
Los nddulos se aislaron de las dos especies de leguminosas para determinar bacterias tipo

rizobios presentes en la rizosfera de cada planta. Fueron procesados en el laboratorio 6
nodulos en Clitoria sp. y 33 nddulos en Cajanus cajan, un total de 39 nédulos de 3 plantas
en los dos sitos muestreados. Se evaluo el nimero, peso fresco, diametro y senescencia de
cada nodulo (Tabla 4). En el peso fresco se obtuvieron promedios de 0.019 g en Cajanus
cajan y 0.048 g en Clitoria sp., en el diametro se obtuvieron promedios de 1.60 mmy 1.79
mm en Cajanus cajan y Clitoria sp., respectivamente. Todas las plantas noduladas y
muestreadas presentaron etapa final de floracion. Sin embargo, la investigacion de
Hernandez (1988), Mayz (2007) y Cordova et al. (2013) demuestran que el aumento de la

nodulacidn y actividad de fijacion del nitrégeno se da al iniciar la etapa de floracion.

Tabla 3. Variable numero, peso fresco, tamafio y senescencia evaluadas en nédulos de
Clitoria sp. y Cajanus cajan.

wesra  coo NIERE g Dnato Smari
1 ORV1-01 9 0.050 1.90 N
2 ORV1-02 4 0.006 1.64 No
3 ORV1-03 8 0.012 1.34 S
4 ORV2-01 10 0.026 1.56 Si
5 ORV2-02 5 0.003 1.58 S
6 ZMO1 6 0.048 1.79 No

En este contexto, los aislados en su mayoria presentaron senescencia nodular (SN) que
quizas influya en la FBN en las leguminosas de las dos zonas muestreadas. Como
mencionan Fernandez and Espinosa (2008), que después de fijar el nitrégeno atmosférico

por un tiempo limite el noédulo llega a una lisis provocando su muerte.

Los nodulos aislados presentaron cambios morfolégicos y probablemente cambios
bioquimicos y fisioldgicos, reduciendo la actividad de la nitrogenasa en el periodo final de
la floracion o en la etapa de llenado de las vainas. (Andreeva et al., 1998; Fernandez and
Espinosa, 2008). Sin embargo, otros autores mencionan que la senescencia de los nddulos

es independiente de la etapa fenologica (floracion o fructificacion) de la planta huésped, y
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que las condiciones ambientales intervienen en la activacién de este proceso (Fernandez et
al., 2008; Marcos, 2017).

3.2 Presencia de bacterias en la rizosfera de Clitoria sp. y Cajanus cajan
La presencia de rizobios en la parte externa de los nodulos se evalud los dos sitios

muestreados. Donde el 54% de los conteos bacterianos fueron encontrados en el Centro de
Apoyo Manglaralto, mientras que el 46% en el Centro de practicas Rio Verde (Figura 12).
La presencia bacteriana en el exterior nodular de Clitoria sp. se encontrd en el Centro de
Apoyo Manglaralto con mayor peso y tamafio (Tabla 3), mientras que en el centro de
practicas Rio Verde los nédulos de Cajanus cajan, presentaron valores inferiores; en esta
ultima es probable que la nodulacion se vio afectada por las condiciones edafoclimaticas
del sitio, como menciona Lafiez (2005) y Olivas (2012) que, el crecimiento microbiano en
la rizosfera esta influenciado por factores abidticos como la humedad, temperatura, calor y

radiacion.

De igual forma, puede ser que los antecedentes con baja materia organica realizada en la
fertilizacion en el suelo, influencia los niveles de formacion de los nddulos, como
demuestra Mayz (2007) evaluando la biomasa de los nddulos con diferentes

concentraciones de N y P en esta leguminosa.

RiO VERDE
46%

MANGLARALTO
54%

Figura 12. Presencia de rizobios aislados de la rizosfera (exterior nodular) de
Clitoria sp. y Cajanus cajan de los dos sitios evaluados.
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3.3 Presencia de bacterias en el interior de los nédulos
Para evidenciar la presencia de bacterias rizobianas en el interior de los nddulos se realiz6

la desinfeccion, maceracion y sembrado de los nodulos en cajas Petri con medio LMA,
caracterizando las colonias de forma macroscopica. La mayor cantidad de bacterias
rizobianas al interior del nddulo se encontré en el Centro de Apoyo Rio Verde, con un
promedio de 283 UFC/nddulos procesados, mientras que en el Centro de Apoyo

Manglaralto se obtuvo un promedio de 135 UFC/n6dulos procesados (Figura 13).

Como se muestra en la Figura 13, en los nédulos de Clitoria sp. se obtuvo mayor presencia
de bacterias en la rizosfera (exterior del ndédulo); por el contrario, al interior de los nédulos
se encontr6 menor UFC comparado con C. cajan, quizas debido a la diversidad de rizobios
en los suelos muestreados (Yanes and Ramoén, 2005); o también por la selectividad de
simbiontes escogidos por cada especie vegetal (Lopez et al., 2018). Con respecto a esto, la
leguminosa Clitoria sp. se considera una leguminosa promiscua por su relacion con
diferentes rizobios (Beukes et al., 2019), siendo los rizobios del género Bradyrhizobium

mas abundantes, seguido en menor densidad del género Rhizobium (Menna et al., 2006).

300 283
280

260
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200
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20

135

RIO VERDE MANGLARALTO
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Figura 13. Promedio de UFC en el interior de los nddulos de Clitoria sp. y Cajanus cajan
aislados de los dos sitios en muestreo.
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En la Figura 14 se compara la presencia de rizobios en la rizosfera y en el interior de los
nodulos de las dos zonas agropecuarias muestreadas, acorde a Guaman et al. (2016). En la
rizosfera, Manglaralto presentd mayor nimero promedio de bacterias, con 483.78 UFC;
mientras que, el promedio en Rio Verde fue 418.40 UFC. La diferencia quizas se deba a la
diversidad de bacterias endofiticas colonizadoras oportunistas de nédulos como Bacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Paenibacillus, Arthrobacter y Leifsonia (Aeron et al., 2014,
Coelho et al., 2018).

Por el contrario, el mayor promedio del conteo de bacterias aisladas del interior de los
nodulos, consideradas como rizobacterias simbioticas, se obtuvieron en las leguminosas de
Rio Verde con 283.40 UFC, mientras que Manglaralto obtuvo 134.67 UFC, acorde a

Araujo et al. (2020), referente a la mejor especificidad rizobium-C. cajan.

483.78
418.40
283.40
134.67
Rizosfera Simbiosis
RIO VERDE 418.40 283.40
EMANGLARATLTO 483.78 134.67
RIO VERDE ®MANGLARALTO

Figura 14. Promedios comparados de bacterias presentes en la rizosfera e interior de los
nodulos aislados de los dos sitios en muestreo.

Ademas, la misma figura muestra que el promedio de bacterias en la rizosfera (418.40
UFC), el 67.7% podrian haber colonizado el interior de los nddulos con respecto a las
encontradas en el exterior en las leguminosas de Rio Verde; mientras que, las de mayor
promedio de bacterias encontradas en el exterior de los nédulos (483.78 UFC) fue en
Manglaralto, mostrando que solo el 27.7% de los rizobios podrian ser las que la
leguminosa Clitoria sp. permitié el paso al interior de los nodulos y ser las consideradas
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como rizobacterias simbidticas. Esto indicaria que las leguminosas a través de receptores
especificos que reconocen bacterias benéficas y patdgenos regulan y contralan el ingreso
de rizobacterias al interior del nodulo (Alias, 2016; Isidra-Arellano and Valdés-Lopez,
2022), y a su vez la capacidad infectiva de cada bacteriana en las raices de las plantas
(Diez, 2019).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
Esta investigacion que identifico rizobios presentes en la rizosfera e interior de los nodulos

de las leguminosas Clitoria sp. y Cajanus cajan en Rio Verde y Manglaralto, concluye

que:

Se logro aislar nédulos de forma aleatoria de las raices de las leguminosas Clitoria
sp. y Cajanus cajan, en los que la mayoria de los nddulos presentaron senescencia,
sin embargo, se identifico morfolégicamente rizobios simbidticos en su interior.
Esto probablemente indica que aun existiria fijacion de nitrégeno y que bacterias
endofiticas intervienen en este proceso.

Se contabilizaron las colonias blanquecinas, transparentes y semitransparentes,
circulares e irregulares, caracteristicas de los rizobios; asi como por su tincion de
Gram (-) en la mayoria de las aisladas. Se evidencid que la presencia de la relacién
bacteria-planta como asociacion mutualista en los suelos de las dos zonas
productivas contribuyen a la FBN, donde Manglaralto obtuvo el mayor conteo
bacteriano a nivel de rizosfera y Rio Verde mayor interaccion rizobio-leguminosa

gue permite simbiosis efectiva.

Recomendaciones

Realizar estudios méas profundos sobre la diversidad de simbiontes nativos de los
dos generos de leguminosas en las zonas productivas de la provincia de Santa
Elena.

Realizar pruebas sobre el potencial de FBN de los rizobios presentes en las dos
leguminosas de varios sitios de estudio.

Profundizar el estudio sobre las causas de la senescencia nodular y factores

limitantes que inhiben la formacion de nddulos en las leguminosas.
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ANEXOS

Tabla 1A. Promedio de bacterias presentes en la rizosfera de las dos zonas muestreadas.

Total de

Muestra Cddigo Diluciones Repeticiones Conteo . Promedio
Colonias
R1 59 236
1072 R> 290 1160 308.0
R3 95 380
R1 93 372
10’3 R2 66 264 292.0
R3 60 240
1 ORV1-01 R, o7 288
10* R> 93 372 437.3
R3 138 552
R1 63 252
10° R 117 468 570.0
R3 168 672
R1 - -
102 R2 94 376 294.0
R3 53 212
R: 69 276
10’3 R2 165 660 206.0
R3 34 136
2 ORV1-02 R, 63 255
104 R 163 652 252.0
R3 - -
R1 39 156
10° R2 181 724 266.0
R3 94 376
R1 74 296
1072 R2 - - 296.0
R3 138 552
R1 54 216
10’3 R> 108 432 436.0
R3 110 440
3 ORV1-03 R: 151 c04
10* R2 139 556 580.0
R3 94 376
R1 117 468
10° R 116 464 454.7
R3 108 432
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Tabla 1A. Continla

Muestra Cddigo  Diluciones Repeticiones  Conteo ;:I'otal _de Promedio
olonias
R1 64 256
102 R 38 152 204.0
Rs - -
R1 63 252
103 R 51 204 257.3
4 ORV2-01 Ej 7_9 3%6
104 R 452 1808 1616.0
R 356 1424
R1 87 348
10° R 77 308 322.7
R 78 312
R1 66 264
102 Rz 50 200 244.0
Rs3 67 268
R: 164 656
103 R 81 324 604.0
Rs 138 552
5 ORV2-02 R, 47 188
10+ R 95 380 416.0
R 113 452
R1 68 272
10° R 92 368 312.0
R 74 296
R1 72 288
10 R 102 408 414.0
R 105 420
R1 - -
103 R, - -
Rs3 - -
6 ZMol R1 105 420
104 Rz 96 384 433.3
Rs3 124 496
R: 138 552
10° R 164 656 604.0
Rs 102 408
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Tabla 2A. Promedio de bacterias encontradas en el interior de los n6dulos de los dos
géneros de leguminosas.

Sitio Codigo N° nédulos PP redondeados Promedio
general

1
2
3
4

ORV1-01 5 502
6
7
8
9
1

ORV1-02 g 497
4
1
2
) 3

RIOVERDE oo 0o g . 283

6
7
8
1
2
3
4

ORV2-01 2 115
°
8
9
10

ORV2-02 ; 176
1
2

MAGLARALTO  ZMo1 ; 135 135

5
6

Tabla 3A. Promedio de bacterias encontradas en exterior e interior de los nddulos.

Sitio Rizésfera Simbiosis
RIO VERDE 418.40 283.40
MANGLARALTO 483.78 134.67
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Figura 2A. Separacién de nédulos de las raices para la toma de variables
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Figura 3A. Protocolos de desinfeccion

Figura 4A. Preparacion del medio de cultivo LMA
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Figura 5A. Procesamiento para aislar bacterias presentes en el exterior de los nédulos

Figura 6A. Sembrado en medio LMA para la cuantificar bacterias presentes en el
exterior e interior de los nddulos
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Figura 8A. Conteo de UFC, bacterias presentes en el exterior e interior de los nddulos
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