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Abstract: Phenotypic and genotypic characterization of twelve rhizobial isolates from different regions of
Venezuela. Rhizobial taxonomy and systematics have progressed substantially, nevertheless, few studies have
been developed on venezuelan species. This study evaluated the phenotypic and genetic variation between 12
venezuelan indigenous rhizobial isolates and 10 international referential strains, by phenotypical traits and DNA
molecular markers. In this regard, a PCR-RFLP of the 16S rDNA gene, the presence of large plasmids, metabolic
assays in solid media, salinity resistance, pH and temperature growth conditions, and intrinsic antibiotic resis-
tance were assayed. In reference to the phenotypic attributes, we recognized three main groups: A group I, which
comprised all the strains metabolizing between 67.5%-90% of the C and N sources. They were also acid-tolerant,
as well as acid producers, capable of growing at 40°C and in high salinity conditions (2-2.5% NaCl). With regard
to the antibiotic sensitivity, this group was susceptible to a 30% of the antibiotic assayed. Strains belonging to
Group II exhibited a lower salt tolerance (0.1-1.5%NaCl), as well as a lower acid tolerance, since they grew well
at pH values equal or higher than 5.0. This group appeared to be resistant to all of the antibiotics assayed and
only metabolized between 52.5%-82.5% of the C and N sources. Group III was represented by a single bacte-
rial strain: it has a extremely low salt tolerance (0.1% NaCl). This strain grew at a pH equal or higher than 5.6,
was susceptible to 50% of the antibiotics assayed and metabolized 72% of the C and N sources. On the basis
of a PCR- RFLP of the 16S rDNA, three groups were also obtained. Members of the group A showed a close
resemblance to Rhizobium tropici CIAT 899 and Sinorhizobium americanum CFN-EI 156, while Group B was
closely related to Bradyrhizobium spp. Group C, was also represented by only one isolate. The Trebol isolate,
was the only one strain able to form nodules and does not appear to be related to any of the referential rhizobial
strains, suggesting a possible symbiotic horizontal gene transfer. Finally, in this work, there are evidences of
a genetic diversity in the venezuelan rhizobial strains. A different geographical origin is perhaps an important
factor affecting the diversity of the indigenous rhizobia in this study. Rev. Biol. Trop. 59 (3): 1017-1036. Epub
2011 September O1.
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Las bacterias denominadas cominmen-
te rizobios presentan varias formas de vida;
pueden comportarse como saprofitos en el
suelo establecer una asociacién simbidtica y
formar nédulos con las raices y tallos de las
leguminosas, donde tiene lugar la reduccién
del nitrégeno atmosférico en amonio, el cual
es transportado a la planta y convertido en
biomoléculas esenciales, o bien estar presentes

como enddfito en raices de diferentes especies
vegetales, donde ejercen efectos promotores
del crecimiento (Wang et al. 2001).

La taxonomia rizobiana basada tanto en
técnicas moleculares como en las aproxima-
ciones polifasicas ha permitido reconocer seis
géneros hasta la actualidad, los cuales son:
Allorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium y Rhizobium
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(Wang et al. 2001), los mismos constituyen un
grupo filogenéticamente heterogéneo en el que
la taxonomia es continuamente reexaminada,
como en el caso del género Sinorhizobium,
cuyo nombre fue cambiado por la denomina-
cion més antigua Ensifer (Young 2003) y los
géneros Allorhizobium y Agrobacterium, que
han sido incluidos dentro del género Rhizobium
(Young 2001).

La taxonomia y sistemdtica rizobiana
ha progresado notablemente por el andlisis
comparativo del ADNr 16S (Young 2001) y
las aproximaciones taxondmicas polifasicas,
las cuales incluyen caracteristicas morfold-
gicas, bioquimicas, fisiolégicas y genéticas,
que junto a los ensayos de infectividad en un
rango de huéspedes, permiten que la taxonomia
tenga una base mds natural y confiable (Wang
et al. 2001).

El ADN ribosémico 16S constituye una
unidad genética de gran interés evolutivo,
presente en los organismos eucariotas y proca-
riotas: funciona como un cronémetro molecular
pues preserva la historia evolutiva (Olsen &
Woese 1993). El grado de divergencia de las
secuencias del ADNr presentes en dos orga-
nismos, dan un estimado de las distancias evo-
lutivas entre ellas (Ludwig & Schleifer 1994),
lo que ha permitido estudiar la diversidad
genética de los miembros de una poblacion.
Al respecto se ha sefialado que el andlisis del
polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion del amplificado del ADNr 16S
digerido con enzimas de restriccion (RFLP),
ha permitido una identificacién rdpida de los
aislamientos nodulares y la deteccién de nue-
vos taxa (Laguerre et al. 1994). Los mismos
autores han demostrado que la combinacién
de cuatro enzimas (Cfo, Hinfl, Mspl y Ndell),
tienen el mismo poder discriminativo que la
combinacién de nueve para separar cepas de
Rhizobium en especies.

Los estudios de diversidad rizobial, par-
ticularmente en Venezuela, son escasos; entre
ellos se puede sefialar un trabajo realizado con
aislados autdctonos de Bradyrhizobium sp.,
obtenidos de Lupinus spp. del estado Méri-
da, con diversos criterios de tipificacion. Sus

hallazgos dan cuenta de la diversidad de las
poblaciones bacterianas fijadoras de nitrégeno
(Vielma 1999). Los autores Sicardi-Mallorca
et al. (1998) estudiaron la diversidad de rizo-
bios nativos aislados de especies autdctonas
de Sesbania en diferentes zonas de Venezuela,
los cuales analizan caracteristicas fenotipicas
y genéticas. En el presente trabajo, se presenta
una caracterizacion fenotipica, un andlisis por
PCR- RFLP y un perfil plasmidico de aislados
rizobianos de diversas regiones de Venezuela,
como un aporte al conocimiento de la diversi-
dad rizobial del pais.

MATERIALES Y METODOS

Aislados, cepas bacterianas de referen-
cia y medios de cultivo: La ubicacién geo-
grafica de las regiones donde se tomaron las
muestras de suelo o nddulos para capturar
y/o aislar los rizobios se muestran en la Fig.
1. Todos los aislados y cepas de referencia
(Cuadro 1, 2) han sido conservadas en glicerol

Mar Caribe

Brasil

Fig. 1. Regiones de Venezuela en donde se tomaron las
muestras de suelo o nédulos para capturar y/o aislar los
rizobios: Me=Estado Mérida; La=Estado Lara; Mi=Estado
Miranda, Mo=Estado Monagas; Bo=Estado Bolivar.

Fig. 1. Venezuelan regions where the samples from ground
or nodules were taken to capture and/or to isolate the
rhizobia: Me=Estado Mérida; La=Estado Lara; Mi=Estado
Miranda; Mo=Estado Monagas; Bo=Estado Bolivar.

1018 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 59 (3): 1017-1036, September 2011



Cepas de referencia

Bradyrhizobium canariense BTA-1
Bradyrhizobium japonicum DSMZ 30131
Bradyrhizobium elkanii USDA 76
Bradyrhizobium CIAT 2453

Rhizobium tropici CIAT 899

Rhizobium etli CEN42
Sinorhizobium americanum CEN-EI 156

Sinorhizobium meliloti 41
Agrobacterium tumefaciens C58

Pseudomonas fluorescens BIOMI ALQ 7

CUADRO 1

Procedencia de las cepas de referencia

TABLE 1
Origin of the referential strains

Plantas huésped/
lugar de origen/caracteristicas

Diversas leguminosas de la tribu Genisteae y Loteae
Glycine max

Glycine max

Macroptilium sp.

Phaseolus vulgaris L., Leucaena leucocephala
Leucaena esculenta

Phaseolus vulgaris L.

Acacia spp.

Medicago sativa. Cepa derivada de

R. meliloti 41. Sinorhizobium meliloti41(bas)

Cepa silvestre tumorogénica aislada de agalla de
cereza. Cepa nopalina, crece en LB.

Suelo contaminado con crudo. Campo la Alquitrana,
Edo. Téchira - Venezuela

Fuente/referencias

(1

(1) / Jordan 1982.

(1) / Kuykendal ef al. 1993

@

(1), (2) / Martinez-Romero et al. 1991

(1) / Segovia et al. 1993
(1) / Toledo, et.al. 2003.

INRA Francia §. meliloti (Dangerad 1926) De
Lajudie et al. 1994.

Universidad de Cornell, Ithaca. R.S. Dickey

Laboratorio Biotecnologfa de Microorganismos
BIOMI, ULA, Venezuela

Fuente: (1)=Centro de Investigacion Fijacion de Nitrégeno, México. Martinez-Romero E. (2)=Centro Interamericano de
Agricultura Tropical, Colombia (CIAT).

Aislados
1 ME 01
Trébol
RmV

Rm B

Nod 2R
Leu 2A(1) 2
NB 1.1

NB 2.1

NB 4.1

NB 9.1

NB 15.1
NB 23.1

CUADRO 2

Procedencia de los rizobios caracterizados

TABLE 2
Origin of the rhizobia characterized

Origen
San Juan de Lagunillas, Estado Mérida (Me), (nddulos).
Trifolium sp. Estado Mérida (Me), (nddulos).

Medicago sativa. Facultad de Ciencias, Universidad de Los Andes, Estado
Meérida (Me), (nédulos).

Medicago sativa. Estado Mérida (Me), (nédulos).

Phaseolus vulgaris L.var. Tacarigua. Estado Mérida (Me), (nddulos).
Leucaena leucocephala. Estado Mérida (Me), (nddulos).

Suelo, Estado Miranda (Mi).

Suelo, Estado Miranda (Mi).

Suelo, Estado Monagas (Mo).

Suelo, La Gran Sabana, Estado Bolivar (Bo).

Suelo, Estado Bolivar (Bo).

Suelo, Estado Lara (La).

Rm V=Rm vivero; RmB=Rm Borboll6n; Nod 2R=Nod 2 Rojo.
(1)=Laboratorio Fijacion Bioldgica de Nitrégeno Fac. Ciencias ULA. Mérida-Venezuela.
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(20%) a -20°C y cultivados en medio YM
liquido modificado (manitol 2.5g/L, sacarosa
7.5g/L) (YMLm) (Vincent 1975). La pureza de
dichos cultivos fue verificada mediante siem-
bra por agotamiento en medios agarizados YM
modificado con rojo congo (25ug/mL) (YMA-
mrc) y medio glucosa peptona mds purpura de
bromocresol (100pg/mL) (GPA) (Rodriguez-
Mendoza & Ferrera-Cerrato 1984).

Todos los ensayos se realizaron por tri-
plicado con cultivos de 108cel/mL, incubados
a 30°C, y en agitacién continua (200rpm)
cuando se trate de cultivos liquidos, salvo se
indique lo contrario.

Prueba de infectividad: La autentica-
cion de los aislados se realiz6 en Macropti-
lium lathyroides (Siratro) (Bromfield & Barran
1990) y Crotalaria sp. Previamente se escari-
ficaron las semillas con papel lija N° 280, y se
esterilizé con hipoclorito 0.5% durante 7min;

se germinaron a 26°C en medio TY agarizado
(Beringer 1974) y se sembraron en recipientes
plésticos (7 x 15cm) con arena estéril, impreg-
nada inicialmente con solucién Hoagland (Taiz
& Zeiger 1998) con el nitrégeno diluido a la
mitad (nitrégeno de arranque). El ensayo con-
taba con 5 plantas/aislado y 5 plantas control
sin inocular, estas ultimas se fertilizaron sema-
nalmente con solucién de Hoagland original.
Después de 35 dias de inoculadas (SmL/planta)
se reaislaron los rizobios a partir de nddu-
los mediante el procedimiento sefialado en el
Manual de Rhizobiologia (CIAT 1988).

Caracterizacion fenotipica: Primero
se determind las caracteristicas morfoldgicas
de las colonias rizobianas (Cuadro 3) (CIAT
1988), el crecimiento en el medio Luria Bertani
(LB) y la produccién de acido o base, de las
cepas de referencia y aislados rizobianos (Vin-
cent 1975, Rodriguez-Mendoza 1993). Para

CUADRO 3

Caracteristicas morfoldgicas de las colonias rizobianas autéctonas

TABLE 3

Morphological characteristics of the native rhizobial colonies

Aislados Elevaciéon Borde Color Aspecto Forma Textura . Dlametrq /.,
tiempo aparicion
ME 01 Plana Liso Transparente Translicida Circular Muy mucoide 4.0-6.0mm 2 dias
convexa brillante Irregular
Trébol Convexa  Liso Blanco tenue Transldcida Circular Mucilaginosa 2.0mm 7 dias
brillante
RmV Convexa  Liso Blanco crema  Opaca brillante  Circular Cremosa 2.0mm 3 dias
Rm B Convexa  Liso Blanco lechoso Opaca brillante  Circular Cremosa 3.97mm 3 dias
Nod 2R Convexa  Liso Blanco lechoso  Translicida Irregular ~ Acuosa 39mm 5 dias
granulosa
brillante
Leu 2A(1)2 Convexa  Liso Blanco crema  Semi translicida  Circular Gomosa 2.0mm 3dias
brillante
NB 1.1 Convexa  Liso Blanco lechoso Opaca brillante  Circular Cremosa 2.0mm 9 dias
NB 2.1 Convexa Liso Blanco Opaca, brillante  Circular Cremosa 3.0mm 9 dias
NB 4.1 Convexa Liso Blanco Opaca, brillante  Circular Cremosa 2.6-3.0mm 7 dias
NB 9.1 Convexa Liso Blanco crema  Opaca, brillante  Circular Cremosa 1.4mm 7 dias
NB 15.1 Convexa Liso Blanco crema  Opaca, brillante ~ Circular Cremosa 2.5-3.0mm 5 dias
NB 23.1 Convexa Liso Blanco Opaca, brillante  Circular Cremosa 2.5-3.0mm 4 dias
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probar la tolerancia a varias temperaturas (20°,
27°, 30° 35° y 40°C) y a medios salinos con
NaCl al 0.1, 1.0, 1.5,2.0 y 2.5% (Wang et al.
1998) se colocaron SpL de cada cultivo de rizo-
bios en el medio YMAmrc.

La capacidad para tolerar pH 4cidos se
efecttio seglin Ayanaba et al. (1983) con modi-
ficaciones. Para ello se prepararon cajas de
Petri con el medio de Keyser & Munns (1979)
modificado, a pH 4.0, 44, 4.6,50,5.2,5.6,
6.0 y 6.8. También se comprobd la resistencia
intrinseca a  antibidticos, los cuales fueron
esterilizados por filtraciéon y adicionados al
medio YMAmrc, donde se sembraron alicuotas
de SuL de cada cultivo de rizobio. Los anti-
bidticos ensayados fueron los siguientes (ug/
mL): gentamicina (Gmc.) 2.5, 5, 25, 50 y 100.
Lincomicina (Lmc.), cloranfenicol (Cam.) 50,
100, 200, 300. Amikacina (Amkc.), ampicilina
(Amp.), doxiciclina (Doxi.), 4cido nalidixi-
co (Nal.) y tetraciclina (Tc.) 5, 25, 50, 100
y 200, kanamicina (Kan.) 5, 10, 25, 50, 8 y
estreptomicina (Str.) 5, 10, 25, 50, 100 y 200
(Wang et al. 1998).

Para el ensayo de crecimiento en dife-
rentes fuentes carbonadas y nitrogenadas, se
cultivaron las bacterias en SmL de medio
YMmrc, en agitacién continua (200rpm),
durante 2-5dias. Después se efecttio el lavado
de las células con NaCl 0.8% y se permiti6 el
crecimiento en medio basal salino M9 (Miller
1972) con biotina, sin fuentes carbonadas y
nitrogenadas (carenciamiento) durante 24h.
Posteriormente, se tomaron alicuotas de SuL
de cada una de los cultivos bacterianos y se
sembraron en medio YM agarizado con azul
de bromotimol (0.5mg/200mL) y las siguientes
fuentes carbonadas esterilizadas por filtracién:
L-arabinosa, dulcitol, esculina, D-fructosa,
D-galactosa, glicerol, glucosa, inositol, D-lac-
tosa, maltosa, D-manosa, rhamnosa, rafinosa,
sacarosa, L-sorbitol, L-sorbosa, D-xilosa y las
sales de los acidos orgdnicos: succinico, citrico,
malico, pirdvico, a-cetoglutarato (todas a una
concentracion del 0.1%). El acido nicotinico
y dcido ascdérbico se utilizaron a una concen-
traciéon de 100 pug/mL (Wang et al. 1998).
También se ensayaron 14 fuentes nitrogenadas

esterilizadas por filtracién: L-alanina, L-argi-
nina, L-asparagina, L-fenilalanina, L-glicina,
L-histidina, L-homoserina, L-leucina, L-metio-
nina, L-treonina, L-triptofano, L-tirosina,
L-valina y urea (todas a una concentracion
0.5g /L) (Wang et al. 1998). Los cultivos bacte-
rianos se incubaron a la misma temperatura que
los ensayos anteriores. En todos los ensayos el
crecimiento fue registrado de manera cualitati-
va durante 2-9 dfas.

Caracterizacion genotipica de rizobios

Perfil plasmidico: Se empled una modifi-
cacioén del método de lisis alcalina para aislar
pldsmidos de alto peso molecular (Casse et al.
1979), para ello se utiliz6 cultivos frescos cre-
cidos en agitacién (200 rpm) durante 1-3 dias
en 10mL de medio YMLm.

La presencia de pldsmidos de alto peso
molecular fue verificada mediante electrofo-
resis en gel de agarosa (0.9%) con tampén de
corrida TBE 1X pH 8.0, 2h con 63 voltios y
100mA. Se utilizaron como marcadores de peso
molecular cepas de E. coli K-12, portadoras de
cinco pldsmidos de referencia provenientes del
Centro Venezolano de Colecciones de Microor-
ganismos (CVCM) 1- CVCM 134, (pR478,
279 Kb); 2- CVCM 132 (pR27, 188 Kb);
3- CVCM 153 (pR1, 104 Kb), 4- CVCM 164
(pR64, 121 Kb), 5-CVCM 194 (pRP4, 60 Kb).

Extracciéon y purificacion del ADN
cromosomico: En el procedimiento de extrac-
cion y purificaciéon del ADN, se utilizé el Kit
Wizard Genomic DNA Purification (Prome-
ga)®, lavando previamente las células con
NaCl 0.8%.

Amplificaciéon del ADNr 16S, mediante
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR): La reaccion de amplificacion fue lle-
vada a cabo con los oligonucleétidos cebadores
fD1 y rD1 descritos por Weisburg et al. (1991).

La reaccion de PCR se realizé de acuerdo
a Laguerre et al. (1994) con modificaciones en
un volumen de 50p L, donde se emplearon entre
50 y 100ng de ADN genémico y 1.25 U de
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Tag Polimerasa (Promega)®. La amplificacion
fue realizada en un termociclador Gene Cycler
marca BIO-RAD modelo 170-6700-170-6701.
Los amplificados (5-6pL) fueron visualizados
mediante electroforesis en geles de agarosa de
uso rutinario para PCR, al 0.9% (12cm x 20cm)
en tampén TBE 1X pH 8.0, bajo las siguientes
condiciones: 100 Voltios, 80mA, durante 4h.

Ensayos de restriccion (RFLP): Alicuo-
tas de 8-12uL de amplificados fueron digeridos
con 5 U de endonucleasas de restriccion (Pro-
mega)® en un volumen de reaccién de 20uL
a 37°C durante 4h. Ademds se utilizaron las
siguientes enzimas de restriccion: Mspl, Rsal,
Sau 3Al, y Hhal, éstas dos dltimas correspon-
den a endonucleasas, y a los isoesquizémeros
de las enzimas Cfol y Ndell.

Los digeridos (10uL c/u) fueron analiza-
dos en geles de poliacrilamida (8%), de grosor
0.75mm, en un sistema de electroforesis verti-
cal, Mini-Protean II cell (Bio Rad), durante 2h
aproximadamente. Luego se emple6 un tampén
TBE 1X pH 8.0 a 19mA, 72 V. Los geles fueron
teflidos por el método de tincidn con nitrato de
plata (Bassam et al. 1991).

Las caracteristicas fenotipicas y los patro-
nes de restriccion del ADNr 16S de los rizobios
fueron codificados en forma binaria (1, presen-
cia de la caracteristica o de la banda; O ausencia
de las mismas) y analizados por Taxonomia
Numérica, empleando el programa estadistico
SPSS, version 13 para construir las matrices de
similaridad de enlace simple y luego obtener el
indice de Disimilaridad (Dsm) representado en
los dendrogramas, los cuales fueron elaborados
mediante el algoritmo Unweighted Pair-Group
Method using Aritmethic Averages (UPGMA)
(Programa Statistica, version 6.0).

RESULTADOS

Prueba de infectividad: La presencia de
nddulos de color marrén rojizo, permitié con-
siderar a todos los aislados rizobianos como
efectivos y eficientes.

Macroptilium lathyroides (Siratro), con-
siderada una especie promiscua (Bromfiel &

Barran 1990) no fue nodulada por el rizobio
ME 01 pero si formé nédulos eficientes en
Crotalaria sp. y en Phaseolus vulgaris L.
(datos no publicados).

Caracterizacion fenotipica

Caracteristicas morfologicas de las colo-
nias de rizobios autéctonos y tiempo de
aparicion de las colonias: Las colonias de
los aislados rizobianos estudiados presentaron
morfologias muy diversas y tiempos de apari-
cién diferentes. Los microsimbiontes NB 1.1,
NB 2.1, NB 4.1, NB 9.1, y NB 15.1, origina-
ron colonias de crecimiento lento y extralento
(tiempo de aparicién de las colonias 5-6 dias
y de 7-9 dias respectivamente), de morfologia
muy similar (Cuadro 3). El aislado Trébol, a
pesar de presentar crecimiento extralento se
diferenci6 de los anteriores por formar colonias
de aspecto translicido y brillante de consis-
tencia mucilaginosa, y el aislado NB 23.1 con
morfologia similar al primer grupo, present
crecimiento rapido (colonias apreciables a los
3-4 dias) (Cuadro 3).

El aislado de Phaseolus vulgaris L., Nod
2Rojo (Nod 2R), de crecimiento lento, origi-
né colonias muy similares a Bradyrhizobium
elkanii y B. japonicum, lo que contrasta con
las del simbionte ME 01, aislado también de
nédulos de la misma especie vegetal, pero con
caracteristicas similares a R. tropici CIAT 899
(Cuadros 3, 4). Las colonias de Rm Vivero
(RmV) y Rm Borbollén (RmB), aislados de
alfalfa, se diferenciaron por el color blanco
crema y blanco lechoso respectivamente y se
constaté que ambas son de crecimiento rdpido.
El aislamiento proveniente de Leucaena sp.
[Leu 2A (1)2], también presentd crecimiento
rapido, pero diferfa de las anteriores, en cuanto
a la textura gomosa de las colonias y el aspecto
semi-translicido.

La caracterizacion fenotipica de 12 aisla-
dos rizobianos, provenientes de diversas regio-
nes geograficas de Venezuela, mostr6 una
poblaciéon heterogénea y se catalogd cuatro
categorias en relacion al tiempo en que se apre-
cio el crecimiento de las colonias, de acuerdo
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al criterio relacionado a la velocidad de cre-
cimiento de los rizobios, sefialado por Jordan
(1984) y Rodriguez-Mendoza (1993):

Rizobios de crecimiento rdpido (colonia
apreciable en 3-4 dias). En este grupo se inclu-
y6 los aislados NB 23.1, Leu 2A (1)2, Rm
V., Rm B, de condicién semejante a la cepas,
Sinorhizobium meliloti 41 y Rhizobium etli
CFEN42 (Cuadros 3, 4).

Rizobios de crecimiento muy rdpido (colo-
nia apreciable en 1-2 dias), donde se incluyé la
cepa ME 01, muy similar a las cepas de referen-
cia R. tropici CIAT 899, S. americanum CFN-
EI 156 y A. tumefaciens C58 (Cuadros 3, 4).

Rizobios de crecimiento lento (colonia
apreciable en 5-6 dias), sefialando los aisla-
mientos, Nod 2R, NB 15.1 y Bradyrhizobium
sp. CIAT 2453.

Rizobios de crecimiento extralento (colo-
nia apreciable en 7-9 dias), agrupd los aislados
NB 1.1, NB 2.1, NB 4.1, NB 9.1 y Trébol,
similares a las cepas de referencia B. elkanii

USDA 76 y B. canariense BTA-1y B. japoni-
cum DSMZ 30131 (Cuadros 3, 4).

Caracteristicas bioquimicas: El 41.6%
de los aislados produjeron reaccién dcida (ME
01, Trébol, Rm V, Rm B y NB 23.1), todos de
crecimiento rdpido-mads rdpido, con excepcioén
del aislado Trébol que es una bacteria de cre-
cimiento extralento, mientras el 58.3% restante
que originaron una reaccion bésica, eran de cre-
cimiento lento-extralento, e incluian el aislado
Leu 2A(1) 2, a pesar de presentar crecimiento
rapido (Cuadro 5).

En relacion al crecimiento en medio LB,
el 58.3% de los aislados mostraron resultados
negativos, representados por los simbiontes
de crecimiento lento-extralento a diferencia
del resto o sea el 41.6% que si crecieron en
este medio de cultivo, de manera que incluian
los aislados de crecimiento rapido-muy
rapido (Cuadro 5).

Todos los aislados analizados utilizaron
D-fructosa, inositol, glicerol, D(+) manosa,

CUADRO 4
Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de las cepas rizobianas de referencia

TABLE 4
Morphological characteristics of the colonies of rhizobial referential strains

Cepas Elevacion Borde Color
Bradyrhizobium sp.  Convexa  Liso  Blanco crema
CIAT 2453
B. elkanii USDA 76~ Convexa  Liso Blanco lechoso
B. japonicum Convexa Liso Blanco lechoso
DSMZ 30131
B. canariense BTA-1 Convexa  Liso Blanco lechoso
R. tropici CIAT 899 Plana Liso Transparente

convexa
R. etli CFN42 Convexa  Liso Blanco
S. americanun Convexa Liso  Blanco crema
CFN-EI 156
S. meliloti 41 Convexa Liso  Blanco crema
lechoso
A. tumefaciens C58  Convexa Liso  Rosado claro
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Didmetro /
Aspecto Forma Textura tiempo
aparicién
Opaca, brillante Circular  Cremosa 2.7mm 5 dias
Translicida Circular ~ Cremosa 4.6mm 7 dias
brillante granulosa  irregular
Translicida Circular ~ Acuosa  2.0mm 7 dias
granulosa brillante
Opaca Circular  Cremosa 3.0mm 7 dias
brillante
Translicida brillante ~ Circular Muy 44mm 2 dias
Irregular  mucoide
Translicida brillante  Circular ~ Cremosa 3.8mm 4 dias
Opaca, brillante Circular Cremosa 3.0mm 2 dias
Opaca, brillante Circular Cremosa 2mm 3 dias
Opaca granulosa Circular  Cremosa 3.5mm 1 dia
brillante
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CUADRO 5
Produccién de dcido o dlcali*, crecimiento bacteriano en LB, tolerancia a las altas temperaturas,
acidez y salinidad de las cepas rizobianas nativas y sus genotipos ADNr 16S

TABLE 5
Acid or alkali production®, bacterial growth in LB, high temperatures, acidity and salinity tolerance
of the native rhizobial strains and their 16S rDNA genotypes

Temperatura (°C)

pH Salinidad (%)

Genotipos

Cepas  YMAT LB 22 27 30 35 40 40 44 46 50 52 56 60 68 001 0.1 10 15 20 25 ADNrl6S
ME 01 dcida + + + + + + - 4+ + + 4+ 4+ + + + 4+ o+ o+ o+ 4 1
Trébol dcida - + + + + - - - - - - 4+ 4+ 4+ + + - - - - 15
RmV dcida + o+ o+ o+ + 0+ + 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4+ - 2
RmB dcida + 0+ + + o+ - - -+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ + 4
Nod 2R dlcali - + + + 4+ - -+ + o+ + + + o+ o+ o+ - - - - 11
Leu2A(1)2  dleai + + + + + - - - - 4+ + + 4+ + + + + - - - 3
NB 1.1 dleali - o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ 4+ 4+ o+ 4+ 4+ o+ o+ 4+ o+ 4+ 7
NB 2.1 dleai - + 4+ + + - - - - 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+ + + - - - 7
NB 4.1 dlcai - + + + + - - - - 4+ + 4+ 4+ + + + 4+ - - - 12
NB 9.1 dlcai - - + + + - - - - -+ 4+ 4+ 4+ + + - - - - 8
NB 15.1 dlcali - + + o+ o+ - - - - -+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4+ - - - 14
NB 23.1 gcida + + + + + - - - - 4+ 4+ 4+ + + 4+ + - - - 2

*=Produccion de dcido o dlcali en medio YMA con azul de bromotimol pH 7.

rafinosa y sorbitol, ademds del manitol y de
menor preferencia fueron los sustratos tales
como: glucosa, esculina, D-xilosa y L(-) sor-
bosa, no metabolizados por la mayoria de los
simbiontes (66%-83%), mientras la D(+)galac-
tosa, arabinosa, D-lactosa, sacarosa, maltosa
y rhamnosa no fueron aprovechados por un
grupo de microorganismos (16%-50%).

Los  dcidos  orgédnicos  (citrato,
a-cetoglutarato, glutamato, L-malato, piruvato,
succinato) fueron metabolizados como fuente
carbonada por todos los aislados y el acido
ascorbico no fue utilizado por el simbionte
NB 23.1.

Todos los aislados metabolizaron la
L-asparagina; mientras que los aminodcidos
L-valina y L-fenilalanina fueron los sustratos
de menor preferencia como fuente nitrogenada,
metabolizados respectivamente por el 25% y
33% de los aislados rizobianos y la L-homose-
rina no fue utilizada por ninguno de los micro-
simbiontes autdctonos ni cepas de referencia.

1024

El dendrograma A de la Fig. 2 elaborado
con base a 40 atributos, relacionados a la uti-
lizacion de fuentes de carbono, nitrégeno, la
produccién de dcido o dlcali y crecimiento en
medio LB, permitié reconocer cuatro perfiles
principales de actividad metabdlica.

El Grupo I incluy6 una mezcla heterogé-
nea de siete aislados autdctonos y siete cepas
de referencia, pertenecientes a diversos géneros
(Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium),
los cuales se caracterizaron por utilizar L(+)
arabinosa a excepcion de NB 2.1. Este grupo
de bacterias metabolizaron la mayor cantidad
de sustratos carbonados y nitrogenados sumi-
nistrados (entre el 75% y 90%) y el Grupo II
conformado por 3 aislados autdctonos, no utili-
zaron L(+) arabinosa como fuente de carbono.

Dentro del Grupo I se separaron los
siguientes subgrupos: el subgrupo Ia (ME 01)
que metabolizé D(+)lactosa y L-fenilalanina y
estd relacionado con un nivel de disimilaridad
Dsm=0.1 (90% similaridad) a Bradyrhizobium
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Fig. 2. Dendrogramas UPGMA de los rizobios autdctonos y de referencia relativos a: (A) utilizacién de fuentes carbonadas
y nitrogenadas, produccién de 4cido o dlcali y crecimiento bacteriano en medio LB. (B) resistencia intrinseca a antibiéticos
y (C) todos los caracteres fenotipicos (94).

Fig. 2. Native and referential rhizobia UPGMA dendrograms relative to: (A) carbon and nitrogen sources utilization, acid
or alkali production and bacterial growth in LB medium. (B) intrinsic resistance to antibiotics and (C) all the phenotypic
characters (94).
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sp. CIAT 2453, R. etli CFN42 y R. tropici
CIAT 899. El subgrupo Ib (Nod 2 R, NB 1.1,
NB 4.1 y NB 23.1) que no utilizaron estos
compuestos con excepcion del aislamiento NB
4.1 que creci6é en presencia del carbohidrato.
El subgrupo Ic (S. meliloti 41) fue incapaz de
utilizar el a-cetoglutarato. El subgrupo Id (NB
15.1) no utiliz6 sacarosa y tres aminodcidos,
L-leucina, L-metionina y L-tirosina, pero si
L-fenilalanina, y finalmente el subgrupo Ie
(NB 2.1), caracterizado por no aprovechar
L-alanina y L-leucina.

El Grupo II incluyé a Rm V y Trébol
que emplearon el 67.5% de la totalidad de
fuentes suministradas. Este ultimo con 85%
de similaridad (Dsm=0.15) a Agrobacterium
tumefaciens C58 y Rm B utiliz6 el 77.5% con
87% de similaridad a Sinorhizobium america-
num CFN-EI 156 (Dsm=0.13). Los Grupos III
y 1V, conformados por NB 9.1 y Leu 2A (1)2
respectivamente, presentaron un estrecho rango
de auxotrofia. El primero de ellos metabolizé
el 65% de los sustratos y apenas el 52.5% de
los compuestos carbonados y nitrogenados fue
aprovechado por Leu 2A(1)2, y se diferenci6
de los restantes por no emplear urea.

Todos los aislados fueron resistentes a
altos niveles de lincomicina (300ug/mL),
gentamicina (2.5-100 pg/mL) y d&cido nali-
dixico (5-100pg/mL). La mayor susceptibi-
lidad se encontré con amikacina, doxiciclina
y tetraciclina, inhibiendo el crecimiento en
el 19%, 33% y 28.6% respectivamente de
las cepas estudiadas.

El dendrograma B de la Fig. 2 separ6 cua-
tro grupos con base en la resistencia intrinseca
a 10 antibidticos. El Grupo I conformado por
los siguientes subgrupos: Subgrupo Ia, ME 01
y la cepa de referencia R. tropici CIAT 899, las
cuales presentaron un bajo Dsm=0.12 corres-
pondiente a 88% de similaridad en relacion
a la resistencia (ug/mL) a los siguientes anti-
bidticos: gentamicina (25), lincomicina (300),
ampicilina (50), amikacina (5), estreptomicina
(200), cloranfenicol (100) y 4cido nalidixico
(100). El subgrupo Ib (Rm V y Rm B) se
separ6 del grupo anterior con un Dsm 0.24
(76% de similaridad) y junto a S. meliloti 41

y S. americanum CFN-EI156 mostraron en
comun resistencias a gentamicina (Spug/mL),
ampicilina, kanamicina (25), dcido nalidixico
(100), estreptomicina (200), lincomicina, clo-
ranfenicol (300). Todas fueron susceptibles a
doxiciclina. El subgrupo Ic lo integré R. etli
CFN42 resultando susceptible a doxiciclina,
ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina.

El grupo II (Fig. 2B) lo integraron la
mayoria de los aislados autéctonos: Nod 2R,
NB 2.1, NB 4.1, NB 9.1, NB 15.1, NB 23.1,
Leu 2A (1) 2 y NB 1.1, con una similitud del
60% (Dsm=0.4) respecto al Grupo I, incluyen-
do cuatro cepas de referencia: B. japonicum
DSMZ 3011, B. canariense BTA-1, Bradyrhi-
zobium sp. CIAT 2453 y B. elkanii USDA 76.
Todos mostraron resistencia a los 10 antibidti-
cos ensayados, excepto NB 1.1 (subgrupo IIb),
el cual fue susceptible a amikacina. En total el
66% de los aislamientos fueron resistentes a
todos los antibidticos ensayados.

El Grupo III (Fig. 2B) integrado por A.
tumefaciens C58, se separd de los grupos ante-
riores con un Dsm=0.53 (47% de similaridad),
siendo susceptible a cloranfenicol, amikacina
y kanamicina, pero resistente a ampicilina
(200u g/mL).

El Grupo IV, present6 un Dsm=0.85 ape-
nas con un 15% de similaridad respecto a los
grupos restantes y lo conformé tdnicamente
el aislado Trébol (Fig. 2B), susceptible a los
antibidticos amikacina, doxiciclina, kanamici-
na streptomicina y tetraciclina; solo presentd
resistencia a las concentraciones mds bajas de
gentamicina (2.5ug/mL), ampicilina (Spg/mL)
cloranfenicol (50pg/mL) y 4cido nalidixico
(5-25pg/mL).

Analisis fenético general de las cepas:
Se elabor6 un dendrograma con 94 caracteres
referentes a la resistencia intrinseca a varios
antibidticos, la tolerancia al pH, salinidad y
temperatura, la utilizacién de fuentes de carbo-
no y nitrégeno, la produccién de dcido o base
y el crecimiento en medio LB, donde se distin-
guieron tres grupos (Fig. 2C):

El Grupo I (25% de rizobios productores
de 4cido) se subdividi6 en tres subgrupos. El
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subgrupo Ia (ME 01), proveniente de P. vul-
garis L., (Dsm=0.07), mostrd un alto grado de
similaridad (93%) a R. tropici CIAT 899.

Los microsimbiontes Rm V,Rm B (subgru-
po Ib), presentaron caracteristicas similares
a los rizobios S. meliloti 41 y S. americanum
CFN-EI 156, con una similitud al subgrupo I
del 80% Dsm=0.20, excepto que Rm B no fue
tolerante a pH inferiores a 5.0 (Cuadro 4y 5). El
subgrupo Ic incluy6 solo a A. tumefaciens C58.

El Grupo II (66%), conformado por los ais-
lados de crecimiento lento-extralento, excepto
NB 23.1 y Leu 2A(2)1 de crecimiento rapi-
do, los restantes mostraron afinidad al género
Bradyrhizobium y se subdividi6 en 2 subgrupos:
El subgrupo Ila incluy6é a Nod 2R con 85% de
similaridad (Dsm=0.15) (Fig. 2C) a B. japo-
nicum DSMZ 30131 y B. canariense BTA-1
(Cuadro 4, 5), asi como también a los aislados
de diversos suelos del pais (NB 4.1, NB 15.1,
NB 23.1 y NB 2.1, NB1.1 (Dsm=0.13-0.27),
con una similaridad mayor del 70% a las cepas
de referencia menos tolerantes a las condicio-
nes salinas, Bradyrhizobium sp. CIAT 2453 y
B. elkanii USDA 76 (Fig. 2C), (Cuadro 5). El
subgrupo II b, conformado por Leu 2A (1)2 y
NB 9.1, se separ6é de los subgrupos anteriores
por presentar una similaridad igual o menor al

M1 M2 M3 1 2 3

gendémico

70% (Dsm=0.3). Los aislados que lo integran se
caracterizaron por crecer en medios con un pH
entre 5.0-6.6 y no en concentraciones de NaCl
mayores a 0.1 y 1% respectivamente (Cuadro 5).

El Grupo III (8.3%), separd el aislado Tré-
bol con el mds bajo nivel de similaridad respecto
a los demds grupos 44% (Dsm=0.56) (Fig. 2C),
el cual se diferencié de los restantes por poseer
los limites de tolerancia mds estrechos a condi-
ciones extremas; creci6 a pH iguales o superio-
res a 5.6, condiciones de salinidad (0.1% NaCl),
temperaturas entre 22°C y 35°C (Cuadro 5),
ademas fue el aislado que mostr6 susceptibilidad
a 50% de los antibidticos ensayados.

Caracterizacion molecular: También se
detectd la presencia de un megapldsmido de
tamafio aproximado a 279 Kb, en siete cepas
rizobianas de las doce analizadas, correspon-
dientes a seis aislamientos autdctonos: NB 2.1,
NB 4.1, Nod 2R y Trébol de crecimiento lento-
extralento y NB 23.1 ME 0Olde crecimiento
rdpido-muy rdpido y la cepa tipo Rhizobium
tropici CIAT 899 (Fig. 3). La linea cinco de esta
figura correspondié a Rm B, donde no se detec-
t6 megaplasmidos con el método utilizado.

Los amplificados del ADN ribosémico
16S de los doce aislados autdctonos, nueve

gendémico

Fig. 3. Perfil plasmidico de cuatro aislados rizobianos autéctonos comparados con cepas de E. coli K-12 que portan
plasmidos estandar: (M1) CVCM 153 (pR1, 104 Kb); (M2) CVCM 134 (pR478,279Kb); (M3) CVCM 164 (pR64,121Kb);
(linea 1) cepa ME 01; (linea 2) cepa RmB; (linea 3) cepa NB 2.1; (linea 4) cepa NB 4.1; (linea 5) R. rropici CIAT 899;
(M2) CVCM 134 (pR478, 279 Kb); (M4) CVCM 132 (pR27, 188 Kb); (M3) CVCM 164 (pR64, 121 Kb).

Fig. 3. Plasmid profiles in four native rhizobial strains compared with E. coli K-12 strains carrying standard plasmids: (M1)
CVCM 153 (pR1,104 Kb); (M2) CVCM 134(pR478, 279 Kb); (M3), CVCM 164(pR64, 121 Kb); (line 1) strain ME 01;
(line 2)strain RmB; (line 3) strain NB 2.1; (line 4) strain NB 4.1; (line 5) R. tropici CIAT 899; (M2) CVCM 134 (pR478,
279 Kb); (M4) CVCM 132 (pR27, 188 Kb); (M3) CVCM 164 (pR64, 121 Kb).
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cepas de referencia y Pseudomonas fluores-
cens BIOMI ALQ 7, originaron una banda de
1500pb aproximadamente.

La restriccion con: Msp 1, Rsa 1, Hha 1y
Sau 3A 1, gener6 un patrén de 5, 6, 10 y 10
bandas, respectivamente. En el andlisis sélo se
incluyeron las bandas apreciables de tamafio
comprendido entre 125pb y 800pb (Fig. 4B).

Los perfiles de restriccidn, estdn consti-
tuidos por una combinacién de bandas, que
representan genotipos diferentes, 16 en 21
cepas analizadas (12 aislados aut6ctonos y 9
cepas de referencia) (Cuadros 5, 6). El orden

A ME 01 :l
R. tropici CIAT 899

NB 23.1
S. americanum CFN-E1 156 :I_|
Rm Vivero

numérico de los genotipos se hizo con base al
dendrograma (Fig. 4A).

Las enzimas de restriccion, Msp 1, Hha 1,
y Sau 3Al(i-ii), permitieron detectar un mayor
polimorfismo en el gen ribosémico 168S, lo cual
logré definir diversos genotipos (Fig. 4B).

El andlisis estadistico de los ensayos de
restriccion realizados con los amplificados, per-
mitié la separacion de tres grupos (Fig. 4A): El
Grupo A conformado por el 42%, de los micro-
simbiontes de crecimiento rdpido-muy rapido,
en su mayoria productores de dcido, excepto
Leu 2A(1)2. Se evidencié que ME Olera 100%
similar a R. tropici CIAT 899 y que los aislados

Leu2A(1)2
Rm Borbollén

R. etli CFN 42

A. tumefasciens C58

NB 2.1

NB 1.1
B. canariense BTA-1
NB 9.1

Bradyrhizobium sp. CIAT 2453 R

NB 15.1

NB 4.1

B. japonicum DSMZ 30131 :I
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Fig. 4. (A) Dendrograma UPGMA proveniente de PCR-RFLP de los rizobios autéctonos y de referencia generado por
digestion del producto amplificado del 16S ribosémico. (B) Patrones de restriccion del producto amplificado del ADN
ribosémico 16S digeridos con Rsa 1 (i-ii), Msp 1, Hha 1'y Sau 3Al (i-ii). M marcador de peso molecular 50 pb Promega®.

A producto de la PCR.

Fig. 4. (A) UPGMA dendrogram derived from PCR-RFLP of native rhizobia and referential bacteria generated by digestion
of amplified ribosomic 16S product. (B) Restriction patterns of the product amplified of the16S ribosomal DNA digested by
Rsa 1 (i-ii), Msp 1, Hha 1'y Sau 3Al (i-ii). M molecular weight marker 50 pb Promega®. A the PCR product.
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CUADRO 6

Produccién de 4cido o dlcali*, crecimiento bacteriano en LB, tolerancia a las altas temperaturas, acidez y salinidad de las cepas rizobianas de referencia y sus genotipos ADNr 16S

TABLE 6
Acid or alkali production*, bacterial growth in LB, high temperatures, acidity and salinity tolerance of the referential rhizobial strains and their 16S rDNA genotypes

Genotipos
ADNr 16S

1.5 20 25

Salinidad (%)
1.0

pH
40 40 44 46 50 52 56 60 68 001 0.1

35

Temperatura (°C)
30

22

*YMA LB

Cepas

+

+
+
+
+
+

alcali

Bradyrhizobium sp. CIAT 2453

B. elkanii USDA 76

13
10

alcali

alcali

B. japonicum DSZM 30131
B. canariense BTA-1
R. tropici CIAT 899

R. etli CFN42

alcali

acida

acida

+

dcida

S. americanum CFN-EI156

S. meliloti 41

ND

4cida

+
+

dcida

A. tumefaciens 5 C58

16

acida

P. fluorescens BIOMI ALQ 7

Produccién de dcido o dlcali en medio YMA con azul de bromotimol pH 7. ND= No determinado.

p -

Rm V y NB 23.1, eran idénticos a S. america-
num CFN-EI 156. El rizobio nativo Leu 2A(1)2,
se presentd como un genotipo diferenciado, muy
relacionado en un 97% (Dsm=0.03) a los dos
aislados anteriores. Finalmente, Rm B present6
un perfil polimérfico caracteristico generado por
Sau 3Al, Rsa 1,y Msp 1, relacionado en un 80%
(Dsm=0.20) a las especies tipo de crecimiento
rdpido, R. tropici CIAT 899 y S. americanum
CFEN-EI 156.

En el Grupo B se incluyeron 50% de los
aislados analizados conformado por microsim-
biontes de crecimiento lento productores de
alcali, donde dos aislados autdctonos NB 2.1
y NB1.1 y la cepa de referencia B. canariense
BTA-1 conformaron una terna 100% similar
entre si. En este grupo se identifico el genotipo,
NB 9.1, muy relacionado con la cepa de referen-
cia citado anteriormente con un bajo indice de
disimilaridad (Dsm=0.1), lo cual representa un
90% de similaridad respecto a la terna anterior.

El microsimbionte Nod 2R, desde el punto
de vista fenotipico, se mostré afin a B. japo-
nicum DSMZ 30131 y Bradyrhizobium cana-
riense BTA-1 y el andlisis de polimorfismo
del gen 16Sr (PCR-RFLP) también revel6 que
estd relacionado con un alto grado de simila-
ridad 97% (Dsm=0.03) con Bradyrhizobium
Jjaponicum DSMZ. La bacteria nativa NB15.1,
se relacioné con los integrantes del grupo B
citados anteriormente en un 75% de similari-
dad (Dsm=0.25) y el microsimbionte NB 4.1,
mostré un 80% de similaridad (Dsm=0.2), con
Bradyrhizobium elkanii USDA 76.

El Grupo C, separé individualmente al
aislado Trébol como uno de los rizobios con
el mas alto coeficiente de disimilaridad (0.45)
respecto a los restantes, el cual muestra apenas
55% de similaridad con las cepas de referencia
analizadas desde el punto de vista genotipico.

DISCUSION

Las cuatro categorias establecidas en rela-
cién a la velocidad de crecimiento de los
12 aislados, basadas en el tiempo en que fueron
apreciables las colonias, mostraron divergen-
cias con los resultados planteados por Jordan
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(1984) & Rodriguez-Mendoza (1993), quienes
seflalaron solo 2 categorias: cepas de creci-
miento rdpido y lento, a pesar de emplear el
mismo criterio. En este sentido, la clasificacion
propuesta por Jordan en 1984, no indic6 formas
extremas o intermedias, probablemente debido
al muestreo reducido de leguminosas, el cual no
fue representativo de la poblacion total (Marti-
nez-Romero & Caballero-Mellado 1996). Por
lo tanto, se ha sefnalado la inconveniencia de
tomar en cuenta sé6lo los aislamientos nodula-
res, porque se pasa por alto la gran diversidad
de los grupos de rizobios existentes en el suelo
(Bromfield et al. 1995), ademas, se conoce la
existencia de un grupo de rizobios no simbidti-
cos presentes en él (Sullivan ef al. 1996). Este
criterio es relativo y subjetivo (Bécquer et al.
2000), puesto que va a depender en parte de
las condiciones del medio de cultivo, las cuales
son: composicion, pH, temperatura y origen de
la cepa, sean provenientes de un aislamiento
nodular o de repiques frecuentes de cepas ya
aisladas y conservadas en el laboratorio, facto-
res que modifican la velocidad de crecimiento.
En general, a medida que se avanza en los
estudios de diversidad rizobiana, se reconocen
mds categorfas (intermedias y mds extremas)
en cuanto a la velocidad de crecimiento (Odee
et al. 1997), lo cual indica la heterogeneidad en
los patrones de crecimiento.

El andlisis fenotipico incluyé los aislados
NB 23.1 y Leu 2A (1)2 de crecimiento rdpido
en el grupo Bradyrhizobium de crecimiento
lento. Esta contradicciéon se explicaria por
no incluirse en estos andlisis la velocidad de
crecimiento como caracteristica diferencial.
Sin embargo, el aislado Leu 2A (1)2 desde el
punto de vista genotipico, se encontré muy
relacionado con Sinorhizobium. americanum
CFN-EI 156, también de crecimiento rdpido
(Fig. 4A) y podria referirse al simbionte Leu
2A(1)2, aislado de Leucaena leucocephala
(planta introducida en Venezuela), como un
rizobio propio de la zona tropical de crecimien-
to rdpido, esta dltima caracteristica también
ha sido referida por Trinick 1968, (citado por
Allen & Allen 1981). También, se ha sugerido
que esta leguminosa arbérea, una planta con

una relativa promiscuidad, es capaz de aso-
ciarse con diversos géneros rizobianos autdc-
tonos de crecimiento rdpido o menos rapido,
Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium 'y
Agrobacterium, lo cual ha sido determinado
mediante andlisis de PCR-RFLP del ADNr 16S
y el ITS de la regién espaciadora 16S-23S.
Esta propiedad le ha conferido el éxito de su
establecimiento en suelos tropicales segtin Bala
et al. (2003).

En el presente estudio, se demostrd que
los aislados rizobianos de crecimiento rdpido
provenientes de diversas regiones de Venezue-
la, fueron tolerantes a pH 4cidos, resultados
que presentaron una incongruencia respecto
al sefialamiento que considerd a las cepas de
crecimiento rapido, especialmente Rhizobium
meliloti (Sin. S. meliloti) (Munns & Keyser
1981), menos tolerantes a pH 4cidos, en com-
paracioén a las bacterias de crecimiento lento
del género Bradyrhizobium. No obstante, se ha
evidenciado que especies de crecimiento rdpido
tales como R. loti y R. tropici pueden crecer
a pH 4.0 (Martinez-Romero et al. 1991). Los
resultados de este trabajo también demostraron
que R. tropici y R. etli CFN42 toleraron un pH
entre 4.0 y 4.4 respectivamente (Cuadro 5).
Valores similares se registraron en un estudio
con varias cepas (7) de R. etli aisladas de suelos
de Egipto, en donde la mayoria eran capaces
de sobrevivir a pH 4.7 y R. tropici CIAT 899 a
pH 4 (Shamseldin & Werner 2005). Este hecho
fue valedero para las cepas de referencia S.
americanum CFEN-EI 156 y S. meliloti 41, todas
de crecimiento rdpido al igual que los rizobios
autéctonos Rm V y Rm B capturados respecti-
vamente de nédulos y suelo con pH 4.7.

La tolerancia a la salinidad es otra pro-
piedad presente en las cepas autdctonas de
crecimiento rdpido pertenecientes al género
Rhizobium en relacién a los simbiontes de
crecimiento lento del género Bradyrhizobium,
de tal manera que coincide con lo sefialado por
Elsheikh & Wood (1995), Odee et al. (1997) y
Shamseldin & Werner (2005). Los dos tltimos
autores sefialaron que dos de las cepas de R. etli
(EBRI 21 y EBRI 26), aisladas de los suelos
de Egipto mostraron ser tolerantes a elevadas
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concentraciones salinas (4% NaCl) y estaban
adaptadas a altas temperaturas (42°C).

El 25% de los aislados fueron tolerantes a
temperaturas altas (40°C), siendo 27°C- 35°C el
rango optimo para el crecimiento de la mayoria
de estos simbiontes, diferente al sefialado por
Ek-Jander & Fahraeus (1971), (28°C-31°C),
sin embargo, se ha citado que el 6ptimo para R.
meliloti es 35°C (Allen & Allen 1950). Inclusi-
ve se ha demostrado la tolerancia de rizobios
aislados de P. vulgaris a 45°C (KiictK et al.
2006) y de cepas tipo como R. tropici a 40°C
(Martinez-Romero et al. 1991).

Los tres aislados autoctonos, MEO1,Rm V
y Rm B, se pueden considerar como cepas que
poseen amplios limites de tolerancia a deter-
minadas condiciones ambientales (pH &cidos,
salinidad, altas temperaturas) y gran capacidad
de metabolizar diversas fuentes nutricionales
ademads de presentar susceptibilidad a los anti-
bidticos amikacina, doxiciclina y tetraciclina.
Todos los aislados autéctonos presentaron altos
niveles de resistencia intrinseca a los antibi6-
ticos, particularidad que también fue sefialada
por Bromfield et al. (2010) para especies del
género Rhizobium, Ensifer y Phyllobacterium.
Segun Jorddn (1984), la mayor susceptibili-
dad es caracteristica del género Rhizobium a
diferencia de las cepas de crecimiento lento
del género Bradyrhizobium, las cuales han
mostrado un espectro mds amplio de resisten-
cia a los antibidticos en cuanto al nimero y
concentraciones ensayadas. Estos resultados
son semejantes a los registrados en este trabajo,
donde el 66.6% de los aislados afines al género
Bradyrhizobium, presentaron resistencia a los
10 antibidticos aplicados, sin embargo, se con-
traponen a lo sefialado por Odee et al. (1997).

Por otra parte, los andlisis fenotipicos
revelaron un alto porcentaje de similaridad con
el andlisis del polimorfismo de los RFLP del
ADN ribosémico 16S, conformado por tres
grupos en ambos casos, y muestran una pobla-
cion heterogénea compuesta de diversos géne-
ros rizobianos. Sin embargo, algunos estudios
de biodiversidad, no muestran coincidencia en
el ndmero de grupos conformados mediante
el andlisis fenotipico y el de la longitud de los

RFLP del ADNr 168, tal es el caso del trabajo
realizado a 48 aislados rizobianos formado-
res de nddulos en Cicer arietinum L., donde
los autores registraron tres grupos al analizar
numéricamente las caracteristicas fenotipicas e
identificaron cuatro ribotipos en los ensayos de
los RFLP del ADNr 16S, en su mayoria perte-
necientes al género Mesorhizobium (Maatallah
et al.2002).

De esta forma, en este andlisis no se
encontraron diferencias en cuanto al nlimero y
tamafio de los pldsmidos de los rizobios aisla-
dos, sin descartar la probabilidad de que existan
pldsmidos de mayor tamafio, no detectados
por la metodologia empleada en este estudio y
que podrian estar relacionados con la diversi-
dad genética (Martinez-Romero & Caballero-
Mellado 1996).

Asimismo, se detectd un pldsmido de
aproximadamente 279Kb en la cepa tipo B
(R. tropici CIAT 899), mediante la técnica de
Casse et al. (1979) (Fig. 3), la cual nos permite
identificar plasmidos cercanos a los 300 Kb.
Sin embargo, en los 2 subgrupos A y B de R.
tropici, CFN299 y CIAT 899 respectivamente,
ha sido visualizado mediante el método de
Eckhardt (1978), un megapldsmido mayor de
1000Kb no homoélogo (subgrupo especifico)
(Geniaux et al. 1995). De igual manera se ha
evidenciado un pldsmido de 200Kb en la cepa
tipo A (CFN 299), pero no en la tipo B (CIAT
899) (Martinez-Romero 2003).

El andlisis del Polimorfismo de los RFLP
del ADN ribosémico 16S, arrojé los siguientes
resultados: el 50% de los 12 aislados eran simi-
lares al género Bradyrhizobium, un 42 % esta-
ban relacionados con los géneros Rhizobium y
Sinorhizobium, de ellos un 8% era idéntico al
primer género, un 25% similares al segundo y
el 8.3% restante era afin a ambos. Esta es una
técnica adecuada para agrupar cepas a nivel de
especies o géneros, ademds puede ser usada
para encontrar nuevos taxa potenciales o cla-
sificar filogenéticamente un vasto nimero de
rizobios (Vinuesa et al. 1998). Sin embargo,
los patrones gendmicos de un solo loci, en este
caso el gen 16Sr, no reflejan la complejidad del
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genoma de Rhizobium, el cual estd generalmen-
te fraccionado en varios replicones.

El aislado Trébol (8.3%) present6 el mas
bajo porcentaje de similaridad respecto a las
bacterias rizobianas, se mostré6 mds relacio-
nada con la cepa seleccionada como fordnea
Pseudomonas fluorescens BIOMI AlQ 7. Este
microsimbionte reveld un patrén de restriccion
caracteristico, y sugiere la probabilidad de
tratarse de una bacteria endémica de los suelos
venezolanos, que adquirié los genes simbid-
ticos por transferencia horizontal, capaz de
nodular a Trifolium sp., una planta introducida
en Venezuela. En este sentido, Liu et al. (2007)
demostraron que varias especies de Trifolium
que crecian en la regién subtropical y tropical
de China, se asociaban a diversos especies
rizobianas pertenecientes a Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium,
sugiriendo la posibilidad que los genes espe-
cificos para la nodulacién de Trifolium, hayan
sido transferidos desde R. leguminosarum a
otras cepas rizobianas, contrario a lo afirmado
por Jordan (1984), quien sefialé en ese momen-
to que R. leguminosarum bv. trifolii era el
unico grupo rizobial asociado a Trifolium spp.

La transferencia horizontal de genes sim-
bidticos es un evento que ha sido evidenciado
entre rizobios, que le confiere una ventaja
ecoldgica a aquellas que lo han adquirido, para
establecer una simbiosis efectiva con especies
de leguminosas introducidas o exéticas (Barce-
llos et al. 2007). También se ha sugerido que la
transferencia horizontal de genes simbidticos
puede ocurrir entre rizobios y géneros bacteria-
nos filogenéticamente relacionados no simbio-
ticos, tal como se ha evidenciado en el andlisis
del ADNr 16S de bacterias que forman nédulos
y fijan nitrégeno, provenientes de Crotalaria
spp., pertenecientes al género Methylobacte-
rium y donde se ha mostrado que el gen Nod
A de Methylobacterium nodulans esta estrecha-
mente relacionado a Nod A de Bradyrhizobium
(Sy et al. 2001).

Las caracteristicas fenotipicas y genoti-
picas tan particulares que presentd el aislado
Trébol, con baja similaridad a las cepas rizobia-
nas de referencia bajo estudio, aunado al hecho

de ser un microsimbionte capaz de crecer en
YMm liquido con NH,NO, y metanol (0.1%)
como unica fuente carbonada durante 96h, en
ausencia de luz y en agitacién (200rpm) (datos
no publicados), han permitido sugerir que se
trata de una bacteria metilotréfica facultativa
aerdbica, capaz de nodular a la leguminosa
Trébol y formar colonias no pigmentadas en
medio YMAm con Rojo Congo, con algunas
caracteristicas fenotipicas similares a las sefia-
ladas por Sy et al. (2001).

El andlisis del polimorfismo de los frag-
mentos de restriccion permitié reconocer que
P. vulgaris L. puede ser nodulada por 2 géne-
ros rizobianos con caracteristicas fenotipicas
y genotipicas diferentes: un simbionte muy
similar a R. tropici CIAT 899 y otro a B.
Jjaponicum DSMZ 30131(ME 01, Nod 2R
respectivamente). Esto no es extrafio, debido a
que la asociacién simbidtica establecida entre
esta especie vegetal y B. japonicum ademas de
otros géneros rizobianos que incluyen R. etli, R.
tropici, S. fredii, M. loti, R. leguminosarum bvs.
trifolii y viciae, S. meliloti y Rhizobium spp.,
ya han sido sefialadas por Bromfield & Barran
(1990) y Michiels et al.(1998) como un hospe-
dador no selectivo, aunque la mayoria de estas
asociaciones no eran efectivas. Sin embargo, el
aislado Nod 2 R result6 ser un microsimbionte
eficiente en cuanto a la capacidad fijadora de
nitrégeno (datos no publicados).

Resultados negativos en la nodulacidn,
como el que obtuvimos, también han sido
sefialados en la simbiosis Rhizobium-P. vulga-
ris L. considerado este tiltimo también como un
hospedador promiscuo (Michiels et al. 1998),
aunque con un grado de preferencia por ciertos
rizobios (Pacovsky et al. 1984, Aguilar et al.
2001), donde se sugiere que la baja infectividad
en esta asociacién simbidtica, posiblemente se
deba a fallas en la interaccion entre la bacteria
y planta huésped, tal como ha sido sefialado por
Bernal & Graham (2001).

En diversas regiones de la China han
sido identificados varios aislados pertenecien-
tes a Agrobacterium tumefaciens y tres grupos
del género Bradyrhizobium, uno de ellos B.
Jjaponicum, ademas de R. leguminosarum bv.
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phaseoli, en P. vulgaris, Campylotropis spp. y
Cassia spp. Los mismos autores han sefialado
este hecho como un caso de evolucién con-
vergente entre los rizobios y las leguminosas,
puesto que las poblaciones rizobianas asocia-
das con P. vulgaris en los suelos de China eran
completamente diferentes a las de México, el
sitio de origen de P. vulgaris (Han et al.2005).

Los dos aislados autéctonos provenientes
de Medicago sativa (alfalfa), Rm V y Rm
B, también mostraron diferencias entre ellos.
Fenotipicamente eran muy similares a Sinor-
hizobium meliloti 41 (82%) y a Sinorhizobium
americanum CEFN-EI 156 (88%) respectiva-
mente. Sin embargo, el perfil de restriccion
incluyé a Rm V en el grupo de S. americanum
CFN-EI 156 (100% similares) y a Rm B en un
genotipo diferente con 80% de similaridad a
las cepas de referencia de crecimiento rapido
R. tropici CIAT 899 y S. americanum CFN-
EI 156. Estos resultados son apoyados por
los encontrados por Bromfield er al. (2010),
quienes han sefialado a Medicago sativa como
una leguminosa, cuyos nddulos estaban ocu-
pados por varios genotipos bacterianos, per-
tenecientes a los géneros Ensifer, Rhizobium
y Phyllobacterium, este ultimo considerado
como oportunista.

Los resultados de nuestro trabajo concuer-
dan con algunos estudios realizados en regio-
nes tropicales por varios autores, en el sentido
de hallar una diversidad de especies rizobianas
formadoras de ndédulos en varias legumino-
sas, presentes en diferentes localidades. Ellos
han indicado que los trépicos constituyen un
importante reservorio de genes de fijacion
de N, (Menna et al. 2006), y surge la idea de
considerarlos como un centro de biodiversidad
y diversificacion de bacterias que se asocian
simbidticamente con las leguminosas (Lafay &
Burdon 2007).

Finalmente, en suelos y nédulos radi-
cales de leguminosas provenientes de varias
regiones de Venezuela, se encontré una diver-
sidad de especies rizobianas pertenecientes
a diferentes géneros tales como Rhizobium,
Bradyrhizobium y Sinorhizobium, adaptados a
distintas condiciones ambientales, que abarcan

un amplio rango de pH del suelo desde 4.7 a 8.2
(datos no publicados), lo que representa una
extensa distribucion geografica que comprende
la region centro occidental y sur oriental del
pais. Por otra parte, se destac el hecho que en
una misma especie de leguminosa, se pueden
formar nédulos por la infeccién de diferentes
especies de rizobios. En conclusidn, se eviden-
ci6 que existen bacterias formadoras de nédu-
los no relacionadas genéticamente a las cepas
de referencia, que sugiere una posible transfe-
rencia horizontal de los genes simbidticos que
confieren esta propiedad.
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RESUMEN

Rasgos fenotipicos y marcadores moleculares de
ADN se utilizaron para investigar la variacién fenotipica
y genética entre 12 aislados rizobianos venezolanos y 10
cepas de referencia internacionales. Para ello, se realizé un
PCR-RFLP del gen rDNA 168, la presencia de pldsmidos
grandes, andlisis metabdlicos en medios s6lidos, resistencia
a la salinidad, condiciones del crecimiento a diferentes pH
y temperaturas y la resistencia intrinseca a antibidticos. En
referencia a las cualidades fenotipicas, se diferenciaron
tres grupos principales, un grupo I que abarcé a todas
aquellas cepas que metabolizaban entre 67.5% y 90% de
las fuentes de C y de N. También eran tolerantes a la acidez
y productoras de dcido, capaces de crecer a 40°C y a altas
condiciones de salinidad (NaCl 2-2.5%). Con respecto a
la sensibilidad a antibidticos, este grupo era susceptible
a un 30% de los antibidticos empleados. Las cepas que
pertenecen al grupo II exhibieron una tolerancia salina mas
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baja (0.1-1.5%NaCl), asi como una menor tolerancia a la
acidez, puesto que crecieron bien en valores de pH iguales
o mayores a 5.0. Este grupo era resistente a todos los anti-
bidticos probados y metabolizaban solamente entre 52.5%-
82.5% de las fuentes de C y de N. Una sola cepa bacteriana
representd al grupo III, con una baja tolerancia salina
(0.1% NaCl). Este aislado crecié a un pH mayor o igual
a 5.6, era susceptible a 50% de los antibidticos probados
y metaboliz6 el 72% de las fuentes de C y de N. Al tener
como base el PCR-RFLP del 16S rDNA, se diferenciaron
también tres grupos. Los miembros del grupo A demostra-
ron una estrecha relacién con Rhizobium tropici CIAT 899
y Sinorhizobium americanum CFN-EI156, mientras que el
grupo B estd estrechamente vinculado a Bradyrhizobium
spp. El grupo C, estd representado por solo un aislado. El
aislado Trebol, fue la dnica cepa capaz de formar nédulos
y no aparece relacionado con ninguna cepa de referencia, y
sugiere una transferencia horizontal de genes simbidticos.
Finalmente, en este trabajo se evidencia una diversidad
genética en las cepas rizobianas venezolanas. El origen
geografico diverso de estas cepas, quizds sea un factor
importante que influencie la diversidad de los rizobios
indigenas utilizados en este estudio.

Palabras clave: Rhizobium, Bradyrhizobium, caracteriza-
cion fenotipica, PCR-RFLP, ADNr 16S.
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