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GLOSARIO 
 
AEROBIO: organismo dependiente del oxígeno para la producción de energía. 
AMINOACIDO: ácidos orgánicos con por lo menos un grupo amino y un grupo 
carboxilo por molécula, principales constituyentes de todas las proteínas.  
ANTIBIOGRAMA: procedimiento de laboratorio que permite determinar la 
sensibilidad de un microorganismo entre diferentes antibióticos. 
ANTIBIOTICO: sustancias químicas producidas principalmente por diferentes 
especies de microorganismos que suprimen el crecimiento de otros 
microorganismos y pueden eventualmente destruirlos. 
AUXÓTROFO: microorganismo que requiere factores de crecimiento que no son 
necesarios para el tipo silvestre. 
BACTERIA: un grupo de procariontes filogenéticamente relacionados y distinto del 
grupo Archea. 
CARBOHIDRATO: componentes estructurales fundamentales de las plantas y 
desempeñan un papel esencial en el metabolismo de todos los microorganismos. 
CLUSTER: agrupación estadística de datos en torno a características espectrales 
similares. 
FENOGRAMA: representación gráfica que refleja la formación de conglomerados 
de un análisis cluster. 
GRAM NEGATIVA: un tipo de célula procariota cuya pared contiene relativamente 
poca cantidad de peptidoglucano, pero que contiene una membrana externa 
compuesta por lipopolisacáridos, lipoproteínas y otras macromoléculas complejas. 
GRAM POSITIVAS: un tipo de célula procariota cuya pared está compuesta 
básicamente por peptidoglucano y carece de la membrana externa.  
INHIBICION: la reducción del crecimiento microbiano a causa de una disminución 
del número de organismos presentes o de alteraciones en el entorno microbiano. 
METABOLISMO: todas las reacciones bioquímicas de una célula. 
MICROORGANISMO: un organismo microscópico constituido por una sola célula 
o agrupación de células. 
PEPTIDOGLUCANO: polímero complejo presente en las paredes celulares de 
todas las bacterias y constituido por péptidos y carbohidratos. 
QUIMIOTAXIS: orientación de un organismo hacia un agente químico 
RESISTENCIA ANTIBIOTICA: la capacidad adquirida por un microorganismo para 
crecer en presencia de un antibiótico frente al cual el microorganismo es 
eventualmente sensible. 
SENSIDISCO: disco de papel impregnado con antibiótico. 
TECNICAS ASEPTICAS: métodos para mantener estériles los medios de cultivo y 
otros objetos.  
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RESUMEN 
 
Se aislaron y purificaron 10 aislados de Rhizobium leguminosarum bv. viceae a 
partir de plantas noduladas de arveja (Psium sativum), procedentes de la vereda 
El Rosal de San Juan, Municipio de Ipiales. Además se tomó 8 aislados puros 
procedentes del Banco de Germoplasma de la Universidad de Nariño. Mediante el 
peso seco de la parte aérea de las plantas y el número de nódulos en las raíces 
de las leguminosas se determino que las cepas LFBN 101, LFBN 103, LFBN 104 y 
LFBN 110 fueron las más efectivas en la fijación biológica de nitrógeno. Los 
aislados se caracterizaron por su crecimiento específico en 11 fuentes de carbono 
y 12 fuentes de nitrógeno diferentes, que se reemplazaron en el medio de cultivo 
base por el manitol y el contenido de nitrógeno de la levadura respectivamente. El 
análisis cluster con 23 parámetros fisiológicos basado en la similaridad de las 
cepas rhizobiales para utilizar los sustratos ensayados como fuentes de nitrógeno 
y carbono, agrupó las cepas LFBN 101, LFBN 103, LFBN 104 y LFBN 110 dentro 
de un mismo cluster, estas cepas se caracterizaron por su marcada habilidad para 
utilizar compuestos como sacarosa, ribosa y manosa como fuentes de carbono, 
pero menos eficientes en la asimilación de aminoácidos de tipo no polar como 
valina. Como punto de comparación se evaluó la resistencia intrínseca a 6 
antibióticos diferentes y se determinó que las cepas más efectivas en la fijación de 
nitrógeno presentaron patrones de sensibilidad altos frente a los antibióticos 
nitrofurantoina (300 µg/sensidisco), trimethopin (25 µg/sensidisco), penicilina (10 
µg/sensidisco), tetraciclina (30 µg/sensidisco) y ampicilina 10 (µg/sensidisco). El 
comportamiento particular de cada cepa frente a las diversas fuentes 
nitrogenadas, carbonadas y antibióticos, permitió establecer diferencias entre ellas 
basadas en sus propiedades metabólicas, comportamiento que no afectó la 
capacidad infectiva y efectiva del rhizobio, confirmando la utilidad de la técnica 
como marcador rhizobial. 
 
Palabras clave: Fijación simbiótica de nitrógeno, Rhizobium leguminosarum bv. 
viceae, efectividad, fuentes de nitrógeno, fuentes de carbono, resistencia 
intrínseca a antibióticos  
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ABSTRACT 
 
There were isolated and purified 10 isolates of Rhizobium leguminosarum bv. 
viceae from noduled pea plants (Psium sativum), which were precedent from El 
Rosal de San Juan, community of Ipiales. In addition, there were taken 8 pure 
isolated from the Germoplasm Bank of the Universidad de Nariño, through the dry 
weight from the aerial part of the plants and the number of nodules on the roots of 
the leguminous. It was determined that the strains LFBN 101, LFBN 103 LFBN 104 
and LFBN 110, were the most effective as for nitrogen biological fixation. These 
isolates were characterized by their specific growing in 11 different carbon sources 
and 12 different sources of nitrogen, which were replaced at the basic culture by 
the mannitol and the nitrogen contained on the yeast respectively. Cluster analysis 
whit 23 physiological parameters, based on the similarity of rhizobiales strains to 
utilize tested substrates as nitrogen and carbon sources, grouped the strains LFBN 
101, LFBN 103, LFBN 104 y LFBN 110 into the same cluster, these strains 
characterized for them marked ability to use compounds as sucrose, ribose and 
mannose as carbon sources, but less efficient in the amino acids assimilation of 
non-polar type as valine. As a comparison point it was evaluated the intrinsic 
resistance to 6 different antibiotics and determined that the most effective strains in 
the nitrogen fixation to present high sensibility pattern against nitrofurantoin (300 
µg/sensidisc), trimethopim (25 µg/sensidisc), penicillin (10 µg/sensidisc), 
tetracycline (30 µg/sensidisc) and ampicillin  (10 µg/sensidisc) antibiotics. The 
particular behavior of each strain against the various nitrogen and carbon sources 
and antibiotics, permitted to establish differences between this based into them 
metabolic properties, behavior that not affected rhizobio infective and effective 
ability, confirmming the utility of the technique as a rhizobial marker. 
 
Key Words: Fixation nitrogen symbiotic, Rhizobium leguminosarum bv. viceae, 
effectivity, nitrogen sources, carbon sources, intrinsic resistant antibiotics. 
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INTRODUCCION 
 
El nitrógeno es esencial para todos los organismos y en las plantas, forma parte 
de compuestos tan fundamentales como proteínas, ácidos nucleicos y clorofila1; 
su adquisición es importante para la asimilación de carbono fotosintético en el 
desarrollo y crecimiento de la planta2. Si el suelo carece del nitrógeno necesario 
para suplir las necesidades de las plantas, se debe agregar en forma de 
fertilizantes nitrogenados o suministrárselo mediante fijación biológica de 
nitrógeno. Debido al alto costo de los fertilizantes nitrogenados y sobre todo a los 
efectos contaminantes que ocasiona en el suelo, agua, animales e inclusive seres 
humanos, ya que sus aplicaciones se pierden parcialmente por lixiviación, 
desnitrificación e inmovilización microbiana3, los procesos naturales de fijación 
biológica de nitrógeno juegan un papel muy importante en la activación de los 
sistemas agrícolas sustentables, por su beneficio ambiental.  
 
Debido a que el Departamento de Nariño es una región agrícola en la cual las 
leguminosas de grano como la arveja (Psium sativum) son esenciales en la dieta 
de sus habitantes por su alto contenido de proteínas, la fijación biológica de 
nitrógeno se constituye en una alternativa limpia, económica y poco contaminante 
de obtener nitrógeno del aíre mediante la simbiosis de la leguminosa con la 
bacteria del género Rhizobium. Esta opción ecológica de fertilización requiere la 
presencia en el suelo de cepas de Rhizobium capaces de establecer una simbiosis 
efectiva con las raíces de las leguminosas, pero cuando estas cepas carecen de 
dicha propiedad o no están en número suficiente para optimizar la fijación, se 
requiere de la inoculación artificial del suelo con cepas altamente efectivas, 
seleccionadas en base a su capacidad de fijación biológica de nitrógeno y 
caracterizadas mediante una técnica que permita su identificación y 
reconocimiento. 
 
Una forma de lograrlo, es mediante la utilización de las características bioquímicas 
que generalmente se aplican a la caracterización taxonómica de los 
microorganismos, pero que también se pueden utilizar para la identificación de 
cepas a nivel de colonias sobre agar4. En este estudio se evaluó la efectividad de 
18 aislados de Rhizobium leguminosarum bv. viceae en plantas de arveja (Pisum 
sativum) y se caracterizaron mediante sus propiedades metabólicas y su habilidad 

                                                 
1
URZÚA, H.  Beneficios de la Fijación Simbiótica de Nitrógeno en Chile. En : Ciencia e investigación agraria.  

Vol. 32, No. 2 (may-ago, 2005); p. 133. p. 133-150. 
2
VANCE, Carroll and GANTT, Stephen.  Control of Nitrogen and Carbon metabolism in root nodules. En : 

Physiología Plantarum.  Vol. 85 (1992); p. 266.  
3
RODRÍGUEZ, J.  Manual de fertilización.  Santiago de Chile : Facultad Agronomía, Pontificia Universidad 

Católica de Chile, 1993. 362 p. Citado por: URZÚA, Op. cit., p. 135. 
4
SCHWINGHAMER E. A and DUDMAN W. F. En : Appl. Bacteriol.  Vol. 36 (1973); p. 263-272. Citado por: 

LUQUE, Op. cit., p. 4.  
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para utilizar fuentes de nitrógeno y carbono, reflejadas en su comportamiento 
particular frente a cada fuente que además de permitir su diferenciación brinda 
una idea de aquellos compuestos específicos que suministrados a la bacteria 
incrementan el rendimiento de una cosecha debido a la fijación simbiótica de 
nitrógeno. Esta técnica de identificación se complementó con otra que le sirvió de 
referencia como la resistencia intrínseca a antibióticos, que se basa en la 
resistencia o sensibilidad de las cepas rhizobiales frente a los antibióticos 
probados. 
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1. OBJETIVOS 
 
1.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Caracterizar aislados de Rhizobium leguminosarum bv. viceae mediante la 
utilización de diferentes fuentes nitrogenadas y carbonadas como marcadores 
rhizobiales y la resistencia intrínseca a antibióticos. 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Evaluar la efectividad e infectividad de diez aislados rhizobiales nativos y ocho 
aislados procedentes del Banco de Germoplasma de la Universidad de Nariño, 
mediante el peso seco de la parte aérea de las plantas y el número de nódulos en 
las raíces de las leguminosas. 
 
Caracterizar los aislados rhizobiales mediante su comportamiento en diferentes 
fuentes nitrogenadas y carbonadas. 
 
Caracterizar los aislados rhizobiales bajo patrones de resistencia y sensibilidad 
frente a diferentes antibióticos.  
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2. ANTECEDENTES 
 
Las leguminosas han sido utilizadas en cultivos de rotación desde el tiempo de los 
Romanos, Teofrasto5 (370-258 a. C) dijo “las leguminosas no son un cultivo difícil 
para el suelo, incluso parecen abonarlo”. La habilidad de las leguminosas para 
convertir nitrógeno atmosférico en compuestos que pueden ser utilizados por la 
planta, fue demostrada por Hellriegel y Wilfarth6, quienes lo asociaron con la 
presencia de protuberancias o nódulos en la raíz de la leguminosa, con la 
presencia de una bacteria particular, pero fue Beijerinck7 en 1888, el primero en 
aislar Rhizobium de los nódulos y posteriormente Koch demostró las habilidades 
de estas bacterias para reinfectar la leguminosa y fijar N2 en simbiosis.  
 
Desde entonces, la fijación simbiótica de nitrógeno se constituye en un mecanismo 
ampliamente utilizado para la introducción de nitrógeno al suelo incrementando el 
rendimiento de una cosecha. Sin embargo, el suelo no siempre presenta una alta 
población de cepas efectivas para que ocurra una nodulación eficiente por lo cual, 
en esos casos, es necesario practicar una inoculación artificial con cepas de 
rhizobio de comprobada capacidad fijadora de nitrógeno8. 
 
El uso de inoculantes artificiales requiere contar con una técnica que permita 
diferenciar y seleccionar las cepas efectivas en la fijación de nitrógeno de las que 
no lo son. Una forma de lograrlo es mediante la utilización de sus propiedades 
metabólicas y habilidad de asimilación de sustratos. Sato y Sugawara9, 
Padmanabhan, Hirtz y Broughton10 por ejemplo, utilizaron un estudio comparativo 
de las características bioquímicas de cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium en 
diferentes carbohidratos como mecanismo de diferenciación. Mientras que autores 
como Martínez et al11, Novikova et al12, Hungria et al13 y Kalita y Malek14 

                                                 
5
TEOFRASTO citado por: GRAHAM, Peter.  Biological dinitrogen fixation : symbiotic association. En: Sylvia, 

D. et al.  Soil microorganismos in the enviroment.  s.p.i.  p. 2. 
6
HELLRIEGEL y WILFARTH, citado por: GRAHAM, Op. cit., p. 2. 

7
BEIJERINCK, citado por: GRAHAM, Op. cit., p. 2. 

8
LUQUE, Ernesto.  Utilización de fuentes nitrogenadas como marcadores rhizobiales. San Juan de Pasto, 

1992, p. 3.  Trabajo de investigación (Profesor Titular) : Universidad de Nariño. Facultad de Ciencias Naturales 
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avanzaron un poco más en la caracterización de cepas de Rhizobium haciendo 
uso sus rasgos morfológicos, fisiológicos y bioquímicos con el fin de determinar 
sus similaridades fenotípicas representativas de diferentes especies y géneros. 
 
Otra técnica ampliamente utilizada en la caracterización fenotípica de Rhizobium 
es la resistencia intrínseca a antibióticos, en la cual los antibióticos ensayados son 
diluidos en el medio base, tal como lo describe Hungria et al15 y Kalita y Malek16 y 
se evalúa el crecimiento de las cepas aisladas, pero también se realiza a través de 
sensidiscos, saturados con antibióticos prueba y la resistencia o sensibilidad se 
valora midiendo los diámetros de inhibición sobre la caja con agar. Autores como 
Rome et al17, Rivas et al18 y Villegas et al19, confirma la utilidad de la técnica como 
método de diferenciación, de fácil implementación y bajo costo. 
 
Para el Departamento de Nariño se registran dos estudios relacionados con la 
evaluación de la efectividad y caracterización de cepas de Rhizobium: Cabrera y 
Guevara20 determinaron la efectividad de tres cepas de Rhizobium leguminosarum 
bv phaseoli y las caracterizaron mediante la técnica de ELISA y resistencia a 
antibióticos por dilución de antibióticos en el medio base. Su estudio logro 
introducir dos nuevas técnicas para el reconocimiento de microorganismos. Por 
otra parte Luque21, utilizó el crecimiento diferencial de cepas de Rhizobium 
leguminosarum bv viceae en fuentes nitrogenadas y resistencia a antibióticos 
como marcador rizobial, comportamiento que no afectó la capacidad infectiva y 
efectiva de las cepas probadas, confirmando la utilidad de este análisis en la 
diferenciación y caracterización de las cepas rhizobiales. 
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3. FUNDAMENTO TEORICO 
 
El Nitrógeno es un elemento vital para todos los seres vivos. La naturaleza tiene 
varias formas por las cuales este elemento se recicla biológicamente. Muchas 
plantas leguminosas atrapan el nitrógeno combinado, abundante en la atmósfera a 
través de una asociación simbiótica con microorganismos fijadores de nitrógeno, 
conocidos como Rhizobium, los cuales forman nódulos fijadores de nitrógeno en la 
leguminosa. El crecimiento en regiones biogeográficas inexploradas ha 
proporcionado evidencia de una enorme diversidad entre la fijación de nitrógeno y 
la nodulación de bacterias22. Además de los grupos rhizobiales tradicionales 
(Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y 
Sinorhizobium) pertenecientes a la clase α de Proteobacterias, pocas bacterias de 

la clase β y  de proteobacterias también han sido reportadas por formar nódulos 
en plantas leguminosas. Por consiguiente, la simbiosis rhizobial no esta restringida 
a las α-proteobacterias y esta ampliamente extendida en la naturaleza23. 
 
Hasta el momento, la fijación biológica de nitrógeno (FBN) es entonces, la mejor 
forma de introducción de nitrógeno dentro del ecosistema24 y la simbiosis 
leguminosa-rhizobium representa el mejor mecanismo para la fijación biológica de 
nitrógeno en el suelo comparada con heterótrofos fijadores de N2 y asociaciones 
de bacterias25 y plantas actinorhizas, por ejemplo, Frankia-Casuarina26 y Frankia-
Atriplex27. Esta asociación simbiótica se constituye en una alternativa 
agronómicamente y ecológicamente importante28. 
 
3.1 FIJACIÓN BIOLÓGICA DE NITRÓGENO. 
 
La fijación biológica de nitrógeno es una fuente eficiente de N2 fijado, la cual juega 
un papel importante en la remediación del terreno. El interés en la FBN tiene un 
enfoque en los sistemas simbióticos de plantas leguminosas y rhizobium, porque 
estas asociaciones tienen un gran impacto cuantitativo en el ciclo del nitrógeno29. 
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La deficiencia en nitrógeno mineral con frecuencia limita el crecimiento de la planta 
y así mismo las relaciones simbióticas que han evolucionado entre plantas y una 
variedad de organismos fijadores de N2

30
. El Nitrógeno fijado simbióticamente por 

la asociación entre especies de rhizobium y leguminosas, representa una fuente 
renovable de nitrógeno para la agricultura. Esto resalta el significado de la 
simbiosis rhizobium leguminosa como el mayor contribuyente a la fijación biológica 
de nitrógeno31.  
 
El establecimiento de la simbiosis envuelve una completa interacción altamente 
específica entre huésped y simbionte, originando la formación un nuevo órgano en 
la raíz de la leguminosa: el nódulo, el cual la bacteria coloniza como simbiontes  
intracelulares32 y dentro del cual fija nitrógeno atmosférico en amoniaco33. En la 
nodulación, las cepas rhizobiales específicas infectan un limitado rango de plantas 
huésped, como es el caso de Psium sativum la cual es particularmente nodulada 
por Rhizobium leguminosarum bv. viciae y aunque puede existir una considerable 
diversidad dentro de esta biovariedad rhizobial34 la arveja no es un nodulador 
heterogéneo como los granos comunes,35 los cuales pueden ser nodulados por 
múltiples especies de Rhizobium36. 
 
3.1.1 Proceso de infección.  Una simbiosis completamente funcional requiere el 
cumplimiento exitoso de numerosos pasos, comenzando con el intercambio de 
señales de reconocimiento entre la planta y la bacteria. El proceso de señalización 
es iniciado por la planta que libera exudados de la raíz, incluyendo flavonoides y 
nutrientes. El Rhizobium es quimiotáctico hacia ellos y responde a la composición 
flavonoide característica de la planta iniciando la síntesis de lipocitooligosacaridos 
(LCO) específicos. Estos compuestos, los cuales son conocidos como factores 
nod37, inducen una señal de nodulación específica (señal Nod), y son 
responsables de la activación de muchos de los eventos en el proceso de 
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infección del pelo de la raíz38, incluyendo la deformación del pelo radical, la 
división de la célula cortical y la morfogénesis del nódulo39 (figura1).  
 
Figura 1. Fases del desarrollo de los hilos de infección rhizobiales en los pelos 
radicales de las leguminosas. 1, desarrollo del pelo radical: 2, colonización de la 
rhizosfera por varios microorganismos: 3, unión del rhizobium a los pelos 
radicales; 4, el rhizobium induce el encrespamiento del pelo radical. Invaginación 
de las raíces, formación del hilo de infección, penetración rhizobial etc.  
 

 
Fuente: BROUGHTON40 
 
Durante el proceso de infección, la bacteria entra a la planta por la epidermis de la 
raíz e induce la reprogramación del desarrollo de la célula cortical de la raíz y la 
formación de un nódulo. En la mayoría de los casos estudiados, la infección ocurre 
a través de los pelos de la raíz. El primer suceso del proceso de infección es el 
encrespamiento del pelo de la raíz, el cual ocurre probablemente a través de la 
reorientación gradual y constante de la dirección del crecimiento del pelo radical. 
La bacteria queda encerrada dentro del encrespamiento del pelo radical donde la  
pared celular de la planta es degradada y la membrana celular es invaginada41. En 
la invaginación, la bacteria penetra la pared celular e induce a la pared más 
interna de la célula o plasmolema a crecer hacia adentro, iniciándose así una 
estructura tubular (hilo de infección) dentro del cual están las bacterias rodeadas 
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de polisacáridos, en la llamada masa zooglesal42. Es dentro de este hilo de 
infección que la bacteria entra en la célula del pelo radical y finalmente se ramifica 
dentro del córtex radical. Antes que el hilo de infección alcance la base de la célula 
del pelo radical, las células corticales de la raíz son inducidas a diferenciarse, 
activando su ciclo celular y causando su división para formar el nódulo primordium. 
Además de las células corticales, las células del periciclo también son activadas y 
sufren algunas divisiones celulares. Cuando el hilo de infección alcanza las células 
del primordium en desarrollo, la bacteria es liberada dentro de las células vía 
endocitosis. Dentro de una célula de la planta, la bacteria es encerrada en 
estructuras semejantes a vacuolas (simbiosomas) dentro de las cuales se 
diferencian los bacteroides. Dentro de estos simbiosomas los bacteroides 
convierten el N2 a NH3

43; es decir, éste es el estado en el cual el rhizobium fija 
nitrógeno44.  
 
3.1.2 Bioquímica de la fijación de nitrógeno.  La reducción de N2 a NH4

+ es 
catalizada por el complejo enzimático nitrogenasa dentro de las células 
rhizobiales. La enzima consiste de dos componentes: la ferroproteina codificada 
por el gen nifH que es un homodimero45 y la molibdoferroproteina, sensible al 
oxígeno y compuesta por cuatro subunidades de dos tipos. Es un tetrámero 
heteromérico46. Esta proteína es codificada por el gen nifD y el gen nifK47. La 
presencia de molibdeno en esta enzima y también en la enzima nitrato reductasa, 
explica el requerimiento de molibdeno para la asimilación de N2 y NO3

- 48. 
 
Bajo optimas condiciones, la reacción catalizada por la nitrogenasa se expresa de 
la siguiente manera: 
 
N2 + 10H+ + 8e- +16 ATP          Mg2+ + 2NH4

+ + H2 + 16 ADP + 16pi 
 
La nitrogenasa reduce los protones para formar H2 durante el proceso de fijación 
de N2

49. Esta reducción de protones es un proceso dependiente de ATP que 
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aparentemente representa una perdida de energía para el nódulo. Por cada 2NH4
+ 

producidos por nitrogenasa, se utilizan 4 ATP y 2 electrones para la formación de 
H2

50. Algunas cepas de rhizobium han desarrollado un sistema hidrogenasa de 
captación separada que puede oxidar H2 a agua y, en algunos casos, unir esta 
oxidación para la formación de ATP51, disminuyendo así el costo de energía52. 
 
El proceso de reducción de N2 por la nitrogenasa es sensible a la presencia de O2 

lo cual explica porque organismos fijadores de nitrógeno son anaerobios o 
desarrollaron adaptaciones para mantener un suministro de oxígeno a una baja 
presión parcial. Los nódulos de la leguminosa contienen leghemoglobina la cual 
abastece esta función53, porque facilita la difusión de oxígeno para la respiración 
de los bacteroides54 en concentraciones de O2 tales, que la producción de ATP es 
más eficiente y en consecuencia la actividad de la nitrogenasa es mayor. Se 
reconoce una correlación directa entre la concentración de leghemoglobina del 
nódulo y la cantidad de nitrógeno fijado55. La presencia de esta proteína en el 
nódulo se puede notar por la coloración característica rosada, roja o parda56.  
 
3.2 INTERACCIÓN LEGUMINOSA-RHIZOBIUM 
 
La asociación leguminosa-Rhizobium reviste un carácter especifico, que se puede 
apreciar no solo en la habilidad para formar nódulos, si no también en la fijación de 
nitrógeno. Hardson et al57, observaron una correlación positiva significante entre la 
proporción de nódulos formados por cepas efectivas y el crecimiento de la planta, 
así como la fijación de N2. La mayor parte de las leguminosas de interés agrícola 
nodulan, pero existen variedades no nodulantes y además no todos los rhizobios 
pueden nodular las leguminosas nodulantes58. Psium sativum por ejemplo, es 
específicamente nodulada por Rhizobium leguminosarum bv. viciae y aunque una 
considerable diversidad puede existir dentro de esta biovariedad rhizobial59 la 
arveja no es un nodulador heterogéneo como el fríjol común60, el cual puede ser 
nodulado por múltiples especies de rhizobios61.  
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Un segundo nivel de especificidad se relaciona con la capacidad de fijación de 
nitrógeno y un tercer nivel se relaciona con la cantidad de nitrógeno fijado por 
asociaciones relativamente efectivas62.  
 
La optimización de la simbiosis entre plantas leguminosas y sus respectivos 
microsimbiontes rhizobiales requiere la presencia en la rhizosfera de cepas de 
rhizobium infectivas y compatibles, las cuales son altamente eficientes fijando 
nitrógeno y están presentes en un número suficiente para maximizar la 
nodulación63. Además de la efectividad, el éxito de la simbiosis, reflejada por buen 
rendimiento en la cosecha, depende en gran parte del desempeño del rhizobium 
en la nodulación. La habilidad de una cepa para colonizar nódulos depende de su 
competitividad64; esta capacidad es una característica inherente a cada cepa y es  
independiente de su efectividad simbiótica65. Es decir, la competitividad y la 
efectividad simbiótica son características independientes66. 
 
La base más directa de la evaluación para la efectividad en la fijación de nitrógeno 
es el nitrógeno total obtenido por la planta a raíz de su asociación con el rhizobium 
específico. Cuando las condiciones experimentales son tales que el nitrógeno 
asimilable es el principal factor limitante del desarrollo de la planta67, el criterio 
generalmente aceptado para la efectividad es la toma del peso seco de las plantas 
colectadas al comienzo de la floración y suministra una base aceptable para la 
comparación de cepas68.  
 
3.3 FACTORES MEDIOAMBIENTALES QUE AFECTAN LA NODULACIÓN Y LA 
FIJACION DE NITROGENO. 
 
Los factores medioambientales tienen influencia en todas las etapas de la 
nodulación y la fijación simbiótica de nitrógeno, en algunos casos reduciendo la 
supervivencia rizobial en el suelo; en otros, afectando la nodulación o incluso el 
crecimiento de la planta hospedante69. Las condiciones que más limitan la fijación 
de nitrógeno en suelos tropicales son la baja fertilidad y pH, temperatura y 
humedad extremos. En América Latina hay millones de hectáreas donde la 
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agricultura está limitada por estos factores, y donde las leguminosas adaptadas 
podrían contribuir a aumentar la producción agrícola. En países como Colombia, 
Venezuela y Brasil los factores limitantes son la acidez, la deficiencia de fósforo, 
calcio y otros nutrientes, la toxicidad del aluminio y una época seca durante 4 o 5 
meses cuando el crecimiento vegetativo es muy lento70 
 
3.3.1 Acidez.  La concentración de ión hidrogeno, per se, raramente tiene un 
efecto directo en el crecimiento de la planta71 y es frecuentemente confundido con 
otros factores. Sin embargo, factores relacionados con el pH (toxicidades: 
aluminio, manganeso y hierro; deficiencias: fósforo, calcio, magnesio, molibdeno y 
potasio) tienen impacto sobre la planta hospedante72 y en particular sobre la 
leguminosa nodulada73. A menudo, la nodulación de leguminosas fracasa en 
suelos de pH< 574, en parte porque el número de rhizobium se ve disminuido, 
debido a que la acidez puede limitar el crecimiento rhizobial y su persistencia en el 
suelo, pero también porque el pH del suelo limita la unión75. La etapa sensible al 
pH en la nodulación ocurre en la fase temprana de la infección, o en la unión de la 
bacteria al pelo de la raíz o en la prolongación del pelo radical76. 
 
3.3.2 Temperatura.  El Rhizobium es mesófilo y la mayoría de los bacteroides 
rhizobiales no crece por abajo de 10ºC o por encima de 37ºC77; el rango de 
temperatura óptima para crecer en cultivo es de 28-31ºC y muchos son incapaces 
de crecer a 38ºC78. La temperatura durante el envío y almacenamiento del 
inoculante, la inoculación de la semilla y la siembra son particularmente críticas. 
La temperatura también afecta el crecimiento del nódulo, la fijación de nitrógeno, 
el periodo por el cual los nódulos permanecen activos79 y las habilidades 
competitivas de las cepas para la nodulación80. La temperatura óptima para la 
nodulación y la fijación de nitrógeno varía entre especies (y géneros) pero está 
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dentro de un rango pequeño cerca de 30ºC81. Se ha determinado que nódulos 
formados por una cepa efectiva a altas temperaturas (35 y 38ºC) son inefectivos82.  
 
En cuanto a las leguminosas, la temperatura óptima para muchas de ellas es 
alrededor de 25ºC; la exposición a temperaturas mayores de 40ºC, incluso por 
periodos cortos, causa perdida irreparable de la función del nódulo83.  
 
3.3.3 Toxicidad del aluminio y manganeso.  Los iones tóxicos de aluminio y 
manganeso aparecen en suelos entre pH 4.8 y 5.5. El ion toxico Al3+ incrementa 
enormemente entre pH 4.8 y 4.284. El crecimiento de pelos radiculares de la 
leguminosa y el rhizobio es afectado por estos iones85, debido a que limitan los 
sitios disponibles para la infección de las raíces por la bacteria86, aunque la 
magnitud varía entre especies87 y genotipos88. Las cepas de Rhizobium pueden 
ser tolerantes a altos niveles de aluminio, pero si la planta no es tolerante, no 
habrá condiciones para la formación de los nódulos89. La toxicidad del aluminio y 
manganeso está asociada con bajos niveles de calcio y puede ser sometida 
encalando el suelo90. Se han obtenido buenos resultados cubriendo con cal la 
semilla y posteriormente sembrando91. 
 
3.3.4. Hierro.  Es un componente de la leghemoglobina, la cual funciona en la 
regulación del oxígeno suministrado al bacteroide. También se encuentra en las 
Fe- y FeMo- proteínas del complejo nitrogenasa y es esencial para el desarrollo 
temprano del nódulo. Plantas deficientes en Fe desarrollan muchos nódulos 
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iniciales, pero pocos funcionales. Tanto la planta hospedante y la cepa pueden 
diferir en la eficiencia de utilización de hierro92.  
 
3.3.5. Deficiencia de calcio y fósforo.  El tiempo requerido para la nodulación y 
eficiencia de la fijación de nitrógeno, puede estar relacionado con el suministro de 
calcio y fósforo93. Los bajos niveles de calcio retrasan la nodulación en las 
diferentes leguminosas, las cuales varían en sus niveles críticos para la 
nodulación. El calcio también es importante para la supervivencia rhizobial a pH 
bajo94. 
 
En cuanto al fósforo, plantas leguminosas, dependientes de la fijación de N2, 
comúnmente requieren más fósforo que plantas similares provistas con 
fertilizantes nitrogenados. Los nódulos se constituyen en un importante sumidero 
de fósforo, y comúnmente tienen la más alta concentración de este elemento en la 
planta, debido al alto costo de energía para la fijación de N2

95. 
 
En presencia de aluminio y pH <5 el fósforo se puede inmovilizar como un 
complejo aluminio-hierro. Aunque esto, puede no evitar el crecimiento del 
Rhizobium, especialmente en Bradyrhizobium, el cual tiene un requerimiento muy 
bajo de fósforo (0.01-1µm)96, retrasa o incluso inhibe la nodulación97. Se ha podido 
determinar que cultivos de leguminosas limitados en fósforo son más lentos en la 
formación de nódulos98  
 
3.4 SELECCIÓN DE CEPAS DE RHIZOBIUM 
 
El éxito de una cosecha de leguminosa de grano, depende de la capacidad de la 
leguminosa para establecer una simbiosis efectiva en la fijación de nitrógeno con 
los nódulos de la raíz y la bacteria. Cuando las cepas efectivas de rhizobium no 
están presentes en el suelo ellas pueden ser suministradas por inoculación de la 
semilla con cepas seleccionadas99. La inoculación con cepas de Rhizobium, con el 
propósito de aumentar la fijación de N2 y el rendimiento de una cosecha de 
leguminosas, es posiblemente el más antiguo y el más común de los métodos de 
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liberación voluntaria de microorganismos dentro del medio ambiente100. 
Idealmente se requiere inoculación con cepas seleccionadas en los siguientes 
escenarios101: 
 
En la ausencia de rhizobios residentes compatibles, donde la densidad de 
población rhizobial residente es muy baja, o donde los rhizobios residentes son 
menos infectivos o menos efectivos en la fijación de N2 que cepas alternativas 
(inóculo)102.  
Cuando la leguminosa no ha sido cultivada previamente en el terreno o no esta 
simbióticamente relacionada a ningún cultivo de leguminosa en el pasado 
inmediato. 
Cuando la cosecha cultivada previamente en el terreno fue pobremente 
nodulada. 
En una rotación, cuando la leguminosa siguió a una cosecha de una no-
leguminosa. 
 
Los suelos escasos en rhizobios compatibles se encuentran en áreas donde los 
niveles de pH, estrés osmótico, altas temperaturas y metales pesados son 
perjudiciales para las poblaciones rhizobiales103. Estos lineamientos se constituyen 
en el primer prerrequisito del establecimiento de un programa de selección de 
cepas. La determinación de la necesidad de la inoculación. 
 
El segundo prerrequisito a tener en cuenta es el establecimiento del criterio de la 
necesidad de seleccionar cepas convenientes para las plantas hospederas y la 
región de interés104. 
 
Por conveniencia, las siguientes características propias de cada cepa pueden ser 
agrupadas dentro una secuencia de evaluación105

.  

 
Una cepa de rhizobium-inoculo debe ser capaz de formar nódulos altamente 
efectivos en la fijación de nitrógeno en el hospedante para el cual este es 
recomendado y debe ser capaz de hacerlo bajo un rango amplio de condiciones 
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de campo106. Usualmente el paso inicial es la evaluación  en una cámara de 
crecimiento o un estudio de invernadero con numerosas cepas obtenidas de otras 
colecciones o del suelo107. 
La habilidad competitiva en la rizosfera y en la formación de nódulos, la 
supervivencia y persistencia en el suelo, en presencia o ausencia de una planta 
hospedante. 
Prontitud para formar nódulos activos fijando nitrógeno a altas y bajas 
temperaturas, tolerancia a pesticidas, bajo pH del suelo y la habilidad para formar 
nódulos en plantas de semillero en presencia de un nivel alto de nitrógeno en el 
suelo. 
Facilidad de crecimiento en el medio de cultivo, crecimiento y supervivencia en 
cultivo turba y habilidad para sobrevivir en la semilla inoculada108. 
 
3.5 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE Rhizobium leguminosarum: 
FUENTES NITRÓGENADAS Y CARBONADAS 
 
Las diferencias observadas entre organismos se deben a diferencias en el 
funcionamiento de los genes. Los organismos más estrechamente relacionados 
tienen pocas diferencias genéticas entre ellos, por lo cual es relativamente simple 
caracterizar géneros pero es más difícil distinguir cepas109. Una cepa puede ser 
reconocida como tal por una peculiar combinación de un gran número de 
caracteres, o bien eligiendo una o dos de las características más específicas. La 
validez de este reconocimiento dependerá de la estabilidad de las características 
examinadas (ausencia de variaciones genéticas, reproducibilidad de la técnica) y 
de la certeza de que no existen otras cepas que compartan esas mismas 
propiedades110.  
 
El reconocimiento de cepas es importante para estudios ecológicos, de 
competición y supervivencia, éxito y persistencia de organismos inoculados111. Sin 
embargo, este proceso requiere contar con un marcador de reconocimiento que 
debe ser suficientemente diferente de las cepas de tipo nativo y adaptables a una 
detección simple pero eficiente; estable a través de cultivos repetidos o de 
almacenaje prolongado y no debe diferir significativamente de la cepa parental en 
propiedades claves tales como la nodulación o la fijación de nitrógeno112. 
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La habilidad de los organismos para utilizar sustancias como fuentes de carbono y 
nitrógeno, puede ser usada para la caracterización de cepas. Dos organismos 
pueden o no utilizar el mismo método químico para sintetizar un determinado 
compuesto esencial para el metabolismo o para la consecución de moléculas113. 
Las características bioquímicas se aplican generalmente a la clasificación 
taxonómica de los microorganismos pero también se pueden utilizar para la 
identificación de cepas, a nivel de colonias, sobre agar114.  
 
3.5.1 Nutrición en el suelo y en la rhizosfera.  La diversidad metabólica de 
rhizobios esta reflejada en sus extensos y complejos genomas115. Muchos genes 
están dedicados al transporte, regulación y a un amplio rango de sistemas 

catabólicos116. Por ejemplo, Rhizobium tiene 170 ATP-ligados en un sistema de 
trasporte tipo cassette (ABC), los cuales lo habilitan para acceder a un gran rango 
de nutrientes presentes en bajas concentraciones en el suelo y en la rhizosfera de 
la planta. Los exudados de la raíz de la planta contienen una enorme variedad de 
diferentes compuestos117 y pueden secretar aproximadamente el 21% del 
fotosintato fijado118. Una variedad de diferentes azúcares incluyendo ácido 
galacturónico, manosa y ramnosa también están presentes en los exudados y en 
el mucílago de la raíz de las leguminosas119. 
 
De igual forma, los exudados de las raíces contienen también concentraciones 
relativamente altas de aminoácidos, especialmente glutamato120. En R. meliloti, 
este argumento es especialmente fuerte porque el glutamato y glutamina son 
usados como grupo amino dador en un gran número de reacciones 
biosintéticas121, la cantidad de estos aminoácidos necesarios para el crecimiento 
es mucho más grande que el promedio122.  
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Realmente, la diversidad nutricional del suelo y la rhizosfera donde fuentes 
individuales de carbono y nitrógeno no son dominantes, indica que un estilo de 
vida oligotrófico podría ser la estrategia más exitosa. Esto podría explicar porque 
el rhizobium no usa el estricto control catabólico visto en enterobacterias: incluso 
el rhizobium tiene una jerarquía de preferencia de fuentes de carbono123.  
 
3.5.2 Requerimientos nutricionales durante la simbiosis.  En la simbiosis entre 
plantas leguminosas y bacterias de Rhizobium o Bradyrhizobium, la planta 
suministra a la bacteria el carbono y la energía y en recompensa obtiene amonio 
producido por fijación bacterial de nitrógeno124. 
 
El proceso de fijación biológica de nitrógeno, requiere de un suministro substancial 
de sustratos para la respiración, abastecido directa o indirectamente por la 
fotosíntesis, para proveer la energía para el tren metabólico asociado con la 
actividad nitrogenasa en los nódulos de la raíz125. Estudios realizados con 
bacteroides aislados de soya indican que sustratos como glutamato y aspartato 
son utilizados activamente para mantener la respiración en el nódulo y la actividad 
de fijación de nitrógeno126. Se ha podido determinar que mutantes de R. meliloti 
defectivos para crecer en glutamato como única fuente de carbono y nitrógeno, 
presentan debilitamiento en su capacidad de fijar nitrógeno, de aqui la propuesta 
para la determinación del glutamato como una fuente de carbono para Rhizobium 
durante la simbiosis127. 
 
De igual forma, en diferentes asociaciones Rhizobium-leguminosa, la planta 
huésped puede suministrar a la bacteria algunos aminoácidos tales como cisteína, 
metionina, arginina, glicina, triptófano y fenilalanina durante todo el proceso 
simbiótico128. Mutantes auxotróficos aislados de R. meliloti para los aminoácidos  
glicina, cisteína y metionina fueron efectivos en la fijación de nitrógeno129. Por el 
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contrario, cepas demandantes de leucina fueron inefectivas. Los mutantes de 
leucina inducen deformaciones las cuales más tarde se convierten en pequeños 
nódulos completamente inefectivos. Las bacterias son incapaces de abandonar el 
hilo de infección a través del citoplasma hospedante. Los núcleos de células de la 
zona medular son pequeños y el meristemo nodular tiene una actividad muy 
limitada. Es interesante notar que mutantes demandantes de aminoácidos son 
frecuentemente efectivos. Por lo tanto parece que la leucina juega un papel 
particular. Pueden considerarse tres hipótesis: i) el requerimiento de leucina por el 
Rhizobium es mucho mayor en la planta que para cualquiera de los otros 
aminoácidos, ii) la permeabilidad de la membrana es más débil para la leucina que 
para otros aminoácidos, o iii) la bacteria suministra a las plantas leucina para 
permitir el desarrollo del nódulo130.  
 
El suministro de carbono a los bacteroides se considera un paso crítico y limitante 
para la fijación de nitrógeno131. La función del nódulo incluye mantenimiento y 
actividad nitrogenasa, lo cual depende de un adecuado suministro de carbohidrato 
a la planta. Durante la fase vegetativa, la actividad de fijación de nitrógeno alcanza 
un máximo y disminuye como la competición por carbohidratos al comienzo de la 
formación de la semilla132.  
 
Inicialmente, los componentes de la superficie de la célula bacterial, tales como 
oligo y polisacáridos son reconocidos por ser señaladores cruciales para muchas 
relaciones microorganismo-hospedero. Carbohidratos simbióticamente 
relacionados con rhizobio incluyen exopolisacáridos (EPS), lipopolisacáridos 
(LPS), y β-glucanos cíclicos133. Una serie de estudios de diferentes asociaciones 
rhizobio-leguminosa mostraron que mutantes defectuosos en la síntesis de 
cualquiera de estos carbohidratos son incapaces de infectar el hospedero 
exitosamente y/o formar nódulos efectivos en la fijación de dinitrógeno. Los 
resultados indican que los poli-y oligosacáridos rhizobiales podrían jugar un papel 
importante en el proceso de nodulación probablemente como señales para la 
planta hospedante. La ausencia de LPS y β-glucanos cíclicos, correlacionada con 
nódulos inefectivos y no-funcionales, soporta esta hipótesis134. 
 
Todas estas observaciones indican un papel esencial para EPS, LPS y β-glucanos 
cíclicos o moléculas derivadas de estos carbohidratos, como compuestos 
señaladores, actuando posiblemente como supresores de reacciones de defensa 
de la planta en la simbiosis. Aunque estos efectos parecen ser específicos y 
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probablemente restringidos para distintas interacciones rhizobio-hospedero, este 
modelo implicaría la existencia de receptores específicos de plantas envueltos en 
el reconocimiento de las señales135.  
 
Otros compuestos de carbono más simples, liberados en el nódulo son 
principalmente monosacáridos y disacáridos, especialmente glucosa y 
sacarosa136. Sin embargo fuertes argumentos indican que estos compuestos no 
son fuentes de carbono primarias para los bacteroides137. Por lo tanto, estos 
azúcares probablemente son convertidos por las plantas en otros compuestos los 
cuales son liberados al bacteroide a través de la membrana peribacteroidal 
(MPB)138. Al contrario, se ha podido determinar que ácidos orgánicos, no hexosas 
son transportados activamente a través de la MPB y las membranas del 
bacteroide139. Los ácidos orgánicos parecen ser la mejor fuente de energía para 
los bacteroides140, porque se constituyen en los sustratos más efectivos para la 
respiración y desarrollo de la fijación de nitrógeno por los bacteroides aislados141. 
Mutantes dependientes de hexosas y sacarosa y mutantes defectivos en el 
metabolismo de hexosas formaron todos nódulos efectivos en la fijación de 
nitrógeno indicando que el transporte y metabolismo de estos compuestos no es 
un prerrequisito para la operación de una simbiosis funcional142. En cambio, 
mutantes defectivos en el transporte de acido dicarboxílico, generalmente son 
incapaces de fijar nitrógeno143. 
 
3.6 RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS  
 
Cuando un inoculo de alta densidad rhizobial se introduce en un medio que 
contiene antibióticos, unas pocas cepas pueden exhibir resistencia como resultado 
de cambios genéticos o mutaciones. Esta resistencia del Rhizobium a un 
antibiótico particular es una característica útil como marcador porque se constituye 
en una herramienta válida para el reconocimiento de cepas rhizobiales144; además 
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el uso de marcadores resistentes a antibióticos es una técnica relativamente 
económica y no requiere de equipo sofisticado145. Sin embargo, se precisa que el 
mutante sea estable durante los procesos de infección, nodulación, fijación de 
nitrógeno y subsiguiente reaislamiento146.  
 
Los antibióticos más comúnmente usados con este propósito son estreptomicina, 
espectinomicina y rifampicina147. La resistencia a estreptomicina se usa 
frecuentemente como marcador rhizobial. Los mutantes resistentes a este 
aminoglicósido son estables, tienen una baja incidencia de resistencia cruzada y 
no es frecuente la pérdida de su capacidad simbiótica148.  
 
Un estudio de la asociación entre la resistencia a antibióticos y la modificación de 
la efectividad en mutantes espontáneos de R. leguminosarum, R. meliloti y R. 
trifolii diferenció tres grupos de antibióticos acorde a la modificación de las 
propiedades simbióticas. En el grupo I, resistentes a cloranfenicol, 
espectinomicina, espiramicina y estreptomicina, la mayoría de los mutantes no 
pierden su efectividad. Estos antibióticos inhiben la síntesis de proteína. Estas 
mutaciones pueden ser usadas como marcadores genéticos en estudios 
ecológicos149. En el grupo II resistentes a novobiocina, penicilina y vancomicina, 
hay perdida parcial o total de la efectividad en alrededor del 50% de los mutantes. 
Estos antibióticos son conocidos por inhibir la síntesis de la pared celular o 
membrana celular. En el grupo III, resistentes a neomicina y viomicina, la mayoría 
de los mutantes son completamente inefectivos. El modelo de acción de estos 
antibióticos involucra la inhibición de síntesis de proteína150.  
 
Las fuentes potenciales de error descritas por Luque151 al usar esta técnica son: 
 
Composición del medio: la composición de todos los constituyentes del medio de 
crecimiento, debe ser constante y el medio se debe preparar usando el mismo 
grado y marca de reactivos. El número de iones presentes en un extracto de 
levadura puede ser ampliamente diferente de los presentes con otra marca y esto 
puede afectar en forma diferencial el crecimiento de las cepas y la resistencia a 
antibióticos. 
 
Esterilización del medio y fusión: el medio de crecimiento se debe esterilizar 
siempre y fundir en la misma forma. Si el medio se calienta durante diferentes 
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períodos de tiempo o a temperaturas diferentes, su composición puede variar 
también, lo cual afecta el crecimiento. 
 
Antibióticos: Se debe usar el mismo proveedor ya que la fuerza y formulación de 
los antibióticos puede variar entre diferentes fabricantes. La potencia de todos los 
antibióticos decrece con la edad. El congelamiento y el deshielo repetido de los 
antibióticos, se debe evitar tanto como sea posible. 
 
Condición del inóculo: La sensibilidad de algunos antibióticos (tal es el caso de 
la penicilina) puede depender de la fase de crecimiento celular por lo cual es 
aconsejable usar un inóculo en un estado razonablemente uniforme de 
crecimiento. Las células en fase estacionaria pueden sobrevivir a la exposición a 
un antibiótico al cual normalmente se consideran sensibles y luego, comenzar a 
crecer de nuevo después de que la concentración del antibiótico en el medio ha 
decrecido por debajo del valor umbral contra esa cepa particular. 
 
Espesor de la placa: Si el espesor de la placa varía, variará también la 
morfología de la colonia; por ejemplo, la goma sólo se puede producir por colonias 
grandes haciendo difícil establecer la diferencia entre el control y las placas con 
antibióticos, si son de distinto espesor. También se deben descartar las placas con 
burbujas debido a su carencia de homogeneidad. 
 
Secado de placas: Como las placas se deben usar inmediatamente, no se debe 
practicar el secado a menos que se disponga de una cabina de flujo laminar 
estéril. Si las placas se secan, se debe utilizar el mismo procedimiento en cada 
ocasión. 
 
Contaminación: Las placas contaminadas se deben descartar ya que los 
productos residuales pueden ser sinergísticos con, o destruir, los antibióticos y 
estos efectos pueden ser permeables a la placa total y no sólo a la región donde el 
contaminante está creciendo. Por la misma razón las cepas de Rhizobium de 
crecimiento rápido y de crecimiento lento no se beben examinar en la misma 
placa152. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1 RECOLECCION DE NODULOS Y AISLAMIENTO DEL RHIZOBIUM  
 
Para el aislamiento de bacterias de Rhizobium leguminosarum bv.viceae a partir 
de nódulos, se seleccionaron diez plantas de arveja (Psium sativum) procedentes 
de la vereda El Rosal de San Juan, Municipio de Ipiales. En campo, las plantas se 
eligieron por su apariencia vigorosa, hojas verdes y sanas153, gran cantidad de 
nódulos de coloración rosada, roja o parda como característica de la presencia de 
leghemoglobina en los nódulos activos y fijadores de nitrógeno154 presentes en la 
raíz principal y raíces laterales de la planta. El muestreo se realizó con una 
distancia de 10 metros entre planta y planta, y se extrajo cuidadosamente la raíz 
principal y las laterales. Cada planta completa se colocó en una bolsa plástica y se 
llevó al Laboratorio de Fijación Biológica de Nitrógeno de la Universidad de Nariño. 
 
En el laboratorio, se siguió la metodología descrita por Somasegaran y Hoben155 
para el aislamiento; las raíces se lavaron con agua del grifo hasta remover 
completamente el suelo y se separaron los nódulos de la raíz, posteriormente los 
nódulos seleccionados por planta se desinfectaron exteriormente con etanol al 95 
%, durante 5 minutos e hipoclorito de calcio al 3% durante 5 minutos y se enjuagó 
en 5 cambios de agua estéril. Los nódulos estériles seleccionados por su tamaño y 
color rosado se comprimieron con ayuda de una pinza sobre una gota de agua 
estéril en una caja petri con medio de cultivo levadura-manitol-agar (LMA) 
conteniendo rojo congo (anexo B); se estrió el contenido del nódulo en el medio y 
se incubó en posición invertida en la oscuridad a 27ºC, durante cinco (5) días, 
como se indica en la figura 2. 
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Figura 2. Procedimiento de aislamiento utilizado por Date y Halliday 
 

 
 
Fuente: SOMASEGARAN y HOBEN156 
 
Se seleccionaron colonias individuales típicas de Rhizobium y se subcultivaron en 
LMA con azul de bromotimol (BTA) (anexo B), LMA con Rojo Congo (anexo B) y 
peptona glucosa agar (anexo B), hasta observar un crecimiento homogéneo de las 
colonias y poder considerar el aislado libre de contaminantes. A los diez aislados 
puros obtenidos se les realizó la prueba de tinción Gram (anexo C) como método 
para confirmar su pureza y entonces se denominaron como LFBN* 101, LFBN 102, 
LFBN 103, LFBN 104, LFBN 105, LFBN 106, LFBN 107, LFBN 108, LFBN 109 y 
LFBN 110 y se almacenaron en tubos de ensayo de tapa rosca con agar inclinado. 
Finalmente, los cultivos de Rhizobium se preservaron en perlas de porcelana. 
 
Para la conservación sobre perlas de porcelana, se inoculó un erlenmeyer que 
contenía 10 ml de Medio de Levadura Manitol (LM) con el aislado puro suspendido 
en agar inclinado, se tapó con un tarugo de algodón y se incubó hasta alcanzar la 
turbidez máxima (5 días), en un agitador rotatorio. Las perlas de porcelana se 
lavaron, se esterilizaron en autoclave y se secaron en el horno a 150ºC, durante 1 
hora al cabo de la cual se trasfirieron asépticamente al caldo de cultivo en el 
erlenmeyer y se dejaron remojar durante 3 horas. 
 
De igual forma, los tubos tapa rosca se lavaron, esterilizaron y secaron en el 
horno; dentro de cada uno de ellos se depositó silica gel hasta aproximadamente 
la tercera parte del tubo y algodón estéril  para mantener la silica gel en su lugar y 
se tapó con papel aluminio; la humedad residual se removió en la estufa a 150 º C.  
Se invirtió el erlenmyer correspondiente a cada aislado para eliminar el exceso del 
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caldo de cultivo y se transfirieron al tubo de almacenaje asépticamente las perlas 
impregnadas con rhizobio. El tubo se tapó y sello con papel aluminio157 (figura 3). 
 
Figura 3. Preservación de los aislados rhizobiales en perlas de porcelana 
 

 
 

Fuente: SOMASEGARAN y HOBEN158. 
 
4.2 EVALUACION DE LA INFECTIVIDAD Y EFECTIVIDAD DE LOS AISLADOS 
RHIZOBIALES 
 
Para verificar la autenticidad de los diez aislados obtenidos junto con ocho 
aislados puros tomados del Banco de Germoplasma de la Universidad de Nariño 
denominados RUN 07, RUN 06, RUN 12, RUN 10, F-107-B, C-89, T-58 y I-37 se 
evaluó su infectividad y efectividad mediante su habilidad para formar nódulos con 
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las raíces de la arveja (Psium sativum) y su capacidad para fijar nitrógeno, indicio 
de la autenticidad de los aislados. 
 
Se utilizó como criterio para la efectividad en la fijación de nitrógeno, el peso seco 
de la parte aérea de las plantas colectadas al comienzo de la floración y el número 
de nódulos159.  
 
Para considerar un aislado rhizobial como infectivo el criterio utilizado fue la 
aparición de nódulos en la raíz de la planta de arveja inoculada y se consideró 
efectivo un aislado  rhizobial si el peso seco promedio de la parte aérea de la 
plantas de arveja inoculadas alcanzó por lo menos un 60% del peso seco 
promedio de la parte aérea de las plantas de arveja del tratamiento control160 
 
Se evaluaron veinte tratamientos así: un testigo absoluto (T1) sin nitrógeno y sin 
aislado rhizobial, un testigo control (T2) con nitrógeno en forma de KNO3 (0.05% 
de KNO3 = 70 ppm de nitrógeno) y 18 tratamientos del T3 al T20  con aislados 
puros como se muestra en la tabla 1. 
 
Tabla 1. Aislados rhizobiales inoculados 
 

Tratamiento Aislado 

T3 LFBN 101 

T4 LFBN 102 

T5 LFBN 103 

T6 LFBN 104 

T7 LFBN 105 

T8 LFBN 106 

T9 LFBN 107 

T10 LFBN 108 

T11 LFBN 109 

T12 LFBN 110 

T13 C-89 

T14 I-37 

T15 RUN 06 

T16 RUN 07 

T17 RUN 12 

T18 RUN 10 

T19 F-107B 

T20 T-58 
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Por cada tratamiento se realizó cuatro repeticiones, para un  total de 80 unidades 
experimentales y el análisis estadístico utilizado correspondió a un diseño 
completamente al azar. 
 
4.2.1 Activación de los aislados rhizobiales.  Se prepararon 18 erlenmeyers cada 
uno con 10 ml de medio de cultivo LM. Con ayuda de una asa se inoculó cada 
aislado rhizobial en su respectivo erlenmeyer y se adicionó 5 perlas de porcelana 
para asegurar una dispersión homogénea de las células de rhizobium. Se incubó 
durante 5 días a temperatura ambiente en un agitador rotatorio, a 20 rpm (figura 
4). Al quinto día se realizó un recuento del número de células viables en cada 
suspensión bacteriana con el fin de asegurar que se hallaban en número suficiente 
(alrededor de 1x109 células/ml) para producir una buena infección de las raíces de 
la leguminosa161. 
 
Figura 4. Activación de aislados rhizobiales. 
 

 
 
Para obtener un rango contable de 30-300 células/ml para conteo en cajas se 
dispuso de 8 tubos, cada uno con 9 ml de caldo LM diluido a ¼ y con pH de 6.8; 
se tomo 1 mililitro (ml) de la suspensión bacteriana y se adicionó al tubo numero 1 
para obtener una dilución de 10-1, de este tubo se tomó 1 ml y se adicionó al tubo 
numero 2 resultando una dilución de 10-2, el mismo procedimiento se realizo hasta 
obtener una dilución final de 10-8 para el tubo numero 8, para cada uno de los 18 
aislados rhizobiales puros. Este procedimiento se describe más detalladamente en 
la figura 5  
 
Con una pipeta y comenzando con la mayor dilución, 10-8 se transfirió 1 ml 
asépticamente del cultivo diluido a una caja petri estéril. La caja petri se abrió solo 
lo suficiente para permitir que la pipeta entre y libere la muestra, se inocularon dos 
cajas petri por cada dilución. 
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Figura 5. Procedimiento para diluciones en serie 

 
 
Fuente: SOMASEGARAN y HOBEN162 
 
Similarmente se transfirieron alícuotas de 1 ml de las diluciones 10-7 y 10-6 por 
duplicado en más cajas petri y sobre cada una de las suspensiones celulares en 
las cajas se vertió asépticamente 20 ml del caldo de cultivo LMA. Para asegurar la 
dispersión uniforme de las células, cada caja petri se movió en forma suave y en 
diferentes direcciones. Se dejó que el agar solidificara y se incubaron invertidas a 
26-28ºC. Para calcular la concentración del caldo de cultivo original se multiplicó el 
número promedio de colonias por el factor de dilución163. 
 
4.2.2 Esterilización de la superficie de las semillas de arveja.  Se utilizaron 
semillas certificadas de la variedad Obonuco Andina, donadas por Corpoica, a las 
cuales se les determinó el porcentaje de germinación. Posteriormente se 
seleccionaron semillas sanas, de tamaño y forma similar, se lavaron y secaron; 
posteriormente se colocaron en un erlenmeyer y se enjuagaron con alcohol al 
95%, durante 10 segundos, se escurrió el alcohol y se adicionó hipoclorito de 
sodio al 1% hasta que las semillas quedaron totalmente inmersas. Después de 5 
minutos se escurrió el esterilizante y se enjuagó con 6 cambios de agua estéril. 
Después del sexto enjuague se agregó suficiente agua para sumergir las semillas 
y se dejaron en el refrigerador durante 4 horas para que las semillas se 
embebieran. Al cabo de las 4 horas, se enjuagaron las semillas con dos cambios 
de agua y se colocaron en cajas de petri las cuales contenían agar agua (0.75% 
p/v). Se colocaron 25 semillas por cada caja petri y se incubaron invertidas a 27˚C 
hasta que las radículas alcanzaron un tamaño de aproximadamente 1.5 
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centímetros (cm) de longitud164. La esterilización y germinación de las semillas se 
realizó con dos días de anterioridad a la inoculación. 
 
4.2.3 Preparación de las materas.  Se llenaron 80 materas plásticas con 1kg de 
arena de río, la cual previamente se lavó, esterilizó y secó al aire. Un día antes de 
la inoculación se humedeció la arena de 72  materas por primera vez con 100 ml 
de solución Jensen (anexo B) y 10 ppm de nitrógeno en forma de KNO3, para los 
tratamientos inoculados con los aislados rhizobiales y para los tratamientos testigo 
y absoluto la arena se humedeció solo con agua estéril. 
 
4.2.4 Inoculación y siembra de las semillas.  Cuando las semillas estuvieron 
germinadas y la concentración de células viables de rhizobium alcanzó un valor 
aproximado de 1x109 células/ml, se procedió a inocular las semillas. Aquí se hizo 
una modificación en la metodología propuesta por Somasegaran y Hoben165 en 
cuanto a la inoculación. Esta se realizó por primera vez en las cajas petri con agar 
y no en el momento de la siembra. Se inoculó cada una de las cajas petri con 5 ml 
de la suspensión rhizobial (una caja petri por cada aislado rhizobial) y se incubó a 
una temperatura de 27˚C durante 24 horas. Al día siguiente se inoculó e incubó 
nuevamente 24 horas y entonces se colocaron dos semillas por cada matera en 
los tratamientos del T3 al T20 y en los tratamientos absoluto T1 y control T2 las 
semillas solo germinadas.  
 
Las plantas se situaron en el invernadero de Corponariño previamente 
acondicionado para este tipo de ensayo, bajo condiciones óptimas de temperatura, 
humedad, aireación y entrada de luz. Una semana después cuando salió la 
primera hoja, se seleccionó la planta más vigorosa de cada matera.  
 
Una vez por semana, se adicionaron a los tratamientos inoculados 100 ml de 
solución Jensen, a los testigos control 100 ml de nitrógeno en forma de KNO3 y 
100 ml de agua destilada a los testigos absolutos. Las plantas se dejaron crecer 
en el invernadero a condiciones ambientales, hasta el período de floración, 
periodo en el que la nodulación y la tasa de fijación del nitrógeno alcanzan niveles 
máximos; además, en ese momento, el contenido de nitrógeno está 
correlacionado generalmente con el que la planta tendrá cuando llegue a su 
madurez según lo expuesto por el CIAT166. 
 
Se cortó la parte aérea de cada una de la plantas, se depositó en una bolsa de 
papel y se secó a 70˚C durante dos días. El secado detiene las reacciones 
enzimáticas que puedan ocurrir en el material vegetal, y permite determinar la 
producción de materia seca167. Se determinó el peso seco de la parte aérea de 
todas las plantas y con los datos obtenidos se realizó un análisis de varianza. El 
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peso seco de la parte aérea de la planta se utilizó como un indicador de la 
efectividad en la fijación de nitrógeno por parte de los aislados. El nitrógeno total 
de la parte aérea y la actividad de la nitrogenasa son otros parámetros que están 
altamente relacionados con el peso seco de la parte aérea de la planta168.   
 
Los nódulos se separaron de la raíz cuidadosamente y se contaron como un 
indicador de la infectividad de los aislados rhizobiales, además se utilizaron cuatro 
parámetros para describir las características de nódulación en cada uno de los 
tratamientos evaluados según lo sugerido por el CIAT169:  
 
Abundancia: este parámetro clasifica el número de nódulos por planta en: 
 
Muy abundante más de 100 
Abundante  50 – 100 
Mediana  10 – 50 
Poca   1 – 10 
No hay  0 
 
Tamaño: los nódulos fueron clasificados según el diámetro aproximado. Diámetros 
de 1 a 2 mm como pequeños (P), de 2.5 a 3 mm como medianos (M) y 4 mm 
como grandes (G). En este parámetro se tuvo en cuenta el tamaño más 
predominante de los nódulos (más de la mitad de los nódulos con la misma 
característica). 
 
Color interno: los nódulos se clasificaron por su coloración roja o rosada, rosado 
tenue, y blanca de acuerdo a su coloración más predominante. El color rosado de 
los nódulos se debe a la presencia de la leghemoglobina, que es otro indicativo de 
la efectividad de los nódulos ya que se encarga de controlar los niveles de oxígeno 
dentro del nódulo, asegurando así el buen funcionamiento de la nitrogenasa. Los 
nódulos blancos no contienen leghemoglobina por lo tanto se puede decir que son 
inefectivos, porque la nitrogenasa no puede actuar en presencia de oxígeno. Los 
nódulos de coloración rosada tenue contienen leghemogloina pero en cantidades 
bajas. 

 
Nodulación en la raíz principal: la distribución de los nódulos entre la raíz principal 
y las secundarias es un parámetro importante que se tuvo en cuenta. Las 
categorías de clasificación fueron: 
 
Predominante P: quiere decir que la mayoría de los nódulos estaban en la raíz 
principal. 
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Regular R: los nódulos se encontraban distribuidos en las raíces laterales y 
distantes de la raíz principal. 
 
No hay nódulos N170 
 
De igual forma con el resultado obtenido del número de nódulos se realizó otro 
análisis de varianza con el fin de determinar los aislados rhizobiales más 
infectivos. 
 
4.3 EVALUACIÓN DEL COMPORTAMIENTO DE LOS AISLADOS RHIZOBIALES 
EN DIFERENTES FUENTES  NITROGENADAS y CARBONADAS 
 
Para la diferenciación y caracterización de los 18 aislados rhizobiales, se modificó 
la composición del medio de crecimiento básico LMA haciendo uso de doce 
fuentes nitrogenadas y once fuentes carbonadas diferentes, en reemplazo de la 
levadura y el manitol respectivamente.  
 
4.3.1 Preparación de los medios de cultivo con fuentes nitrogenadas.  Se 
determinó el contenido de nitrógeno en la levadura utilizada para preparar el 
medio LMA, mediante el método microkeldahl. El resultado fue de 2.02%. Para 
preparar un litro de medio LMA se agregó 0.5 g de levadura, lo que significa que el 
contenido total de nitrógeno por litro de medio de cultivo, fue de 0.0101g. Cada 
una de las fuentes nitrogenadas se agregó al medio de cultivo en reemplazo de la 
levadura, en tal proporción que permitió obtener este mismo contenido final de 
nitrógeno en cada uno de los medios (tabla 2).  
 
Tabla 2. Fuentes nitrogenadas agregadas al medio en reemplazo de la levadura 
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Fuente 
Peso 
Molecular 

Cantidad en gramos (g) 
necesaria para preparar 1 
litro de medio de cultivo 

Nitrato de amonio 79.97 0.0288 
Valina 117.03 0.0844 
Serina 105 0.0758 
Alanina 89.01 0.0642 
Cisteína 121.07 0.873 
A. aspártico 132 0.095 
Lisina 146.04 0.0527 
A. glutámico 147.01 0.1061 
Arginina 174.04 0.0314 
Leusina 131.04 0.0945 
Asparagina 132.01 0.0476 
Treonina 119.01 0.0859 
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Los medios se esterilizaron a 120 ºC y 15 psi, durante 30 minutos. Inmediatamente 
después de autoclavar se adicionó a cada medio Nistatina como fungicida, en 
forma de suspensión de Micostatín (100.000 unidades/ml), en proporción de 0.25 
ml de suspensión por litro de medio de cultivo171. Se procedió a verter las cajas, 
dos por cada aislado rhizobial por medio de cultivo y dos cajas con el medio de 
cultivo base LMA, con extracto de levadura como fuente nitrogenada. Este fue el 
control estándar de referencia positivo, el cual indicó la mayor estimulación de 
crecimiento rhizobial. Cuando el medio control y los medios de cultivo con las 
diferentes fuentes nitrogenadas estuvieron completamente sólidos, y cuando el 
número de células viables en cada suspensión bacteriana alcanzó el número 
suficiente (alrededor de 1x109 células/ml), se repicó cada uno de los aislados 
rhizobiales por duplicado en cada medio y se incubó a 25 ºC. Posteriormente se 
comparó el crecimiento en los diferentes medios después de 3, 6 y 9 días. De 
acuerdo con el grado de desarrollo de las colonias se clasificaron en172: 
 
- no hubo ningún desarrollo. 
 
= desarrollo de colonias incipiente. 
 
+ desarrollo escaso de colonias. 
 
++ desarrollo abundante de colonias. 
 
+++ desarrollo muy abundante de colonias. 
 
4.3.2 Preparación de los medios de cultivo con fuentes carbonadas.  Inicialmente 
se prepararon soluciones al 10% (1g de carbohidrato en 10 ml agua destilada) de 
cada uno de los carbohidratos evaluados. Los carbohidratos considerados lábiles 
como arabinosa, galactosa, manosa, maltosa, rafinosa y dulcitol se esterilizaron 
por filtración por membrana, con filtros de nitrocelulosa de 0.2 µ. Posteriormente 
se preparó el medio base libre de carbohidratos, que es similar al medio LMA 
(anexo B), pero con un contenido de levadura de 0.05 g/l.  Se tomaron 90 ml de 
este medio en erlenmeyers de 250 ml, se adicionó 1.5 g de agar polvo a cada 
erlenmeyer, y se esterilizó cada frasco a 120ºC y 15 psi, durante 30 minutos. 
Luego se agregaron las soluciones de carbohidratos lábiles a cada frasco, 
mientras que las soluciones compuestas de carbohidratos estables como glucosa, 
lactosa y sacarosa se esterilizaron en autoclave junto con el medio base. Al igual 
que en las fuentes nitrogenadas, se utilizó un control estándar de referencia 
positivo pero con manitol como fuente carbonada. Posteriormente se procedió a 
verter las cajas petri con cada uno de los medios; de la misma forma como se 
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describió en el punto 4.3.1, se repicó, incubó y se evaluó el crecimiento en todos 
los aislados rhizobiales173.  
 
Los resultados de crecimiento y no crecimiento de todas las cepas rhizobiales en 
las diferentes fuentes nitrogenadas y carbonadas se analizaron mediante el 
programa estadístico NTSYS174 y el fenograma se realizó con el método UPGMA 
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) y el coefiente Jaccard (J). 
 
4.4 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 
 
Para determinar la sensibilidad o resistencia de todos los aislados rhizobiales 
frente a los antibióticos evaluados, se utilizó el método de difusión de sensidiscos 
en agar como se describe a continuación175:  
 
4.4.1 Preparación de las placas con LMA.  Inicialmente se preparó el medio LMA 
como se describe en el anexo B; una vez esterilizado se procedió a verter las 
cajas petri (3 cajas por aislado) de manera que el grosor del agar en la placa fuera 
de 4 mm, lo que correspondió a 20 ml del agar, se dejó solidificar en una cabina 
de flujo laminar estéril, de tal forma que las placas estuvieran completamente 
secas. Adicionalmente, se incubó 2 placas por lote a 37ºC durante 24 horas, como 
prueba de esterilidad de los medios176. 
 
4.4.2. Inoculación de las placas.  Cada uno de los 18 aislados rhizobiales se activó 
en medio LM como se describió anteriormente, cuando el número de células 
viables en cada suspensión bacteriana alcanzó el número suficiente (alrededor de 
1x109 células/ml), se sumergió en ella una tórula de algodón, se rotó varias veces 
y se presionó firmemente contra la pared interna del tubo con el fin de remover el 
exceso de inóculo. Se inoculó la superficie seca de la placa de agar LMA estriando 
en tres direcciones diferentes como se indica en la figura 6 para asegurar una 
distribución uniforme del inoculo. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente 
durante 5 minutos antes de colocar los sensidiscos para permitir la absorción del 
exceso de líquido. 
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Figura 6. Direcciones en el sembrado del inóculo sobre la superficie del agar. 
 

 
 
Fuente: SACSAQUISPE y VELASQUEZ177 
 
4.4.3 Aplicación de los sensidiscos.  Se utilizaron sensidiscos marca Oxoid con los 
diferentes antibióticos cuya concentración en microgramos fue: estreptomicina 10 
µg/sensidisco, nitrofurantoina 300 µg/sensidisco, trimethopin 25 µg/sensidisco, 
penicilina 10 µg/sensidisco, tetraciclina 30 µg/sensidisco y ampicilina 10 
µg/sensidisco. Cabe anotar que las concentraciones de los sensidiscos fueron las 
que se encontraron disponibles en el laboratorio de la Universidad de Nariño. Se 
dividió la placa en tres secciones y en cada una de ellas, con la ayuda de una 
pinza estéril, se colocó un sensidisco diferente presionando suavemente sobre 
cada disco para asegurar un contacto completo con la superficie del agar. Cada 
sensidisco se depositó a una distancia aproximada de 15 mm del borde de la caja 
y a 24 mm del otro sensidisco178. Cada una de las placas se preparó por duplicado 
y además se inoculó una caja sin antibiótico alguno como control de crecimiento 
del aislado. Las cajas se incubaron a 25 ºC durante un periodo comprendido entre 
2 y 8 días  y se observó la presencia o ausencia de las colonias de rhizobio 
alrededor de los sensidiscos.  
 
Para leer los halos de inhibición se colocaron las placas invertidas sobre un fondo 
oscuro e iluminado y se midió con ayuda de una regla, el diámetro de la zona de 
inhibición completa de crecimiento producido por los sensidiscos en milímetros. 
Los valores de los halos de inhibición recolectados para cada uno de los 18 
aislados rhizobiales se analizaron también en el programa estadístico NTSYS y el 
fenograma se elaboró con el método UPGMA y el coefiente Distancia Taxonómica 
Promedio (DIST). 
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4.5 EVALUACION DE LA INFECTIVIDAD Y EFECTIVIDAD DE UNA CEPA 
RHOZOBIAL MARCADA FRENTE A DIFERENTES FUENTES NITROGENADAS, 
CARBONADAS Y ANTIBIOTICOS 
 
Siguiendo el mismo procedimiento utilizado en la evaluación de la infectividad y 
efectividad de aislados rhizobiales, se realizó un nuevo ensayo con el fin de 
determinar si la marcación de los aislados en las diferentes fuentes nitrogenadas, 
carbonadas y en los antibióticos probados afectó de alguna manera su capacidad 
de fijación de nitrógeno. 
 
Se realizaron tres diseños experimentales independientes. Cada diseño 
constituido de cinco tratamientos: un testigo absoluto (T1) sin nitrógeno y sin 
aislado rhizobial, un testigo control (T2) con nitrógeno en forma de KNO3 y 3 
tratamientos inoculados con el aislado puro desarrollado en fuentes nitrogenadas, 
carbonadas y antibióticos, como se describe en las tablas 3, 4 y 5. 
 
Tabla 3. Diseño experimental para el aislado mas efectivo en la fijación de 
nitrógeno marcado con fuentes nitrogenadas 
 

Tratamiento Variable 

T3 Aislado más efectivo + Valina 

T4 Aislado más efectivo + Leucina 

T5 Aislado más efectivo + Cisteína 

 
Tabla 4. Diseño experimental para el aislado mas efectivo en la fijación de 
nitrógeno marcado con fuentes carbonadas 
 

Tratamiento Variable 

T3 Aislado más efectivo + Sacarosa 

T4 Aislado más efectivo + Rafinosa 

T5 Aislado más efectivo + Manosa 

 
Tabla 5. Diseño experimental para el aislado más efectivo en la fijación de 
nitrógeno marcado con antibióticos 
 

Tratamiento Variable 

T3 
Aislado más efectivo + 
Estreptomicina 

T4 Aislado más efectivo + Trimethopin 

T5 Aislado más efectivo + Penicilina 
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Después de determinar mediante el análisis estadístico el aislado más efectivo en 
la fijación de nitrógeno, se lo tomó como referencia para verificar la persistencia de 
su efectividad e infectividad después de la marcación en las diferentes fuentes y 
antibióticos evaluados.  
 
El tratamiento con el Aislado más efectivo + Valina corresponde al aislado más 
efectivo en la fijación de nitrógeno que se desarrolló en el medio de cultivo con 
valina como fuente nitrogenada, de igual forma el Aislado más efectivo + Leucina y 
el Aislado más efectivo + Cisteína, para un total de 3 fuentes nitrogenadas 
evaluadas. Los tratamientos de la tabla 4 corresponden al aislado más efectivo 
desarrollado en sacarosa, rafinosa y manosa como fuente de carbono 
respectivamente y los tratamientos de la tabla 5 pertenecen al mismo aislado 
rhizobial pero en tres antibióticos diferentes.  
 
Las fuentes nitrogenadas y carbonadas ensayadas se seleccionaron al azar entre 
las que mostraron un resultado abundante y escaso en cuanto al desarrollo de 
colonias, mientras que la selección de los antibióticos fue completamente al azar. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1 CARACTERIZACIÓN MORFOLOGICA DE LAS CEPAS DE Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae. 
 
Para describir los aislados de Rhizobium leguminosarum en base a su crecimiento 
en medio sólido, se utilizaron características como el tamaño, la forma, el color, la 
textura y la habilidad para alterar el pH del medio, parámetros, generalmente 
estables usados para definir las cepas o los aislados según Somasegaran y 
Hoben 179. 
 
Cada uno de los 18 aislados rhizobiales obtenidos presentaron colonias típicas, 
cuyas características predominantes fueron colonias de formas aplanadas y 
abombadas, de color blanco, lechoso y translúcidas, algunas opacas, otras 
brillantes, colonias de textura cremosa y elástica (figura 7), modelos de 
crecimiento descritos por el CiAT180 y Somasegaran y Hoben181. La rata de 
crecimiento a una temperatura de incubación de 27º±1 osciló entre 3 y 5 días. 
Todas estas características particulares se pueden observar en la tabla 6. 
 
Figura 7. Crecimiento característico del aislado LFBN 104 en el medio base LMA 
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Tabla 6. Caracterización morfológica de las cepas de Rhizobium leguminosarum 
bv. viceae aisladas de nódulos de plantas de arveja y cultivadas en el medio base 
LMA a 27ºC±1 
 

Cepa Forma Textura Color 
Rata de       
crecimiento 
27º ± 1 

  LFBN 101 Aplanada Elástica 
Blanca  
Opaca 

4 días 
Rápido 

  LFBN 102 Redondeada Cremosa 
Lechosa 
Brillante 

4 días 
Rápido 

  LFBN 103 Redondeada Cremosa 
Blanca 
Brillante 

4 días 
Rápido 

  LFBN 104 Redondeada Cremosa 
Blanca 
Brillante 

3 días 
Rápido 

  LFBN 105 Redondeada Elástica 
Blanca 
Opaca 

5 días 
Rápido 

  LFBN 106 Redondeada Elástica Translúcida 
4 días 
Rápido 

  LFBN 107 Aplanada Elástica 
Blanca 
Brillante 

5 días 
Rápido 

  LFBN 108 Redondeada Elástica Translúcida 
4 días 
Rápido 

  LFBN 109 Plana Elástica 
Blanca 
Opaca 

4 días 
Rápido 

  LFBN 110 Aplanada Cremosa 
Blanco 
Brillante 

3 días 
Rápido 

  I-37 Aplanada Cremosa 
Blanco 
Opaca 

4 días 
Rápido 

  C-89 Aplanada Cremosa 
Lechosa 
Opaca 

3 días 
Rápido 

  RUN 06 Redondeada Cremosa 
Blanco 
Brillante 

5 días 
Rápido 

  RUN 07 Aplanada Cremosa 
Blanco 
Brillante 

4 días 
Rápido 

  RUN 12 Redondeada Elástica 
Blanco 
Opaca 

4 días 
Rápido 

  RUN 10 Aplanada Elástica Brillante 
3 días 
Rápido 

  F-107 B Redondeada Elástica Translúcida 
4 días 
Rápido 

  T-58 Aplanada Cremosa 
Lechosa 
Brillante 

4 días 
Rápido 
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Cuando se repicó cada uno de los aislados en el medio LMA con rojo congo se 
observó solo la presencia de colonias blancas y gelatinosas, por lo cual se pudo 
descartar la presencia de organismos contaminantes en el medio, por cuanto ellos 
son capaces de absorber el tinte a diferencia del Rhizobium. En el medio peptona- 
glucosa no se pudo observar crecimiento de ninguna de las cepas confirmándose 
la pureza de todos los cultivos rhizobiales. En todos los aislados, el medio de 
cultivo LMA de pH 6.8 con ABT cambio de coloración verde a amarillo por la 
producción de acidez en el medio, evidencia de aislados de Rhizobium de 
crecimiento rápido.  
 
Mediante la tinción Gram182 se pudo determinar que todos los aislados de 
Rhizobium eran bacilos Gram negativos por su coloración rojo claro al ser 
observadas bajo el microscopio. Adicionalmente se tomó el pH a los diferentes 
aislados rhizobiales como criterio de pureza. Un pH final menor de 5.5 o mayor de 
8 del medio LM líquido fue la condición utilizada para determinar la presencia o 
ausencia de organismos contaminantes183, los valores de pH obtenidos verificaron 
que los aislados se encontraron dentro del rango de cepas rhizobiales libres de 
contaminantes (anexo D). 
 
5.2 EVALUACIÓN DE LA INFECTIVIDAD Y EFECTIVIDAD DE LAS CEPAS 
RHIZOBIALES. 
 
En la selección de aislados rhizobiales más efectivos en la fijación biológica de 
nitrógeno, las plantas de arveja inoculadas con los 18 aislados rhizobiales (figura 
8) se recolectaron durante la floración, como lo recomienda el CiAT, porque es el 
período en que la nodulación (número y masa de los nódulos) y la tasa de fijación 
del nitrógeno alcanzan niveles máximos; además, en ese momento el contenido 
de nitrógeno esta correlacionado generalmente con el que la planta tendrá cuando 
llegue a su madurez184.   
 
La evaluación final de la simbiosis se basó en dos parámetros; infectividad y 
efectividad de los aislados rhizobiales. El criterio aceptado para la efectividad en la 
fijación de nitrógeno fue el peso seco de la parte aérea de las plantas y para la 
infectividad, la presencia y el número de nódulos en la raíz de la planta de arveja 
inoculada. 
 
Con los datos del peso seco de la parte aérea de las plantas se realizó un análisis 
de varianza con un límite de confianza del 95 y 99% (anexo E), el cual mostró 
diferencias altamente significativas entre los aislados rhizobiales en cuanto a su 
capacidad fijadora de nitrógeno. Se utilizó como prueba de significancia la prueba 
de Tukey al 99% de confianza.  

                                                 
182

SOMASEGARAN y HOBEN, Op. cit., p. 32. 
183

CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL, Op. cit., p. 6-3. 
184

Ibid, p. 14-5 
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Figura 8. Plantas de arveja (Psium sativum) inoculadas con aislados de Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
El cuadro 1 muestra el promedio de las cuatro replicas realizadas por cada 
tratamiento. Valores con literales iguales significan que no existen diferencias 
significativas entre ellos. Se puede observar que los tratamientos inoculados con 
las cepas rhizobiales 101, 103, 104, 110 y el testigo control presentan literales 
iguales A, lo que indica que no existen diferencias significativas entre ellos. Estas 
cepas, se consideraron altamente efectivas en la fijación de nitrógeno porque los 
tratamientos son estadísticamente similares al testigo control, el cual, al ser 
fertilizado con nitrógeno en forma de KNO3 presenta el mayor porcentaje de 
nitrógeno. Además, se consideró efectiva una cepa  si  su porcentaje de 
efectividad fue superior al 60%185. De igual forma características como tamaño de 
la planta y color verde de las hojas observadas en los tratamientos efectivos 
similares al testigo control comprueba su capacidad fijadora de nitrógeno.  
 
Solo el tratamiento inoculado con la cepa I-37 y el testigo absoluto (sin aislado 
rhizobial y sin nitrógeno), con literales iguales G, no presentaron diferencias 
estadísticamente significativas entre ellos, pero tratamientos inoculados con las 
cepas T-58 y el F-107B también se caracterizaron por presentar índices de 
efectividad muy bajos. Los tratamientos inoculados con estas tres cepas presentan 
un contenido insuficiente de nitrógeno en la planta similar al contenido de 
nitrógeno en el testigo absoluto y por ende se consideraron como inefectivas en la 
fijación de nitrógeno.  
 
 
 
 

                                                 
185

LUQUE, Op. cit., p. 37.   
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Cuadro 1. Efectividad de las cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viceae 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Letras distintas difieren estadísticamente. 
 

Los tratamientos con porcentajes de efectividad más bajos, corresponden a la 
mayoría de los aislados tomados del Banco de Germoplasma de la Universidad de 
Nariño; podría pensarse que el tiempo de almacenamiento y la repicación continua 
de las cepas con el fin de lograr su purificación pudieron de algún modo afectar su 
capacidad efectiva, puesto que un largo tiempo de almacenamiento incrementa la 

Tratamiento 
Peso seco 
parte aérea 

Porcentaje de 
efectividad 

T1 TESTIGO 
ABSOLUTO 

0.42  G  

T2 TESTIGO 
CONTROL 

4.83  A  

T3 LFBN 101 4.22  A 87.3 

T4 LFBN 102 2.37 B 49 

T5 LFBN 103 4.41  A 91.2 

T6 LFBN 104 4.58  A 94.8 

T7 LFBN 105 2.34 B 48.4 

T8 LFBN 106 1.90 CB 39.2 

T9 LFBN 107 0.85  GFDE 17.5 

T10 LFBN 108 1.47 CD 30.4 

T11 LFBN 109 1.42 CDE 29.4 

T12 LFBN 110 4.07  A 84.2 

T13 C-89 1.01  GFDE 20.8 

T14 I-37 0.43  G 8.9 

T15 RUN 06 2.50 B 51.6 

T16 RUN 07 0.96  GFDE 19.9 

T17 RUN 12 1.31  CFDE 27.1 

T18 RUN 10 1.00   GFDE 20.6 

T19 F-107B 0.52  GF 10.7 

T20 T-58 0.63  GFE 13 
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contaminación y las mutaciones debido a los subcultivos mas frecuentes186. Se 
pudo observar que el tamaño de las plantas en estos tratamientos, fue muy inferior 
comparado con el tamaño de las plantas inoculadas con las cepas efectivas y el 
testigo control.  
 

De igual forma las plantas correspondientes a los tratamientos considerados como 
infectivos se caracterizaron por presentar una coloración verde pálido tanto en los 
tallos como en las hojas. Los demás tratamientos, presentaron una efectividad 
regular.  
 
La infectividad de cada uno de los aislados rhizobiales se determinó mediante la 
presencia, ausencia y número de nódulos en la raíz de las plantas de arveja 
inoculadas (figura 9). Las observaciones de campo realizadas inicialmente 
permitieron describir las características de nodulación en cada tratamiento, como 
se indica en la tabla 7.  
 
Figura 9. Raíz nodulada de uno de los tratamientos más infectivos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Para establecer los aislados rhizobiales más infectivos, se utilizó el mismo diseño 
experimental que en la evaluación de la efectividad, pero sin los testigos absoluto 
y control, porque en ellos no se produjo nodulación alguna. La población de datos 
comprendió entonces el número de nódulos de las 4 réplicas de cada uno de los 
18 tratamientos. El análisis estadístico determinó que existen diferencias 
altamente significativas entre los tratamientos evaluados con un límite de 
confianza del 99% (anexo F). La prueba de significancia Tukey al 99% de 
confianza permitió establecer que los tratamientos inoculados con las cepas LFBN 
104, LFBN 101, LFBN 103, LFBN 110 y LFBN 105 son estadísticamente iguales 
(tabla 7) y presentaron los promedios más altos, con nódulos de coloración roja 

                                                 
186

SOMASEGARAN y HOBEN, Op. cit., p. 61. 
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indicativo de la efectividad en la fijación de nitrógeno, y constituyen el 28% de los 
tratamientos con nodulación abundante (entre 50 y 100 nódulos por planta), lo que 
indica que son las cepas más infectivas del grupo. 
 
Tabla 7. Características de la nodulación de los tratamientos inoculados con los 
aislados de Rhizobium leguminosarum bv. viceae 
 

Tratamiento Promedio Abundancia 
Tamaño 

Predominante 
Color 

interno 

Nodulación 
En la raíz 
Principal 

T3 
LFBN 101 

55  A Abundante Mediano Rojo Regular 

T4 
LFBN 102 

24 CEBD Mediana Pequeño Rosado  
Tenue 

Regular 

T5 
LFBN 103 

53  A Abundante Grande Rojo  
 

Regular 

T6 
LFBN 104 

62  A Abundante Pequeño Rojo Regular 

T7 
LFBN 105 

51  A Abundante Mediano Rosado  
Tenue 

Regular 

T8 
LFBN 106 

36 B Mediana Pequeño Rosado 
tenue 

Regular 

T9 
LFBN 107 

21  
GCEFD 

Mediana Pequeño Blanco Regular 

T10 
LFBN 108 

32 B Mediana Pequeño Rosado 
Tenue 

Regular 

T11 
LFBN 109 

19  
GHEFD 

Mediana Mediano Blanco Regular 

T12 
LFBN 110 

51  A Abundante Pequeño Rojo Regular 

T13 
C-89 

21 CEFD Mediana Grande Rosado 
tenue 

Regular 

T14 
I-37 

9  GH Poca Mediano Blanco Regular 

T15 
RUN 06 

27 CBD Mediana Pequeño Blanco Regular 

T16 
RUN 07 

11 GHF Mediana Pequeño Rosado 
Tenue 

Regular 

T17 
RUN 12 

16  
GHEFD 

Mediana  
Mediano 

Rosado 
Tenue 

Regular 

T18 
RUN 10 

20  
GCEFD 

Mediana Mediano Blanco Regular 

T19 
F-107B 

13  GHEF Mediana Grande Blando Regular 

T20 
T-58 

6  H Poca Pequeño Blanco Regular 
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De la misma forma se determinó que el tratamiento inoculado con la cepa T-58 
presentó el menor número de nódulos, por lo tanto, es la cepa con menor 
capacidad infectiva seguida de cepas como la I-37, RUN 07, F-107B, RUN 12 y 
LFBN 109 correspondientes a cepas inoculantes de tratamientos con 
características de abundancia entre mediana y poca, color de los nódulos en su 
mayoría blanca y rosado tenue indicio de nódulos no fijadores de nitrógeno. Estas 
cepas se consideraron como las menos infectivas. El 61% de los tratamientos 
presentaron nódulación mediana, es decir un numero de nódulos entre 10 y 50, de 
coloración rosado tenue y blanca y solo el 11% presento nódulación poca (entre 1 
y 10) y de coloración blanca. 
 
Cabrera y Guevara187, reportan valores extremadamente diferentes del numero de 
nódulos de plantas de fríjol (Phaseolus vulgaris) inoculadas con cepas de 
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli y evaluadas a nivel de laboratorio. Los 
promedios sobrepasan los 400 nódulos por tratamiento. Probablemente la 
simbiosis entre las bacterias del género Rhizobium y esta leguminosa es más 
efectiva. 
 
Las bajas desviaciones estándar obtenidas para cada tratamiento indican que las 
diferencias entre las réplicas de cada tratamiento son mínimas lo que significa que 
el proceso de infección se dió en igual proporción.  
 
Cabe anotar que se realizó una modificación a la metodología descrita por 
Somasegaran y Hoben188  relacionada con la inoculación de las semillas. Se pudo 
determinar que al realizar la inoculación con los aislados en las cajas petri donde 
estaban contenidas las semillas germinadas se producía una mejor infección de 
las raíces de la leguminosa.  
 
En cuanto a la desinfección de las semillas, Cabrera y Guevara189, obtuvieron 
buenos resultados con la esterilización utilizando ácido sulfúrico concentrado y un 
tiempo de contacto más prolongado; en nuestro caso este método no funcionó, 
probablemente porque la corteza de las semillas de arveja es más suave y el 
ácido sulfúrico causó su destrucción.  
 
Siguiendo la modificación a la metodología de Somasegaran y Hoben realizada 
por Cabrera y Guevara, se adicionaron 10 ppm de KNO3 en la solución Jensen 
utilizada para regar por primera vez las materas proporcionando una pequeña 
fuente de nitrógeno para las bacterias mientras se establecía la simbiosis. 
 
 

                                                 
187

CABRERA y GUEVARA, Op. cit., p. 45. 
188

SOMASEGARAN Y HOBEN, Op. cit., p. 151-152. 
189

CABRERA Y GUEVARA, Op. cit., p. 45. 
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5.3 CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS DE Rhizobium leguminosarum EN 
FUENTES CARBONADAS Y NITROGENADAS. 
 
5.3.1 Comportamiento de los aislados rhizobiales frente a diferentes fuentes 
nitrogenadas.  El comportamiento de todos los aislados rhizobiales frente a los 
medios de cultivo enriquecidos con las diferentes fuentes nitrogenadas ensayadas, 
se evaluó mediante su crecimiento a los tres, seis y nueve días de incubación. La 
figura 10, muestra un ejemplo del crecimiento de las cepas de Rhizobium RUN 07, 
RUN 12, T-58 y LFBN 110 en treonina como fuente de nitrógeno, a los tres días de 
incubación. Se puede observar que aunque todas las cepas presentaron un 
desarrollo positivo en el medio enriquecido con esta fuente, existe una diferencia 
en la proporción del crecimiento de cada cepa frente al aminoácido evaluado. 
 
Figura 10. Crecimiento de las cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viceae RUN 
07, RUN 12, T-58 y LFBN 110 en treonina como fuente nitrogenada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Para tener una visión de conjunto se elaboró la tabla 8, en la cual se muestran los 
resultados del desarrollo de los aislados después de tres días de incubación. Se 
puede observar una marcada diferencia en el crecimiento de los diferentes 
aislados rhizobiales frente a las diferentes fuentes nitrogenadas. Utilizando el 
nitrato de amonio como fuente nitrogenada se pudo observar un desarrollo de las 
colonias que oscilo entre muy escaso y nulo, mientras que Luque190, utilizó el 
nitrato de amonio como fuente nitrogenada (0.094 g/l) y obtuvo buenos resultados 
en el crecimiento de cepas de Rhizobium leguminosarum, posiblemente la 
cantidad adicionada de este compuesto al medio de cultivo en nuestro estudio

                                                 
190

LUQUE, Op. cit., p.19. 
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Tabla 8. Comportamiento de las cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viceae en diferentes fuentes nitrogenadas  

+Crecimiento positivo de la cepa 
-Crecimiento negativode la cepa 
 

FUENTES NITROGENADAS 

Cepa Valina Cisteina Serina 
A. 

glutámico 
Lisina Leucina Asparagina 

Nitrato de 
amonio 

A. 
aspártico 

Alanina Treonina Arginina 

LFBN 101 + + + + + - + - + - - + 
LFBN 102 - + - + - - + - + - + + 
LFBN 103 - + + + - - + - + - + + 
LFBN 104 - + + + + + + - + - + + 
LFBN 105 + + + + + - + - + - + + 
LFBN 106 - + + + + - + - - + + + 
LFBN 107 + + - + + + + - + + + + 
LFBN 108 + - + + + - + - + + + + 
LFBN 109 - + + + + - + - + - - + 
LFBN 110 - + + + + - + - + - + + 
RUN 10 
 

+ + + + + + + - - + + + 

RUN 06 
 

- + + + + - + - + + - + 

RUN 07 
 

+ + + + - + + - + + + + 

RUN 12 
 

+ + + + + + + - + + + + 

F-107 B 
 

+ + + + + - + - + + + + 

C – 89 
 

+ + - + + - + - + + - + 

T – 58 
 

+ + + + - + + - + + + + 

I – 37 
 

+ - - + - + + - + + + + 
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(0.0288 g/l) no fue la suficiente para promover el crecimiento de los aislados. 
Por otro lado, estudios realizados con cepas de Rhizobium indican que la 
tolerancia al nitrato es variable y esta influenciada por la cepa de Rhizobium y la 
planta hospedante191. Otros autores argumentan que la presencia de nitrato inhibe 
la fijación simbiótica de nitrógeno. Diferentes procesos simbióticos son afectados 
incluyendo la actividad nitrogenasa, la cual disminuye después de la adición de 
nitrato al medio192.  
 
Los aminoácidos utilizados como fuentes nitrogenadas se clasificaron de acuerdo 
a la naturaleza química del radical, es decir de acuerdo a la polaridad del grupo R. 
En los aminoácidos alanina, valina y leucina, el crecimiento de las colonias en los 
diferentes aislados fue escaso, esto posiblemente debido al carácter no polar de 
las moléculas, comportamiento similar al descrito por Luque193 para cepas de 
Rhizobium leguminosarum en los aminoácidos alanina y valina y por Novikova et 
al194 para cepas de Rhizobium leguminosarum bv. tifolli, Rhizobium 
leguminosarum bv. phaseoli y cepas de Rhizobium sp. en medios de cultivo 
enriquecidos con valina. En esta investigación se observó un mayor crecimiento 
de las colonias en los medios de cultivo enriquecidos con alanina y valina. El 
61.11% de los aislados fueron capaces de utilizar estos compuestos como fuente 
de nitrógeno, seguido por la leucina con el 38.8%, aunque el porcentaje de 
crecimiento en alanina y valina no indica alguna diferencia; esta fue evidente en la 
proporción del crecimiento de los aislados en los medios con alanina, 
probablemente porque este aminoácido es el más polar o el menos hidrófobo de 
este grupo.  
 
Se ha podido determinar que cepas de Rhizobium con requerimientos 
nutricionales de leucina son inefectivas en la fijación de nitrógeno195. Esto es 
coherente con los resultados obtenidos en esta investigación, puesto que tres de 
las cepas de rhizobium consideradas efectivas en la fijación de nitrógeno LFBN 
101, LFBN 103 y LFBN 110 presentaron crecimiento negativo cuando fueron 
evaluadas en los medios enriquecidos con este aminoácido como fuente de 
nitrógeno. Sin embargo, la cepa  LFBN 104 presentó un desarrollo de colonias 
mínimo pero que se considero positivo, lo cual posiblemente permite establecer 
que aunque el comportamiento metabólico de las cepas rhizobiales exhibe cierta 
tendencia frente al consumo de aminoácidos, es una característica particular de 
cada cepa que no permite generalización alguna.  
 

                                                 
191

MURPHY, P. M.  Variacion in nodulation ability by strains of R. trifolli in the presence of nitrate. En : 
O’GARA; MANIAN and DREVON, Op. cit., p.107.  
192

HECKMANN, M.O. and DREVON, J.  Inhibition of symbiotic nitrogen fixation by nitrate. En : O’GARA; 
MANIAN and DREVON, Op. cit., p. 97.  
193

LUQUE, Op. cit., p. 30. 
194

NOVIKOVA et al, Op. cit., p. 734-742. 
195

DENARIE; TRUCHET and BERGERON, Op. cit., p. 51 y 54. 
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Los aminoácidos polares como la asparagina, cisteína, treonina y serina son 
compuestos relativamente más solubles en el agua que los aminoácidos con 
radicales no polares. En estas fuentes nitrogenadas se evidenció un mayor 
crecimiento de las colonias debido a que contienen grupos funcionales polares 
neutros. El 88.8% de los aislados rhizobiales crecieron bien con cisteína como 
fuente de nitrógeno. La presencia del grupo tiol (-SH) en la estructura de la 
cisteína determina su polaridad y, según los resultados obtenidos, esta 
característica en los aminoácidos tiene influencia favorable en el crecimiento del 
rizobio. Según Skinnner196 la cisteína posiblemente actúe como un ligante de 
azufre para la nitrogenasa, una molécula con un alto contenido de este 
elemento197.  
 
Dentro de los aminoácidos seriana y treonina, se observo un mayor crecimiento de 
los aislado rhizobiales en los medios enriquecidos con serina, aunque la polaridad 
de estos dos aminoácidos es semejante, en la serina la cadena lateral de menor 
tamaño aumenta su polaridad y favorece el consumo de este sustrato. Nuestros 
resultados no coinciden con los obtenidos por Novikova et al198 para la serina 
como fuente de nitrógeno; en su estudio, las cepas de Rhizobium presentaron un 
desarrollo escaso de las colonias; de seis cepas estudiadas solo dos de ellas 
mostraron un crecimiento positivo frente a este aminoácido. Al contrario, estudios 
realizados con cepas de Bradyrhizobium evidencian su habilidad de asimilación de 
serina como fuente nitrogenada199.  
 
Todos los aislados de Rhizobium evaluadas fueron capaces de utilizar la 
asparagina como fuente de nitrógeno; este resultado es coherente con el papel 
que cumple la asparagina en el transporte de amonio hacia la superficie de la 
planta leguminosa200 y con su polaridad, esta molécula es más polar que las tres 
anteriores.  
 
Los ácidos aspártico y glutámico contienen un segundo grupo carboxilo que se 
halla completamente ionizado y por tanto cargado negativamente; los grupos 
funcionales presentes en la molécula de estos ácidos como el grupo amino y los 
grupos carboxilo favorecen la polaridad de la misma y por ende el buen desarrollo 
de los aislados de rizhobio. Además, se ha propuesto que un compuesto de 
carbono que contiene nitrógeno también podría ser importante como una fuente de 
energía o carbono para el bacteroide201. Como se puede observar en la tabla 8, 

                                                 
196

SKINNER, K.  Nitrogen Fixation. En : Chemical and Engineering news, Washington (1976); p. 23-25. Citado 
por: LUQUE, Op. cit. p. 30.  
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STREICHER, S. and VALENTINE, R. Comparative Biochemestry of Nitrogen Fixation, buscar elementos 
citado por: LUQUE, Op. cit., p. 30. 
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NOVIKOVA et al. Op cit., p. 738 
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KALITA and MALEK, Op. cit., p. 710. 
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BRADLEYand NOLT, Op. cit., p. 17. 
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KAHM, M. L.; KRAUS, J. and SOMERVILLE, J. E.  A model for nutrient exchage in the Rhizobium-legume 
symbisis. In : EVANS, H. J.; BOTTOMLEY, P. J. and NEWTON, W. J.  Nitrogen fixation research progress.  
Dordrecht : Martinuus Nijhoff, 1985. p. 193-199. Citado por: KAHN, M. L; KRAUS, J and SHATTERS, R.G.  
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todos los aislados crecieron en el medio enriquecido con ácido glutámico y la 
proporción del crecimiento se describió como abundante; esto tiene explicación en 
la importancia de este aminoácido como componente de muchas proteínas y 
haciendo parte de la formación de otros aminoácidos. En Rhizobium meliloti por 
ejemplo, este aminoácido tiene gran importancia, porque el glutamato y glutamina 
se utilizan como grupos amino donores en un numero de reacciones 
biosinteticas202. 
 
De igual forma que con el ácido glutámico, el desarrollo de las colonias del 89% de 
los aislados rhizobiales ensayados en ácido aspártico presentaron un crecimiento 
positivo y de forma abundante; solo las cepas como la LFBN 106 y la RUN 10 
presentaron deficiencia para utilizar este compuesto como fuente de nitrógeno. 
Este crecimiento favorable, posiblemente está vinculado con la activa utilización 
del glutamato y aspartato para mantener la respiración en el nódulo y la actividad 
de fijación de nitrógeno203 a nivel de las plantas.  
 
Con lisina como fuente de nitrógeno, solo 5 de los 18 aislados estudiados no 
fueron capaces de crecer en los medios enriquecidos con este aminoácido, se 
podría pensar que también la lisina debe desempañar una función importante, no 
determinada aun, en el metabolismo del rizobio204. En la bacteria, la lisina 
probablemente se sintetiza a partir del ácido diaminopimélico, un componente de 
la pared celular205. 
 
Por otra parte, la arginina presentó una marcada influencia en el desarrollo de las 
colonias en todos los aislados de Rhizobium evaluados, comportamiento similar al 
descrito por Novikova et al para cepas de Rhizobium leguminosarum206. Se ha 
podido establecer que la arginina forma parte de un grupo de aminoácidos que la 
planta huésped puede suministrar a la bacteria durante todo el proceso 
simbiótico207.  
 
De lo anterior, se pudo determinar que los aminoácidos no polares tienen una 
influencia negativa en el desarrollo de las cepas, es decir que el crecimiento de las 
colonias en el medio enriquecido con alanina, leucina y valina como fuente 
nitrogenada es deficiente y solo en algunas de las cepas se pudo observar el 
desarrollo de las colonias. Esta característica contribuye enormemente a su 
diferenciación e identificación y por ende determina la utilidad de estos 

                                                                                                                                                     
Bacterial catabolism of nitrogen containing compounds in symbiotic nitrogen fixation. En : O’GARA; MANIAN 
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aminoácidos no polares como marcadores rhizobiales. A diferencia de los 
aminoácidos no polares, en los polares como ácido glutámico, arginina y 
asparagina, todas las cepas rhizobiales mostraron su gran habilidad para usarlos 
como fuentes nitrogenadas, originando un gran desarrollo de las colonias y 
evitando establecer diferencias significativas entre las cepas y por ende limitando 
su diferenciación, lo que confirma que no son adecuados como marcadores 
rhizobiales, al igual que el nitrato de amonio en el cual no se desarrollo ninguna de 
las cepas rhizobiales estudiadas. 
 
Finalmente, los resultados obtenidos indican que cada una de las cepas 
rhizobiales evaluadas presenta un comportamiento particular frente a cada fuente 
nitrogenada y que la polaridad de los aminoácidos tiene una influencia marcada en 
el crecimiento del rhizobio, razón por la cual esta propiedad define de alguna 
manera las características y proporciones del crecimiento de las cepas de 
rhizobio. Por lo tanto, se puede concluir que las fuentes de nitrógeno son útiles 
como marcadores rhizobiales porque establecen diferencias entre las cepas en 
relación a su alta o baja capacidad de crecer con cada fuente nitrogenada, como 
resultado de sus propiedades metabólicas.  
 
5.3.2 Comportamiento de los aislados rhizobiales frente a diferentes fuentes 
carbonadas. En la tabla 9 se observa el comportamiento de todos los aislados 
rhizobiales con los diferentes fuentes carbonadas, el signo + corresponde al 
crecimiento positivo de la cepa y el signo – corresponde al crecimiento negativo o 
no crecimiento de la cepa. De los monosacáridos evaluados como fuentes de 
carbono, la glucosa se constituyó en el compuesto carbonado de mayor 
asimilación por parte de todos los aislados de Rhizobium ensayados. Este 
comportamiento puede tener explicación en el papel central de la glucosa como 
molécula de combustible para la respiración y por ende para obtención de 
energía208.  
 
Con manosa el 78 % de los aislados crecieron eficientemente, pero en el medio de 
cultivo enriquecido con galactosa hubo poco desarrollo de las colonias. Solo el 
22% de ellos fueron capaces de usar este carbohidrato como fuente de carbono. 
Mientras que, cepas de Rhizobium de crecimiento lento tienen mayor afinidad por 
la galactosa, aunque su consumo es lento con un periodo de retardo 
prolongado209. Novikova et al210 y Hungría et al211 describen un comportamiento 
similar con cepas de Rhizobium leguminosarum y Rhizobium sinorrhizobium fredii 
respectivamente, en cuanto a su capacidad para crecer en glucosa, pero difieren 
en los resultados descritos para la manosa; en estos estudios todas las cepas 
evaluadas fueron capaces de asimilar este monosacárido. A diferencia de las 

                                                 
208

LUQUE, Ernesto.  Bioquímica : Metabolismo y Genetica molecular.  San Juan de Pasto : Universidad de 
Nariño, 1995. p. 80. 
209

SATO and SUGAWARA, Op. cit., p. 245.  
210

NOVIKOVA, et al ,Op. cit., p.  738. 
211

HUNGRIA et al, Op. cit., p. 1349-1361. 
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Tabla 9. Comportamiento de las cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viceae en diferentes fuentes carbonadas 
 

FUENTES CARBONADAS 

Cepa Sacarosa Glucosa Manosa Galactosa Lactosa Almidón Rafinosa Arabinosa Ribosa Maltosa Dulcitol 

LFBN 101 + + + - + + - - + + - 
LFBN 102 + + + - + + + - + + - 
LFBN 103 + + + + + + - - + + - 
LFBN 104 + + + - + + - + + + - 
LFBN 105 + + + - - + + + - + - 
LFBN 106 + + + - - + + + + + + 
LFBN 107 + + - - - + + - + + + 
LFBN 108 + + + + + + + + + + + 
LFBN 109 + + + - - + + + - + + 
LFBN 110 + + + - + + + - + + - 
RUN 10 

 
+ + + - - - - - + + - 

RUN 06 
 

+ + + + - + + - + + - 

RUN 07 
 

+ + + - - + - - + + - 

RUN 12 
 

+ + + + - - + - + + - 

F-107 B 
 

- + - - + - - + - + + 

C – 89 
 

+ + - - + + - - - + - 

T – 58 
 

- + - - + - - + - + - 

I – 37 
 

- + + - + + - + - + + 
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investigaciones realizadas con Rhizobium, las bacterias del genero 
Bradyrhizobium presentaron un comportamiento diferente cuando fueron 
evaluadas con glucosa, manosa y galactosa; el 96% de las cepas fueron capaces 
de utilizar eficientemente la galactosa y manosa como fuente de carbono, mientras 
que se presentó una gran variación en las cepas en la utilización de la glucosa 
como fuente de carbono212.  
 
Los disacáridos maltosa, sacarosa y lactosa tienen en común la glucosa como uno 
de los componentes estructurales de las moléculas y en este ensayo la glucosa es 
una de las hexosas de mayor asimilación por parte de los aislados. En la maltosa 
se observó un desarrollo abundante de las colonias en todos los aislados de 
Rhizobium estudiados, posiblemente la unión de dos moléculas de glucosa 
favorece aun más el desarrollo de las colonias.  
 
En cuanto a la sacarosa el 83% de los aislados fueron capaces de crecer en el 
medio enriquecido con este carbohidrato. Sin embargo, se ha podido determinar 
que esta no es una fuente de carbono primaria para el bacteroide213 y aunque es 
la mejor fuente de carbono reducido que entra al nódulo, es metabolizada a ácidos 
orgánicos y la energía para la fijación de nitrógeno se deriva principalmente de la 
oxidación de estos ácidos214.  
 
Los resultados  indican que de todos los carbohidratos probados, la hexosa 
galactosa, la pentosa arabinosa y el azúcar alcohol dulcitol promovieron el 
desarrollo de solo algunas de las cepas estudiadas; esta característica particular 
de cada cepa basada en su capacidad de catabolizar o no dichos carbohidratos 
permite su diferenciación y caracterización, confirma la utilidad de estas fuentes de 
carbono como marcadores rhizobiales y por ende garantiza la confiabilidad del 
método.  
 
A partir del comportamiento de las cepas rhizobiales con las fuentes de nitrógeno 
y carbono (tablas 8 y 9), se construyó una matriz fenotípica con 23 parámetros 
teniendo en cuenta la presencia de crecimiento valorada como 1 o la ausencia 
valorada como 0. El análisis de la matriz en el programa estadístico NTSYS y el 
índice Jaccard (J) como coeficiente de similitud, arrojo un fenograma (figura 11) 
basado en la similaridad de las cepas rhizobiales para utilizar los sustratos 
ensayados como fuentes de nitrógeno y carbono. Cabe anotar que el índice de 
similitud usado solo considera la presencia comparativa de las características y no 
la ausencia. 
 

                                                 
212

PADMANABHAN; HIRTZ and BROUGHTON, Op. cit., p. 25.  
213

DILWORTH and GLENN, Op. cit. Citado por : KAHN; KRAUS and SHATTERS. En: O’GARA; MANIAN and 
DREVON. Op. cit., p. 21. 
214

O`GARA et al.  Dicarboxylic acid utilisation and nitrogen fixation efficiency in Rhizobium-Legume Simbiosis. 

En : O’GARA; MANIAN and DREVON, Op. cit., p.149. 
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El análisis cluster, produjo dos grandes grupos unidos a 0.558 niveles de 
similaridad relativa. Dentro del cluster I dos subclusters están unidos a un nivel de 
similaridad de 0.648, el subcluster I-1 formado por 9 de las cepas de Rhizobium 
leguminosarum aisladas de suelos cultivados con arveja procedentes de la vereda 
El Rosal de San Juan, Municipio de Ipiales. La mayoría de estas cepas se 
caracterizaron por su habilidad para crecer con varias fuentes de carbono y 
nitrógeno. Estudios realizados confirman que cepas de Rhizobium aisladas de 
nódulos procedentes de suelos tradicionalmente cultivados con leguminosas son 
más efectivas usando fuentes de carbono y nitrógeno215. El subcluster I-1 presenta 
dos pequeños subcluster con 0.679 nivel de similaridad: el de la parte superior 
conformado por 5 cepas, cuatro de ellas consideradas las más efectivas en la 
fijación simbiótica de nitrógeno y con buenas características de crecimiento en los 
medios enriquecidos con fuentes carbonadas y nitrogenadas y la cepa LFBN 102 
que aunque no establece simbiosis que se pueda considerar como efectiva (49%) 
con la leguminosa arveja es la menos inefectiva de las seis cepas restantes. 
 
Figura 11. Fenograma representando similaridades fenotípicas de cepas de  
Rhizobium leguminosarum bv. viceae con base en la presencia y ausencia de 
crecimiento en fuentes de nitrógeno y carbono. 
 

 
 
 

                                                 
215

HUNGRIA et al, Op. cit., p. 1355. 
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El cluster II incluye cuatro de las cepas de Rhizobium leguminosarum tomadas del 
Banco de Germoplasma de la Universidad de Nariño y procedentes de diferentes 
áreas geográficas del Departamento. Esta conformado por tres de las cepas mas 
inefectivas en la fijación simbiótica de nitrógeno la I-37, F-107B y T-58 ubicadas 
dentro de un mismo subcluster y la cepa C-89 separada del grupo al nivel de 
0.594. Estas cepas presentaron baja capacidad para usar fuentes de carbono, 
pero un mejor consumo de aminoácidos de carácter no polar como fuente de 
nitrógeno. El valor cofenético obtenido para la matriz de consumo de fuentes de 
carbono y nitrógeno por las cepas rhizobiales fue de 0.80, lo que indica un buen 
ajuste del agrupamiento a la serie de datos.  
 
Con el fin de establecer la razón de los agrupamientos de los clusters, se llevó a 
cabo un Análisis de Componentes Principales PCA, usando como coeficiente de 
similitud una correlación entre variables. La salida del programa (cuadro 2), mostró 
la existencia de tres componentes principales y las correlaciones de cada 
componente principal con cada variable.  
 
Cuadro 2. Matriz de cargas o Eigen Vectores para cepas de Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae en fuentes nitrogenadas y carbonadas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fuente 
Componente 

C1 C2 C3 

Valina 0.6451 0.3084    0.0397 

Serina -0.3648    0.2976    0.4456 

Cisteina -0.2915    0.3239   -0.1249 

Acido glutámico 0.0000    0.0000    0.0000    

Lisina -0.3181      0.2053 -0.4758 

Leusina 0.4441    0.5452    0.2342 

Asparagina 0.0000 0.0000 0.0000 

Nitrato de amonio 0.0000 0.0000 0.0000 

Acido aspártico 0.0978   -0.5868    0.2966 

Alanina 0.5336 0.5357   -0.2640 

Treonina 0.2853    0.3056   -0.0316 

Arginina 0.0000 0.0000 0.0000 

Sacarosa -0.8839 0.1480 0.0052 

Glucosa 0.0000    0.0000    0.0000    

Manosa -0.6383   -0.0043   -0.1356 

Galactosa -0.3281 0.1267   -0.1194 

Lactosa 0.3144   -0.6224    0.3565 

Almidón -0.4913   -0.6115   -0.1195 

Rafinosa -0.5242   -0.0085   -0.5667 

Arabinosa 0.4427 -0.2780   -0.5950 

Ribosa -0.6430    0.3833    0.1277 

Maltosa 0.0000 0.0000 0.0000 

Ducitol 0.3480   -0.1683   -0.7973 
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Se pudo determinar que el componente principal PC1 presentó mayor correlación 
positiva con valina como fuente nitrogenada y correlación negativa alta con 
sacarosa y en menor proporción con ribosa y manosa. 
 
PC2 tuvo una correlación negativa con lactosa y almidón como fuentes 
carbonadas. 
 
Por su parte el componente principal PC3 presento una correlación negativa alta 
con dulcitol, lo cual confirma la poca afinidad de las cepas rhizobiales por 
azucares alcoholes como fuentes de carbono. 
 
En el gráfico de componentes principales en dos dimensiones (figura 12), el eje X 
corresponde al componente número 1 (PCI) y el eje Y al componente número 2 
(PC2) y representa la posición de las 18 cepas rhizobiales en el espacio de las 
variables. 
 
Se pudo observar que en el primer componente (eje X), la mayoría de las 
observaciones se sitúan en valores negativos, con algunos datos que sobresalen 
por su carácter positivo, mientras que en el segundo componente las 
observaciones se dispersan hacia valores centrales, aunque hay algunos datos 
que destacan por sus valores distintos especialmente positivos.  
 
La correlación positiva presentada por PC1 con valina y negativa con sacarosa, 
ribosa y manosa determinó que las cepas rhizobiales situadas en el lado derecho 
del gráfico presentan mayor capacidad de asimilación del aminoácido valina como 
única fuente de nitrógeno, pero menor afinidad por sacarosa, ribosa y manosa 
como fuentes de carbono, como es el caso de las cepas T-58, F-107B y I-37, 
consideradas las más inefectivas en la fijación simbiótica de nitrógeno, mientras 
que en el lado izquierdo del gráfico, se disponen el resto de las cepas, incluidas 
las más efectivas en la fijación de nitrógeno. Estas cepas efectivas (LFBN 101, 
LFBN 103, LFBN 104 y LFBN 110) se destacaron por presentar patrones de 
crecimiento en valina especialmente bajos entre ausencia de crecimiento y 
crecimiento muy escaso. Por el contrario, las colonias se desarrollaron 
eficientemente en los medios enriquecidos con sacarosa, ribosa y manosa. 
 
Parece que la afinidad de cepas de Rhizobium leguminosarum por aminoácidos de 
tipo no polar esta relacionada con sus propiedades simbióticas. Existe evidencia 
de cepas de Rhizobum leguminosarum dependientes nutricionales de leucina, 
isoleucina y valina totalmente inefectivas en la fijación de nitrógeno216. Mientras 
que el consumo de sacarosa como fuente de carbono, fue relevante en las cepas 
aisladas en esta investigación (cepas LFBN), posiblemente porque este azúcar 
concentrado en los nódulos es un producto de la reciente actividad fotosintética de 
las plantas de las cuales fueron aisladas estas bacterias. Por otro lado la sacarosa 

                                                 
216

BERINGER, J.E.  Citado por: DENARIE; TRUCHET and BERGERON. Op. cit., p. 51. 
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es metabolizada en los nódulos a ácidos orgánicos y la energía para la fijación de 
nitrógeno es derivada de la oxidación de estos ácidos217. Esta afirmación 
fundamenta el consumo de este sustrato por las cepas de Rhizobium efectivas. 
 
Figura 12. Grafico en dos dimensiones de PCI y PC2 representando la posición de 
las 18 cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viceae en el espacio de las 
variables. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
  
 
 
 
 
En cuanto a PC2, la correlación negativa indica que las cepas rhizobiales ubicadas 
en la parte inferior del gráfico presentan buena capacidad de asimilación de los 
sustratos como lactosa y almidón. Este consumo por almidón, puede estar 
relacionado con papel de los polisacáridos rhizobiales actuando como 
antagonistas en la regulación negativa de la inducción de defensa de la planta218. 
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O`GARA et al. Op. cit. En : O’GARA; MANIAN and DREVON, Op. cit., p.149. 
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MITHÖFER, Op. cit., p. 440. 
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5.4 CARACTERIZACIÓN DE LOS AISLADOS RHIZOBIALES MEDIANTE  
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS. 
 
Con los diámetros de los halos de inhibición obtenidos para cada uno de los 18 
aislados rizhobiales en los antibióticos estreptomicina, nitrofurantoina, trimethopin, 
penicilina, tetraciclina y ampicilina se construyó una matriz fenotípica que se 
analizó en el programa estadístico NTSYS y el coeficiente Distancia Taxonomica 
Promedio (DIST). Un ejemplo de los modelos de resistencia y sensibilidad 
presentados por la cepa LFBN 101 frente a los antibióticos evaluados se puede 
observar en la figura 13.  
 
Figura 13. Resistencia y sensibilidad presentado por LFBN 101 frente a los 
diferentes antibióticos evaluados. 
 

 
 
El análisis permitió agrupar las cepas en dos grandes grupos (figura 14) unidos a 
1.594 niveles de similaridad. El cluster I compuesto de todas las cepas de 
Rhizobium aisladas en esta investigación y de dos cepas del Banco de 
Germoplasma: la RUN06 y RUN12. El cluster II está compuesto de seis cepas de 
diferentes orígenes geográficos. 
 
El subcluster I-1, compuesto por las cepas 101, 103, 104 y 110, con 0.754 niveles 
de similaridad, consideradas las cepas más efectivas en la fijación de nitrógeno, 
se caracterizaron por ser resistentes a estreptomicina y presentaron patrones de 
sensibilidad altos frente a antibióticos como penicilina y ampicilina. 
 
El subcluster I-2, formado por ocho cepas unidas a 1.189 niveles de similaridad, se 
subdivide en dos cluster más pequeños. El primero de ellos constituido por tres 
cepas; 102, 105 y 107, presentaron valores altos en los diámetros de los halos de 
inhibición frente a los antibióticos; nitrofurantoina, ampicilina y penicilina. Sin 
embargo, la relación con su efectividad no es consistente porque la cepa 107 es la 
menos efectiva en la fijación de nitrógeno de todas las cepas aisladas en este 
trabajo, mientras que las cepas 102 y 105 presentaron porcentajes de efectividad 
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parecidos de 49% y 48.4% respectivamente. Por otro lado, se observa que las 
cepas: RUN 06 y RUN 12 se encuentran más estrechamente relacionadas con las 
cepas 106, 108 y 109, a 1.042 niveles de similaridad. Todas estas cepas 
presentaron altos valores de sensibilidad frente al antibiótico trimethopin, pero no 
se pudo establecer alguna relación con la efectividad en la fijación de nitrógeno. 
 
Figura 14. Fenograma representando similaridades fenotípicas de cepas de  
Rhizobium leguminosarum bv. viceae con base en los diámetros de los halos de 
inhibición obtenidos frente a las antibióticos evaluados. 
 

 
 
El cluster II, está formado por seis de las ocho cepas provenientes del Banco de 
Germoplasma de la Universidad de Nariño, con un nivel de similaridad de 1.244. 
Son cepas provenientes de diferentes lugares de origen y presentaron los valores 
mas pequeños para los halos de inhibición frente a antibióticos como 
nitrofurantoina y ampicilina. 
 
Finalmente, el valor cofenético obtenido para la matriz de resistencia y sensibilidad 
de las cepas rhizobiales fue de 0.70, lo que indica un buen ajuste del 
agrupamiento a la serie de datos. 
 
Para establecer la razón de los agrupamientos de los clusters, se llevo a cabo un 
Análisis de Componentes Principales PCA, usando como coeficiente de similitud 
una correlación entre variables. La matriz de correlación (cuadro 3), determinó tres 
componentes principales y las correlaciones de cada componente principal con 
cada variable. 
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Cuadro 3. Matriz de cargas o Eigen Vectores para cepas de Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae en antibióticos. 
 

Antibiótico 
Componente 

C1 C2 C3 

Nitrofurantoina 0.7962 0.2462 0.4288 

Estreptomicina -0.7802 0.2838 -0.2289 

Trimethopin -0.2030 -0.8163 0.4622 

Ampicilina 0.8561 0.0039 0.1136 

Tetraciclina 0.4227 -0.6203 -0.6211 

Penicilina 0.7940 0.1493 -0.3286 

 
El componente PC1 tuvo alta correlación positiva con los antibióticos ampicilina, 
nitrofurantoina y penicilina y alta correlación negativa con estreptomicina. Esto 
significa, que las cepas rhizobiales dispuestas al lado derecho del gráfico en dos 
dimensiones de PCI y PC2 (figura 15) presentaron grandes diámetros de los halos 
de inhibición, indicio de cepas sensibles a las concentraciones de los antibióticos 
nitrofurantoina, ampicilina y penicilina, pero resistentes a estreptomicina. En esta 
figura, se observa que las 10 cepas aisladas en esta investigación se ubicaron al 
lado derecho, mientras que las otras cepas al lado izquierdo. 
 
El PC2 presento correlación negativa alta con el antibiótico trimethopin, seguido de 
la tetraciclina, esto sugiere que las cepas rhizobiales dispuestas en la región 
negativa del gráfico (parte inferior) son mas sensibles a las concentraciones 
evaluadas para estos antibióticos. A este grupo corresponden tres de las cepas 
consideradas las más efectivas en la fijación biológica de nitrógeno (104, 103 y 
110) y las cepas RUN 07, RUN 10, RUN 06, RUN 12, mientras que las cepas más 
inefectivas (I-37, T-58 y F-107B) junto con el resto se caracterizaron por presentar 
diámetros menores para los halos de inhibición; por ende, son cepas más 
resistentes a las concentraciones de los antibióticos probados. 
 
El gráfico reveló gran dispersión en ambos componentes, pero también es 
evidente que las cepas se encuentran totalmente sectorizadas. Aquellas cepas 
consideradas efectivas se encuentran en posición totalmente opuesta a las  
inefectivas, si bien es cierto que no existen estudios que soporten alguna relación 
entre la efectividad y la resistencia intrínseca frente a algún antibiótico en 
particular, es indudable que tanto las cepas efectivas como las inefectivas en la 
fijación biológica de nitrógeno en este estudio, poseen patrones de resistencia y 
sensibilidad específicos frente a los antibióticos evaluados. 
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Figura 15. Grafico en dos dimensiones de PCI y PC2 representando la posición de 
las 18 cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viceae en el espacio de las 
variables (antibióticos). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
  
  
 
 
 
5.5 EVALUACION DE LA INFECTIVIDAD Y EFECTIVIDAD DE LA CEPA 
RHIZOBIAL MAS EFECTIVA EN LA FIJACION DE NITROGENO MARCADA 
FRENTE A FUENTES NITROGENADAS, CARBONADAS Y ANTIBIOTICOS. 
 
Como el análisis estadístico previo determinó que la cepa LFBN 104 presentó el 
porcentaje de efectividad más alto, se tomo esta cepa como referencia para 
verificar la persistencia de su efectividad e infectividad después de la marcación 
en las diferentes fuentes y antibióticos evaluados.  
 
La evaluación final de la simbiosis se basó en los mismos parámetros utilizados 
para la determinación de la infectividad y efectividad de las 18 cepas rhizobiales: 
el peso seco de la parte aérea de las plantas y el número de nódulos en la raíz de 
la planta de arveja inoculada respectivamente.  
 

Sensibilidad a 
Estreptomicina 
Resistencia a 
nitrofurantoina, 
ampicilina y penicilina  
 

Resistencia a 
Estreptomicina 
Sensibilidad a 
nitrofurantoina, 
ampicilina y penicilina  
 

PCA 1
-1.21 -0.60 0.00 0.60 1.21
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Se utilizaron tres diseños completamente al azar, cada uno con cinco tratamientos 
y cuatro replicas por tratamiento, con el fin de determinar la efectividad de la cepa 
LFBN 104 después de su crecimiento en las fuentes nitrogenadas, carbonadas y 
antibióticos. Con los datos del peso seco de la parte aérea de las plantas 
recolectadas se realizó un análisis de varianza con un límite de confianza del 99% 
(anexos G, H e I) y como prueba de significancia, la prueba de Tukey al 99% de 
confianza para cada diseño experimental. 
 
Los valores presentados en los cuadros 4, 5 y 6 son la media de cuatro replicas 
por tratamiento para cada experimento. Los valores con literales iguales significan 
que no existen diferencias estadísticamente significativas entre ellos. 
 
Del cuadro 4, se puede observar que los tratamientos T3, T4 y T5 
correspondientes a la cepa LFBN 104 marcada con valina, leucina y cisteína 
respectivamente, no son aparentemente similares al testigo control porque no 
presentan literales iguales, sin embargo los porcentajes de efectividad mayores 
del 60% indican que la cepa es efectiva en la fijación de nitrógeno, y que esta 
propiedad se conservó aun después de ser tratada con estas fuentes de nitrógeno. 
Por otra parte los cuadros 5 y 6 muestran que los tratamientos correspondientes a 
la cepa LFBN 104 desarrollada en sacarosa, rafinosa y manosa como fuente de 
carbono y en estreptomicina, trimethopin y penicilina como antibióticos presentan 
literales iguales (A) al testigo control, enriquecido con KNO3 durante su desarrollo, 
esto significa que son estadísticamente similares a él y por ende que su capacidad 
de fijar nitrógeno no se vio afectada por su crecimiento en estas fuentes de 
carbono y en los antibióticos probados. 
 
Cuadro 4. Efectividad de la cepa LFBN 104 marcada por su crecimiento en fuentes 
nitrogenadas. 
 
 
 

Letras distintas difieren estadísticamente 
 
 
 
 

TRATAMIENTOS 
Peso seco 
parte aérea 

Porcentaje 
de     

efectividad 

T1 TESTIGO ABSOLUTO 0.3750 C  

T2 TESTIGO CONTROL 4.5275 A  

T3 LFBN 104 + Valina 4.1225 AB 91 

T4 LFBN 104 + Leucina 4.0775 AB 90 

T5 LFBN 104 + Cisteína 3.9200   B    87 
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Cuadro 5. Efectividad de la cepa LFBN 104 marcada por su crecimiento en fuentes 
carbonadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Letras distintas difieren estadísticamente 

 
Cuadro 6. Efectividad de la cepa LFBN 104 marcada por su crecimiento en 
antibióticos. 
 
 

Letras distintas difieren estadísticamente 

 
De igual forma, la infectividad de cepa LFBN 104, se determinó mediante la 
presencia, ausencia y número de nódulos en la raíz de las plantas de arveja 
inoculadas. Todos los tratamientos inoculados con excepción de los tratamientos 
absoluto y control (T1 y T2) presentaron nodulación abundante en la raíz de la 
planta y nódulos de coloración roja indicio de la presencia de leghemoglobina, que 
es otro indicativo de la efectividad de los nódulos. 
 
 
 
 
 
 
 

TRATAMIENTOS 
Peso seco 
parte aérea 

Porcentaje 
de     

efectividad 

T1 TESTIGO ABSOLUTO 0.3875 B  

T2 TESTIGO CONTROL 4.7700 A  

T3 LFBN 104 + Sacarosa 4.2525 A 89 

T4 LFBN 104 + Rafinosa 4.3750 A 92 

T5 LFBN 104 + Manosa 4.5225 A 95 

TRATAMIENTOS 
Peso seco 
parte aérea 

Porcentaje 
de     

efectividad 

T1 TESTIGO ABSOLUTO 0.2600 B  

T2 TESTIGO CONTROL 4.5875  A      

T3 LFBN 104 + 
Estreptomicina 

4.0800  A     89 

T4 LFBN 104 + Trimethopin 4.2075  A     92 

T5 LFBN 104 + Penicilina 4.1925  A     91 
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6. CONCLUSIONES 
 
Se aislaron y purificaron 10 aislados rhizobiales procedentes del Rosal de San 
Juan y se purificaron 8 aislados más procedentes del Banco de Germoplasma de 
la Universidad de Nariño. De los 18 aislados evaluados cuatro de ellos LFBN 101 
(87.3%), LFBN 103 (91.2%), LFBN 104 (94.8%) y LFBN 110 (84.2%) fueron 
efectivos en la fijación biológica de nitrógeno y pueden ser utilizados como 
inoculantes en campo. 

 
Las cepas provenientes del Banco de Germoplasma de la Universidad de Nariño 
presentaron los porcentajes más bajos de efectividad e infectividad de todas las 
cepas estudiadas, dentro de las cuales se destaca la cepa I-37 (8.9%), T-58 (13%) 
y F-107B (10.7%). 

 
Se pudo determinar que cada rhizobial presenta un comportamiento particular 
frente a cada fuente nitrogenada y que la polaridad de los aminoácidos tiene una 
influencia marcada en el crecimiento del Rhizobium, razón por la cual esta 
propiedad define de alguna manera las características y proporciones del 
crecimiento de las cepas rhizobiales. Por lo tanto las fuentes de nitrógeno son 
útiles como marcadores rhizobiales porque establecen diferencias entre las cepas 
en relación a su alta o baja capacidad de crecer con cada fuente nitrogenada, 
como resultado de sus propiedades metabólicas diferentes. 

 
Carbohidratos como galactosa, arabinosa y el azúcar alcohol dulcitol, 
promovieron el desarrollo de solo algunas de las cepas estudiadas así: galactosa 
(LFBN 103, LFBN 108, RUN 06, RUN 12); arabinosa (LFBN 104, LFBN 105, LFBN 
106, LFBN 108, LFBN 109, F-107B, T-58 e I-37); dulcitol  (LFBN 106, LFBN 107, 
LFBN 108 LFBN 109, F-107B e I-37), esta característica particular de cada cepa 
basada en su capacidad de metabolizar o no dichos carbohidratos permitió su 
diferenciación y caracterización y confirmó la utilidad de estas fuentes de carbono 
como marcadores rhizobiales y por ende garantiza la confiabilidad del método. 
 
Se pudo determinar que las cepas LFBN 101, LFBN 103, LFBN 104 y LFBN 110 
consideradas efectivas en la fijación de nitrógeno presentaron una marcada 
tendencia al consumo de compuestos de carbono como sacarosa, ribosa y 
manosa y menos afinidad por valina como fuente de nitrógeno, determinando que 
la asimilación de fuentes carbonadas y nitrogenadas está relacionada con sus 
propiedades simbióticas. 
 
Los patrones de resistencia y sensibilidad particulares presentados por cada 
cepa, permitieron establecer el grado de similaridad y diferencia entre ellas, dando 
lugar a su reconocimiento e identificación 
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Las cepas efectivas LFBN 103, LFBN 104 y LFBN 110 fueron sensibles a los 
antibióticos: nitrofurantoina 300 µg/sensidisco, trimethopin 25 µg/sensidisco, 
penicilina 10 µg/sensidisco, tetraciclina 30 µg/sensidisco y ampicilina 10 
µg/sensidisco, comportamiento totalmente opuesto a las cepas inefectivas en la 
fijación de nitrógeno 

 
El crecimiento de las cepas en diferentes fuentes carbonadas, nitrogenadas y 
antibióticos no produjo alteración alguna en la capacidad infectiva y efectiva de las 
cepas.  
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7. RECOMENDACIONES 
 
Evaluar bajo condiciones de campo la capacidad efectiva de las cepas LFBN 
101, LFBN 103, LFBN 104 y LFBN 110, con el fin de implementar este tipo de 
biofertilización para incrementar la producción de un cultivo. 
 
Evaluar la capacidad de resistencia de las cepas efectivas a factores adversos, 
con el fin de seleccionar las más competitivas para ser utilizadas en bioabonos.  

 
Optimizar medios de cultivo para la producción de biomasa rhizobial. 
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ANEXOS 
 
Anexo A. Condiciones de asepsia recomendada 
 
Para obtener buenas condiciones de asepsia se trabajó en campana de flujo 
laminar previamente esterilizada con alcohol absoluto. Además, se utilizó un 
mechero Bunssen para esterilizar en su llama asas y pinzas metálicas. Asimismo 
los materiales de vidrio y los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 
120 ºC y a 15 libras de presión durante 30 minutos219. 
 
Anexo B. Medios de cultivo y soluciones 
 
Los medios de cultivo utilizados en esta investigación fueron los descritos por 
Somasegaran y Hoben220. 
 
☻Medio de Levadura Manitol (LM) 
 
Manitol    10.0 g 
K2HPO4    0.5 g 
MgSO4 .7H2O   0.2 g 
NaCl     0.1 g 
Extracto de levadura  0.5 g 
Agua destilada   1 litro 
 
Se ajusta el pH a 6.8. 
 
☻Levadura Manitol Agar (LMA) 
 
Medio LM   1 litro 
Agar    15 g 
 
 
☻Glucosa Peptona Agar (GPA) 
 
Glucosa       5 g 
Peptona       10 g 
Agar        15 g 
Agua destilada      1 litro 
Púrpura de bromocresol (1g en 100 ml de etanol) 10 ml 
PH final de 6.7. 

                                                 
219

SOMASEGARAN y HOBEN, Op. cit., p. 265. 
220

SOMASEGARAN y HOBEN, Op. cit., p. 265-269. 
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☻LMA con azul de Bromotimol 
 
Medio LM       1 litro 
Azul de bromotimol (0.5 g en 100 ml de etanol) 5ml 
 
☻ROJO CONGO 
Rojo congo   0.25 g 
Etanol    100 ml 
 
10 ml por cada litro de LMA 
 
Las soluciones utilizadas en este estudio fueron las descritas por Vincent221. 
 
☻Soluciones para teñido GRAM 
 
Solución I Solución de cristal violeta 
 
Cristal violeta   10 g 
Oxalato de amonio   4g 
Etanol     25 ml 
Agua destilada   100 ml 
 
Solución II.  Solución de yodo 
 
Yodo     1 g 
Yoduro de potasio   2 g 
Etanol     25 ml 
Agua destilada   100 ml 
 
Solución III. Etanol al 95% 
 
Solución IV. Revelador 
 
Safranina al 2.5% en etanol  10ml 
Agua destilada    100 ml 
 
☻Solucion Jensen 
 
CaHPO4    1.0 g 
K2HPO4    0.2 g 
MgSO4.7H2O   0.2 g 
NaCl     0.2 g 
FeCl30    1 g 

                                                 
221

VINCENT, 1970. Citado por: SOMASEGARAN y HOBEN, Op. cit., p. 266, 269 y 271. 
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Solución patrón de micronutrientes 1.0 ml 
Agua destilada estéril   1.0 litro 
 
☻Solucion patron de micronutrientes 
 
Acido borico    2.780 g 
Sulfato de manganeso  1.540 g 
Sulfato de zinc   0.210 g 
Molibdato de sodio   4.360 g 
Cloruro férrico   5.000 g 
Sulfato de cobalto   0.004 g 
Acido láctico    580 ml 
Agua destilada   420 ml  
 
Anexo C. Procedimiento de teñido Gram 
 
Determinación de las reacciones de teñido Gram en bacterias de rhizobium: 
 
Hacer manchas delgadas con las bacterias sobre un portaobjetos y fijar al calor. 
Teñir las manchas con la solución I (cristal violeta) durante 1 minuto. 
Lavar ligeramente con agua y agregar la solución II (yodo). 
Escurrir inmediatamente y agregar de nuevo la solución II, durante 1 minuto. 
Escurrir la solución II y decolorar con la solución III (alcohol al 95%) durante 60 
segundos. 
Lavar con agua y secar la mancha cuidadosamente. 
Restituir el teñido con la solución IV (safranina) durante 5 minutos. 
Lavar con agua y secar al aire. 
Observar la preparación sobre aceite de inmersión, con el objetivo de 100: las 
células Gram positivas toman un color violeta oscuro; las Gram negativas son de 
color rojo claro222. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
222

CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL. Op. cit., p. 6-2. 
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Anexo D. pH de los aislados de Rhizobium leguminosarum bv. viceae 
 

Aislado pH 

LFBN 101 6.33 

LFBN 102 6.20 

LFBN 103 6.23 

LFBN 104 6.21 

LFBN 105 6.26 

LFBN 106 6.35 

LFBN 107 6.22 

LFBN 108 6.29 

LFBN 109 6.17 

LFBN 110 6.24 

I-37 6.28 

C-89 6.21 

RUN 06 6.23 

RUN 07 6.21 

RUN 12 6.27 

RUN 10 6.21 

F-107B 6.20 

T-58 6.26 

 
Anexo E. ANOVA para efectividad 
 

F de V GL CM 

Tratamiento 19 9.4042260** 

Error 60 0.0923863 

Total 79  

**Altamente significativo al 99% 
 
Anexo F. ANOVA para infectividad 
 

F de V GL CM 

Tratamiento 17 1261.44853** 

Error 54 17.41204 

Total 71  

**Altamente significativo al 99% 
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Anexo G ANOVA para efectividad de la cepa LFBN 104 en fuentes de nitrógeno 
 

F de V GL CM 

Tratamiento 4 11.67319250** 

Error 15 0.04252833 

Total 19  

**Altamente significativo al 99% 
 
Anexo H. ANOVA para efectividad de la cepa LFBN 104 en fuentes de carbono 
 

F de V GL CM 

Tratamiento 4 13.54753250** 

Error 15 0.07288833 

Total 19  

**Altamente significativo al 99% 
 
Anexo I. ANOVA para efectividad de la cepa LFBN 104 en antibióticos 
 

F de V GL CM 

Tratamiento 4 12.99081750** 

Error 15 0.07781500 

Total 19  

**Altamente significativo al 99% 


