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AISLAMIENTO Y SELECCION DE RIZOBIOS PROCEDENTES DE ESPECIES DE VIGNAS.

Marisel Ortega Garcia, Tomas Shagarodsky Scull, Yoania Rios Rocafull y Bernardo Dibut Alvarez.

RESUMEN
El nitr6bgeno tiene gran importancia para el adecuado desarrollo de los cultivos, por lo que aislar y
seleccionar rizobios con potencialidades de asociarse con plantas leguminosas, que induzcan la nodulacion
y sean capaces de fijar el nitrégeno, constituye un beneficio para el sector agricola. De la interaccién con
estas especies de leguminosas se aislaron microorganismos distribuidos de la siguiente forma, de V.
unguiculata (L.) Walp. 59 aislados de ellos solo 24 se correspondieron con las caracteristicas de rizobios,
de Vigna angularis (Willd.) Ohwi y Ohashi 10 aislados, de ellos cuatro son rizobios, de Vigna radiata (L.) R.
Wilczek 12 aislados, de ellos siete de rizobios y de Vigna umbellata (Thunb) Ohwi y Ohashi 20 aislados,
seis de rizobios, de (Vigha mungo (L.) Hepper, cinco aislados y dos de ellos rizobios. EI mayor porcentaje
de aislados se correspondié con los cultivares de V. unguiculata (L.) Walp.), de la que se obtuvieron 24
nuevos aislados para su estudio. De todas las especies de Vignas se logré purificar un nimero de 106
bacterias simbitticas procedentes de los nddulos de los cultivares anteriormente mencionados para ser
identificadas, de ellas solamente 43 coinciden con las caracteristicas descritas para los rizobios. Las
mismas seran incorporadas a la Coleccion de Bacterias del INIFAT para su posterior estudio, ya que

pudieran ser inoculantes potenciales para favorecer el desarrollo de estos cultivares.
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ABSTRACT
Nitrogen is of great importance for the proper development of crops, so isolating and selecting rhizobia with
the potential to associate with leguminous plants that induce nodulation and be able to fix nitrogen is a
benefit for the agricultural sector. From the interaction with these legume species, microorganisms
distributed as follows were isolated. of V. unguiculata (L.) Walp.) 59 isolated of them only 24 corresponded
with the characteristics of rhizobia, of Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi 10 isolates, of which four are
rhizobia, of Vigna radiata (L.) R. Wilczek 12 isolates, of them seven of rhizobia and of Vigna umbellata
(Thunb) Ohwi & Ohashi 20 isolates, six of rhizobia, of (Vigna mungo (L.) Hepper, five isolated and two of
them rhizobia. The highest percentage of isolates corresponded to cultivars of V. unguiculata (L.) Walp.
From which 24 new isolates were obtained for their study. From all the Vignas species, a number of 106

symbiotic bacteria originating from the nodules of the
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before mentioned cultivars were purified to be identified, of which only 43 coincide with the characteristics

described for the rhizobia. These will be incorporated into the INIFAT Bacteria Collection for further study

and could be potential inoculants to favor the development of these cultivars.

Key words: nodulation, leguminous, cultivars

INTRODUCCION

En la naturaleza el proceso de fijacién bioldgica
de nitrégeno resulta esencial para el adecuado
desarrollo de los ecosistemas, donde los
microorganismos son los encargados, mediante
la enzima nitrogenasa de transformar el
nitrégeno gaseoso en combinado (Bhattacharyya
et al., 2016). Los rizobios son responsables del
80 % de la fijacion bioldgica del nitrégeno, lo que
posibilita la disminuciéon del uso de fertilizantes
sintéticos como la urea (Bashan et al., 2014).

Por esta razon, el desarrollo de nuevas
biotecnologias que incluyan el estudio de
microorganismos  fijadores  de nitrégeno
atmosférico, de vida libre o simbidtica como los
pertenecientes a Rhizobium, que se asocian con
leguminosas y contribuyen a fijar entre el 33 y el
50 % del nitrégeno basado en el intercambio de
carbono por este elemento entre ambos
simbiontes, constituye una alternativa factible

para la agricultura (Bruning y Rozema, 2013).

En sentido general, este grupo de
microorganismos se caracterizan por promover
en las plantas leguminosas la formacion de
nédulos, algunos con un mayor rango de plantas
huéspedes que otros, aunque con diversos
problemas de aproximacién. Este y otros factores
que influyen en este proceso, son el hecho de
que existen aproximadamente 18 000 especies
leguminosas e indeterminados tipos de rizobios.
La especificidad entre bacterias y plantas es un
fenébmeno que hoy dia casi ha desaparecido, lo
que se expresa claramente en los rizobios
aislados de diversos cultivares de Vignas, ya que

son capaces de nodular a otras especies de
plantas leguminosas (Granda et al., 2014).

Para garantizar que se produzca la simbiosis
entre el microorganismo y la planta se requiere
de garantizar un ambiente adecuado, en el cual
seria una préactica a implementar la seleccién de
cepas nativas con alta capacidad de
competencia, en lugar de incorporar otras
aisladas de otros ecosistemas, ya que no
tendrian necesidad de competir entre ellas y
estarian mucho méas adaptadas a las condiciones

del ecosistema (Korir et al., 2017).

El objetivo principal de este estudio consistié en
evaluar la diversidad de las cepas de rizobios
aisladas de diferentes cultivares de Vignas, entre
las que se utilizaron cultivares promisorios de la
coleccion de especies del género, a saber:
(Vigna angularis (Willd.) Ohwi y Ohashi, Vigna
mungo (L.) Hepper, Vigna radiata (L.) R. Wilczek,
Vigna umbellata (Thunb) Ohwi y Ohashi y Vigna
unguiculata (L.) Walp.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron diferentes leguminosas
pertenecientes a las colecciones del INIFAT
correspondientes a cultivares de Frijol Adzuki
(Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi, Frijol
diablito o mambi (Vigna umbellata (Thunb) Ohwi
& Ohashi, de frijol urd (Vigna mungo (L.) Hepper,
de frijol caupi (Vigna unguiculata), Vigna
umbellata y de Frijol chino (Vigna radiata (L.) R.
Wilczek. De las mismas se recolectaron de forma
aleatoria las raices con nédulos, los cuales se

lavaron y se les verificO macroscépicamente la
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actividad de la nitrogenasa, se consideraron
positivas al presentar en su interior una
coloracién rojiza, lo que indica la produccién de
leghemoglobina.

Posteriormente los nodulos que resultaron
positivos se desinfectaron con una solucién de
hipoclorito de sodio al 5 % y se lavaron dos
veces con agua destilada estéril, se maceraron
en un tubo de ensayo que contenia agua
destilada estéril con la ayuda de una varilla de

vidrio.

Posteriormente, se sembraron en placas Petri
con medio de cultivo LMA (Levadura-Manitol-
Agar) con la adicién de rojo congo (LMA-RC), a
razén de 10,0 mL/L de medio (pH 7). Se agregé
ademas 1,5 g.L’1 de extracto de levadura, 10,0
g.L"* de manitol, 0,20 g.L™" de MgSOy, 0,50 g.L™
de K2HPO4, 0,1 g.L™" NaCl, 1,0 mL.L™ de FeCls
y g.L™" de agar (Vincent, 1970).

Las placas se incubaron a 28 °C durante 10 dias,
realizando observaciones diarias para descartar
los contaminantes. A partir de esta siembra, se
seleccionaron las colonias crecidas que no
absorbieron el Rojo Congo, las que se replicaron
hasta obtener cultivos uniformes y libres de

impurezas.

Ademas, se evalué el crecimiento de los aislados
en medio con Bromotimol azul para evaluar la
produccion de &cidos o bases. Se valoré también
la produccion de 3- Ketolactosa en medio LLA
(Levadura Lactosa Agar), al afiadir 15 mL de
reactivo de Benedict sobre las colonias durante
10 min. Se determind la presencia de
Agrobacterium sp mediante la formacion de color
amarillo.

A los aislados seleccionados se les evalu6 de

forma cualitativa su capacidad de fijar nitrogeno
atmosférico, segun la metodologia propuesta por
Elbeltagy et al. (2001) y citada por Pérez et al.
(2014), que se basa en el crecimiento del
microorganismo en un medio selectivo carente
de nitrogeno. Se utilizd como medio de cultivo
5,0 mL de LMA semisélido (sin Extracto de
Levadura y con 2,0 g.L’1 de agar bacteriol6gico),
en tubos de ensayo, el que se inoculé por

puncion.

El crecimiento microbiano se midio a partir de la
turbidez que presenté el medio de cultivo a los 5
dias de incubacion y se consideré positiva la
prueba al presentarse crecimiento durante tres

inoculaciones consecutivas.

A los aislados seleccionados se les evalud
velocidad de crecimiento en medio LMA-RC y se
estim6é como tiempo maximo de incubacion 15
dias. Otro de los aspectos que se valor6 fue la
produccién de acidez o alcalinidad en medio LMA

con indicador azul de bromotimol.

A todos los cultivares estudiados de las
diferentes especies de Vignas se les evalud el
numero de nodulos totales y efectivos por planta
y ademas se cuantificaron los aislados obtenidos

y los pertenecientes al género Rhizobium.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Figura 1 se muestra el nimero de aislados
totales correspondientes a los cinco cultivares de
Vignas y de ellos, los que se corresponden por

sus caracteristicas con la familia rizobios.
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Figura 1. Numero de aislados totales y de rizobios.

De estas especies de leguminosas se lograron
aislar microorganismos distribuidos de la
siguiente forma, de V. unguiculata (L.) Walp.) 59
aislados, que represan el mayor porcentaje de
aislados, de ellos solo 24 se correspondieron con
las caracteristicas de rizobios, de Vigna angularis
(Willd.) Ohwi y Ohashi 10 aislados, de ellos
cuatro son rizobios, de Vigna radiata (L.) R.
Wilczek 12 aislados, de ellos siete de rizobios, de
Vigna umbellata (Thunb) Ohwi y Ohashi 20
aislados, de ellos seis de rizobios y de Vigna
mungo (L.) Hepper, cinco aislados y dos de ellos
rizobios.

De todas las especies de Vignas se lograron
purificar un nimero de 106 bacterias simbidticas
procedentes de los ndédulos de los cultivares
anteriormente mencionados para ser
identificadas, de ellas solamente 43 coinciden

con las caracteristicas descritas para los rizobios.

Las mismas seran incorporadas a la Coleccion
de Bacterias del INIFAT para su posterior estudio
y pudieran ser inoculantes potenciales para

favorecer el desarrollo de estos cultivares.

En cuanto a la capacidad en el proceso de FBN,
la asociacion de los rizobios se considera del tipo
simbidtica y ocurre entre ellos y las plantas
leguminosas (Figura 2). Los mismos son capaces
de fijar nitrogeno de la atmdsfera en forma de
amonio, para que pueda ser absorbido por las
plantas, por lo que son responsables de
contribuir con la mayor cantidad de nitrégeno

fijado en especies agricolas (Casa, 2014).

Los aislados estudiados mostraron disimiles
caracteristicas en cuanto al tiempo de
crecimiento, tamafio de las colonias, forma,
textura y color, en medio de cultivo LMA con rojo
congo, de ellas se muestran que solamente 43

pertenecen a rizobios (Figura 3).

De estos aislados mostraron crecimiento rapido
entre dos y cinco dias un total de 14 aislados, los
que coinciden con los que acidificaron el medio
de cultivo LMA, las que a su vez mostraron

colonias gomosas, suaves Y translucidas.
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Figura 2. Evaluacién de nimero de aislados por cultivo en cuanto a la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN),

presencia de alcalis y acidez.
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Figura 3. Numero de rizobios divididos en dos grupos por su tipo de crecimiento (lento y rapido).

De los 43 aislados seleccionados como rizobios,
el 30 % se corresponden con crecimiento rapido
y el 70 % con lento crecimiento, por lo que se
puede afirmar que la mayoria de los aislados
obtenidos de las diferentes especies de Vignas
estudiadas predominan los aislados de lento
crecimiento. Los resultados obtenidos muestran

similitud a los reportados por otros investigadores

(Fentahun et al., 2013 y Alcocer y Lopez, 2017),
donde exponen que algunas de las colonias
muestran rapido crecimiento entre dos a tres dias
y que se describen como de color blanco o
y

convexas, lisas y de aspecto translucido, por lo

ligeramente rosado colonias circulares,

que pueden afirmar su pertenencia al género

Rhizobium.
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Figura 4. Porcentaje de aislados de rizobios de acuerdo a sus tipos de crecimiento.

Estas caracteristicas permiten definir a todos los
aislados como rizobios; no obstante se necesita,
realizar una  caracterizacion de  estos
microorganismos y a sSu vez estudiar su
asociacion con plantas para definir el género de
las mismas. Estos aislados muestran que son
bacterias Gram negativas, fijadoras de nitrégeno
y forman nédulos en la planta anfitrién, lo que las

ubica dentro de la clase Alpha Rizobiales.

Estos resultados concuerdan con investigaciones
realizadas en el tropico por Saldafia (2017), que
explica la necesidad de buscar diversidad de
especies rizobianas capaces de formar nédulos
en diferentes especies de leguminosas. Estas
especies constituyen un significativo depésito de
genes que influyen en el proceso de fijacion

bioldgica del nitrégeno.

CONCLUSIONES

e Se cuantificaron rizobios por especies de
vignas de ellos 24 de V. unguiculata (L.)
Walp, cuatro de V. angularis (Willd.) Ohwi y
Ohashi, siete de V. radita (L.) R. Wilczek,
seis de V. umbellata (Thunb) Ohwi y
Ohashi, y dos de V. mungo (L.) Hepper.

e ElI mayor porcentaje de aislados se
correspondié con los cultivares de V.

unguiculata (L.) Walp. de la que se

obtuvieron 24 nuevos aislados para su
estudio.

e De los 43 aislados de rizobios el 30 %
presentan crecimiento rapido y el 70 % de

lento crecimiento.
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