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RESUMEN

El nitrogeno es un elemento limitante para el desarrollo de los seres vivos, ya que es uno de los
componentes principales de biomoléculas como las proteinas, acidos nucleicos, y también de
la clorofila. Se encuentra abundantemente en la naturaleza, como nitrégeno molecular (N2) en
la atmdsfera. Sin embargo, esta forma de N2no puede ser asimilada directamente por las plantas,
pero puede ser reducida en formas disponibles mediante la fijacion bioldgica del nitrégeno.
Dada su importancia en el sistema agroalimentario mundial, se producen méas de 100 millones
de toneladas de fertilizantes nitrogenados sintéticos al afio, pero su uso no es sostenible. En
cambio, la fijacion bioldgica del nitrégeno puede generar hasta 100 millones de toneladas de
N/afo. Por lo tanto, en el presente estudio se pretende caracterizar cepas de bacterias fijadoras
de nitrégeno aisladas de nodulos de raices de trébol (Trifolium spp.) mediante bioensayos, y el
uso de pruebas bioquimicas y técnicas moleculares. Dentro de los resultados, se destaca que se
lograron aislar cuatro cepas, las cuales reinfectaron e indujeron nodulacion en raices de trébol,
con un mayor porcentaje en tierra de origen no autoclavada. También, se caracterizaron
bioquimicamente como Gram negativas, y oxidasay catalasa positivas, y molecularmente como
Bacillus sp. y Arthrobacter sp, gracias a la secuenciacion del gen ARNr 16S. Dado esto, ambas
bacterias se pueden considerar para producir biofertilizantes utiles para promover el
rendimiento y desarrollo sostenible de cultivos agricolas asociados al trébol.

Palabras clave: Nitrogeno, trébol, nodulos, bacterias noduladoras, fijacion biolégica del

nitrégeno, pruebas bioguimicas, pruebas moleculares, gen ARNr 16S.



ABSTRACT

Nitrogen is a limiting element for the development of living organisms, since it is one of the
main components of biomolecules such as proteins, nucleic acids, and chlorophyll. It is found
abundantly in nature, as molecular nitrogen (N2) in the atmosphere. However, this form of N2
cannot be assimilated directly by plants but can be reduced into available forms by biological
nitrogen fixation. Given its importance in the global agri-food system, more than 100 million
tons of synthetic nitrogen fertilizers are produced annually, but their use is not sustainable. In
contrast, biological nitrogen fixation can generate up to 100 million tons of N/year. Therefore,
the present study aims to characterize strains of nitrogen-fixing bacteria isolated from clover
(Trifolium spp.) root nodules by bioassays, biochemical tests, and molecular techniques.
Among the results, it is highlighted that four strains were isolated, which reinfected and induced
nodulation in clover roots, with a higher incidence in non-autoclaved soil. Also, they were
characterized biochemically as Gram negative, oxidase positive and catalase positive, and
molecularly as Bacillus sp. and Arthrobacter sp., by sequencing of the 16S rRNA gene. Given
this, both bacteria can be considered to produce useful biofertilizers to promote yield and
sustainable development of clover-associated agricultural crops.

Key words: Nitrogen, clover, nodules, nodulating bacteria, biological nitrogen fixation,

biochemical tests, molecular tests, 16S rRNA gene.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION.......couiimiicirieeesseesseeeeee sttt 10
IMETODOS ....oovoeaiiaeseeseeses st 14
AUSIAMIENTO ..ottt bbb 14
Ensayos de inoculacion en SEmMilla ...........cocoviiiiiiiiiiii s 14
ArQUITECTUNA e 8 FAIZ....vevieieiee et 15
Pruebas DIOQUIMMICAS .........ocviie ettt et es 15
Pruebas MOIECUIAIES ...........oiiiiiiiieee e 16
RESULTADOS ...ttt et h e ab e et e s ab e e be e e mb e e sbeeenneenne e e 17
ATSIAMIENTO ..ottt 17
Ensayos de inoculacion en SEMIlla ... 17
AFQUITECTUNa A 18 FAIZ.....eceeec e 18
Pruebas DIOQUIMMICAS ........oieeie ettt sta et n e ns 18
Pruebas MOIBCUIAIES ..o 18
DISCUSION. ...ttt 19
CONCLUSIONES ... . ottt bttt st et e et e st e e s be e s st e e sbeeanbeesbeeaneeens 23
T ABLAS ... ettt b et E e bt e n Rt e b e e b e e b e e naeeanbeenres 24
FIGURAS .ttt E e bt e e b e e s Re e et e e e b e e e be e e nb e e b e e snneenne e e 26
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oititieeeeeeteee et tsne s 28

ANEXOS .. 33



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cuantificacion de datos de la arquitectura de las raices de trébol en SmartRoot...... 24
Tabla 2. Caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas. ...........cccovereineninniniieiecene 24

Tabla 3. Identificacion de las cepas aisladas a partir de las secuencias del gen ARNr 16S. .. 24



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Evaluacion de parametros en ensayos de inoculacion en semilla en turba y perlita.



10
INDICE DE ANEXOS
Anexo 1: Cepas bacterianas aisladas a partir de nédulos de raices de trébol ...............cccoue.ee 33

Anexo 2: Productos PCR del gen ARNr 16S de las cepas aisladas a partir de nédulos de

FAICES B TrBDON .. .o 34

Anexo 3: Ensayos de inoculacion en semilla de las cepas aisladas a partir de nddulos de raices

B TTBDION ..ottt e e e e ettt e e et e e e et e ee e e e e e e ————aaaaaaaaaa 35

Anexo 4: Imagenes de la arquetectura de la raiz de trébol obtenidas a partir de Smartroot.... 36



11

INTRODUCCION

El sistema agroalimentario mundial depende de la fertilizacion nitrogenada sintética para
aumentar el rendimiento de los cultivos, pero su uso no es sostenible ya que la fabricacién
requiere una cantidad abundante de energia (1-2% del suministro mundial), y junto con el
transporte y su uso en el campo, es responsable de emisiones estimadas de 1.13GtCOz, lo que
representa el 10.6% de las emisiones agricolas y el 2.1% de las emisiones mundiales de gases
de efecto invernadero (Menegat, Ledo, y Tirado, 2022; Wagner, 2011; Pankievicz, Irving, Maia
y Ané, 2019). Ademas, segun un informe de la FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) la produccién de fertilizantes nitrogenados en 2021 fue de 109 millones de
toneladas de N y sigue regularmente en aumento (FAO, 2023). Lo cual indica un uso excesivo
de los fertilizantes nitrogenados, quienes tienden a alterar el ciclo del N, contribuyendo a la
contaminacion de aguas subterraneas y superficiales, provocando la eutrofizacion de los rios,
causando cambios masivos en la comunidad de la microbiota acuética continental y costera
(Wagner, 2011; Pankievicz et al., 2019). Sinembargo, la fijacion bioldgica del nitrégeno puede
generar hasta 100 millones de toneladas de N/afio para ecosistemas terrestres, lo cual indica que
se puede aplicar en cultivos agricolas importantes para reducir la produccion y uso de
fertilizantes nitrogenados sintéticos (Franche, Lindstrom y Elmerich, 2009), y por lo tanto,
minimizar las emisiones de gases de efecto invernadero y promover el objetivo climatico para
mantener el calentamiento global dentro de los 1.5°C de los niveles preindustriales (Menegat et
al., 2022).

La demanda del nitrogeno es alta debido a que es un elemento limitante critico para el
crecimiento 6ptimo de las plantas en la produccion agricola, puesto que es uno de los
principales componentes de la clorofila, pigmento necesario para realizar la fotosintesis, asi
como de los aminoacidos, componentes basicos de las proteinas, y otras biomoléculas

importantes como el ATP y &cidos nucleicos (Wagner, 2011; Mahmud, Makaju, Ibrahim y
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Missaoui, 2020). Aunque es uno de los elementos mas abundantes, la principal reserva de
nitrégeno en la biosfera es el nitrdgeno molecular (N2) que se encuentra en la atmodsfera
(Franche et al., 2009). Sin embargo, dicho N2 no puede ser asimilado directamente por las
plantas ya que no poseen las enzimas necesarias para convertirlo en formas bioldgicamente
utiles, pero puede fijarse en formas reducidas disponibles para las plantas, las cuales se
adquieren mediante: la adicion de fertilizantes nitrogenados en forma de compuestos
inorganicos como los nitratos y amonio, la liberacion de estos compuestos durante la
descomposicion de la materia organica, la conversion del N2 en los compuestos por procesos
naturales, como los rayos, y la fijacion biolégica de N2 (Mahmud et al., 2020; Franche et al.,
2009).

La fijacion bioldgica del N2 es un proceso complejo que requiere de un gran aporte de energia
para llevarse a cabo ya que dicha molécula esta compuesta por dos atomos de nitrégeno que se
encuentran unidos por un triple enlace covalente, haciendo que esta molécula sea inerte y no
reactiva. Por lo tanto, en la interaccion planta-bacteria, los microorganismos necesitan 16 moles
de ATP para reducir cada mol de N2 mediante el uso de la enzima nitrogenasa, sintetizada a
partir de genes nif, que cataliza la ruptura de este enlace y adiciona tres atomos de hidrogeno a
cada atomo de nitrégeno, generando amoniaco (NH3), como se muestra en la siguiente

ecuacion:

Nitrogenasa

N, + 16ATP 4+ 8¢~ + 81t ———— 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi
Los microorganismos fijadores de nitrogeno obtienen el ATP de la rizosfera de sus plantas
huésped y el NHs formado puede ser convertido en amonio y nitrato, los cuales pueden ser
asimilados facilmente por las plantas para producir las biomoléculas antes mencionadas

(Pankievicz et al., 2019; Franche et al., 2009; Bhattacharjee, Singh y Mukhopadhyay, 2008).
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Muchas especies de plantas leguminosas pueden entrar en una relacion simbidtica con bacterias
fijadoras de N2 noduladoras, como los rizobios. Por ejemplo, el trébol (Trifolium spp.), es una
especie que pertenece a la familia Fabaceae, esta adaptado como un cultivo forrajero en todo el
mundo y se puede combinar con otras gramineas en varios cultivos agricolas, resultando en una
mezcla beneficiosa, ya que el N2 fijado simbi6ticamente genera un rendimiento anual de 300kg
de N/ha y el otro cultivo puede utilizar hasta el 80% del N2 fijado (Oberson et al., 2013). El
proceso simbidtico con bacterias fijadoras de N2 implica un intercambio de sefiales quimicas
entre ambos organismos, lo cual da lugar a la expresion de genes bacterianos y vegetales
especificos. Es decir, en respuesta a la secrecion de flavonoides de la leguminosa, se sintetizan
lipo-quito-oligosacaridos bacterianos (factores Nod) que, en simultaneo, desencadenan la
expresion de genes vegetales y la formacion de nddulos radiculares, las bacterias invaden los
nodulos radiculares y se diferencian en bacteroides que fijan el nitrégeno. Es importante
recalcar que la gama de beneficios para la planta varia de acuerdo con la eficacia de las cepas
bacterianas y del genotipo de la planta leguminosa (Wielbo, Marek-Kozaczuk, Mazur, Kubik-
Komar, Skorupska, 2010). Por otro lado, en plantas no leguminosas, la poblacién bacteriana
fijadora de nitrogeno endofita, se puede utilizar como una fuente eficaz de nitrégeno que puede
sustituir fertilizantes nitrogenados en varios cultivos como el arroz y otros cereales ya que son
provistos directamente de elementos nutricionales por el huésped, lo cual optimiza la actividad
de la nitrogenasa, beneficiando el crecimiento y desarrollo de la planta mediante la fijacion
bildgica del N2y sustancias promotoras del crecimiento (Bhattacharjee et al., 2008).

Hasta ahora se conocen tres modos de entrada de los microorganismos fijadores de Nzen las
raices: a través de heridas, especialmente donde sobresalen raices laterales o adventicias,
mediante pelos radiculares, y entre células epidérmicas no dafiadas. Subsecuentemente, la
propagacién de enddéfitos puede ser a través de espacios intercelulares o traspasando paredes

celulares, y cuando las bacterias son confinadas por las paredes celulares del huésped, forman
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redes de infeccién. Los pelos radiculares que se desarrollan como extensiones de las células
epidérmicas de la raiz, cerca del apice radicular estan ampliamente colonizados por
microorganismos del suelo, incluyendo bacterias noduladoras que fijan nitrégeno, por ejemplo,
los rizobios segregan factores Nod que pueden estimular la reorientacion del crecimiento de la
pared celular de los pelos radiculares, dando lugar a pelos radiculares rizados, dentro de estos,
los factores Nod promueven la formacion de redes de infeccion, y es a través de estas estructuras
tubulares por donde los rizobios entran en la mayoria de las leguminosas para formar nédulos
(Cocking, 2003; Pankievicz et al., 2019).

En los ultimos afios se ha demostrado que la fijacidn bioldgica de nitrégeno es una propiedad
que la lleva a cabo un grupo especializado de procariotas, también llamados diazétrofos que
pueden ser de vida libre o existir en asociaciones simbidticas en la rizosfera de vegetales, con
ejemplos que incluyen a los filos: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Cianobacterias
(Mahmud et al., 2020). Para una simbiosis exitosa, estos microorganismos requieren un
huésped y condiciones ambientales que permitan la fijacion de nitrégeno, por ejemplo, la
adicion de recursos como agua, P, CO2 0 luz a un ecosistema donde el crecimiento y la
acumulacion de biomasa estan limitados por ese recurso puede inducir una demanda de
nitrégeno, porque en ausencia de fertilizacion nitrogenada, el nitrégeno raramente esta
disponible en gran exceso por encima del suministro de otros recursos (Pankievicz et al., 2019;
Vitousek, Menge, Reed y Cleveland, 2013).

Dado lo anterior, las bacterias fijadoras de nitrégeno se pueden aislar a partir de noédulos
radiculares, y se pueden identificar por medio de herramientas biotecnolégicas. Por lo tanto, en
el presente estudio se pretende aislar cepas de bacterias fijadoras de nitrégeno de noédulos de
raices de trébol (Trifolium spp.) mediante el uso de pruebas bioquimicas y técnicas moleculares
comunes, tales como la extraccion de ADN, amplificacion mediante PCR y secuenciacion para

identificar las cepas obtenidas.
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METODOS

Aislamiento

Para el aislamiento de las bacterias a partir de los nédulos de las raices del trébol, se siguid el
protocolo sugerido por Prévost y Antoun (2006). Donde, la muestra de suelo con raices de
trébol se recolectd en un terreno baldio de Cumbaya (Quito, Ecuador). Por otra parte, las placas
obtenidas para el aislamiento de las bacterias se incubaron en oscuridad a 25°C por 2 d en medio
YEM con Rojo Congo, el cual se compone de: extracto de levadura (1.00 g/L), manitol (10.00
g/L), fosfato dipotasico (0.50 g/L), sulfato de magnesio (0.20 g/L), cloruro de sodio (0.10 g/L),
Rojo Congo (0.025 g/L) y agar (20 g/L), y un pH ajustado a 7.00. Posterior a esto, se

subcultivaron colonias aisladas mediante la técnica del estriado hasta obtener aislados puros.
Ensayos de inoculacion en semilla

En primer lugar, se prepardé medio YEM liquido y se colocaron 50 mL en matraces de 100 mL,
los cuales se autoclavaron. Después, se inocularon 4 colonias individuales de cada cepa aislada
en cada matraz y se incubaron en agitacion a 25°C por 1 d. Posteriormente, se verifico la
concentracion de las bacterias en la solucion con ayuda de un espectrofotometro a una densidad
dptica de 600 nm (Singh et al., 2013). Seguido, se regulé la concentracion de cada cepa hasta
obtener 1x107 células/mL con Hoagland sin nitrégeno (solucion liquida sin nitrégeno). Dicha
solucion se compone de: cloruro de calcio monohidratado (1 mL/L), sulfato de magnesio
heptahidratado (2 mL/L), fosfato monopotésico (1 mL/L), fosfato dipotasico (1 mL/L), hierro
EDTA (1 mL/L), y minors (1 mL/L), ajustado a un pH igual a 5.6. A continuacién, se colocaron
varias semillas de trébol en cada matraz con las cepas aisladas y en un matraz que solamente
contenia Hoagland sin N para que actiie como un control, y se incubaron en agitacién a 25°C
por al menos 30 minutos. Dichas semillas se cultivaron en 4 semilleros con pocillos de 31 mL,
dos de los cuales contenian sustrato compuesto de 80% turba y 20% de perlita (T+P), mientras

que los otros dos contenian tierra del lugar a partir del cual se obtuvo la primera muestra del
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suelo que poseia raices de trébol para realizar el aislamiento (tierra de origen). En una de las
primeras dos bandejas se colocé T+P autoclavada por 1 h a 1 atm y en la otra se coloco T+P
sin autoclavar, mientras que en una de las Ultimas bandejas se colocé tierra de origen
autoclavada por 1 h a1 atmy en la otra tierra de origen sin autoclavar. Se cultivaron 25 semillas
por cada cepa aislada y control en cada semillero, los cuales fueron colocados en camara
himeda bajo invernadero y con 16 h de luz. Los semilleros con ambos sustratos, es decir, T+P
y tierra de origen arrancaron al mismo tiempo y las plantas fueron cosechadas después de 40
dias. Cada planta se sacé del pocillo con cuidado de no arrancar las raices y se lavaron con
abundante agua. Seguido, se midi6 la longitud de las raices con una regla y se contaron los
nodulos con ayuda de un estereomicroscopio. De los datos recogidos, se hizo la prueba
estadistica de medias Mann-Whitney (Confianza: 95%) en el programa Prism de GraphPad.
Arquitectura de la raiz

Se realizé un estudio preliminar de la arquitectura de las raices del trébol cosechado con ayuda
del software SmartRoot 4.1, para lo cual se tomaron varias fotos de raices que correspondian
con cada cepa y control en un fondo negro. Luego, se procesaron las imagenes obtenidas
siguiendo el protocolo sugerido por Draye y Guillaume (2014), y se recolectaron los datos.
Pruebas bioquimicas

De cada cepa aislada, se realizo la prueba de la catalasa, donde, en una placa portaobjetos se
colocé una gota de perdxido de hidrdgeno (30%), luego, se recogid una colonia aislada con un
palillo estéril, se hizo contacto con la gota de perdxido de hidrogeno y se observo la presencia
0 ausencia de burbujas (Reiner, 2010). En segundo lugar, se hizo la prueba de la oxidasa, para
lo cual, se tomo con un palillo estéril una colonia aislada y se coloco sobre un disco de oxidasa
(Bioanalyse®), se esperd 2 min y se observo si hubo cambio de coloracion a azul o amarillo.
Por ultimo, se hizo una tincion Gram, aqui, se coloco una gota de solucion salina estéril en una

placa portaobjetos, despues, con un palillo estéril se esparcié una colonia aislada sobre la
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solucion salina y se esper6 hasta que la placa quedd completamente seca. Seguido, se coloco
cristal violeta sobre la placa fijada durante 60 s, lugol durante 45 s, metanol durante 15 sy
safranina durante 45 s (Tripathi y Sapra, 2021). Finalmente, se secaron las placas con las
distintas cepas aisladas y se observaron en el microscopio (Euromex) con un aumento de 100X.
Pruebas moleculares

Para la extraccién de ADN de las cepas bacterianas aisladas, se utilizé el kit DNeasy® Power
Soil® Pro Kit (250) de QIAGEN. Posteriormente, se realiz6 una amplificacion mediante la
técnica PCR del gen ARNr 16S, donde se utilizo el Primer 27 Forward AGAGTTTGATCCTG
GCTCAG (Lane, 1991) y un Primer 1492 Reverse CTACGGCTACCTTGTTACGA (Turner
et al, 1999), las mezclas de reaccion (25 pL) contenian: agua PCR, 1X de buffer, 10mg/uL de
MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 10pM de cada primer, 1U de Taq polimerasa y 50 ng/uL de ADN.
La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador (Multigene) siguiendo el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 min, seguida de 35 ciclos consistentes en
desnaturalizacion a 94°C por 45 s, hibridacion a 59°C por 50 s y extension a 72°C por 1 min, y
un paso final de extensién a 72°C durante 5 min. Los productos de la PCR se almacenaron a
4°C. A continuacion, se realizo electroforesis en gel de agarosa al 2% con 60 mL de TAE (1X),
se prepararon alicuotas con 3 pL de cada producto, 3 puL de Sybr safe (Invitrogen) y 2 pL de
buffer de carga (Invitrogen), se utilizd6 como referencia un Ladder de ADN de 100 pb
(Invitrogen), y se corri6 el gel a 100V durante 30 min. Finalmente, se observaron los resultados
bajo luz UV y se tom6 una foto del gel. Los productos PCR se liofilizaron y se enviaron a
secuenciar en Macrogen (Korea) con el método Sanger. Se obtuvo la secuencia consenso del
gen ARNR 16S con ayuda de los softwares de ensamblaje de secuencias de ADN Pregap4 y
Gap4 del paquete Staden. Por Gltimo, las secuencias curadas se analizaron mediante BLAST
(NCBI), donde se hizo una comparacion de las secuencias obtenidas con las bases de datos y

se logro identificar el género al cual pertenecian las cepas aisladas.
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RESULTADOS
Aislamiento
Se obtuvieron 4 aislados puros, los cuales se identificaron como: R1, R2, R3 y R4 (ver Anexo
1). Dichas cepas candidatas como posibles desarrolladoras de nddulos y fijadoras de N2 se
distinguieron de otros contaminantes bacterianos ya que se hicieron cultivos en placas con el
medio selectivo y diferencial YEM con Rojo Congo de la superficie de los nddulos. Estas placas
se compararon con las placas hechas a partir de los nodulos triturados, si las colonias se
parecian, se desechaban, y si no eran similares, se conservaban para generar cultivos puros.
Asimismo, al incorporar el Rojo Congo en el medio, las cepas candidatas incubadas en
oscuridad, mostraron poca absorcion de este compuesto, generando colonias opacas y rosadas
(Prévost y Antoun, 2006).
Ensayos de inoculacion en semilla
A partir de los ensayos realizados en turba y perlita, se encontré un mayor porcentaje de plantas
con nddulos en el sustrato no autoclavado (Figura 1a). En cuanto al nimero de ndédulos, en
sustrato no autoclavado, solo la cepa R3 y R4 tuvieron una diferencia significativa con respecto
al control, mientras que en el sustrato autoclavado, la cepa R2, R3 'y R4 tuvieron una diferencia
significativa con respecto al control (Figura 1b). Con relacion a la longitud de la raiz, no hubo
diferencias significativas entre cada cepa y el control (Figura 1c). En cambio, en los ensayos
con tierra de origen se observé que la tierra autocalvada y no autoclavada no presentaron
diferencia significativa entre la cantidad de plantas con nodulos (Figura 2a). Sin embargo, se
observé que existe una diferencia significativa en el nimero de nédulos generados tras la
inoculacion de las cepas con respecto al control, donde la tierra no autoclavada present6 un
mayor numero de nddulos (Figura 2b). E igual que en el anterior sustrato, no hubo diferencia

significativa para la longitud de la raiz en tierra autocalvada y no autoclavada (Figura 2c).
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Arquitectura de la raiz

Con el programa SmartRoot, el cual es un software semiautomatizado de analisis de imagenes
que agiliza la cuantificacion del crecimiento y arquitectura de sistemas radiculares complejos
(Draye y Guillaume, 2014), se verificd, como se indica en la Tabla 1, la longitud de la raiz,
donde se presentan datos similares entre los resultados que se obtuvieron manualmente y los
dados por el software, lo cual indica que puede servir para estandarizar el protocolo de uso del
software para futuros trabajos. Asimismo, se obtuvieron datos como el area radicular, y el
namero de raices principales y secundarias, los cuales no variaron mucho entre cada cepa.
Pruebas bioquimicas

Una vez visto que las cepas aisladas promovian la nodulacién en plantas de trébol, se hizo una
caracterizacion bioquimica. Mediante las pruebas que se realizaron, como se muestra en la
Tabla 2, se encontrd que todas eran Gram negativas, oxidasa positivas y catalasa positivas, y
que tenian forma bacilar.

Pruebas moleculares

Asimismo, se hizo una caracterizacion molecular, donde, a partir de la amplificacion del gen
ARNTr 16S de las cepas aisladas en este estudio, se obtuvo como resultado una banda Unica con
un tamafio de aproximadamente 1500 pb para cada cepa (ver Anexo 2). Después de la
secuenciacion, una vez curadas las secuencias, se hizo un analisis de comparacion, mediante
BLAST, de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas aisladas con la base de datos del
NCBI (Tabla 3), y se encontro que las cepas R1, R2 y R3 pertenecen al género Bacillus sp.,

mientras que, la cepa R4 pertenece al género Arthrobacter sp.
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DISCUSION

En este estudio se utilizaron diferentes métodos de laboratorio para identificar bacterias que
promueven el desarrollo de nédulos y fijan nitrdgeno, las cuales se aislaron a partir de nddulos
de la raiz de trébol. En la figura 1 se observa la obtencidn de 4 aislados bacterianos, los cuales
se escogieron debido a la diferencia encontrada con colonias bacterianas de cultivos hechos a
partir de la superficie del nodulo y la coloracion debida al Rojo Congo (Prévost y Antoun,
2006). Dichas bacterias endofiticas se sometieron a pruebas de nodulacion y se comprob6 que
podian ser capaces de reinfectar la raiz de la planta de trébol, puesto que en todos los sustratos
hubo un porcentaje alto de plantas, inoculadas con las cepas bacterianas, que poseian nédulos,
como se muestra en la figura 2a y 3a. Estos resultados se refuerzan puesto que se ha reportado
la presencia de enddéfitos no rizobianos en nédulos radiculares de leguminosas como el fréjol y
garbanzo, los cuales, dentro del nédulo, establecen una interaccion sinérgica con los rizobios
que promueven el crecimiento de la planta (Zhao et al., 2011; Bansal, 2009; Hameed et al.,
2004; Taurian, Ibanez, Angelini, Tonelli y Fabra, 2012). Ademas, la literatura indica que la
interaccidn cooperativa entre los rizobios y otras bacterias fijadoras de nitrégeno que colonizan
las raices de las plantas desempefian un papel en la mejora de la nodulacion y fijacion de Nz en
leguminosas (Barea, Pozo, Azcon y Azcon-Aguilar, 2005). Por ejemplo, cuando los rizobios se
inoculan con Bacillus spp. en guandd, mejora el crecimiento e incrementa la nodulacion de las
raices (Geetha, Falguni, Anjana y Archana, 2008).

Existen diversos factores bidticos y abiodticos a considerar que determinan la estructura y
actividad bioldgica de la poblacion bacteriana del suelo, tales como el tipo y la composicion
fisica del suelo, el contenido de materia orgénica, practicas de manejo y laboreo, asi como las
actividades de las plantas. Dichos factores contribuyen en la complejidad nutricional de la
rizosfera e influyen en la actividad de la poblacion microbiana (Wielbo et al., 2010). Dentro de

la poblacién bacteriana, se encuentran las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, que
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son un grupo de bacterias del suelo que promueven el desarrollo éptimo de plantas mediante
interacciones positivas con las raices, endofiticamente o formando parte de la rizosfera (Tariq,
Hameed, Yasmeen, Zahid y Zafar, 2013). Dichas bacterias endofiticas se encuentran en el
interior del tejido vegetal y pueden aislarse de tales tejidos esterilizando su superficie (Garbeva,
Overbeek y Vuurde, 2001). Por otra parte, los nédulos radiculares de las leguminosas pueden
albergar un gran nimero de bacterias promotoras del crecimiento vegetal junto con los rizobios
(Mishra et al., 2009). Dicha presencia de bacterias distintas a los rizobios en los nédulos
radiculares se describi6 a principios de 1900 en una planta de trébol (Hameed, Yasmin, Malik,
Zafar y Hafeez, 2004).

Asimismo, se evidenci6 una diferencia significativa entre el nimero de nodulos entre las plantas
inoculadas con las cepas bacterianas aisladas y los controles como se muestra en la figura 2b 'y
3b, siendo la tierra de origen no autoclavada donde las plantas de trébol contenian una mayor
proporcion de nddulos en sus raices. Esto también se ha evidenciado en trabajos similares donde
el pardmetro de porcentaje de nddulos radiculares mostr6 que la aplicacion de un biofertilizante
a base de Bacillus cereus incrementd el porcentaje de nddulos radiculares en soya, esto se debe
presumiblemente a que la formulacion del biofertilizante aplicado en el suelo es capaz de
ayudar en el proceso de formacién de nddulos radiculares de las plantas. Aunque, también se
cree que esto se debe a la hormona IAA (acido indol-3-acético) producida por varias especies
del género Bacillus, como B. cereus, que apoya el crecimiento de nédulos radiculares (Hapsoh,
Dini, Wawan y Wulandari, 2022), y porque dicha hormona fomenta la produccion de mas raices
laterales, pelos radiculares y ramificaciones de pelos radiculares (Kholida y Zulaika, 2016).
Sin embargo, en el presente trabajo no se encontraron diferencias entre la longitud de la raiz,
area radicular y nimero de raices entre plantas inoculadas con las bacterias aisladas y el control
como se muestra en la tabla 1, lo cual contrasta con la literatura que indica que las bacterias no

rizobianas aumentan la nodulacion en leguminosas al incrementar la longitud y masa de las
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raices, lo que conduce a mas sitios activos para la nodulacion, mejora la absorcion de nutrientes
y, por tanto, el crecimiento de los brotes de los cultivos, esto debido, nuevamente, a que la IAA
también interviene en varias fases de las asociaciones simbiéticas, puede funcionar como
molécula sefial en las asociaciones planta-bacteria, en la comunicacion bacteria-bacteria y en
la produccién de enzimas hidroliticas como celulasas y pectinasas, facilitando la penetracion
de las cepas rizobianas y otros endofitos fijadores de N2 en los pelos radiculares o en los
espacios intercelulares de las células radiculares, hecho que se traduce en un mayor nimero de
nodulos (Etesami, 2022). Lo encontrado en el presente estudio se puede deber a que la cantidad
de muestras de plantas para procesar mediante el software SmartRoot no fue suficiente (n=4),
y a que el procedimiento para tomar fotos de raices se debe estandarizar junto con el uso del
programa para la identificacion de caracteristicas importantes de la arquitectura de las raices.

Por otro lado, la amplificacion del gen ARNr 16S de todas las cepas aisladas en este estudio
resulté en una Unica banda con un tamafio de 1500pb, la cual corresponde con el tamafio
esperado segun informes anteriores (Lorite, Mufioz, Olivares, Soto y Sanjuan, 2010; Boakye,
Lawson, Danso y Kwame, 2016). Ademas, el analisis de la secuencia del gen ARNr 16S de las
cepas bacterianas aisladas reveld que los nédulos de trébol estaban colonizados por bacterias
pertenecientes a los géneros Bacillus y Arthrobacter, lo cual se ha evidenciado previamente, ya
que se lograron aislar dos cepas endofiticas con capacidad de fijacion de nitrogeno a partir de
los nddulos de Sophora alopecuroides, y por medio de analisis moleculares se identificaron
como Bacillus cereus (Zhao et al., 2011; Etesami, 2022). Dichas bacterias son conocidas por
ser endofiticas y promotoras del crecimiento vegetal que tienen la capacidad de colonizar los
nodulos de las raices de plantas leguminosas, mejorar la nodulacién cuando se coinoculan con
rizobios y fijacion de N2. Esto se ha demostrado mediante la amplificacion del gen nifH y nifU
a partir de Bacillus y Arthrobacter, respectivamente, indicando que poseen la enzima

nitrogenasa necesaria para poder fijar nitrégeno atmosférico en amoniaco, comprobando que
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tienen un potencial alto de fijacion de N2, y que la coexistencia con rizobios dentro de nddulos
de raices es un acontecimiento ecoldgico importante porque tales bacterias pueden tener mas
oportunidades de intercambiar su informacion gendmica central y simbionte (Chhetri, 2022;
Zhao et al., 2011).

En general, las bacterias endofiticas, como Bacillus sp. y Arthrobacter sp, poseen varias
propiedades que determinan el potencial como promotores del crecimiento vegetal. Dentro de
estas caracteristicas se tiene la fijacion de Nz que beneficia a las plantas para que puedan
producir macromoléculas importantes para la estructura y metabolismo de células vegetales,
incluso, en suelos estresados, en comparacion con bacterias rizobianas simbioticas de las
leguminosas. También, tienen la capacidad de producir IAA que es importante para la
nodulacion, como se menciond previamente, y pueden formar biofilms, siendo esta una
caracteristica clave ya que le permiten a la planta soportar diversas condiciones de estrés biotico
y abiotico (Tariq et al., 2013; Chhetri et al., 2022; Zhao et al., 2011)

De igual forma, estas bacterias promotoras del crecimiento vegetal tienen el potencial de tener
influencia sobre el fitness y comportamiento de las plantas hospederas ya que mejoran la
absorcién de Fe mediante la produccién de sidero6foros que solubilizan el hierro que se
encuentra en su entorno, también pueden convertir el P en formas disponibles para las plantas
en las zonas radiculares, mejoran las relaciones hidricas de las plantas por la produccién de
exopolisacaridos e inhiben hongos considerados como fitopatégenos, como Fusarium
oxysporum, Alternaria burnsii y Rhizoctonia solani mediante mecanismos de accion como la
resistencia sistémica inducida, la detoxificacion y la degradacion de factores de virulencia, la
produccion de enzimas liticas, la antibiosis, entre otros (Etesami, 2022; Zhao et al., 2011;
Chhetri et al.,, 2022; Jiang et al., 2022). Finalmente, se considera que estos rasgos son
importantes para aumentar el rendimiento de los cultivos y el establecimiento de sistemas

agricolas sostenibles mediante el uso de biofertilizantes a base de bacterias fijadoras de No.
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CONCLUSIONES

En general, se lograron aislar 4 cepas enddfitas a partir de los nddulos de las raices del trébol,
las cuales pudieron reinfectar las raices de plantas de trébol nuevas después de los ensayos de
inoculacion realizados en semilla. Se evidencié una gran cantidad de plantas que poseian
nodulos radiculares en los semilleros con tierra de origen y turba con perlita, lo cual indica que
las cepas aisladas tienen la capacidad de promover la formacion de nédulos y que posiblemente
presentan la funcion de fijacion de nitrégeno. Sin embargo, se observé que las cepas indujeron
una mayor nodulacion en la tierra de origen no autoclavada, posiblemente por las interacciones
superiores que presenta el microbioma de la rizosfera de las plantas.

Asimismo, mediante pruebas bioquimicas, las cepas aisladas se caracterizaron como Gram
negativas, oxidasa positivas y catalasa positivas.

También, se identificaron molecularmente por medio de la amplificacion del gen ARNr 16S,
donde las bandas obtenidas a partir de los productos PCR tuvieron un tamafio de 1500 pb, lo
cual corresponde con la literatura. Finalmente, gracias a una comparacion con la base de datos
del NCBI, se determino que las cepas R1, R2 y R3 pertenecen al género Bacillus, mientras que

la cepa R4 forma parte del género Arthrobacter.
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TABLAS

Tabla 1. Cuantificacion de datos de la arquitectura de las raices de trébol en SmartRoot.

ong 9 ong a ea Rad 3 a s
..I

3 5 0 are P Dale e daria
R1 8.72+1.44 8.82+3.79 22.29+20.73 2.25+1.89 15.00+4.90
R2 8.61+2.11 13.01+2.63 20.13+14.22 1.00+0.00 22.75+4.99
R3 8.42+1.68 13.06+6.00 14.50+10.29 1.00+0.00 25.251+8.26
R4 8.92+1.36 9.93+2.70 16.97+8.83 2.25+1.50 25.00+16.43
C 8.66+1.66 8.83+1.37 26.82+21.51 2.00+0.82 22.00+5.48

Descripcion: A partir del software SmartRoot se hizo un analisis basado en el muestreo de
imagenes de las raices de plantas que fueron inoculadas con cada cepa aislada y se recopil6
informacién sobre: la longitud de la raiz, donde se compararon los datos obtenidos
manualmente y del software, el area radicular y el nimero de raices principales y secundarias.

Tabla 2. Caracterizacion bioguimica de las cepas aisladas.

epa 0 a 0 d OXxlaasa atalasa
R1 Bacilo - i i
R2 Bacilo - + +
R3 Bacilo - + 0
R4 Bacilo - + +

Descripcion: La caracterizacion bioguimica de las cepas aisladas indica que tienen forma de
bacilo, son Gram negativas, y oxidasa y catalasa positivas.

Tabla 3. Identificacion de las cepas aisladas a partir de las secuencias del gen ARNr 16S.

epa O olre Que OVe a € % 1de 0ad
R1 Bacillus sp. 78% 0.0 92.52%
R2 Bacillus sp. 99% 0.0 93.82%
R3 Bacillus sp. 99% 0.0 100%
R4 | Arthrobacter sp. 100% 0.0 99.86%

Descripcion: Las cepas R1, R2 y R3 corresponden al género Bacillus sp., con un Query cover

entre 78% y 99%, un E-value de 0.0 y un porcentaje de identidad entre 92.52% y 100%. En
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cambio, la cepa R4 pertenece al género Arthrobacter sp. con un Query cover de 100%, un E-

value de 0.0 y un porcentaje de identidad de 99.86%.
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Figura 1. Evaluacién de pardmetros en ensayos de inoculacion en semilla en turba y perlita.
Descripcion: De las plantas cosechadas, se midieron 3 pardmetros, y los datos obtenidos se
representan como: a) Cantidad de plantas que presentaron nodulos, b) Ndmero de nddulos por

planta y ¢) Longitud de la raiz de las plantas.
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Figura 2. Evaluacion de parametros en ensayos de inoculacion en semilla en tierra de origen.

Descripcion: Cosechadas las plantas, se midieron 3 pardmetros, y los datos conseguidos se

presentaron como: a) Cantidad de plantas que presentaron nodulos, b) Nimero de nédulos por

planta y c) Longitud de la raiz de las plantas.
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ANEXOS

ANEXO 1: CEPAS BACTERIANAS AISLADAS A PARTIR DE NODULOS DE

RAICES DE TREBOL

Descripcion: A partir de los nodulos de las raices de trébol se aislaron 4 cepas bacterianas en
medio YEM con Rojo Congo: a) Cepa R1, b) Cepa R2, c) Cepa R3 y d) Cepa R4, que
presentaban la coloracion y morfologia adecuada para ser consideradas como nodulantes y

posibles fijadoras de nitrogeno.
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ANEXO 2: PRODUCTOS PCR DEL GEN ARNTY 16S DE LAS CEPAS AISLADAS A

PARTIR DE NODULOS DE RAICES DE TREBOL

Ladder
100pb

1500 pb

Descripcion: Analisis de los productos de la amplificacion del gen ARNr 16S de las cepas
aisladas mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%, donde, de izquierda a derecha se
observa: el Ladder de 100 pb (Invitrogen), las cepas R1, R2, R3, R4, el control positivo

(Pseudomonas spp.) y el blanco (mezcla de reactivos sin ADN molde).
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ANEXO 3: ENSAYOS DE INOCULACION EN SEMILLA DE LAS CEPAS

AISLADAS A PARTIR DE NODULOS DE RAICES DE TREBOL

Descripcion: En la presente imagen se tiene un ejemplo de los ensayos de inoculacion en
semilla que se llevaron a cabo en semilleros con sustratos que se componian de turba y perlita,
y tierra de origen. Este ejemplo corresponde con el semillero que contenia turba y perlita, del
lado izquierdo el sustrato se encuentra autoclavado y del lado derecho el sustrato se encuentra

no autoclavado.
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ANEXO 4: IMAGENES DE LA ARQUETECTURA DE LA RAIZ DE TREBOL
OBTENIDAS A PARTIR DE SMARTROOT

Raiz sin nodulos b Raiz con n'odulos

Descripcion: Ambas imagenes fueron tomadas a partir del software SmartRoot después de
haber sido procesadas en el programa, del lado izquierdo se puede ver una raiz de trébol sin
nodulos y en el lado derecho una raiz de trébol con nddulos. De esta forma, se pudieron
cuantificar los datos correspondientes con la arquitectura de la raiz de trébol, como: la longitud

de raiz, el &rea radicular, y las raices principales y secundarias.



	A partir de los ensayos realizados en turba y perlita, se encontró un mayor porcentaje de plantas con nódulos en el sustrato no autoclavado (Figura 1a). En cuanto al número de nódulos, en sustrato no autoclavado, solo la cepa R3 y R4 tuvieron una dife...
	Con el programa SmartRoot, el cual es un software semiautomatizado de análisis de imágenes que agiliza la cuantificación del crecimiento y arquitectura de sistemas radiculares complejos (Draye y Guillaume, 2014), se verificó, como se indica en la Tabl...
	Asimismo, se hizo una caracterización molecular, donde, a partir de la amplificación del gen ARNr 16S de las cepas aisladas en este estudio, se obtuvo como resultado una banda única con un tamaño de aproximadamente 1500 pb para cada cepa (ver Anexo 2)...
	Tabla 1. Cuantificación de datos de la arquitectura de las raíces de trébol en SmartRoot.
	Descripción: A partir del software SmartRoot se hizo un análisis basado en el muestreo de imágenes de las raíces de plantas que fueron inoculadas con cada cepa aislada y se recopiló información sobre: la longitud de la raíz, donde se compararon los da...
	Tabla 2. Caracterización bioquímica de las cepas aisladas.
	Descripción: La caracterización bioquímica de las cepas aisladas indica que tienen forma de bacilo, son Gram negativas, y oxidasa y catalasa positivas.
	Tabla 3. Identificación de las cepas aisladas a partir de las secuencias del gen ARNr 16S.
	Figura 1. Evaluación de parámetros en ensayos de inoculación en semilla en turba y perlita.
	Descripción: De las plantas cosechadas, se midieron 3 parámetros, y los datos obtenidos se representan como: a) Cantidad de plantas que presentaron nódulos, b) Número de nódulos por planta y c) Longitud de la raíz de las plantas.
	Figura 2. Evaluación de parámetros en ensayos de inoculación en semilla en tierra de origen.
	Descripción: Cosechadas las plantas, se midieron 3 parámetros, y los datos conseguidos se presentaron como: a) Cantidad de plantas que presentaron nódulos, b) Número de nódulos por planta y c) Longitud de la raíz de las plantas.
	Descripción: A partir de los nódulos de las raíces de trébol se aislaron 4 cepas bacterianas en medio YEM con Rojo Congo: a) Cepa R1, b) Cepa R2, c) Cepa R3 y d) Cepa R4, que presentaban la coloración y morfología adecuada para ser consideradas como n...
	Descripción: Análisis de los productos de la amplificación del gen ARNr 16S de las cepas aisladas mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%, donde, de izquierda a derecha se observa: el Ladder de 100 pb (Invitrogen), las cepas R1, R2, R3, R4...
	Descripción: En la presente imagen se tiene un ejemplo de los ensayos de inoculación en semilla que se llevaron a cabo en semilleros con sustratos que se componían de turba y perlita, y tierra de origen. Este ejemplo corresponde con el semillero que c...
	Descripción: Ambas imágenes fueron tomadas a partir del software SmartRoot después de haber sido procesadas en el programa, del lado izquierdo se puede ver una raíz de trébol sin nódulos y en el lado derecho una raíz de trébol con nódulos. De esta for...



