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RESUMEN

La asociacion Rhizobium-leguminosa es considerada un proceso de alta
eficiencia en fijacion bioldgica del nitrégeno atmosférico (FBN) y puede
ser capaz de abastecer hasta 90 % de las necesidades de nitrogeno en
dichas plantas. El objetivo de esta investigacion fue realizar la descripcion
morfolégica y bioquimica de 20 cepas de Rhizobium, nueve procedentes
de raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) comun silvestre y 11 de raices de
frijol domesticado de la region occidental de México. En la caracterizacion
morfoldgica de las colonias, todas las cepas exhibieron crecimiento rapido (2
a 3 d) y presentaron color blanco y borde liso, 14 mostraron forma convexa
y 12 aspecto traslicido. En la caracterizacion bioquimica, todos los rizobios
se desarrollaron en medios con valores de pH iguales o mayores de 6.0
y cuatro no crecieron en pH de 4.0 a 5.5. En tolerancia a cloruro de sodio,
todas las cepas crecieron a 1 % de concentracion, 13 lo hicieron a 3 % y
ninguna entre 5y 10 %. En resistencia a metales pesados todos los rizobios
fueron susceptibles a cloruro de mercurio y sulfato de cobre, ocho fueron
resistentes a sulfato de magnesio y sdlo dos a sulfatos de magnesio y zinc.
En resistencia a antibidticos, 16 exhibieron resistencia a los 12 productos
utilizados. Las 20 cepas estudiadas mostraron variabilidad y en general
presentaron crecimiento rapido, tolerancia a valores de pH &cido, tolerancia
a concentraciones moderadas de cloruro de sodio, susceptibilidad a metales
pesados, resistencia a antibiéticos y corresponden a bacterias del género
Rhizobium. No se observaron diferencias entre las cepas provenientes de frijol
silvestre y las provenientes de la forma domesticada.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris, Rhizobium, caracterizacion
morfoldgica, caracterizacién bioquimica.

SUMMARY

The Rhizobium-legume association is considered a highly efficient process
in biological nitrogen fixation (BNF) and may supply up to 90 % of the nitrogen
requirements for those plants. This research described the morphological and
biochemical characteristics of 20 Rhizobium strains, nine from wild common
bean roots and 11 from domesticated bean roots from Western Mexico.
Morphological characterization of colonies showed that all strains exhibited
rapid growth (2 to 3 d), white color and smooth border; 14 had a convex shape,
and 12 were translucent. Results from the biochemical characterization
indicated that all rhizobia developed at pH values equal to or greater than
6.0, and four did not grow in pH from 4.0 to 5.5. Strains responded differently
to concentrations of sodium chloride: all strains grew at 1 %, 13 grew at 3
% and none grew at 5 to 10 %. Resistance to heavy metals showed that all
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rhizobia were susceptible to mercury chloride and copper sulfate, eight were
resistant to magnesium sulfate and only two to magnesium sulfate and zinc
sulfate. Sixteen strains exhibited resistance to the 12 antibiotic products used.
The 20 strains in this study showed variability and generally presented rapid
growth, tolerance to acid pH values, tolerance to moderate concentrations of
sodium chloride, susceptibility to heavy metals, resistance to antibiotics and
correspond to bacteria of the genus Rhizobium. No differences were observed
between strains from wild beans and those from domesticated ones.

Key words: Phaseolus vulgaris, Rhizobium, morphological
characterization, biochemical characterization.

INTRODUCCION

Las bacterias del género Rhizobium tienen la capacidad
de inducir en las raices de las leguminosas la formacion
de estructuras especializadas llamadas nédulos, dentro de
las cuales el N, atmosférico, que es muy estable y relativa-
mente inerte, se reduce a iones amonio (NH,") faciimente
asimilables por la mayoria de las especies vegetales (Mar-
quina et al., 2011).

La asociacién Rhizobium-leguminosa se considera un
proceso de alta eficiencia en fijacion bioldgica del nitroge-
no atmosférico (FBN); se estima que la fijacion de nitré-
geno varia de 24 hasta 584 kg ha™' y tiene la capacidad de
abastecer hasta 90 % de las necesidades de la planta (An-
geles-Nufiez y Cruz-Acosta, 2015); ademas, la FBN contri-
buye a reducir el uso de fertilizantes nitrogenados, a reme-
diar los problemas de contaminacién del sueloy agua, y a
disminuir los costos de produccién, lo cual representa una
ventaja econémica, a la par de una buena practica ambien-
tal en la produccién agricola (Granda et al., 2014, Yadegari
y Rahmani, 2010).

Las especies del género Rhizobium son bacilos moviles
Gram-negativos con pared celular, flagelados (1 a 6 flage-
los), aerobios que miden 0.5-0.9 x 1.2-3.0 pm, y pueden
ser peritricales o subpolares. Las colonias generalmente
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son blancas o color beige, circulares, convexas, semitras-
licidas u opacas y mucilaginosas, que miden de 2 a 4 mm
de didmetro de los 3 a los 5 d de incubacion en extracto
de levadura manitol agar rojo congo (ELMARC) (Abd-Alla
etal,2012).

El estudio de la taxonomia de los rizobios se basa en va-
rios aspectos como caracterizacion morfoldgica, bioqui-
mica y fisioldgica, entre otros, y no se pueden adelantar
otros como eficiencia en la fijacion de N, si no se ha de-
mostrado que pertenecen al género Rhizobium e identifi-
cado sus caracteristicas fenotipicas (Granda et al.,, 2014;
Villanueva y Quintana, 2012).

Los estudios de caracterizacion morfoldgica, bioguimi-
ca o molecular en el género Rhizobium se han utilizado
con diferentes y multiples propdsitos. Destacan los tra-
bajos para evaluar su efectividad potencial (capacidad de
fijar N,) y capacidad infectiva (induccion de nodulacion)
(Angeles-Nufiez y Cruz-Acosta, 2015; Mendoza y Bonilla,
2014); diversidad genética (Aserse et al., 2012; Granda et
al., 2009); resistencia a metales (Abd-Alla et al., 2012); ta-
xonomia (Gauri et al., 2017; Wei et al., 2003); y para uso
como bioinéculo (Cuadrado et al., 2009; Pérez et al., 2008).

Los estudios de caracterizacion morfoldgica de cepas
de Rhizobium aisladas de nodulos de frijol comun (Pha-
seolus vulgaris L.) han incluido las variables de velocidad
de crecimiento, color, apariencia, tipo de borde y elevacion
de las colonias. Sosa et al. (2004) sefialan que las colo-
nias de Rhizobium se observan blancas o ligeramente ro-
sadas, forman colonias circulares, son de forma convexa,
semitraslicidas y de crecimiento rapido. Sostienen que las
bacterias del género Bradyrhizobium forman colonias cir-
culares, secas, raramente traslicidas, blancas, convexas,
con tendencia a ser granulosas y de crecimiento lento, de 5
a7 d. En Ecuador, Granda et al. (2013) investigaron la iden-
tidad de 45 aislados, 24 de los cuales presentaron caracte-
risticas morfoldgicas pertenecientes al género Rhizobium,
crecimiento répido (2 a 3 d), coloracion blanca o rosada,
bordes lisos y ondulados y figura elevada y plana.

Por su parte Villanueva y Quintana (2012) estudiaron
variables morfoldgicas en 10 aislados de rizobios nativos
de PerU; sefalan que seis de las muestras presentaron ca-
racteristicas referentes al género Rhizobium: consistencia
gelatinosa, color blanquecino y velocidad de crecimiento
entre 3y 5 d. Keneni et al. (2010) hicieron una caracteriza-
cion morfoldgica y bioguimica de cinco aislados nativos
de Rhizobium procedentes de frijol comun del norte de
Etiopia y dos cepas de alta eficiencia en fijacion. Los ais-
lados nativos fueron tolerantes a concentraciones de 5 %
de sal, mostraron mayor resistencia a antibiéticos y mayor
eficiencia en fijacion bioldgica de nitrégeno. Los autores
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indicaron que los aislados no presentaron crecimiento a
niveles de pH menores de 4.

Se han efectuado caracterizaciones morfoldgicas y bio-
quimicas de aislados de Rhizobium procedentes de otras
especies de leguminosas. El estudio realizado por Carpio
et al. (2014 Com. Pers.)! con aislados de rizobios proce-
dentes de cinco especies de leguminosas: chicharo (Pisum
sativum L), lupinos (Lupinus spp.), frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.), haba (Vicia faba) y Vicia sp., encontraron que
las bacterias asociadas a frijol, chicharo, haba y Vicia sp.
presentaron caracteristicas correspondientes al género
Rhizobuim, mientras que los rizobios aislados en lupinos
mostraron rasgos del género Bradyrhizobium. Por otra
parte, Berrada et al. (2012) realizaron estudios de carac-
terizacion de 110 cepas de Rhizobium procedentes de le-
guminosas de grano y forrajeras. Encontraron que 81 de
los aislados estudiados fueron de crecimiento rapido, 44
presentaron tolerancia a concentracion de 2 % de NaCl e
indicaron que la mayoria presentaron tolerancia a pH de 4
a 8.8, resistencia a antibidticos y a metales pesados (zinc,
cobre, niquel y mercurio).

Con base en la diversidad genética de Phaseolus vulgaris
silvestre en la region occidente de México (Lépiz-lldefonso
y Ramirez-Delgadillo, 2010) y la presencia de bacterias de
Rhizobium asociadas a diferentes formas de frijol comun,
el objetivo del presente estudio fue la caracterizacion mor-
folégica y bioquimica de una colecta de 20 cepas de Rhi-
zobium aisladas de nddulos de raices de plantas de frijol
silvestre y domesticado.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de nédulos y purificacion de las cepas de
Rhizobium

La colecta de nodulos se realizé en seis localidades de
los estados de Jalisco y Michoacan en los meses de sep-
tiembre y octubre de 2012 (Cuadro 1). Se extrajeron raices
de cuatro plantas en etapa de floracién por sitio de colecta,
a una profundidad de 20 cm; las raices de cada planta se
colocaron en una bolsa de plastico, la muestra se identifico
y se registraron los datos de tipo de suelo, ubicacién geo-
grafica y tipo de vegetacion. En el laboratorio se lavaron
con agua; de cada raiz se seleccionaron de cinco a seis
nédulos grandes, color rosado, superficie rugosa y con es-
trias claras y blancas; se lavaron en solucién jabonosa y

'Carpio M. J., B. M. Paucar y S. P. Alvarado 0. (2013) Caracterizacién mor-
folégica de rizobios asociados a cultivos de arveja (Pisum sativum
L.), chocho (Lupinus mutabilis S.), fréjol (Phaseolus vulgaris L.), haba
(Vicia faba L.), y vicia (Vicia atropurpurea) en suelos del Ecuador. In:
Memorias de la Il Conferencia Iberoamericana de Interacciones Ben-
eficiosas Microorganismo-Planta-Ambiente. Sociedad Espafiola de
Fijacion de Nitrégeno. Sevilla, Espafia. pp:1-2.
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se desinfectaron con alcohol etilico al 70 % por 1 min; se
enjuagaron con agua destilada estéril, se les transfirio a
una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % durante 3 min'y
finalmente se lavaron cinco veces con agua destilada es-
téril para retirar el exceso de cloro (Rodriguez, 1993; Soma-
segaran y Hoben, 1994).

Los nodulos lavados y desinfectados de cada una de las
raices, se depositaron en un tubo de ensayo con 5 mL de
agua destilada y se maceraron con una varilla de vidrio.
De cada tubo se tomd una muestra de la suspension y se
sembrd en estrias en cajas de Petri en medio extracto de
levadura manitol agar rojo congo (ELMARC). Las cajas se
incubaron a 28 °C por un periodo de 5 d, para el crecimien-
to de las colonias de bacterias (Angeles-Nufiez y Cruz-
Acosta, 2015; Vincent, 1970).

Para la purificacion de los aislados, de cada caja se se-
leccionaron aquellas colonias blancas o ligeramente rosa-
das, con poca o nula absorcion de rojo congo, caracteris-
tica de las bacterias de Rhizobium (Pérez et al., 2008). Las
colonias seleccionadas se resembraron cinco veces en
cajas de Petri siguiendo el mismo procedimiento. Para su
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mantenimiento y conservacion, los aislados se sembraron
en medio extracto de levadura manitol agar (ELMA) en tu-
bos de ensayo a 4 °C (Rodriguez, 1993).

Caracterizacion de los aislados
Caracterizacion morfolégica

Se incluyeron seis variables a nivel de colonia: velocidad
de crecimiento (d), forma (convexa, cupular), color (blanco,
rosado), aspecto (traslucido, opaco), borde (liso, rugoso) y
textura (gomosa, acuosa) (Cuadro 1). Para la caracteriza-
cién se siguié la metodologia descrita por el CIAT (1988).
Los aislados se sembraron en cajas de Petri con medio
ELMA, en dos cajas por aislado. Las cajas se incubaron a
28 °C por un periodo de 5 d hasta observar crecimiento de
las bacterias y entonces se procedio a evaluar el compor-
tamiento de las colonias.

Caracterizacion bioquimica

Se realizaron cuatro pruebas: tolerancia a pH, tolerancia
a cloruro de sodio (NaCl), resistencia a metales pesados y

Cuadro 1. Caracterizacion morfoldgica de 20 cepas de Rhizobium colectadas en plantas de frijol comin (Phaseolus vul-
garis L.) silvestre y domesticado en los estados de Jalisco y Michoacan, México.

Cddigo de aislado Sitio de origen FO”T?"" de Vglopidad Caracteristicas

frijol crecimiento (d)  Forma  Color  Aspecto Borde Textura
Rhizojal VC1 Nevado de Colima S 2 Convexa Blanco Traslicida Liso Gomosa
Rhizojal VC2 Nevado de Colima S 2 Convexa Blanco Traslucida Liso Gomosa
Rhizojal VC3 Nevado de Colima S 2 Convexa Blanco Traslucida Liso Gomosa
Rhizojal BH1 Huentitan S 2 Convexa Blanco Traslicida Liso Gomosa
Rhizojal BH2 Huentitan S 2 Convexa Blanco Traslicida Liso Gomosa
Rhizojal BH3 Huentitan S 2 Convexa Blanco Traslicida Liso Gomosa
Rhizojal SA1 San Andrés S 3 Cupular  Blanco Traslucida Liso  Acuosa
Rhizojal SA2 San Andrés S 3 Cupular  Blanco Traslucida Liso  Acuosa
Rhizojal SA3 San Andrés S 3 Cupular  Blanco Traslucida Liso  Acuosa
Rhizojal ZMAT Zapopan D 3 Convexa Blanco Opaca Liso Gomosa
Rhizojal ZMA2 Zapopan D 3 Convexa Blanco Opaca Liso Gomosa
Rhizojal ZGZ2 Zapopan D 3 Convexa Blanco  Opaca Liso Gomosa
Rhizojal ZGZ3 Zapopan D 3 Convexa Blanco Opaca Liso Gomosa
Rhizojal ZCB3 Zapopan D 2 Cupular  Blanco Trasltcida Liso  Acuosa
Rhizojal ZAT1 Zapopan D 2 Cupular  Blanco Trasltcida Liso  Acuosa
Rhizojal ZAT2 Zapopan D 2 Cupular  Blanco Trasltcida Liso  Acuosa
Rhizojal TP1 Tizapan D 3 Convexa Blanco Opaca Liso Gomosa
Rhizojal TP3 Tizapan D 3 Convexa Blanco Opaca Liso Gomosa
Rhizomich CR1 Cojumatlan D 2 Convexa Blanco Opaca Liso Gomosa
Rhizomich CR2 Cojumatlan D 2 Convexa Blanco  Opaca Liso Gomosa

Todos los sitios pertenecen al estado de Jalisco, excepto Cojumatlan, Michoacan. S: frijol silvestre; D: frijol domesticado.

75



CARACTERIZACION DE CEPAS DE Rhizobium EN FRIJOL

resistencia a antibidticos (Cuadros 2, 3y 4). En todos los
casos y antes de cada prueba, los aislados se cultivaron
en tubos de ensayo que contenian medio liquido extracto
de levadura manitol (CELM) (Rodriguez, 1993), se coloca-
ron en agitacion a 200 rpm hasta alcanzar un crecimiento
minimo de 10° UFC mL™", concentracion medida por com-
paracion con la escala de McFarland (1907). En todos los
casos se utilizé 1.0 mL de la suspension, dilucidon que se
distribuyd uniformemente con una varilla de vidrio en las
cajas de Petri con medio ELMA. Igualmente, después de la
inoculacion de las bacterias en las cajas con el tratamiento
respectivo, se incubaron a 28 °C por 5 d antes de registrar
el resultado de la evaluacion correspondiente. Se utiliza-
ron tres cajas de Petri por tratamiento. La respuesta de los
aislados de Rhizobium a las cuatro pruebas biogquimicas,
se registré como positiva (+) cuando hubo crecimiento y
negativa (-) cuando no lo hubo.

Para la evaluacion por tolerancia a pH, se incluyeron
nueve valores del factor: 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0
y 8.5. Los aislados se sembraron en cajas de Petri en me-
dio ELMA, con el pH ajustado a los diferentes valores, con
hidréxido de sodio (NaOH) y &cido clorhidrico (HCI) TN. La
tolerancia a cloruro de sodio (NaCl) se evalué a concentra-
cionesde1,2,3,5y10 %.

La prueba de resistencia a metales incluyd cuatro com-
puestos: sulfato de zinc (ZnSO,-7H,0), sulfato de magne-
sio (MgS0,-7H,0), cloruro de mercurio (HgCl,) y sulfato de
cobre (CuSO,-5H,0) en tres concentraciones cada uno: 10,
50y 100 (ug mL™"). Una vez realizada la siembra de los ais-
lados en cajas de Petri con medio ELMA, se colocaron los
discos de papel filtro humedecido con las diferentes con-
centraciones de los metales. Los aislados se considera-
ron resistentes cuando ocurrid crecimiento (+) y sensibles
cuando no lo hubo (-).

La evaluacion por resistencia a antibidticos incluyd 12
productos contenidos en sensidiscos Gram negativo |l
(BIO-RAD, modelo 71080580, México), cuyas concentra-
ciones en g fueron: trimetroprim-sulfametoxazol (25 pg),
amikacina (30 pg), ampicilina (10 pg), levofloxacina (5 pg),
cefalotina (30 pg), cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30 pg),
cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg), netilmicina (30
ug), cepefime (30 ug) y nitrofurantoina (30 ug). Como en
las anteriores evaluaciones, las cajas de Petri se incubaron
por 5 d antes de proceder a la evaluacion.

Andlisis estadistico

La inspeccion y analisis de los datos de la caracteriza-
cién morfoldgica, donde cada rasgo presenta dos opcio-
nes posibles en cada factor, se hizo directamente en la
matriz de resultados. Con los datos de la caracterizacion
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bioguimica obtenidos en los 38 tratamientos producto de
las combinaciones de cuatro factores (tolerancia a pH,
tolerancia a NaCl, resistencia a metales pesados y resis-
tencia a antibidticos) y los niveles probados, se realizé un
analisis de agrupamiento de los 20 aislados mediante el
coeficiente de correlacion. Para el andlisis, la respuesta po-
sitiva (+) que significa crecimiento del aislado, se calificé
como 1,y la respuesta negativa (-) que significa ausencia
de crecimiento, como 0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion morfoldogica

Los resultados de la caracterizacion morfoldgica a nivel
de colonia se muestran en el Cuadro 1. Las cepas mostra-
ron diferencias en velocidad de crecimiento, forma, aspec-
to y textura, no asi en color (todas blancas) ni borde (todas
lisas). En velocidad de crecimiento, todas las cepas mos-
traron crecimiento rapido, entre 2 y 3 d. Once de ellas com-
pletaron su desarrollo en 2 d, incluidas seis provenientes
de frijoles silvestres. En cuanto a la forma de las colonias,
14 cepas mostraron forma convexa y seis forma cupular.
En aspecto, 12 cepas presentaron apariencia trasltcida y
ocho opaca; fue notable que todos los aislados de la forma
silvestre de frijol, mostraran aspecto traslucido. En textura
de colonias, 14 de los 20 aislados presentaron textura go-
mosa. Seis de las nueve cepas de la forma silvestre mos-
traron esta textura.

Los resultados de caracterizacion morfolégica son simi-
lares a los reportados en la literatura (Granda et al., 2013;
Keneni et al., 2010; Villanueva y Quintana, 2012) donde se
consigna que las colonias de aislados de Rhizobium son
de crecimiento rapido (2 a 3 d), blancas o ligeramente ro-
sadas, forman colonias circulares, convexas y de aspecto
trasldcido.

En vista de que todos los aislados presentaron color
blanco y borde liso, que mostraron crecimiento rapido (1
a 3 d), aspecto traslicido (60 %) y textura gomosa (70 %),
ademas de tener en cuenta lo asentado en la literatura, se
puede afirmar que los 20 aislados pertenecen a bacterias
del género Rhizobium, y que las cepas procedentes del fri-
jol silvestre y del domesticado son similares.

Caracterizacion bioquimica
Tolerancia a pH
Con excepcion de cuatro cepas que no crecieron en pH
de 4.5 a 5.5, 16 mostraron crecimiento en todos los nive-

les evaluados (Cuadro 2). Estos resultados muestran que
las cepas estudiadas presentan tolerancia a pH acido
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con valores hasta de 4.5. Resultados similares reportaron
Cuadrado et al. (2009) y Marquina et al. (2011) al evaluar
aislados de Rhizobium procedentes de frijol comun; afir-
man que los aislados de crecimiento rapido pueden desar-
rollarse a partir de pH de 4.0.

Tolerancia a cloruro de sodio

Todas las cepas crecieron a 1 % de concentracion, 15 de
las20a 2 %, 13 a3 %y solo Rhizojal VC2 a 5 % de concen-
tracion (Cuadro 2). Los resultados son similares a lo repor-
tado en la literatura, donde se sefiala que el crecimiento
bacteriano decrece al aumentar la cantidad de sal en el
medio (Berrada et al., 2012; Cuadrado et al., 2009; Patil et
al, 2014).

Resistencia a metales pesados

Todas las cepas fueron suseptibles a las concentracio-
nes evaluadas de cloruro de mercurio y sulfato de cobre
(Cuadro 3). De las 20 cepas, trece (siete de variedades
domesticadas y seis de frijol silvestre) mostraron resis-
tencia a sulfato de magnesio y dos de éstas (Rhizojal VC2
de frijol silvestre y Rhizojal ZGZ3 de frijol domesticado) a
sulfato de zinc. Abd-Alla et al. (2012) consignaron resulta-
dos similares en los que hicieron referencia a tolerancia a
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Zny susceptibilidad a Hg. En cambio, Berrada et al. (2012)
reportaron que 110 aislados de diferentes leguminosas
presentaron alta resistencia a diferentes concentraciones
de Zn (10, 20, 40), Cu (10, 50, 100) vy Hg (20, 25, 100) g
mL". En la presente investigacion, ningun aislado exhibio
resistencia a cloruro de mercurio, ni a sulfato de cobre. Las
diferencias podrian explicarse por las distintas concentra-
ciones utilizadas entre los estudios y por las diferencias
genéticas entre las cepas estudiadas.

Resistencia a antibioticos

Esta prueba mostré a 16 cepas como resistentes a la
mayoria de los antibidticos utilizados; Rhizojal TP1 y Rhi-
zomich CR2 procedentes de los alrededores del Lago de
Chapala, fueron susceptibles a los 12 antibidticos ensaya-
dos (Cuadro 4). Keneni et al. (2010) evaluaron la resisten-
cia de siete cepas de Rhizobium a seis antibidticos; todos
mostraron resistencia a cloranfenicol y penicilina y dos
mostraron resistencia a cloranfenicol, penicilina, estrepto-
micina y tetraciclina; ademas, afirman que los aislados na-
tivos presentaron mayor resistencia a los antibidticos, que
los introducidos. También Hernandez et al. (2012), quienes
estudiaron 12 cepas y seis antibioticos, reportaron que to-
das las cepas crecieron en presencia de tetraciclina, clo-
ranfenicol, ampicilina y acido nalidixico.

Cuadro 2. Tolerancia de 20 cepas de Rhizobium a nueve valores de pH y cinco concentraciones de cloruro de sodio.

Cepas

Factores

Rhizojal ZMA1
Rhizojal ZMA2
Rhizojal ZCB3
Rhizojal TP1
Rhizojal TP3
Rhizomich CR2

pH

+ + + |+ + + + + + + + + [Rhizojal VCT
+ + 4|+ + + + + + + + + |Rhizojal VC3
+ + + |+ + + + + + + + + |Rhizojal BH1
+ 4+ + |+ + + + + + + + + |Rhizojal BH2
+ + + |+ + + + + + + + + |Rhizojal BH3
+ + +|+ + + + + + + + + |Rhizojal SAT

+ 4+ + + |+ + + + + + + + +|Rhizojal VC2

(@]
1

0 - - - - - - -

+ 4+ +/+ + + + + + + + + |[Rhizojal SA2

+|+ + + + + + + + + |Rhizojal ZAT2
+|/+ + + + + + + + + |Rhizomich CR1

+ ]+ + + + + o+

+ |+ + + o+ o+ o+

+ |+ + + + o+ o+
+l+ + + + + + o+ o+

+ + 4|+ + + + + + + + +|Rhizojal SA3
+ + + |+ + + + + + + + + |Rhizojal ZGZ2

+ + +|+ + + + + + + + + |Rhizojal Z6Z3
+ + +|+ + + + + + + + + |Rhizojal ZAT1

+ + |+ + o+ o+ + o+

+: resistente (hubo crecimiento); -: sensible (no hubo crecimiento).
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Cuadro 3. Evaluacion de 20 cepas de Rhizobium por su resistencia a cuatro metales pesados.

Cepas
— N
n — 9 N o o - « oo
o — N O = o ® - & o S £ NN A FE E - o O O
Productos 5 ©O O O I I I £ << € =2 =2 0O 0 OO0 < < o 0O & ¢
= > > > oo o o o B N N N N N NN - - G ©
= s & & © © © © © S S & & & ©& ® © © © £ g
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
NN NSNS NN NN NN NN N N NN N N NN
< < = < < < < < < < < < < < < < < < < <
OC @ o O X X [ T @© @ @* © & [ & [ T ET @&
Sulfato de zinc 10 - - - 4 4+ o+ -+ 4+ oy -+ oy
-1
(Ug mL ) 50 — + — - - - - - - - - - + - - - - - -
100 - + S T - - - - - - -
Sulfato de 0 - + - + + + - + " + -
magnesio
g (Mg 50 - o+ - . o v + -
mL™")
100 - + -+ + - - - - - - - -+ - - -
Sulfato 1de cobre 10 - 4+ - - ..o Lo oo
mL-
(bg mL) < T
00 - - - - - - - - - - - - - - - - - ==
Cloruro de Lo L L L L s
mercurio (ug mL™")
50 - - - - - - - - - - - - - - - -
00 - - - - - - - - - - - - - - - - e e e
+: resistente (hubo crecimiento); -: sensible (no hubo crecimiento).
Cuadro 4. Evaluacion de 20 cepas de Rhizobium para resistencia a 12 antibioticos.
Cepas
— N
— = 2:‘ N ™ m — o
O o~ o — N ™ — o~ ™ N N m = [ — (90} O O
Prod = O O I I I < <« < = =2 O 0O O <« <« o o o c
roauctos = > > o o o o »u »u N N N N N N N + + & G
> 8 & ® ©§ © & ©®& ® ©8 © & ©® & & ©& © ©® £ £
N o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
= N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
o e e = e = e e e = e e < e < e e e e e
@ o©® @©® © © @& @ @© @& @ © © © @& & T T @
SXT + - + + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ - + o+ o+ o+ o+ - -
CTX + + + + + + + + + + + + + + + + - - + -
CF + + + + + + + 4+ - +  + + o+ o+ o+ 4+ - + o+ -
FEP - + + - + + + + + + + + + + +
LEV + + o+ o+ - - + - - + o+ o+ o+ - + - - - -
NF + - + o+ + o+ - + o+ o+ o+ o+ o+ o+ - + - -
CRO + + o+ o+ o+ + o+ - + + o+ o+ o+ + - - + -
AM + + o+ o+ - - + o+ - + o+ o+ o+ o+ + - - - -
NET + + + + + + + 4+ +  +  + o+ 0+ - + - + o+ -
CL + + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - -
AK + - + + + o+ o+ 4+ - + o+ + 4+ o+ - + - - - -
GE + + 0+ +  + o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - + 4+ -

+: resistente (hubo crecimiento); -: sensible (no hubo crecimiento); SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; CTX: cefotaxima; CF: cefalotina; FEP. cefepime,
LEV: levofloxamina; NF: nitrofurantoina; CRO: ceftriaxona; AM: ampicilina; NET: netilmicina; CL: cloranfenicol; AK: amikacina; GE: gentamicina.
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Los resultados de la caracterizacion bioquimica que
incluyo tolerancia a pH y a cloruro de sodio, resistencia a
metales y resistencia a antibioticos, indican que las cepas
estudiadas pertenecen al género Rhizobium.

Analisis de agrupamiento

El analisis de agrupamiento de las 20 cepas mediante
coeficiente de correlacién practicado con las 38 variables
correspondientes a caracterizacion bioguimica, dio como
resultado la formacién de dos grupos principales, Ay B,y
dentro del grupo A, dos subgrupos A1y A2 (Figura 1). Den-
tro de A integrado por 15 cepas, el subgrupo A1 con siete
cepas, lo conformaron tres provenientes de frijol silvestre
y cuatro de la forma domesticada; la mayoria de las cepas
de este subgrupo mostré crecimiento en pH de 4.5, resis-
tencia a metales y resistencia a los antibidticos ensaya-
dos. Hubo similitud de resultados entre las cepas Rhizojal
VC1 y Rhizojal VC3, y Rhizojal MA1 y Rhizojal MA2, lo que
podria indicar que se trata de la misma cepa en cada par,
porque fueron colectadas y aisladas de plantas diferentes,
pero en el mismo sitio.

Al
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Las ocho cepas del subgrupo A2 (cinco procedentes de
frijol silvestre), mostraron crecimiento a pH de 4.5, a 3 %
de NaCl, a las concentraciones de 10 y 50 ug mL™ de sul-
fato de magnesioy a 1 ug mL™" de sulfato de zinc, excepto
Rhizojal ZGZ2. En este grupo destacan Rhizojal BH1, Rhi-
zojal ZGZ2 y Rhizojal ZGZ3 por su resistencia a los 12 an-
tibidticos probados. El alto coeficiente de correlacion entre
Rhizojal BH2 y Rhizojal BH3 indica que son cepas muy si-
milares.

El grupo B constituido por cuatro cepas aisladas de frijol
domesticado procedentes del area del Lago de Chapala, se
distinguid por ser susceptible a pH acido (4.5), a concen-
traciones bajas de sal (3 %) y a los antibidticos; ademas,
mostraron similitud de resultados en cinco variables de
caracterizacion morfoldgica: forma, color, aspecto, borde y
textura (Cuadro 1). En el caso de Rhizojal VC2 colectado en
raices de frijol silvestre en el volcan Nevado de Colima, no
mostro cercania con ninguna otra cepa. Crecio en todos los
niveles de pH probados, fue el Unico que se desarrolld a la
concentracion de 5 % de NaCly el Unico con resistencia a las
concentraciones evaluadas de sulfato de zinc y sulfato de

Rhizojal VC1
Rhizojal VC3

_I: Rhizojal SAT
Rhizojal ZCB3

Rhizojal ZAT2
— Rhizojal ZMA1

Rhizojal ZMA2
I: Rhizojal BH1

Rhizojal ZGZ2
I: Rhizojal BH2

Rhizojal BH3

A2

{ Rhizojal SA2
Rhizojal ZAT1

Rhizojal ZGZ3

Rhizojal SA3

Rhizojal TP1

Rhizojal TP3

—

Rhizojal CR1

Rhizojal CR2

Rhizojal VC2

0.38 0.54 0.69

0.85 1.00

Coeficiente de correlacion

Figura 1. Dendrograma elaborado con 38 variables resultado de la caracterizacion bioquimica de 20 cepas de Rhizobium

mediante coeficiente de correlacion.
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magnesio. Se requieren estudios adicionales para verificar
si se trata de una especie diferente.

La caracterizacion morfolégica y bioquimica de las ce-
pas estudiadas, evidencian la variabilidad genética de
Rhizobium en el occidente de México y alto potencial para
seleccionar cepas de Rhizobium de crecimiento rapido,
resistentes a factores adversos como acidez del suelo y
a niveles moderados de salinidad y con resistencia a an-
tibidticos. Esta afirmacién se basa en lo expresado tanto
por Hernandez et al. (2012), como por Abera et al. (2015),
quienes sefalan que los factores de supervivencia, persis-
tencia y competitividad confieren a los rizobios ventajas
adaptativas para sobrevivir y competir con otras bacterias
del suelo, lo que favorece la colonizacién de las raices de
las leguminosas y la fijacion de nitrégeno atmosférico.

CONCLUSIONES

Los estudios de caracterizacion practicados a 20 cepas
de bacterias, 11 procedentes de nédulos de frijol cultiva-
do y nueve de frijoles silvestres de la regién occidente de
México, evidenciaron que se trata de bacterias del género
Rhizobium. Las cepas exhibieron diferencias morfoldgicas
y bioguimicas, y mostraron variabilidad fenotipica. Las ce-
pas estudiadas presentaron diferencias marcadas de cre-
cimiento en valores distintos de pH, en concentraciones de
cloruro de sodio, en reaccidon a metales pesados y en res-
puesta a los antibidticos utilizados. Las cepas mostraron
de manera general crecimiento rapido, tolerancia a valores
de pH &cido, tolerancia a concentraciones moderadas de
cloruro de sodio, susceptibilidad a metales pesados, y re-
sistencia a antibidticos. La caracterizacion y estudios de
agrupamiento de las 20 cepas de Rhizobium no mostraron
diferencias morfolégicas y bioquimicas entre cepas de po-
blaciones de frijol silvestre y de variedades domesticadas,
con excepcion de una cepa procedente de frijol silvestre
del Nevado de Colima.
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