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ABSTRACT. The objective of this work was to carry out a RESUMEN. El objetivo del presente trabajo fue seleccionar

selection of rhizobia isolates from forage legume’s nodules aislados de rizobios provenientes de nddulos de la leguminosa
Canavalia ensiformis according to their characteristics and forrajera Canavalia ensiformis, teniendo en cuenta sus
potentialities to develop nitrogen-ixing root nodules in caracteristicas y potencialidades para nodular Macroptilium
Macroptilium atropurpureum (siratro), as model plant, so that atropurpureum (siratro), como planta modelo, de manera que
they can constitute promissory strains for biofertilizer puedan constituir cepas promisorias para la elaboracion de
elaboration that improve the establishment of the canavalia in biofertilizantes que mejoren el establecimiento de la canavalia
the cattle floors. Twelve rhizobia isolates and two commercial en los suelos ganaderos. Se utilizaron 12 aislados de rizobios y

strains, BR 2001 and BR 2003a were used. The possible dos cepas comerciales, BR 2001 y BR 2003a. Se determiné la
taxonomic distribution of the isolates was determinated posible distribucion taxonomica de los aislados mediante el

throught the study of their morpho-cultural and physiological estudio de sus caracteristicas morfo-culturales y fisioldgicas
characteristics. /n vitro nodulation assays were also performed y se realizaron bioensayos de nodulacion in vitro en
in Macroptilium atropurpureum (siratro). Five possible Macroptilium atropurpureum (siratro). Se identificaron cinco
members of the genera Rhizobium /Sinorhizobium and seven aislados como posibles miembros del género Rhizobium /
possible members of genera Bradyrhizobium were identified. Sinorhizobium 'y siete aislados como posibles miembros del
Although the plants inoculated with the commercial strain género Bradyrhizobium. A pesar de que las plantas inoculadas
BR 2003a presented a bigger number of total nodules and total con la cepa comercial BR 2003a presentaron un mayor nimero
effective nodules, the plants inoculated with the isolate CP5 de noédulos totales y de nodulos efectivos totales, las plantas
presented a bigger number of nodules in the main root and inoculadas con el aislado CP5 presentaron un mayor nimero
those inoculated with CP12 had a bigger number of effective de nédulos en la raiz principal y las inoculadas con CP12 tuvieron

nodules in this root. The carried out study demonstrates that un mayor numero de noédulos efectivos en esta raiz. El estudio
isolates of autochthonous rizobia as CP5 and CP12 they could realizado demuestra que aislados de rizobios autdctonos como
constitute promissory strains for the biofertilizer elaboration CP5 y CP12 pudieran constituir cepas promisorias para la
that improves the establishment of the cultivation of canavalia elaboracion de biofertilizantes que mejoren el establecimiento
in the cattle floors. del cultivo de canavalia en los suelos ganaderos.
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establecimiento de las leguminosas en los suelos
ganaderos, los cuales generalmente presentan una baja
fertilidad y se encuentran afectados por diferentes factores
bioldgicos, fisicos y quimicos (3, 4). Estos factores afectan
tanto la simbiosis como la fijacion del nitrégeno que tiene
lugar en estas plantas (5).

Canavalia ensiformis (canavalia) es una leguminosa
de altos rendimientos en granos y forraje. En las condi-
ciones edafoclimaticas de Cuba, constituye una de las
especies mas utilizadas como cultivo de cobertura (6) y
como abono verde (7). Su capacidad de fijar nitrogeno
atmosférico en simbiosis con los rizobios favorece el
crecimiento de otros cultivos acompafantes,
incrementando el valor nutritivo y alimenticio de los mismos
(8, 9). La utilizacion de este cultivo en la ganaderiay en
la agricultura permite el desarrollo de ambos y la proteccién
del medio ambiente.

Por otra parte la leguminosa Macroptilium
atropurpureum (siratro) constituye una planta modelo para
el estudio de la interaccion simbidtica rizobio-leguminosa,
lo cual se debe a la promiscuidad de este cultivo para ser
infectada por un amplio rango de rizobios del género
Rhizobium, Bradyrhizobium'y Sinorhizobium, provenientes
de leguminosas tan diversas como Vigna, Lupinus,
Ornithopus, Cicer, Sesbania, Leucaena, Mimosa, Lablab
y Acacia (10). Es por ello que el uso del siratro es una
alternativa factible para evaluar la capacidad de infeccion
y la eficiencia de la nodulacion de aislados de rizobios
bajo condiciones controladas (11).

Desde el punto de vista practico, la seleccién de
rizobios nativos adaptados a las condiciones
edafoclimaticas de Cuba, garantizaria el establecimiento
exitoso de la simbiosis. Contar con estos aislados para
la confeccion de inoculantes permitiria un mejor estable-
cimiento de las leguminosas y con ello un incremento en
los rendimientos agricolas y ganaderos, asi como una
reduccion del empleo de fertilizantes nitrogenados.
Basado en lo anterior nos propusimos en el presente
trabajo: seleccionar aislados de rizobios provenientes de
nddulos de la leguminosa forrajera Canavalia ensiformis,
teniendo en cuenta sus caracteristicas y potencialidades
de nodular Macroptilium atropurpureum (siratro), de manera
que puedan constituir cepas promisorias para inoculantes
que mejoren el establecimiento de la canavalia en los
suelos ganaderos.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL MICROBIANO

El estudio se realiz6 en el periodo 2010-2011 en el Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Se utilizaron 12
aislados de rizobios provenientes de nddulos de laleguminosa
forrajera Canavalia ensiformis, pertenecientes a la coleccion
de cepas de rizobios del Laboratorio de Microbiologia del
departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal de esta
institucién. Ademas se utilizaron dos cepas comerciales,
la BR 2001 ylaBR 2003a (Tabla I).
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Tabla I. Aislados y cepas comerciales de rizobios
provenientes de Canavalia ensiformis

Material Region de procedencia

microbiano

Municipio Provincia Pais Institucion
Aislados
Can2 Cascajal Villa Clara Cuba EEPF
Can3 Cascajal Villa Clara Cuba EEPF
Can4 Cascajal Villa Clara Cuba EEPF
Can5 Cascajal Villa Clara Cuba EEPF
Can6 Cascajal Villa Clara Cuba EEPF
CP2 LaPalma Pinardel Rio Cuba IIPF-INCA
CP3 LaPalma PinardelRio Cuba IIPF-INCA
CP5 LaPalma Pinardel Rio Cuba IIPF-INCA
CP8 LaPalma Pinardel Rio Cuba IIPF-INCA
CP10 LaPalma Pinardel Rio Cuba IIPF-INCA
CP12 LaPalma Pinardel Rio Cuba IIPF-INCA
CP13 LaPalma PinardelRio Cuba IIPF-INCA
Cepas comerciales
BR 2001 - - Brasii EMBRAPA
BR 2003a - - Brasii EMBRAPA

Can: aislados de canavalia

CP: aislados de canavalia, especificamente de la region de La Palma,
Pinar del Rio

EEPF: Estacion Experimental de Pastos y Forrajes

IIPF: Instituto de Investigacion de Pastos y Forrajes

INCA: Instituto Nacional de Ciencias Agricolas

EMBRAPA: Empresa Brasilera de Pesquisas Agropecuarias

ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS MORFO-CULTURALES
Y FISIOLOGICAS

Las caracteristicas micromorfolégicas estudiadas fueron
forma de la célula bacteriana, respuesta al Gram, tamano
delas células y la presencia de esporas. Estas caracteristicas,
asi como la pureza de cada uno de los cultivos bacterianos
fueron determinados mediante la Tincién de Gram (12).
Para conocer las caracteristicas culturales, los
aislados en estudio y las cepas comerciales se cultivaron
por agotamiento en medio levadura-manitol-agar (YEM,
por sus siglas en inglés) (13) con rojo congo a pH 6,8. Se
incubaron durante 10 dias a 28°C y se determiné entonces
la forma, color, textura, produccién de mucus y el diametro
de las colonias (mm). En dependencia de los valores de
las mediciones realizadas para el diametro de las colonias,
fueron clasificadas como colonias grandes, medianas o
pequenas. Ademas se determiné la tasa de crecimiento
de cada aislado y cepa, monitoreando la aparicién o no
de las colonias en las placas cada 24 h durante los 10 dias
de incubacion. En este sentido, aquellos aislados y cepas
cuyas colonias se hicieran visibles en medio YEM a los
dos-tres dias de incubacién, se consideraron de rapido
crecimiento, mientras que aquellos cuyas colonias
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aparecieran sobre el medio a los cinco-siete dias, se
consideraron de lento crecimiento (14).

Para conocer si los diferentes aislados y cepas
comerciales excretaban acido o base al medio de cultivo,
se cultivaron en medio YEM a pH 6,8 con indicador azul
de bromotimol (0,5 % en NaOH 0,016N). Transcurrido el
tiempo de crecimiento de cada aislado y cepa, se observo
cambio de coloracion en el medio de cultivo. En el caso
de observar un cambio de color verde (color original del
medio luego de formulado) a amarillo, se corresponde con
la excrecion de acido al medio, mientras que si el cambio
de coloracion que se observa es de verde a azul, se
corresponde con la excrecion de base al medio de cultivo
por el microorganismo (14).

ENSAYOS DE NODULACION IN VITRO

Los ensayos de nodulacion in vitro fueron realizados
utilizando la leguminosa Macroptilium atropurpureum
(siratro), la cual constituye una planta modelo en los estudios
de nodulacion debido a su alta promiscuidad con varios
géneros de rizobios (10, 13). Las semillas de la leguminosa
fueron donadas por la EEPF de Cascajal, Villa Clara.

Para la descarificacion de las semillas se mantuvieron
en etanol al 70 % durante cinco minutos. Posteriormente
se lavaron con agua destilada y se sometieron a un
tratamiento con &cido sulfurico concentrado durante 10 min.
Luego se sumergieron en hipoclorito de sodio al 25 % (v/v)
durante 15 minutos y fueron lavadas varias veces con agua
destilada estéril. Seguidamente, las semillas fueron
colocadas en placas con Agar-Agua (0.75 %) (m/v) e
incubadas a 28°C en la oscuridad durante 24 h. Las
semillas con raices emergentes (de aproximadamente
1-2 cm) se colocaron en frascos de 200 mL (5,5 cm de
diametro y 12,0 cm de altura) que contenian 50 mL de
medio Norris y Date (12), a razén de una semilla por frasco.
Tres dias después, se inocularon las raices de las plantas
con 1 mL de in6culo de los diferentes aislados y cepas
comerciales en medio YEM liquido a pH 6.8, con unaA=0.1
(medida a A=600 nm), correspondiente a una concentracion
celular de 10”-108 UFC.mL". Fue utilizado un tratamiento
control que no fue inoculado.

Las plantas crecieron en condiciones controladas,
con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad, a una
temperatura dia/noche de 26/22°C y humedad relativa del
70 %. Cuatro semanas después, se determind: numero
de nddulos en raiz principal, nodulacion total, efectividad
de los nddulos y la masa seca de los nédulos en raiz
principal (g). La efectividad de los nddulos fue determinada
mediante el método visual detectando o no la presencia
de una coloracién rojiza en el interior de cada nédulo,
caracteristico de la proteina leghemoglobina (15). Para
ello se realizé la diseccion de cada uno de los nédulos
con la utilizacion de hojas de bisturi de acero inoxidable.

DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos de nodulacién in vitro se realizaron dos
veces. Se utilizé un disefio completamente aleatorizado,
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utilizando 10 réplicas por tratamiento. Los datos obtenidos
fueron sometidos a la prueba de normalidad (test de
Bartlett) y homogeneidad de varianza (test de Kormogorov-
Smirnov) y se aplic analisis de varianza de clasificacién
simple, utilizando el Test de comparacion de medias de
Tukey para p<0.05 para discriminar diferencias entre las
medias (16). Los datos obtenidos fueron graficados
utilizando el programa SigmaPlot 2001.

RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS MORFO=-CULTURALES
Y FISIOLOGICAS

Mediante la tincion de Gram se observé que la
morfologia de las células y sus caracteristicas tintoriales
se correspondian con las descritas para el grupo de los
rizobios. En todos los aislados se observaron bacilos finos,
Gram negativos, de tamano pequefio y sin presencia de
esporas (17).

En la Tabla 11 se muestran las caracteristicas
morfo-culturales y fisioldgicas estudiadas de los 12 aislados
y de las cepas comerciales. Del total de aislados, cinco
presentaron un rapido crecimiento (dos-tres dias) en medio
YEM. Estos aislados se caracterizaron por formar colonias
grandes y medianas, circulares, convexas, con bordes
regulares, brillantes y de textura lisa y con un leve color
rosado en el centro y mas translucidas hacia los bordes.
Ademas se observo la excrecion de mucus y acido al
medio de cultivo que fue detectado por el cambio de
coloracion del mismo (de verde a amarillo).

Las caracteristicas morfo-culturales presentes en
estos aislados, asi como la excrecion de sustancias acidas
al medio de cultivo, han sido descritas para los géneros
Rhizobium/Sinorhizobium, pertenecientes a la familia
Rhizobiaceae (14). Mediante la caracterizacion realizada
en este trabajo no fue posible diferenciar entre estos dos
géneros, debido a la cercania filogenética que existe entre
los mismos. En este caso se requiere emplear técnicas
de taxonomia polifasica que incluye estudios moleculares
que permiten el estudio de los genes cromosomales, los
cuales son comunes del genoma basico para su propia
ubicacion filogenética; de los genes involucrados en la
fijacién bioldgica de nitrégeno, para establecer relaciones
con otras bacterias fijadoras de nitrégeno ya que es una
caracteristica ancestral de amplio espectro filogenético y
el estudio de los genes de la nodulacion, los cuales son
marcadores de la coevolucion de los rizobios con su
hospedero, asi como de su origen biogeografico (10).

El resto de los aislados en estudio (siete) resultaron
tener un lento crecimiento en medio YEM (cinco-siete
dias). Las colonias se caracterizaron por ser pequeias,
circulares, con los bordes regulares y por presentar un
color translucido y en ocasiones blanco hacia el centro.
Ademas se identificaron por su escasa o ninguna
produccion de mucus y la excrecion de base al medio, lo
cual se evidencié por el cambio de coloracién de verde a
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Tabla Il. Caracteristicas morfo-culturales y fisiolégicas de los aislados de rizobios y las cepas comerciales

provenientes de Canavalia ensiformis

Material Morfologia de la colonia Tasa Produccién Posible distribucion
microbiano Tamafio Color Aspecto  de crecimiento de 4cido-base taxonomica
de la colonia en medio YEM
(mm)
Aislados
Can2 2-4 semitranslicidas  mucosas + acido Rhizobium/Sinorhizobium
Can3 2-4 semitranslicidas  mucosas + acido Rhizobium/Sinorhizobium
Can4 2-4 semitranslicidas  mucosas + acido Rhizobium/Sinorhizobium
Can5 2-4 semitranslicidas mucosas + acido Rhizobium/Sinorhizobium
Can6 2-4 semitranslicidas mucosas + acido Rhizobium/Sinorhizobium
CP2 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
CP3 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
CP5 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
CP8 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
CP10 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
CP12 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
CP13 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
Cepas
BR 2001 <1 blancas secas - base Bradyrhizobium
BR 2003a 2-4 semitranslucidas  mucosas + acido Rhizobium
(+) rapido crecimiento (dos a tres dias), (—) lento crecimiento (cinco-siete dias)

azul. Todas estas caracteristicas morfo-fisiolégicas
coinciden con lo descrito para el género Bradyrhizobium
(14), por lo cual pudiera considerarse estos aislados como
posibles miembros de este género.

Fue posible comparar los aislados en estudio con
dos cepas comerciales empleadas en la confeccion de
inoculantes para el cultivo de la canavalia, la cepa
BR 2001 perteneciente al género Bradyrhizobium y la
cepa BR 2003a perteneciente al género Rhizobium. Todos
los aislados de lento crecimiento presentaron similitud en
cuanto a las caracteristicas morfo-culturales y fisiolégicas
estudiadas con la cepa comercial BR 2001, mientras que
los aislados Can2, Can3, Can4, Can5y Can6, de rapido
crecimiento, resultaron similares a la cepa BR 2003a.
Esto confirma la posible ubicacion asignada a los aislados
en este estudio.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos, resulta
evidente la presencia de diversos géneros de rizobios como
simbiontes de una misma leguminosa (canavalia), ya que
se obtuvieron posibles miembros del género
Bradyrhizobium'y de la familia Rhizobiaceae (Rhizobium/
Sinorhizobium), lo que evidencia la inespecificidad de este
cultivo. En este sentido, se clasifica a Canavalia ensiformis
como promiscuay efectiva con un amplio rango de especies
de rizobios (18). Esta caracteristica ha sido descrita también
para Phaseolus unguiculata (frijol caupi), en la cual se ha
encontrado la presencia de especies de Bradyrhizobium
y Rhizobium, como simbiontes de este cultivo (19).
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ENSAYO DE NODULACION IN VITRO

Los aislados de rizobios de rapido crecimiento, posibles
miembros del género Rhizobium, Can2, Can3, Can4, Can5
y Can6 (datos no mostrados) no reflejaron la capacidad
de producir nodulacién en las plantas de siratro, utilizada
como modelo para el estudio de la interaccion simbidtica
rizobio-leguminosa.

Dentro de las posibles causas que pudieran explicar
este fendmeno estan las de tipo genético o de tipo
ecoldgico. Adiferencia del género Bradyrhizobium donde
los genes de la nodulacion y los que garantizan la fijacion
del nitrégeno son genes cromosémicos, en el género
Rhizobium estos genes son extracromosomicos pues se
localizan en determinados plasmidos (20). Estos paquetes
gendmicos pueden transferirse mediante mecanismos de
conjugacion, provocando la pérdida de la capacidad de
nodulacién de la bacteria (21). Desde el punto de vista
ecoldgico, en la literatura se ha hecho referencia a
determinados factores bioticos y abidticos que ejercen
diferentes efectos sobre la capacidad de nodulacion de
las poblaciones de rizobios.

Dentro de los factores bidticos se encuentran la
produccién de antibidticos y bacteriocinas, niumero y tipos
de microorganismos residentes y la predacion selectiva
por protozoos, mientras que entre los factores abibticos
se numeran las limitaciones de nutrientes, contenido de
materia organica, disponibilidad de agua, salinidad,
temperatura y la acidez del suelo (22). Los suelos de la
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region de Cascajal son conocidos por su acidez (23) lo
que, unido a otros factores, tanto bidticos como abidticos
pudieran también haber provocado la pérdida de la capacidad
de nodulacién de estos aislados bacterianos.

En adicion se ha informado acerca de la seleccion
que ejerce la acidez de los suelos sobre las poblaciones de
rizobios, lo que favorece al tipo de especie mas adecuada para
la simbiosis en dependencia de su tolerancia a este factor (24).

En la Figura 1 se muestra el numero de nédulos
totales (A) y numero de nédulos efectivos totales (B),
obtenidos al inocular los diferentes aislados y cepas
comerciales en plantas de siratro. Se observé que el mayor
numero de nédulos totales y efectivos totales se corres-
ponde con aquellas plantas inoculadas con la cepa
comercial BR 2003a perteneciente al género Rhizobium,
diferenciandose significativamente del resto de los
tratamientos en ambas variables. Aunque los aislados
CP3, CP8, CP10y CP13, posibles miembros del género
Bradyrhizobium, formaron una mayor cantidad de nédulos
en las plantas de siratro, en relacién con la cepa comercial
BR 2001 también de este género bacteriano, no se
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Figura 1. Numero de nédulos totales (A) y numero
de nodulos efectivos totales (B), en plantas
inoculadas con aislados de rizobios
procedentes de canavalia y cepas
comerciales para este cultivo
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observaron diferencias significativas entre estos
tratamientos cuando fue analizado el numero de nédulos
efectivos totales por planta.

En la Figura 2 se muestra el numero de nédulos (A)
y el numero de nédulos efectivos en la raiz principal (B).
Se observo que las plantas que fueron inoculadas con los
aislados CP5y CP12 fueron las que presentaron un mayor
numero de nédulos en la raiz principal, en comparacién
con el resto de los aislados y las cepas comerciales
BR 2003ay BR 2001. La presencia de nédulos en laraiz
principal es uno de los criterios mas importantes que se
tienen en cuenta en los estudios de seleccion de cepas
de rizobios, ya que se ha demostrado que aquellas plantas
con abundantes nédulos en la raiz principal presentan un
gran desarrollo radical y foliar, todo lo cual contribuye
decisivamente a la produccién de altos rendimientos en
el cultivo. Debido a que es por la raiz principal por donde
fluyen la mayor cantidad de nutrientes resultantes del
metabolismo de la planta, los que son utilizados por los
rizobios presentes en el interior de los nddulos; aquellos
nédulos que se encuentran ubicados en esta parte del
sistema radical son generalmente los que presentan una
mayor actividad de fijacion de nitrégeno (25).
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A pesar de que no se observaron diferencias signifi-
cativas en el numero de ndédulos de las plantas inoculadas
con CP5 en relacién con las inoculadas con CP12, la
eficiencia del proceso de nodulacién en raiz principal,
resultante de la diferencia en valor absoluto de n6dulos
formados y los efectivos, fue superior a un 90 % para el
aislado CP12 mientras que para CP5 fue entre un 45y un
55 %, resultados superiores a los observados para ambas
cepas comerciales en esta variable.

Es necesario destacar que aunque la cepa comercial
BR 2003a formo una mayor cantidad de nédulos totales
en las plantas de siratro en comparacion con los aislados
CP5, CP8 y CP12, la masa seca de los nddulos de las
plantas tratadas con estos aislados fue mayor que la
masa seca de los nédulos de las tratadas con la cepa
comercial (Figura 3). Esto es l6gico si se tiene en cuenta
que entre un 90 y un 95 % de los nddulos formados por la
cepa BR 2003a se encontraron en las raices secundarias
mientras que para el aislado CP5 solo se encontraron en
estas raices de un 45 a un 50 % de los nddulos y para el
caso de CP12 casi el 100 % de los nddulos totales estaban
localizados en la raiz principal.
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Aislados de rizobios y cepas comerciales

Figura 3. Masa seca (g) de noédulos en la raiz principal
de plantas de siratro inoculadas con aislados
procedentes de la leguminosa canavalia
y cepas comerciales de este cultivo

A pesar de que el aislado CP8 produjo un menor
numero de nodulos totales y efectivos en raiz principal,
en comparacion con los producidos por los aislados CP5
y CP12 no se observaron diferencias significativas en la
masa seca de estos nddulos entre estos tratamientos.
Esto indica que los nédulos que produce CP8 en la raiz
principal de las plantas son de mayor tamafno que los
que se producen por CP5y CP12.

El analisis de las variables estudiadas en este ensayo
nos permitio distinguir algunas de las potencialidades de
estos aislados de rizobios en relacion con las cepas
comerciales pues constituyen microorganismos nativos
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de laregién de La Palma, Pinar del Rio, adaptados a las
condiciones presentes en esos suelos, lo cual no se cumple
para las cepas comerciales. Es por ello que debemos
enfocar nuestra atencion en la utilizacion de estos
microorganismos como posibles inoculantes, aprovechando
las adaptaciones que han desarrollado estas bacterias a
los factores limitantes presentes en estos suelos, lo cual
les permite ser mas competitivos en la interaccion
simbiobtica con la planta huésped.

CONCLUSIONES

Los aislados de rizobios CP5 y CP12 constituyen
cepas promisorias nativas de los suelos de La Palma,
Pinar del Rio, para la elaboracion de un biofertilizante que
permita el mejor establecimiento de Canavalia en estas
regiones.
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