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RESUMEN 

  

El nitrógeno es el nutriente más importante para el crecimiento de plantas, los cultivos 

de leguminosas dependen en gran medida del nitrógeno fijado por bacterias del 

rizoplano fijadoras de nitrógeno. La identificación y caracterización de los rizobios 

autóctonos de una zona en particular es la base de la formulación de inoculantes para 

la producción sostenible de leguminosas frente al cambio climático. Se aisló 

Rhizobium spp de 4 localidades del cantón Ambato. Las bacterias aisladas se 

cultivaron en medio Agar extracto de levadura y manitol YMA con rojo Congo. Las 

colonias se observaron después de 36-48 horas de incubación a 37 grados centígrados, 

placas control presentaron crecimiento de diferentes microorganismos, mientras que 

las placas de aislamiento no presento contaminación. Se obtuvo un total de 88 

aislamientos, se caracterizó tener una forma de bastón, aeróbica, no formadora de 

esporas y móvil. Los aislados mostraron un  color rosado lechoso, arrojaron positivo 

las pruebas rojo de metilo, Voges-Proskauer, catalasa, hidrolisis de almidón y 

movilidad en agar SIM. Arrojaron resultados negativos para test de hierro triple azúcar, 

y negativo para la producción de ácido sulfúrico y prueba de indol en SIM, mientras 

que la prueba citrato de Simmons arrojo un resultado negativo para 3 cepas. Los 

polimorfismos evaluados por UPGMA permitieron establecer que la diversidad de 

rizobios contó con un 76 por ciento de similitud, agrupando rizobios de crecimiento 

lento en la zona norte y crecimiento rápido en la zona sur del cantón Ambato. 

  

Palabras clave:  

PCR fingerprinting, nódulos, Rhizobium spp, Trifolium pratense, UPGMA, 

crecimiento poblacional.  
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ABSTRACT  

Nitrogen is the most important nutrient for plant growth, legume crops are highly 

dependent on nitrogen fixed by nitrogen-fixing rhizobial bacteria. The identification 

and characterization of rhizobia indigenous to a particular area is the basis for the 

formulation of inoculants for sustainable legume production in the face of climate 

change. Rhizobium spp. were isolated from 4 localities of Ambato canton. The isolated 

bacteria were grown on Yeast Extract Agar medium and YMA mannitol with Congo 

red. The colonies were observed after 36-48 hours of incubation at 37 degrees Celsius, 

control plates showed growth of different microorganisms, while the isolation plates 

did not show contamination. A total of 88 isolates were obtained, characterized as rod-

shaped, aerobic, non-spore-forming and motile. The isolates showed a milky pink 

color, were positive for methyl red, Voges-Proskauer, catalase, starch hydrolysis and 

motility on SIM agar. They were negative for the triple sugar iron test, negative for 

sulfuric acid production and negative for the indole test on SIM, while the Simmons 

citrate test was negative for 3 strains. The polymorphisms evaluated by UPGMA 

allowed establishing that the diversity of rhizobia had 76 percent similarity, grouping 

slow-growing rhizobia in the northern zone and fast-growing rhizobia in the southern 

zone of Ambato. 

   

Keywords:  

PCR fingerprinting, nodules, Rhizobium spp, Trifolium pratense, UPGMA, population 

growth. 
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CAPÍTULO I  

 

MARCO TEÓRICO 

  

1.1. Antecedentes investigativos  

1.1.1. Uso excesivo de fertilizantes químicos en la agricultura 

Actualmente el crecimiento de la población mundial sigue aumentando y se 

estima que alrededor de 2050 se alcanzará aproximadamente los 9.700 

millones de personas que viven en el mundo (WPS & WHO, 2022). Debido a 

la expansión de la población mundial, la agricultura aumentó el rendimiento 

por unidad de superficie en la producción de cultivos; mediante el informe 

reciente del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente 

(PNUMA) en cooperación con la Organización de las Naciones Unidas para la 

Agricultura y la Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la Salud 

(OMS); indica que el uso de pesticidas y fertilizantes se han expandido de 

manera exuberante, por lo que el código internacional de conducta para el uso 

y la gestión sostenible de los fertilizantes no ha complido el estándar de gestión 

sostenible a lo largo de la cadena de suministro agrícola (WPS & WHO, 

2022).   

En Ecuador, en el año 2020 se reportó que el 56,8% de la superficie con 

cultivos permanentes se aplicaron insumos de síntesis química, mientras que 

en cultivos transitorios fue el 79% de la superficie (INEC & ESPAC, 2021). 

El alto uso de estos insumos químicos representa un potencial peligro para la 

salud pública, así como para el sector agrícola (Behera et al., 2022). 

 

El empleo de fertilizantes químicos aumenta la productividad de los cultivos y 

altera las propiedades fisicoquímicas y biológicas del suelo, lo que conlleva a 
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la pérdida de la calidad del suelo agrícola (Pahalvi et al., 2021). Los 

fertilizantes químicos (nitrogenados, fosfatos, potasas) pueden provocar la 

acidificación del suelo, la formación de costras, reduciendo así el contenido de 

materia orgánica, el contenido de humus, los organismos beneficiosos, el 

retraso en el crecimiento de las plantas, cambio en el pH del suelo, aumento de 

plagas e incluso puede contribuir a la liberación de gases de efecto invernadero 

(Behera et al., 2022; Pahalvi et al., 2021).  

 

La acidez del suelo disminuye la ingesta de fosfato por parte de los cultivos lo 

que aumenta la concentración de iones tóxicos en el suelo y de esta manera se 

inhibe el crecimiento de los cultivos. El agotamiento del humus del suelo 

reduce la capacidad de almacenar nutrientes provocando un follaje decolorado 

o malformado, mientras que los gases de efecto invernadero derivados del 

exceso de fertilizantes nitrogenados perjudican el clima ya que estos al entrar 

al contacto con la atmosfera se convierten en óxido nitroso un gas perjudicial 

en el ambiente (Soumare et al., 2020). Además, el nitrógeno aplicado a los 

campos en grandes cantidades destruye el equilibrio entre los tres 

macronutrientes, nitrógeno, fósforo y potasio, lo que provocaría la falta de 

micronutrientes; lo que también daña la capa superficial del suelo, provocando 

una reducción del rendimiento de los cultivos (Mendoza-Suárez et al., 2020).  

 

Dentro de este contexto las Organizaciones no Gubernamentales como 

GREENPEACE junto con GRAIN y el Instituto de Agricultura y Política 

Comercial IATP comenzaron su labor en conjunto para la erradicación de esta 

problemática y el uso excesivo de fertilizantes sintéticos, a través de sus 

programas individuales de gestión en el cambio climático, se han 

implementado: directrices voluntarias para la gestión sostenible del suelo, 

aplicación de controles, legislación internacionales y la educación de los 

agricultores, mediante el cual se aborde el problema a nivel local, regional y 

mundial, de esta manera se espera lograr una disminución optima dentro de los 

estándares de gestión sostenible (Behera et al., 2022).  
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1.1.2. Importancia del nitrógeno en los suelos 

 

El nitrógeno es uno de los elementos más esenciales que necesitan todos los 

tipos de organismos porque es un componente importante de las proteínas, 

aminoácidos, los ácidos nucleicos y otras biomoléculas. De igual manera es 

necesario para producir clorofila en las plantas, que se utiliza en la fotosíntesis 

para fabricar su alimento. La cantidad de nitrógeno presente en las plantas es 

del 1,5 al 2% de la materia seca y el 16% de la proteína total (Anas et al., 

2020; Schulte et al., 2021). 

 

El nitrógeno mineral y orgánico, el amonio y los nitratos son las principales 

fuentes de nitrógeno disponibles en los suelos. El nitrato se produce a partir de 

la descomposición bacteriana de los residuos vegetales juntamente con la 

materia orgánica, esta es la fuente de nitrógeno más importante para la mayoría 

de las plantas, ya que las permiten crecer, desarrollarse y producir semillas 

(Mendoza-Suárez et al., 2020).  

 

1.1.3. Fijación Biológica del nitrógeno 

La especie vegetal capaz de realizar esta actividad son conocidas como plantas 

leguminosas (Balows et al., 1992). La fijación biológica del nitrógeno (FBN) 

es el proceso biológico en el cual el gas nitrógeno (N2) de la atmósfera se 

incorpora en forma de amoniaco al tejido de ciertas plantas, esto se debe a 

cepas bacterianas como Rhizobium, Beijernickia, Rhodospirillum, Azotobacter 

y cianobacterias, las cuales sólo infectan a un grupo selecto de plantas y se 

encargan de producirlo a través de procesos biológicos y fisicoquímicos. La 

vía de reducción asimilatoria de nitrato es un proceso de varios pasos que 

implica la captación de nitrato y su reducción a amonio por dos enzimas 

altamente reguladas, el nitrato reductasa citosólica (NR) y el nitrito reductasa 

plastidial (NiR) (Soumare et al., 2020). 
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El proceso de fijación biología del nitrógeno implica una serie de reacciones 

bioquímicas, sin embargo, se puede resumir en la Ecuación 1: 

 

N2 + 8 H2 + 8e- + 16 ATP ------> 2 NH3 + 2 H2 + 16 ADP + 16 Pi              (1) 

Ecuación 1: Ecuación general de la fijación biológica de nitrógeno. 

La ecuación indica que una molécula de gas nitrógeno (N2) se combina con 

ocho iones de hidrógeno (8H+) para formar dos moléculas de amoníaco (2NH3) 

y dos moléculas de gas hidrógeno (2H2). Esta reacción bioquímica es mediada 

por la enzima nitrogenasa de los nódulos radiculares de la especie infectada. 

Finalmente, las 16 moléculas de ATP (adenosín trifosfato) representan la 

energía necesaria para que se produzca la reacción del FNB (Schulte et al., 

2021).  

1.1.4. Fabaceae (Leguminosae) 

La Tierra cuenta con 400.000 especies de plantas, de los cuales cerca del 5% 

de las especies son miembros de la familia de plantas (Leguminosae). La 

familia Fabaceae cuenta con 770 géneros y cerca de 20.000 especies 

distribuidas por todo el mundo (Ibáñez et al., 2017). Las fabáceas 

evolucionaron para tener sistemas radiculares que permiten establecer 

relaciones simbióticas con diversas especies de bacterias del suelo capaces de 

fijar el nitrógeno atmosférico, proporcionando así una fuente biológica básica 

de compuestos nitrogenados como las proteínas y sus derivados (Mirza 

Hasanuzzaman et al., 2020).  
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Figura N°1: Estructura de una leguminosa  

Fuente: (Elpel, 2000; Y. M. Liang et al., 2018) 

Las especies de leguminosas son muy diversas, las mismas están adaptadas a casi 

todos los ecosistemas terrestres en forma de árboles, arbustos y hierbas, estas 

forman relaciones simbióticas con bacterias fijadoras de nitrógeno (rizobios), la 

mayoría de las cuales pertenecen a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, y 

Azorhizobium en el grupo de las alfaproteobacterias (Balows et al., 1992; Tak et 

al., 2017) y en los géneros Paraburkholderia, Cupriavidus y Trinickia en las 

Betaproteobacterias (Boone et al., 2017; Tak et al., 2017)  

La infección de las raíces por los rizobios resulta en la formación de órganos 

llamados nódulos en los que tiene lugar el proceso de fijación biológica de 

nitrógeno (J. Liang et al., 2019). El proceso de nodulación en las leguminosas 

comienza por la infección de las raíces por cepas de rizobios compatibles y 

eficientes de acuerdo con la planta huésped, ya que las mismas cuentan con 

diferentes tipos y formas de nodulación. La infección de la raíz causa el rizado de 

los pelos de la raíz que atrapan a los rizobios y forman hilos a través de estas 

estructuras, las bacterias entran en las células de la raíz para comenzar su proceso 

de fijación de nitrógeno (Sprent et al., 2017). 

Inflorescencia  

Pedúnculo  

Pecíolos   

Folios 

 

Estipulas 

peciólulos 

estolón 

Nódulos  

raíces secundarias 

Raíz Principal 
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Figura N°2: Nódulos formados en leguminosas 

Fuente:(George M. Briggs, 2022) 

 

1.1.5. El microsimbionte: rhizobium 

Rhizobium es un género de bacterias Gram-negativas presentes en la rizosfera que 

fijan el nitrógeno atmosférico, estas tienen la capacidad única de formar nódulos 

en las raíces de las leguminosas y de esta manera producir nitrogenasa (El-Harty 

et al., 2021). Las mismas cuentan con un plásmido que codifica información vital 

para la infección y nodulación de la planta hospedera la cual mediante la secreción 

natural de lectina atrae a los microorganismos para la iniciar el proceso de 

infección. Actualmente la taxonomía está basada en el ‘List of Prokaryotic names 

with Standing in Nomenclature’ y en el National Center for Biotechnology 

Information, mientras que su filogenia está basada en el 16S rRNA-based LTP  

16S por ‘The All-Species Living Tree Project’(Yarza et al., 2010). 
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Tabla 1 

Clasificación taxonómica de Rhizobium 

Dominio: Bacteria 

Filo: Proteobacteria 

Clase: Alphaproteobacteria 

Orden: Rhizobiales 

Familia: Rhizobiaceae 

Género: Rhizobium 

 

Fuente: (J. Liang et al., 2019; Mirza Hasanuzzaman et al., 

2020) 

 

1.1.6. Trébol rojo (Trifolium pratense)  

El trébol rojo es una planta herbácea perenne nativa de Europa introducida en el 

Ecuador en la época colonial, mide entre 8 y 15 cm de altura, cuentan con hojas 

compuestas alternas, inferiores y superiores. La morfología de su tallo es 

extendida, las hojas compuestas alternas son trifoliadas mientras que las hojas 

compuestas inferiores tienen pecíolos largos y vellosos, sus hojas superiores tienen 

pecíolos cortos (Balows et al., 1992; Herbert et al., 2018).  
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Figura N°3: Morfología de T. pratense 

Fuente: (Thomé & Migula, 2000) 

 

Su período de floración ocurre desde finales de primavera hasta mediados de 

verano y con un tiempo aproximado de 1 a 2 meses, sin embargo, algunas plantas 

pueden florecer más tarde en el verano o el otoño. Esta planta agrega nitrógeno al 

suelo al formar nódulos de raíces que albergan bacterias rizobianas (McKenna et 

al., 2018). 
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Tabla 2  

Clasificación taxonómica del trébol. 

Reino  Plantae 

División  Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden  Fabales 

Familia Fabaceae 

Subfamilia Papilionoideae 

Genero  Trifolium  

Nombre científico  Trifolium pratense 

Fuente:  (Lim, 2014) 

Se cultiva extensamente como pasto, heno y abono verde, y se considera un 

excelente alimento para el ganado y los potreros. En comparación con la alfalfa, 

el trébol rojo tiene aproximadamente dos tercios de proteínas digeribles, aportando 

más nutrientes digeribles totales y un valor energético neto superior (Jones et al., 

2020; Lim, 2014). En la ganadería esta planta es altamente útil para cumplir con 

el forraje por la carga animal por hectárea conservando el máximo nivel de 

producción sostenible (Lim, 2014).  

1.1.7. Familia Rhizobiaceae 

El manual de Bergey de Bacteriología sistemática establece que la familia 

Rhizobiaceae tiene 18 géneros destacando los primeros en descubrirse: Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Azorhizobium, Phyllobacterium y Agrobacterium (J. Liang et 

al., 2019). El género Rhizobium presenta cinco especies las cuales fueron 

promotoras para el avance de desarrollo de bioproductos e identificación de 

nodulación en especies específicas de plantas, estas se caracterizan por formar 
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biovariedades presentándose mayormente en las leguminosas (Sprent et al., 

2017). 

 

a) Rhizobium leguminosarum: sus funciones simbióticas están codificadas en un 

plásmido cuya cepa puede nodular tres leguminosas dependiendo de la 

especificidad del plásmido la cual es determinada por la biovariedad del 

huésped. Aquí destacan tres grupos de huéspedes:  

➢ Trifolium para la biovariedad trifolii  

➢ Praseolus para la biovariedad phaseoli  

➢ Pisum, Lathyrus, Vicea y Lens para la biovariedad viceae (Tang & 

Capela, 2020).  

b) Rhizobium meliloti esta nodula a especies del género Melilotus, Medicago y 

Trigonella (Sánchez-Cañizares et al., 2018). 

c) Rhizobium loti tiene la capacidad de agrupar a microorganismos capaces de 

nodular un amplio rango de hospedadores entre los cuales se destacan Lotus, 

Cicer, Robinia pseudoacacia, Mimosa, Lupinus, Onobrychis y Leacaena. 

d) Rhizobium galegae esta infecta a especies del género Galega. 

e) Rhizobium kuakuii infecta a especies del género Astragalus una leguminosa 

presente en la época de invierno  (Mirza Hasanuzzaman et al., 2020). 

1.1.8. Proceso de Nodulación 

1.1.8.1. El nódulo 

Los rizobios infectan las células corticales de las raíces de las leguminosas 

dependiendo de diferentes factores como: la especificidad, infección, formación 

del nódulo y efectividad o funcionamiento del nódulo. La especificidad será 

dependiente de la especie de Rhizobium de infección, el proceso comienza en la 

zona pilífera mediante la formación de hilos en donde la bacteria es llamada por 

la secreción de la glicoproteína lectina, este proceso de infección continua con la 

elongación del cordón de infección y la liberación de bacterias en el interior de las 

células vegetales del córtex radical (De et al., 2018; El-Harty et al., 2021). Aquí 



 

11 

 

el exudado juntamente con los flavonoides y los compuestos bioquímicos 

naturales de la especie de planta inducen específicamente la transcripción de los 

genes de nodulación (Nod) de los rizobios, de esta manera estimula la formación 

del nódulo (Pahalvi et al., 2021; Soumare et al., 2020). El proceso de infección 

comienza con su colonización epifítica del rizoplano (especialmente en los cuellos 

que rodean la base de las raíces laterales y en las uniones entre las células 

epidérmicas), luego por la erosión de las paredes celulares de las raíces mediada 

por las celulasas unidas a las células de Rhizobium, estas ingresan en espacios o 

grietas de la raíz las cuales son formadas por heridas naturales en el desarrollo de 

raíces laterales y fisuras entre células epidérmicas, finalmente se da la colonización 

endofítica de células corticales en el interior de la raíz. Durante el proceso de 

infección es necesario tener en cuenta que la producción de fitoalexinas, 

flavonoides y los compuestos bioquímicos serán dependientes de la edad, pH, 

humedad, presión, altura y temperatura del huésped (Sánchez-Cañizares et al., 

2018). 

   

Figura N°4: Endosimbiosis Rhizobium con planta hospedera 

Fuente: (Tang & Capela, 2020) 

 

 

 

Infección  Erosión  
Crecimiento 

de hilos 

Colonización 

endofítica  

Nódulo en desarrollo  Raíz con nódulo infectado maduro   
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1.1.9. Metabolismo del nódulo 

La capacidad de fijar nitrógeno tiene lugar en los bacteroides gracias a la actividad 

del complejo enzimático nitrogenasa, este complejo enzimático cuenta con dos 

componentes: una molibdoferroproteina (nitrogenasa) y una ferroproteína 

denominada nitrogenasa reductasa, su centro activo es un cofactor con hierro y 

molibdeno denominado FeMoco (Buszewski et al., 2019). En la simplificación de 

la FBN ecuación 1 la actividad es determinada por los ATP que donan los 

electrones para la actuación de la enzima sobre los flavodoxina los cuales 

proporcionan los equivalentes de reducción para reducir el nitrógeno, este proceso 

requiere de 960 kJ de energía por mol de nitrógeno fijado, por esta razón se 

requiere 16 ATP hidrolizadas por los 8 electrones transportados a través del 

complejo nitrogenasa (Stephen C. Wagner, 2018; Yuan et al., 2022).  

 

Figura N°5: Estructura del cofactor FeMoco  

Fuente: (Pérez-González et al., 2012) 
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1.1.10. Identificación de bacterias 

La identificación de microorganismos es de gran importancia para la colección de 

nuevos cultivos bacterianos y, a su vez, permite direccionar la búsqueda de 

diferentes aplicaciones a estos (Borkar, 2019). Existen muchas pruebas para 

identificar bacterias, dependiendo del tipo de bacteria que se esté investigando y 

de los recursos disponibles en el laboratorio (American Society of Microbiology, 

2016). Algunas de las pruebas más comunes son: 

Tinción Gram: La tinción de Gram es una de las pruebas más comunes y simples 

para identificar bacterias. Esta prueba determina si la pared celular de la bacteria 

es gruesa o delgada, lo que permite clasificar a las bacterias en dos categorías 

principales: Gramnegativas y Grampositivas (Borkar, 2019). 

Pruebas de cultivo: Las pruebas de cultivo se utilizan para cultivar y aislar 

bacterias en un medio de cultivo específico. La morfología y las características de 

crecimiento de las colonias de bacteria pueden ayudar a identificar a la bacteria. 

Pruebas bioquímicas: Estas pruebas evalúan las características bioquímicas de 

las bacterias las cuales tienden a realizar ciertos procesos metabólicos y utilizar 

determinados nutrientes, las más comunes son: 

Pruebas de oxidación-fermentación: se utilizan para determinar si las bacterias 

son capaces de oxidar o fermentar diferentes sustratos. 

Pruebas de hidrólisis: se utilizan para determinar si las bacterias son capaces de 

hidrolizar diferentes sustancias, como proteínas, lípidos o polisacáridos. 

Pruebas de utilización de sustratos: se utilizan para determinar la capacidad de 

las bacterias para utilizar diferentes fuentes de carbono y nitrógeno (Shoaib et al., 

2020). 

Pruebas moleculares: Son técnicas como la secuenciación del ADN y la 

hibridación in situ, que permiten identificar a las bacterias basadas en su secuencia 

de ADN o ARN (Shoaib et al., 2020). 



 

14 

 

 

1.2. Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo General  

 

• Caracterizar Rhizobium spp. a partir de trébol violeta (Trifolium pratense) en 

cuatro localidades del cantón Ambato. 

 

1.2.2. Objetivos Específicos 

 

• Aislar cepas de Rhizobium spp. que nodulan en la especie T. pratense mediante 

técnicas microbiológicas basada en cultivo.  

 

• Identificar a los aislados por medio de pruebas bioquímicas. 

 

 

• Evaluar la distancia genética entre los aislamientos por medio de PCR-DNA 

fingerprinting. 
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CAPÍTULO II  

METODOLOGÍA 

El proyecto de investigación es de tipo cualitativa, ya que se pretende realizar 

pruebas bioquímicas, PCR y una electroforesis, experimentos que fueron 

necesarios para caracterizar la presencia de Rhizobium spp en los nódulos 

extraídos de T. pratense. 

 

Las hipótesis para probar en la investigación son: 

 

• Hipótesis nula 

 

Los nódulos pertenecientes a la leguminosa T. pratense no representan reservorios 

de aislamientos de Rhizobium spp. 

 

• Hipótesis alternativa 

Los nódulos pertenecientes a la leguminosa T. pratense representan reservorios de 

aislamientos de Rhizobium spp. 
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2.1. Materiales 

Tabla 3 

Equipos de Laboratorio 

EQUIPOS  CANTIDAD 

Autoclave 1 

Balanza analítica 1 

Bio-Rad 1 

Cabina de flujo laminar Bioseguridad 2  1 

Cámara de electroforesis  1 

Congelador (-20ºC) 1 

Fuente de poder 1 

Incubadora 1 

Microcentrífuga  1 

Microscopio óptico 1 

Nanodrop Thermo Fisher Scientific  1 

Nevera (4ºC) 1 

Plancha de calentamiento 1 

Termociclador  1 

Transiluminador UV  1 

Ultra congelador (-80ºC) 1 

Vórtex 1 

 

Tabla 4 

Materiales de laboratorio 

MATERIALES CANTIDAD 

Aguja de inoculación  2 

Asa de inoculación 4 
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Asa de siembra Drigalski 2 

Bisturí 4 

Cajas mono Petri plásticas 100 

Cubreobjetos 1 caja 

Espátula 2 

Gradilla 3 

Juego de micropipetas 2 

Matraz de 100 ml 3 

Mechero de alcohol 2 

Pipetas x 10 ml 5 

Portaobjetos 1 caja 

Puntas de micropipeta 10 µl 100 

Puntas de micropipeta 20 µl 100 

Puntas de micropipeta 200 µl 100 

Tiras medidoras de pH 1 caja 

Tubos 0.2 mL para-PCR 100 

Tubos de ensayo 40 

Tubos de ensayo con tapa 40 

Tubos para microcentrífuga 100 

Varilla de vidrio 1 

Vasos de precipitación 100 ml 5 
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Tabla 5  

Reactivos de Laboratorio 

REACTIVOS CANTIDAD 

Agar Citrato de Simmons 15 g 

Agar levadura manitol YMA 500 g 

Agar SIM 15 g 

Agar TSI 15 g 

Agarosa 500 mg 

Agua bidestilada 3 L 

Agua destilada 5 L 

Agua oxigenada 30% 150 ml 

Agua ultrapura estéril 500 ml 

Alcohol cetona 10 ml 

Buffer TAE 275 ml 

Cristal Violeta 10 ml 

Dreamtaq Green PCR máster MIX 200 RX Thermo 

Scientific 
1 u  

Escalera molecular 1 u 

Etanol 70% 1 L 

Etanol 95% 1 L 

Genejet Genomic DNA purification kit. 50 RX. Thermo 

Scientific 
1 u 

Glicerol 20% 500 ml 

Hipoclorito de sodio 1 L 

KOH 25 ml 

Lugol 10 ml 

Manitol 100 g 

Medio Agar almidón 15 g 

Medio PCA 500 g 

Rojo Congo 500 g 
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REACTIVOS CANTIDAD 

Rojo de metilo 10 ml 

Safranina 10 ml 

Sybr Safe DNA Gel Stain  1 u 

α- naftol  10 g 

 

Tabla 6 

Insumos y materiales de escritorio 

INSUMOS Y MATERIALES CANTIDAD  

Alcohol antiséptico 1 litro 

Algodón 2 fundas 

Azadón 2 u 

Cámara fotográfica 1 u 

Cloro 1 galón 

Cofias caja x 100 unidades 

Computadora 2 u 

Etiqueta 20 u 

Fundas de papel 32 u 

Gasas 30 u 

Gel antibacterial 1 litro 

Guantes de examinación 2 cajas x 50 pares 

Jabón líquido 1 litro  

Mascarillas caja x 100 unidades 

Palas 2 u  

Rotulador 2 u 

Tijeras 2 u 
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2.2. Métodos  

2.2.1. Localización del área de estudio  

Para el muestreo de T. pratense se escogieron 4 zonas pertenecientes a las 

parroquias del cantón Ambato-Tungurahua (Montalvo 1, Quisapincha 2, Santa 

Rosa 3 y Huachi Grande 4) (Figura 6) en donde se identificó la presencia del 

cultivo de T. pratense. Mediante la ayuda de Google Earth se definió las zonas 

exactas donde el muestreo se llevó a cabo. 

 

Figura 6. Ubicación de las zonas de recolección del cultivo  

Fuente: (INEC, 2022) 

 

1 4 
3 

2 
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Tabla 7 

Coordenadas de ubicación geográfica de la toma de muestras 

 

                    LOCALIDAD 

 

 

 

COORDENADAS 

 

MONTALVO 

 

QUISAPINCHA 

 

SANTA ROSA 

 

HUACHI GRANDE 

LATITUD -1,3264623 -1,2544732 -1,3072987 -1,3241324 

LONGITUD  -78,6314404 -78,6755412 -78,6727202 -78,6441687 

Nota: La recolección de las muestras fue en época de cría de ganado, por lo cual, este se 

presentó en gran cantidad ya que se utiliza como alimento. 

 

Los criterios para la selección de muestras en la investigación fueron: 

2.2.2. Criterios de inclusión  

Las muestras cumplieron con los criterios correspondientes:  

a. Las plantas se encontraron en etapa fenológica de floración. 

b. Las muestras provenientes de T.  pratense contaron con presencia de 

nódulos.  

c. Las muestras fueron tomadas en cuatro localidades diferentes (parroquias) 

del cantón Ambato, y se tuvo en cuenta diversas condiciones climáticas.  

2.2.3. Criterios de Exclusión  

a) Plantas débiles con presencia de plagas y no que se encontraron en 

etapa fenológica de floración. 

b) Muestras de T. pratense que no contenían presencia de nódulos.  
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2.2.4. Prospección de la búsqueda de nódulos. 

Se seleccionaron 4 localidades para la recolección de nódulos de la raíz de T. 

pratense. La primera localidad fue de un cultivo de la parroquia Montalvo, la 

segunda de un cultivo ubicado en Quisapincha, la tercera se recolectó en la 

parroquia Santa Rosa y la última muestra se tomó en Huachi Grande. 

Posteriormente se seleccionaron ocho plantas para el estudio, con un total de 32 

plantas de T. pratense, se escogieron plantas jóvenes y vigorosas en floración 

(Jones et al., 2020). Estas se recolectaron a base de un muestreo aleatorio simple 

en X o Zigzag de cada lote identificado. El muestreo se realizó en forma 

estratificada, con divisiones de la población en ocho puntos tomando una 

planta/punto. El proceso de toma de muestra inició con la limpieza de las zonas 

cercanas a la planta, la misma se extrajo con ayuda de palas lo que evitó daños en 

el sistema radicular donde se encontraron los nódulos, de igual manera se 

consideró que cada planta debía contar con un mínimo de cinco nódulos (Pérez 

Salinas, 2021).  

 

Posteriormente se recogió toda la planta y se guardó en fundas de papel, la raíz fue 

cubierta con una porción de la misma tierra en donde se encontró la planta, ya que 

el género Rhizobium spp tiene alta susceptibilidad al oxigeno lo que evitó que 

pierda su viabilidad hasta la recepción en el laboratorio (Rutten et al., 2021). Se 

colocó una etiqueta de identificación en cada funda de cada punto de muestreo 

para identificar su ubicación geográfica; de esta manera se evitará confusiones 

entre muestras.   

 

2.2.5. Procesamiento de nódulos en laboratorio 

Una vez que las muestras en el laboratorio se retiró la tierra adherida a las raíces y 

se realizó un lavado con agua destilada por seis veces (Evdoxia Efstathiadou et 

al., 2021). Una vez que se culminó el proceso de limpieza de la raíz se procedió a 

cortar los nódulos usando un bisturí esterilizado tanto de la raíz principal como de 
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la secundaria, seguidamente se pesó con una balanza analítica y se obtuvo el peso 

fresco de los nódulos lo que fue un indicador de la capacidad de fijación de 

nitrógeno (Vasileva & Kosev, 2018).  

 

Se seleccionaron tres nódulos con características morfológicas de vigor, es decir, 

nódulos grandes, con coloración roja intensa, lo que indicaba que los nódulos 

estaban activos, fijando nitrógeno y correspondían a cepas eficientes (Westhoek 

et al., 2021). Los nódulos se desinfectaron por inmersión sucesiva 

superficialmente en etanol al 70 % durante un tiempo de 60 s, seguidamente se 

lavó con una solución de hipoclorito de sodio al 3 – 5 % (v/v) durante cuatro min 

y se lavó seis veces con agua ultrapura estéril (ddH2O) (Evdoxia Efstathiadou et 

al., 2021).  

 

2.2.6. Aislamiento primario de Rhizobium spp 

Para corroborar que no existía contaminación cruzada se realizó dos controles: 

a) Se tomó una alícuota del último lavado en el proceso de desinfección y se 

cultivó en placas YMA. 

b) Para determinar ausencia de contaminación en la superficie del nódulo 

desinfectado, se deslizó el nódulo sobre una placa que contenía medio 

YMA  

 

Los controles se incubaron a 28 °C durante cinco días.  

Los nódulos estériles fueron macerados con 1 gota de agua estéril, el jugo 

resultante fue estriado en una placa con medio YMA e inoculado bajo las mismas 

condiciones que las placas control (Evdoxia Efstathiadou et al., 2021; Morote 

& Palomino, 2019). 
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2.2.7. Aislamiento secundario y purificación de cultivo de cepas de rhizobium 

spp 

Las colonias individuales la cuales se obtuvieron del aislamiento primario fueron 

purificadas mediante estrías repetidas en medio YMA suplementado con 25 

mg/100ml de rojo Congo. Finalmente se procedió a un estriado por agotamiento 

(Efstathiadou et al., 2021).   

 

2.2.8. Caracterización microscópica de rhizobium spp. 

El género Rhizobium spp al ser observado luego haber realizado la tinción de Gram 

en el microscopio presentaron características de bacilos Gram negativos, su 

tamaño apropiadamente es de 0.5 a 0.9 micras x 1.2 – 3.0 micras. Por otro lado, al 

comienzo de su crecimiento (24h) fueron bacilos alargados y delgados, a las 48h 

medianos a cortos y a las 72 h cortos y redondos (Morote & Palomino, 2019). 

 

2.2.9. Caracterización macroscópica de rhizobium spp 

Su colonia presentó una forma convexa de tamaño de 5 mm y forma redonda. La 

coloración fue de blanco claro al primer día de incubación, del segundo al cuarto 

día fue lechoso con una coloración rosa palo, y al quinto día gomoso traslucido 

con textura grumosa rojiza (Morote & Palomino, 2019). 

 

2.2.10. Tinción de gram   

Se colocó una gota de agua destilada y con un asa de siembra se tomó una colonia 

y se extendió en un portaobjetos realizando un frotis, con la ayuda de un mechero 

la muestra se fijó al fuego, se añadió una gota de cristal violeta sobre la muestra 

durante 1 min, el exceso se retiró con agua destilada, se añadió una gota de Lugol 

durante 1 min retirando el exceso con agua destilada, se añadió una gota de 

alcohol-cetona durante 30 s para decolorar y se retiró el exceso con agua destilada, 



 

25 

 

finalmente, se añadió una gota de safranina durante 1 min y se lavó con agua 

destilada (Blasquez & Sato, 2019).  

 

2.2.11. Pruebas Bioquímicas para identificación del género rhizobium spp 

Los cultivos puros fueron aislados en medios de cultivos específicos para cada una 

de las pruebas bioquímicas para la identificación de Rhizobium spp, entre las que 

se encontraban pruebas de rojo de metilo, prueba de Voges Proskauer, prueba de 

catalasa, hidrolisis de almidón, producción de sulfuro de hidrogeno y prueba de 

triple azúcar (Parsi Muñoz & Gallardo Vela, 2021; Soundarya et al., 2022).   

 

2.2.12. Prueba rojo de metilo  

Para la realización de esta prueba se empleó un caldo de cultivo R.M.V.P 

(polipeptona 7 g, glucosa 5 g, fosfato dipotásico 5 g y agua destilada 1000 ml; pH 

6,9). Para la preparación de la solución indicadora de rojo de metilo se disolvió 1 

g de rojo de metilo en 20 mL de etanol al 95% y se aforó en un balo de 100 mL 

agua destilada.  

Se transfirió cinco mL del cultivo a un tubo de ensayo y se inoculó con el asa de 

siembra una colonia de cultivo a 35 °C por 24 h. Después del tiempo de incubación 

se añadió cinco gotas de solución indicadora de Rojo de Metilo (Pacsi Muñoz & 

Gallardo Vela, 2021; Soundarya et al., 2022). 

 

2.2.13. Voges Proskauer 

Para la realización de esta prueba se empleó un caldo de cultivo R.M.V.P 

(polipeptona 7 g, glucosa 5 g, fosfato dipotásico 5 g y agua destilada 1000 ml; en 

un pH de 6.9). Se inoculó una colonia de un cultivo puro utilizando el asa, se 

incubó a 35 °C por 48 h.  
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Después del tiempo de incubación indicado se añadió 12 gotas (± 0,6 mL) de α- 

naftol al 5% y cuatro gotas (± 0,2 mL) de KOH al 40% finalmente se agitó y se 

dejó reposar por diez minutos. (Pacsi Muñoz & Gallardo Vela, 2021; Soundarya 

et al., 2022). 

 

2.2.14. Prueba de catalasa 

Para la realización de esta prueba, se utilizó una colonia de cultivo puro de 

Rhizobium spp la cual se cultivó en medio PCA (Agar Plate Count), con un pH de 

7 y se incubó durante tres días a una temperatura de 37 º C. Se colocó en un 

portaobjetos dos gotas de agua oxigenada al 30% y se puso en contacto una colonia 

de Rhizobium spp (Soundarya et al., 2022; Wekesa et al., 2021). 

 

2.2.15. Prueba hidrolisis de almidón 

Se inoculó una colonia de cultivo puro en medio agar almidón a un pH entre (6.8 

– 7.2) y se incubó a 37 °C por 48 h, posteriormente al tiempo de incubación 

indicado se añadió una gota de Lugol, (Soundarya et al., 2022; Wekesa et al., 

2021). 

 

2.2.16. Sulfuro de hidrógeno 

 

En esta prueba se utilizó medio SIM (triptona, peptona, sulfato amónico ferroso, 

tiosulfato sódico y agar - agar) en la cual se inoculó una colonia pura en un tubo 

de ensayo y se incubó a 37 °C durante 48 h (Morote & Palomino, 2019b; 

Soundarya et al., 2022). 
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2.2.17. Prueba Triple azúcar hierro 

Se preparó medio TSI (Triple sugar Iron Agar) y se colocó en 1 tubo de ensayo de 

10 mL 3.7 mL de medio el cual se dejó solidificar en pico de flauta profundo. Se 

tomó una colonia de cultivo puro empleando una aguja de inoculación picando el 

fondo y extendiendo sobre la superficie de este, seguido se incubó en aerobiosis, 

a 33-37 °C durante 24 horas (Prasad et al., 2022). 

 

2.2.18. Prueba utilización de Citrato 

Se tomó una muestra de cultivo de Rhizobium spp y se realizó un estriado en la 

caja de medio de citrato de Simmons, se incubó por un período de 24 h a 37 °C 

(Prasad et al., 2022).. 

 

2.2.19. Prueba YMA + púrpura de bromocresol  

Se tomó una muestra de cultivo de Rhizobium spp y se realizó un estriado en la 

caja de medio YMA+ púrpura de bromocresol como indicador, y se incubó por un 

período de 24 h a 144 h a 37 °C con controles diarios (Dekak et al., 2018). 

 

2.2.20 Aislamiento de ADN y BOX-PCR 

El ADN se extrajo de cada aislado puro utilizando el kit de purificación de ADN 

genómico Genejet Thermo Scientific, de acuerdo con las instrucciones realizadas 

por el fabricante. El análisis BOX-PCR fingerprinting se realizó empleando el 

cebador BOX A1R (Tabla 8).(Evdoxia Efstathiadou et al., 2021). 
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Tabla 8 

Primer y condiciones PCR 

Oligonucleótido Secuencia 

(5’ to 3’) 

Condiciones Referencia  

PCR-BOX 

(Tamaño 

variable) 

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG Desnaturalización inicial 

de 94 °C durante 7 

minutos, seguidamente se 

realizó 30 ciclos: 

(Desnaturalización a 94 

°C por 1 min, se hibridó a 

50 °C por 1 min y 

extensión de 65 °C por 8 

min) finalmente realizó 

una extensión final a 

65°C por 8 minutos.  

(Maciej 

Serda et al., 

1994) 

 

2.2.21. Desarrollo de PCR y electroforesis para la comprobación del género 

rhizobium spp 

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el Dreamtaq Green PCR Máster mix. 

200 RX (50 µL) Thermo Scientific en un volumen final de 25 µL que contenía 1µL 

de ADN molde genómico, tampón de reacción 1X (Tris-HCl 75 mM, pH 8,8, 

(NH4)2SO4 20 mM, Tween 20 al 0,01 %, MgCl 2 mM), (Evdoxia Efstathiadou et al., 

2021) y 1µL de cebador. 

El protocolo de amplificación del cebador (Tabla 8) consistió en desnaturalizar 

inicialmente a 94 °C por 7 min, 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 1 min, se 

hibridó a 50 °C por 1 min y extensión de 65 °C por 8 min. Las reacciones de PCR 

terminaron con una extensión final a 65 °C durante 16 min, la PCR fue corrida en un 
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termociclador y los fragmentos fueron visualizados en una electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8 % a 60 V durante 1 h lo que verificó que existía una amplificación 

resultante de la PCR, una vez que se comprobó la amplificación se realizó una segunda 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % a 60 V durante 3 h, a la izquierda se incluyó 

un marcador molecular de escalera de ADN de 1kb (Evdoxia Efstathiadou et al., 

2021). El control positivo con el acceso GenBank MT271224.1 fue adquirido a la 

empresa BioSin-Biociencias.   

2.2.22 Análisis de los patrones electroforéticos  

Los patrones de amplificación, PCR fingerprinting mediante el primer BOXA1R se 

analizaron mediante el software GelAnalyzer. Los patrones de electroforesis se 

evaluaron mediante un análisis de clusters con el método UPGMA (“unweighted pair-

group method with arithmetic mean” o método aritmético usando promedio no 

ponderado de pares de agrupamientos), en base a una matriz de similitud basada en el 

coeficiente de similitud simple. La matriz binaria generada por UPGMA y el 

coeficiente se usaron para realizar un dendograma en el software bioestadístico 

NTSYS-pc (“Numerical Taxonomy System for Personal Computer”) versión 2.02 (F. 

J. Rohlf, 1998)  
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CAPÍTULO III  

  

3.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 3.1.1 Asilamiento de Rhizobium spp. a partir de nódulos pertenecientes en T. 

pratense. 

Tabla 9 

Parámetros de los nódulos radiculares de T. pratense 

Muestra pH suelo  Número total de 

nódulos de la raíz 

Peso total de 

los nódulos (g)  

Nódulos 

sembrados  

Porcentaje de 

recuperación  

MONTALVO 

M1L1C1-3 6,1 247 0,6129  3 66.67% 

M2L1C1-3 6,2 215 0,5785  3 100% 

M3L1C1-3 6,2 190 0,3247  3 66.67% 

M4L1C1-3 6,2 197 0,5156  3 66.67% 

M5L1C1-3 6,1 236 0,3888  3 100% 

M6L1C1-3 6,2 184 0,3202  3 100% 

M7L1C1-3 6,2 130 0,2471  3 66.67% 

M8L1C1-3 6,4 165 0,4270  3 100% 

QUISAPINCHA 

M1L2C1-3 7,1 96 0,1180 3 100% 

M2L2C1-3 7 124 0,1610 3 100% 

M3L2C1-3 6,9 137 0,1818 3 100% 
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M4L2C1-3 6,8 158 0,2446 3 100% 

M5L2C1-3 7,1 45 0,0879 3 100% 

M6L2C1-3 7,2 142 0,2076 3 100% 

M7L2C1-3 7 149 0,2184 3 100% 

M8L2C1-3 6,9 157 0,2327 3 100% 

SANTA ROSA 

M1L3C1-3 7,3 110 0,2784 3 100% 

M2L3C1-3 7,2 125 0,3182 3 100% 

M3L3C1-3 7 139 0,3444 3 66.67% 

M4L3C1-3 7,1 113 0,2801 3 100% 

M5L3C1-3 7,2 130 0,3256 3 66.67% 

M6L3C1-3 7,3 148 0,3662 3 100% 

M7L3C1-3 7,1 135 0,3379 3 100% 

M8L3C1-3 6,8 171 0,4239 3 100% 

HUACHI GRANDE 

M1L4C1-3 7 152 0,3780 3 66.67% 

M2L4C1-3 6,8 156 0,3835 3 100% 

M3L4C1-3 7 64 0,1731 3 100% 

M4L4C1-3 6,7 101 0,2589 3 100% 

M5L4C1-3 7,1 84 0,2182 3 66.67% 

M6L4C1-3 7,2 79 0,2125 3 100% 

M7L4C1-3 7,1 55 0,1454 3 100% 
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Nota: Se presentó un total de 4380 nódulos de las 4 localidades, M1 corresponde al 

número de muestra, L1 es el orden de la localidad en donde se recolectó, C1-3 comprende 

los controles de siembra. El porcentaje de recuperación se da en base a los nódulos 

sembrados sobre el total de aislamientos finales. 

Tabla 10 

Resumen de parámetros de los nódulos radiculares de T. pratense. 

Muestra 

pH 

promedio 

suelo  

Número 

de 

nódulos   

Porcentaje 

promedio 

del total 

de 

nódulos  

Promedio 

número 

total de 

nódulos 

de la raíz 

Promedio 

peso total 

de los 

nódulos 

(g)  

Nódulos 

utilizados  

Porcentaje 

de 

recuperación  

Montalvo 

M1L1C1-3 

a 

M8L1C1-3 

 

6,2 

 

1564 

 

35.7% 
195 0,426 24 83.33% 

Quisapincha  

M1L2C1-3 

a 

M8L2C1-3  

7 

 

1008 

 

24.45% 126 0,181 24 100% 

Santa Rosa 

M1L3C1-3 

a 

M8L3C1-3  

7,1 

 

1071 

 

23.02% 134 0,334 24 91.66% 

Huachi Grande 

M1L4C1-3 

a 

M8L4C1-3  

6,9 

 

737 

 

16.83% 92 0,23 24 91.66% 

Nota: se presentó un pH ligeramente acido en las zonas sur de la ciudad, la localidad de 

huachi grande contaba con plantas sumamente jóvenes y en desarrollo, las tres 

localidades restantes ya contaban con cultivos por época de cría de ganado. 

La mayor cantidad de nódulos recolectados se encontró en la parroquia Montalvo (35.7%), 

Quisapincha (24.45%), Santa Rosa (23.02%) y por último Huachi Grande (16.83%).  

(Morote & Palomino, 2019a; Wekesa et al., 2021) informa que esto podría deberse a la 

alta actividad agrícola y sobrecargo de metales pesados por fertilizantes químicos a los 

suelos en cada parroquia generando un crecimiento anormal en las plantas. Del total de 

4380 nódulos recuperados solamente en 10.5 % presentaron coloración roja intensa lo que 

M8L4C1-3 7 46 0,1260 3 100% 
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indicaba que se encontraban activos por la presencia de leghemoglobina lo que indicó una 

fijación eficiente de nitrógeno (Eylenbosch et al., 2018). Mientras que 80.5% tenían una 

coloración verde grisácea lo que indicaba que se encontraban inactivos o en fase de 

muerte, eso según Pagare (2019) esto se debe a una degeneración de la leghemoglobina 

por envejecimiento de los tejidos bacterianos, es decir, una disminución en la fijación de 

nitrógeno. Por otro lado, el 9% de nódulos presentaron una coloración negra lo que indico 

que los rizobios se encontraban muertos (Khan et al., 2018). De la colección de 96 

asilamientos 8 no presentaron crecimiento 4 pertenecientes a los controles M1L1C2, 

M3L1C1, M4L1C1 y M7L1C2 de la localidad de Montalvo, 2 pertenecientes a los controles 

M1L4C1, M5L4C3 de Huachi Grande y 2 pertenecientes a los controles M3L3C3, M5L3C3 

de Santa Rosa. Evdoxia Efstathiadou et al., (2021) indica que la implementación de 

hipoclorito de sodio para la esterilización de los nódulos los cuales presenten una herida 

durante el manejo o extracción de estos puede causar la muerte de los rizobios evitando 

su proliferación dentro del medio.  

Para la selección de nódulos en su mayoría se encontraron en la raíz pivotante y en alta 

nodulación en la raíz secundaria, sin embargo, en muestras de la localidad de Montalvo 

se encontraron en mediana nodulación en la raíz principal. Mens et al., (2021) detalla que 

esto se debería a los mecanismos de autorregulación y concentración de nitratos en el 

suelo, por tal razón se asume que en la zona de Huachi Grande existió una baja 

concentración de nitratos y escasa nodulación.  

Pan et al., (2018) indican que la proliferación de los nódulos será directamente 

proporcional al tamaño, tipo de raíz y necesidad de fijación de nitrógeno. Usualmente los 

nódulos en el trébol son pequeños, dispersos a lo largo de la raíz y de gran abundancia, 

mientras que los nódulos grandes son escasos, además, Khaitov, (2018) detalla que la 

escases de magnesio en los suelos causaría en efecto adverso en la multiplicación nodular, 

lo que se detalla en la Tabla N#10. Por otro lado, estudios realizados por Nguyen et al., 

(2020) indica que la fertilidad del suelo juntamente con los nutrientes minerales (N, Ca, 

K, P) determinan un factor decisivo en el establecimiento de los rizobios en las 

leguminosas estimulando o disminuyendo la simbiosis nodular y posteriormente el 

porcentaje de fijación de nitrógeno. Además, Razakatiana et al., (2020) afirman que la 
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localización de los nódulos en el sistema radicular depende del genotipo de la especie 

hospedante juntamente con las condiciones ambientales, lo que concuerda a lo observado 

en las raíces recolectadas del estudio (Nguyen et al., 2020). 

Durante el proceso de infección Pavlovskaya & Gagarina, (2017) indican que la 

secreción de lectina y la proliferación de células epidermales al contacto con los rizobios 

los cuales no tienen capacidad de nodular al huésped, tienden a formar pseudonodulos los 

cuales carecen de la bacteria formando una estructura semejante. De igual manera detallan 

que bacterias del género Agrobacterium tienen la capacidad de formar nódulos en la zona 

radicular los cuales pueden ser identificados por el color interno o tienden a ser pálidos en 

la superficie, estos fueron evidenciados en un 2% del total de nódulos de la zona de 

Montalvo. 
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3.1.2 Pruebas bioquímicas para la identificación de rhizobium spp 

Tabla 11 

Morfología del Aislado de Rhizobium spp por localidad. 

Características de la Cepa Montalvo Quisapincha Santa Rosa Huachi Grande 

Forma Circular Circular Circular Circular 

Tamaño 2-6 mm 2-5 mm 2-5 mm 2-8 mm 

Color Rosado lechoso Rojo lechoso Rojo lechoso Rosado lechoso 

Opacidad Translucido Semi 

Translucido 

Semi 

Translucido 

Opaco 

  

 

 

 

 

Nota: posterior a las 36 h de inoculación se procedió al análisis morfológico de las colonias considerando que el indicador 

rojo Congo no haya sido absorbido por la bacteria en el rango de 48 h ya que seria un indicador de contaminación. 
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Posteriormente a la recolección y caracterización de los nódulos se procedió al 

aislamiento y purificación de las cepas, durante el proceso de caracterización 

morfológica un elemento esencial fue la verificación de la absorción del indicador rojo 

Congo del medio YMA ya que Triwahyuningsih & Kusmiyarti, (2018) indica que la 

absorción de este puede ser debido a la presencia de contaminación por parte de otros 

microorganismos, sin embargo, Amel et al, (2018) señala que a pesar de que esta sea 

una característica intrínseca de rizobios no es estable, es decir, la concentración del rojo 

Congo, la edad de la planta y la exposición de las placas a la luz generan que las colonias 

presenten una coloración de rojo intenso en el centro, hecho que se evidenció en las 

localidades de Santa Rosa y Quisapincha (Tabla 11). 

Se observó que los aislados eran de crecimiento transitorio, ya que las colonias se hacían 

visibles después de 24 h de la inoculación, la observación microscópica general de los 

aislados identificó que se trataba de células cilíndricas alargadas y gramnegativas (Tabla 

11). Dentro de los cultivos de Santa rosa, Quisapincha, Montalvo y Huachi Grande se 

encontraron cepas con características del género Rhizobium. Koskey et al., (2018); 

Odori et al., (2020) determinan que las especies que pertenecen a este género, 

comúnmente las colonias presentan una morfología redonda, lisa, elevación convexa, 

elevada, en ocasiones se presenta plana, con textura elástica, cremosa o acuosa, 

presentan una apariencia opaca, semitranslúcida o translúcida (dependiendo de la 

cantidad de lipopolisacáridos que produzca la cepa), permanecen blancas o rosadas, y el 

tamaño de la colonia oscila de 2-8 mm entre un periodo de dos y siete días de incubación; 

estas características coincidieron en la morfología de los rizobios de las cuatro 

localidades de la investigación. 

Koskey et al., (2018) indica que las colonias que presentan una apariencia translucida 

se deben a la concentración de lipopolisacáridos (lípido A, núcleo sacáridos y antígeno 

O) que produce el rizobio en la pared celular la cual se proyecta hacia el exterior 

generando una coloración transparente y una consistencia mucosa o acuosa y gumosa 

por la acumulación de poli-β-hidroxibutirato, esta concentración va a depender de la 



 

37 

 

especie de rizobio Algunos de los aislamientos tienden a producir menos cantidad de 

lipopolisacáridos que otros, generando de esta manera una apariencia y coloración 

distinta, hecho que se evidencio en la morfología entre las localidades de Huachi Grande, 

Montalvo y Santa rosa con Quisapincha (Tabla 11). Además, iDubois et al., (2019) 

indica que esta proyección del de lipopolisacáridos se debe a la presencia de manitol en 

el medio de cultivo.
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Tabla 12 

Resultados pruebas bioquímicas de identificación de Rhizobium spp. 

 

 

 

 Aislado 

Resultados pruebas bioquímicas y tinción de GRAM para Rhizobium spp. 

 

Rojo 

de 

metilo 

 

Voges 

Proskauer 

 

Catalasa 

 

Hidrolisis 

de almidón 

Sulfuro de hidrogeno (SIM) Triple 

sugar 

Iron agar 

(TSI) 

Utilización 

de Citrato 

 

Tinción de GRAM Producción 

H2S 

Prueba 

de 

Indol 

Movilidad 

MONTALVO 

M1L1C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M1L1C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M1L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L1C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L1C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L1C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  
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M4L1C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L1C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M5L1C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M5L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M6L1C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L1C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L1C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L1C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L1C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L1C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

QUISAPINCHA 

M1L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  
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M1L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M1L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  
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M6L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L2C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L2C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L2C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

SANTA ROSA 

M1L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M1L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M1L3C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L3C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  
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M3L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L3C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L3C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M7L3C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L3C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L3C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  
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M8L3C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

HUACHI GRANDE 

M1L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M1L4C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L4C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M2L4C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L4C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M3L4C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L4C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M4L4C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L4C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  
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M6L4C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M6L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M6L4C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M7L4C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M7L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M7L4C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M8L4C1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L4C2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M8L4C3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

Nota: Rojo de Metilo: positivo, indicador de la presencia de ácidos provenientes de la fermentación de glucosa; Voges 

Proskauer: positivo para la presencia de acetoína, producto de la fermentación de glucosa; Catalasa: positivo para la 

presencia de la enzima; Hidrolisis de almidón: positivo presencia de halos transparentes; Sulfuro de hidrogeno: positivo para 

enturbiamiento del medio (no se produjo H2S ni las bacterias contenían la enzima triptófanasa la que permitía convertir el 

aminoácido triptófano en indol); Triple sugar Iron: negativo descarte que la bacteria en estudio pertenezca a la familia de 

Enterobacterias; Utilización de Citrato: positivo y negativo en la utilización de citrato como única fuente de carbono y energía. 
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Tabla 13  

Resumen de los resultados de las pruebas bioquímicas de identificación de Rhizobium spp. 

 

 

Aislado 

Resultados pruebas bioquímicas y tinción de GRAM para Rhizobium spp. 

Rojo 

de 

metilo 

Voges 

Proskauer 

Catalasa Hidrolisis 

de 

almidón 

Sulfuro de hidrogeno (SIM) Triple sugar 

Iron agar 

(TSI) 

Utilización 

de Citrato 

Tinción de GRAM 

Producción 

H2S 

Prueba 

de Indol 

Movilidad 

Montalvo  

M1-8L1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M5L1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

Quisapincha 

M1-8L2 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

Santa Rosa 

M1L3 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

Huachi Grande 

M1-8L1 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- + Bacilos de color rojo  

M6L4 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

M7L4 + + + + H2S- Ind - Mov+ N/N-- - Bacilos de color rojo  

Nota:  existe una homogeneidad bioquímica en los resultados de las pruebas bioquímicas 
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Tabla 14 

Morfología de Rhizobium spp. en agar levadura manitol suplementado con púrpura de bromocresol 

Aislamiento Morfología de la colonia en YMA-Bromotimol Prueba YMA + púrpura de bromocresol  

Montalvo 

M1L1C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M2L1C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M3L1C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M4L1C1 Blanco pálido y abultado Crecimiento lento 

M5L1C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M6L1C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M7L1C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M8L1C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

Quisapincha 

M1L2C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M2L2C1 Blanco pálido y abultado Crecimiento lento 

M3L2C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 
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M4L2C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M5L2C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M6L2C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M7L2C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M8L2C1 Blanco pálido y abultado Crecimiento lento 

Santa Rosa 

M1L3C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M2L3C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M3L3C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M4L3C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M5L3C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M6L3C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M7L3C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M8L3C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

Huachi 
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M1L4C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M2L4C1 Blanco pálido y abultado Crecimiento lento 

M3L4C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M4L4C1 Amarillo, redondo, no se extiende Crecimiento rápido 

M5L4C1 Blanco pálido y abultado Crecimiento lento 

M6L4C1 Blanco pálido y abultado Crecimiento lento 

M7L4C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

M8L4C1 Blanco hueso, irregular, no se extiende, liso, plano, opaco Crecimiento lento 

 Nota:  la implementación de esta prueba bioquímica enfoco los resultados a posibles especies que tienen la característica de 

contar un con crecimiento rápido o lento 
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Figura N°7 Porcentaje de crecimiento por localidad en YMA + púrpura de 

bromocresol 

La caracterización bioquímica de los aislamientos ayudó a comprobar las capacidades 

metabólicas y resistencia a condiciones adversas de crecimiento, mostrando una heterogeneidad 

en la población de rizobios de las cuatro localidades de Tungurahua. American Society of 

Microbiology, (2016) asegura que los resultados de estas pruebas generan un banco de 

información para seleccionar diferentes propiedades que las cepas ofrecen y manipular genes 

simbióticos. 

En las pruebas rojo de metilo y voges proskaguer el resultado fue positivo lo que indico que el 

microorganismo fermentaba glucosa por la vía butanodiolica, además era capaz de acidificar el 

medio gracias a los ácidos provenientes por la fermentación de la glucosa. El-Harty et al., 

(2021) indica que la bacteria no tiene la capacidad de reaccionar dentro de este medio, sin 

embargo, Hawkins & Oresnik, (2022) detalla que las raíces de las plantas al momento de ser 

colonizadas por rizobacterias no solo pueden estimular el crecimiento de las plantas sino 

también aumentar la tolerancia al estrés de metales pesados mediante la producción de 
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compuestos orgánicos volátiles. De esta manera se puede deducir que el contenido de metales 

pesados por el uso agresivo de abonos químicos pudo alterar las condiciones de desarrollo 

endosimbiótico en los cuales existió una producción de compuestos capaces de producir 

actividad antioxidante al estrés por estos metales, generando además reacciones bioquímicas 

capaces de reaccionar en el medio R.M.V.P. por lo que las cepas pudieron ya tener esta 

capacidad al momento de ser aisladas. 

Al realizar la prueba de catalasa se observó la presencia de burbujas en las muestras bacterianas, 

esta reacción se dio gracias a la enzima catalasa la cual es producida por la bacteria dentro de 

un regulón que compone los factores de función extracitoplasmática en respuesta al estrés 

generado por la presencia del peróxido de hidrogeno la cual genera hidrolisis lo que provoca 

que se libere agua y oxigeno de manera instantánea (Goyal et al., 1986; Kajić et al., 2020). Por 

otro lado, se obtuvieron resultados positivos en el ensayo de hidrólisis del almidón, al someter 

las placas inoculadas a la prueba del yodo se observaron zonas claras alrededor de las colonias 

y las colonias adquirieron un aspecto amarillo, mientras que el color azul aparece en las zonas 

sin crecimiento, esto indicó que los aislados tuvieron capacidad de hidrolizar el almidón del 

medio resultados que concuerdan con investigaciones realizadas por Mir et al., (2020). 

Existieron resultados negativos para la presencia de la enzima triptofanasa al no metabolizar las 

peptonas y triptófano componentes principales del agar SIM por lo cual al utilizar el reactivo de 

Ehrlich no existió reacción, de igual manera la bacteria no tenía la capacidad de generar ácido 

sulfúrico arrogando un resultado negativo H2S-, por otro lado, existió un enturbiamiento del 

medio indicando un resultado positivo a la movilidad. Bergey & Boone, (2001) indica que el 

género Rhizobium no tiene la capacidad de reaccionar a esta prueba, sin embargo, estudios 

realizados por Tambalo et al., (2010) detalla que estas bacterias pertenecientes a la especie R. 

leguminosarum. generan una resistencia a antibióticos por lo cual el resultado a la movilidad en 

esta prueba sería positivo concordando con el resultado de la investigación. Además, se 

obtuvieron resultados negativos en el ensayo Triple Sugar Iron Bergey & Boone, (2001) indica 

que la bacteria no tiene reacción en el medio lo que indicó que las cepas pertenecen al orden 

Rhizobiales de esta manera se descartó que existió un contaminante en la purificación de las 

cepas.  
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Existieron diferencias entre cepas de la misma localidad al realizar las pruebas bioquímicas.  

Borkar, (2019) asegura que la capacidad que tienen los microorganismos para crecer en 

condiciones diferentes puede variar significativamente, sin embargo, existen características 

específicas que a pesar de tener condiciones extremas se puede diferenciar entre géneros o 

categorías. De esta manera los resultados obtenidos en la investigación concuerdan con 

Talabani et al., (2019) en donde encontraron que la utilización de citrato como única fuente de 

carbono era positiva en R. phaseoli y R. trifolii comprobando que a pesar de no conocer a que 

especie pertenece las cepas aisladas el resultado está dentro del género Rhizobium, por otro lado, 

tres muestras de la colección de 88 dieron resultado negativo a la prueba lo que posiblemente 

pueda pertenecer a la especie R. leguminosarum.  

 

3.1.3 Análisis UPGMA de Rhizobium spp 

 

 

Figura 8: Patrones electroforéticos de rizobacterias de nódulos de T. pratense, 

obtenidos por PCR fingerprinting con primer BOXA1R. Marcador de PM 1 Kb en carril 

1 y 16 
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La técnica de identificación por PCR fingerprinting se basa en el uso de cebadores 

(oligonucleótidos), que corresponden a patrones conservados en elementos de ADN repetitivos 

intercalados de origen natural, estos se utilizan para la evaluación de la diversidad genómica de 

rizobios aislados de nódulos radiculares de diferentes especies de leguminosa (Odori et al., 

2020) .  

En la Figura 9 se presenta el dendograma obtenido por la colección de aislamientos, según el 

sitio de procedencia se observa una significativa diversidad que puede agruparse en clusters de 

mayor o menor tamaño de acuerdo con el porcentaje de similitud que se escoja para trazar la 

línea de corte. Si bien los grupos y subgrupos son en cierto modo arbitrarias, en todos los casos 

se tomaron líneas de corte con porcentajes de similitud inferiores a la similitud necesaria para 

considerar que los aislamientos pertenecen a una cepa en común (Chibeba et al., 2020; 

Efstathiadou et al., 2020). 

 

  

Figura 9. Dendograma de agrupamiento por similitud molecular realizada a las 16 cepas de 

rizobios asociados a los nódulos de trébol violeta (T. Pratense) 
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Tabla 16  

Agrupación de rizobios de trébol violeta por similitud molecular  

Agrupamiento Numero de cepas Coeficiente de Similitud 

I 15 71% 

II 1 39% 

Nota: 15 cepas formaron un subgrupo con mayor similitud, se asume mediante el resultado de 

pruebas bioquímicas que la cepa mas alejada puede pertenecer al género Sinorhizobium o 

Bradyrhizobium. 

La Figura 9 indica el dendograma obtenido del agrupamiento por similitud molecular con un 

coeficiente de similitud de un 71%; Con el objeto de observar la relación genotípica de los 

aislamientos, el resultado del agrupamiento obtenido dio la formación del grupo I y grupo II. El 

grupo I formó el subgrupo A y B, donde se observaron quince aislamientos provenientes del 

sector Huachi, Montalvo, Santa Rosa y Quisapincha, mientras que el grupo II formó el subgrupo 

C en donde solamente destacó una muestra proveniente de Montalvo siendo la más alejada con 

un coeficiente de similitud del 39%.  

En base al dendograma que se nuestra en la Figura 10 se relaciona la ubicación geográfica en 

donde se encuentra la muestra con sus condiciones climáticas y la medida de alcalinidad o acidez 

del suelo en la locación. Como se puede observar, el subgrupo A destaca muestras provenientes 

de la región norte del cantón (Santa Rosa y Quisapincha) conformando un total de 6 

subdivisiones de las cuales tienen un coeficiente de similitud de un 73%, mientras que el 

subgrupo B destaca muestras provenientes de la región sur del cantón (Montalvo y Huachi 

Grande) conformando un total de 5 subdivisiones con un coeficiente de similitud del 76%.  

Roper et al., (2020) indica que las zonas agroclimáticas constituyen un reservorio de genes de 

fijación de nitrógeno de gran importancia ya que la alta capacidad de adaptabilidad de 

Rhizobium a suelos agrícolas ha permitido la formación de nódulos en diferentes especies de 

leguminosas. Además, indican que el proceso de adaptabilidad al hospedero depende del estado 

de crecimiento de la planta, por lo tanto, se evidencia que el coeficiente de similitud es 
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directamente proporcional al desarrollo y al proceso endosimbiótico ya que se contrasta en el 

tamaño y longitud de las especies pertenecientes al Norte las cuales presentaron una medida 

menor a las especies de la zona sur (Anexo 1).  

El trébol violeta al ser una especie de forraje su rotación en los suelos es muy alta, según Sfook 

et al., (2019) el rizobio simbionte se ha ido adaptando de acuerdo con el hospedero de esta 

manera existe una especie característica para cada leguminosa, sin embargo, factores externos 

como estrés hídrico, salino, mecánico, ausencia o exceso de nutrientes, etc., han generado 

cambios en el desarrollo y adaptabilidad de la planta, por lo que se puede indicar que 

posiblemente R. leguminosarum bv. Trifolii sea la especie simbionte en el trébol violeta, de esta 

manera se conforma el grupo I y no obstante los factores de estrés pudieron causar alteraciones 

en los factores de nodulación y transcripción de la bacteria en la planta ante respuesta a los 

mismos subdividiendo molecularmente la especie en base a las necesidad de supervivencia. 

 

Figura 10. Dendograma de agrupamiento por similitud molecular Grupo I subgrupo A 

asociados a los nódulos de trébol violeta (T. Pratense). 
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Tabla 17  

Conglomerados del subgrupo A de rizobios de trébol violeta por similitud molecular  

Conglomerado Numero de cepas Coeficiente de Similitud 

A1 1 77% 

A2 1 81% 

A3 2 87% 

A4 2 92% 

A5 1 83% 

A6 1 74% 

Nota: se evidencio un conglomerado de 8 cepas pertenecientes a  la zona norte del cantón.   

Efstathiadou et al., (2020) aseguran que las características morfofisiologías muestran una alta 

diversidad entre poblaciones de rizobios y que esta diversidad tiende a estar relacionadas con 

estudios bioquímicos y moleculares. Los subgrupos A2, A3, A4 y A5 son los que presentan un 

coeficiente de similitud mayor al 80%. Como se puede evidenciar en la tabla 15 el crecimiento 

poblacional de los rizobios dentro de la zona norte destacó por ser de crecimiento lento en un 

promedio de 72.5% de las de cepas aisladas, de las cuales la locación de Santa rosa presentó la 

particularidad de tener la población de rizobios más lenta, lo que se evidencia en el Clúster 

conformado por los subgrupos A3, A4 y A5. Por otro lado, el pH del desarrollo de las plántulas 

en la zona norte fue neutro (7) y ligeramente alcalino (7.1) de igual manera las localidades 

presentaron una media de temperatura de 18°C lo que destaca en la homología del clúster del 

subgrupo A3 donde se encuentran muestras de ambas localidades. 
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Figura 11. Dendograma de agrupamiento por similitud molecular Grupo I subgrupo B 

asociados a los nódulos de trébol violeta (T. Pratense). 

Tabla 18 

Conglomerados del subgrupo B de rizobios de trébol violeta por similitud molecular  

Conglomerado Numero de cepas Coeficiente de Similitud 

B1 1 77% 

B2 1 80% 

B3 3 87% 

B4 1 82% 

B5 1 75% 

Nota: se evidencio un conglomerado de 7 cepas con una homología del 100% en un cluster de 

la misma localidad. 
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De los aislados de rizobios en la Figura 11 se destaca la homología molecular de las muestras 

HCGM1 y HCGM2, sin embargo, en la realización de la prueba con purpura de bromocresol 

estas exhibieron características diferentes ya que una era de crecimiento rápido y la otra de 

crecimiento lento, estudios realizados por Efstathiadou et al., (2020); Kajić et al., (2020); 

Koskey et al., (2018) detallan que esta similitud pudo darse por el tipo de muestreo, el primer 

BOX-A1R el cual es un estándar en la amplificación de bacterias en la familia Rhizobiaceae, el 

tipo de aislamiento de la bacteria y la proliferación de la plántula en la zona de cultivo. De igual 

manera, el desarrollo de las plántulas se dio a una temperatura promedio de 11°C en un suelo 

ligeramente acido (pH 6.2 - 6.9). Así mismo el crecimiento poblacional de los rizobios dentro 

de la zona sur destacó por ser de crecimiento rápido en un promedio de 75% de las cepas 

aisladas.  

Los hallazgos de este estudio son consistentes con algunas investigaciones en regiones 

tropicales realizadas por varios autores, quienes encontraron una diversidad de especies de 

rizobios formando nódulos en varias plantas leguminosas en diferentes lugares. Mir et al., 

(2020); Roper et al., (2020) señalaron que los trópicos son un importante reservorio de genes 

de fijación de nitrógeno. Finalmente, se aislaron cepas que exhibieron la capacidad de crecer en 

condiciones consideradas diferentes y exhibieron mayor flexibilidad fisiológica y capacidad de 

adaptación a las condiciones ambientales. Estas podrían ser considerados para evaluación en 

invernadero y ensayos de campo para confirmar las respuestas obtenidas en laboratorio, lo que 

los convierte en buenos candidatos para el diseño y elaboración de biofertilizantes que 

respondan a Tungurahua y otras características ambientales y de cultivo del área de estudio en 

la provincia. 

 3.2 Verificación de la hipótesis. 

Hipótesis nula rechazada. Los nódulos pertenecientes a la leguminosa T. pratense representan 

reservorios de aislamientos de Rhizobium spp. Del total de 96 nódulos sembrados, 88 

(91.66%) mostraron simbiosis con rizobios. 



 

60 

 

CAPÍTULO IV  

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones  

• Se aisló 88 cepas pertenecientes al género Rhizobium de parcelas agrícolas 

establecidos en nódulos de T. pratense de cuatro localidades del cantón Ambato- 

Tungurahua. 

• Se identificó una homogeneidad bioquímica en los resultados de las pruebas 

bioquímicas de cepas de rizobios del cantón Ambato; estas pruebas no son 

concluyentes para identificar géneros y especies de estas bacterias, sin embargo, 

podrían pertenecer a la especie Rhizobium phaseoli y leguminosarum bv. Trifolii,  

• El análisis de conglomerados con el método del vecino más cercano utilizando como 

entrada el análisis binario del gel de agarosa indica la formación de dos grupos de 

cepas de rizobios asociados a localidades en el Norte (51,25% cepas son de 

crecimiento rápido) y Sur (49,75% cepas de crecimiento lento) del cantón Ambato. 

• Existe una mediana diversidad morfológica y molecular de los rizobios recolectados 

en los suelos del cantón Ambato, con características particulares de gran interés para 

el desarrollo de nuevos estudios y elaboración de bioproductos. 
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4.2. Recomendaciones  

 

• Caracterizar molecularmente a nivel de especie a los rizobios nativos del cantón 

Ambato en otras localidades  

 

• Evaluar el uso de nuevas metodologías en la caracterización bioquímica 

implementando pruebas en base al Manual de Bergey´s  

 

• Realizar un estudio de suelos de las localidades de recolección, con el fin de evaluar si 

existen factores externos que generen estrés o resistencia a las cepas recolectadas. 

 

• Realizar un protocolo de estandarización de aislamiento de rizobios manejando 

diferentes estándares en la composición de medios de cultivo. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Características Fisiológicas de las localidades del norte y sur del cantón Ambato 

Características Fisiológicas de las localidades del norte del cantón  

 

Longitud de la planta 

10-12 cm 

Flor 

Corola zigomorfa, cinco pétalos de color 

rosado, sépalos, unidos. Un solo carpelo. 

Diez estambres con filamentos unidos. 

 

Hojas 

Pecioladas, trifoliado, de color verde 

intenso, de 1 cm de largo, con una mancha 

blancuzca en el centro.  

 

Hábitat y condiciones observados 

Borde de acera como forraje para el 

alimento de ganado y cerdos, baja 

contaminación por parte de agroquímicos  
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Características Fisiológicas de las localidades del sur del cantón 

Longitud de la planta  

30-42 cm 

Flor 

Corola zigomorfa, seis pétalos de color 

rosado, sépalos, unidos. Un solo carpelo. 

Diez de los cuales nueve se encontraban con 

filamentos unidos. 

 

Hojas 

Pecioladas, trifoliado, de color verde 

intenso, de 4 cm de largo, con una mancha 

blancuzca en el centro.  

 

Hábitat y condiciones observadas 

Campo tipo bosque forraje para venta al 

público, alta contaminación por parte de 

agroquímicos 
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