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RESUMEN 

La contaminación por fertilizantes nitrogenados sintéticos se ha convertido en una 

problemática que afecta al ecosistema a nivel mundial por la utilización desmedida. 

La búsqueda de alternativas biotecnológicas como el estudio de microorganismos que 

contribuyan a la fijación de nitrógeno ha cobrado mayor relevancia. Rhizobium spp. 

es responsable de la fijación de nitrógeno en leguminosas, como Lupinus spp., la 

bioprospección de esta bacteria resulta fundamental para aplacar la contaminación por 

fertilizantes sintéticos. Este estudio se enfocó en caracterizar Rhizobium spp. a partir 

de chocho (Lupinus spp.) en cuatro localidades del cantón Latacunga. De las 

localidades se recolectaron 32 muestras y fueron asiladas 64 cepas, de acuerdo con la 

caracterización fenotípica y las pruebas bioquímicas entre las que se encuentran 

catalasa, rojo de metilo, citrato, entre otras y una prueba de autentificación (YMA más 

PB) donde se determinó que el 100 por ciento de los aislamientos corresponden a dicho 

género. Se demostró su variabilidad genética mediante PCR Fingerprinting a partir de 

32 aislados en muestras compuestas (16), donde 13 aislados presentan una variabilidad 

genética del 55 por ciento con heterogeneidad, pertenecientes a las 4 localidades, 2 

grupos presentan similitud genética del 93 por ciento con homogeneidad 

correspondientes a las localidades Mulalo y Poalo y un aislado único procedente de la 

localidad Ignacio Flores. Con base en los resultados obtenidos, se puede decir que los 

aislados pueden pertenecer al género Rhizobium spp. con elevada variación genética.   
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Lupinus spp., Rhizobium spp., Latacunga, variabilidad genética, biotecnología 

vegetal. 
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ABSTRACT  

  

The contamination from synthetic nitrogen fertilizers has become a problem affecting 

the ecosystem worldwide due to excessive use. The search for biotechnological 

alternatives such as the study of microorganisms that contribute to nitrogen fixation 

has become more relevant. Rhizobium spp. is responsible for nitrogen fixation in 

legumes, such as Lupinus spp., bioprospection of this bacterium is fundamental to 

alleviate the pollution from synthetic fertilizers. This study focused on characterizing 

Rhizobium spp. from chocho (Lupinus spp.) in four locations in the Latacunga canton. 

32 samples were collected from the locations and 64 strains were isolated, according 

to phenotypic characterization and biochemical tests including catalase, methyl red, 

citrate, among others, and an authentication test (YMA + PB) where it was determined 

that 100 percent of the isolates correspond to said genus. Its genetic variability was 

demonstrated by PCR Fingerprinting in which 32 of the isolates in composite samples 

(16) were analyzed, where 13 isolates present a genetic variability of 55 percent with 

heterogeneity, belonging to the 4 locations, 2 present a genetic similarity of 93 percent 

with homogeneity corresponding to locations 2 and 4 (Mulalo and Poalo), and a unique 

isolate from the Ignacio Flores location. Based on the results obtained, it can be said 

that the isolates can belong to the genus Rhizobium spp. with high genetic variation. 

 

 

Keywords:  

Lupinus spp., Rhizobium spp., Latacunga, genetic variability, Vegetal biotechnology. 
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CAPÍTULO I.- MARCO TEÓRICO  

 

1.1.  Antecedentes Investigativos   

 

1.1.1. Fertilizantes nitrogenados sintéticos  

 

Las diversas aplicaciones de fertilizantes nitrogenados sintéticos son responsables de 

la acidificación del suelo, así como reducir los cationes de algunos metales básicos que 

son esenciales para los ecosistemas terrestres (Qureshi, 2021). A su vez, el exceso de  

nitrógeno que las plantas no logran absorber tiende a esparcirse en los sistemas 

contiguos, lo que ocasiona varios problemas ambientales (Qiao et al., 2018). La 

Organización para la Agricultura y la Alimentación (FAO) evidenció que el uso a nivel 

mundial de fertilizantes nitrogenados en el 2018 fue de aproximadamente 120 millones 

de toneladas métricas y se encuentra en aumento a una tasa anual de crecimiento de 

casi el 1.4 % (FAO, 2016; Raghuram & Sharma, 2019). 

 

1.1.1.1. Demanda de fertilizantes nitrogenados sintéticos  

 

La demanda de nitrógeno que se requiere o es necesaria para aumentar la producción 

de cultivos ha ido incrementando desde mediados del XX, se pronostica que esta cifra 

se duplique para 2050 esto se debe a que con el aumento de la población, haciendo que 

cada vez es más difícil lograr tanto satisfacer como mejorar la producción de los 

cultivos alimentarios considerados como principales entre los que se encuentran el 

trigo, arroz y maíz que es el pilar de la dieta básica de la mayor parte de la población 

a nivel mundial, así como el resto de los cultivos que no tienen tanta relevancia en la 

dieta (Ladha et al., 2022).  
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1.1.1.2. Efectos de los fertilizantes nitrogenados sintéticos  

 

Agregando información a lo antes expuesto, la utilización de este tipo de fertilizantes 

ha cruzado los límites establecidos, donde la estimación que se tiene sobre la 

acumulación de nitrógeno es de diez años aproximadamente, lo que ocasiona cambios 

en tanto en el uso como en la cobertura del suelo, esto se encuentra ligado a otros 

factores como deforestación, urbanización y la agricultura lo que dado como resultado 

la degradación del mismo y un incremento en el CO2 (Lombo & Mancipe, 2021). 

Actualmente, solo el 20 – 30 % de los fertilizantes sintéticos que se han aplicado a los 

campos son asimilados por los cultivos, mientras que el restante se queda en el suelo 

y baja hasta los cuerpos de agua, generando contaminación, lo que no solo está 

calentando al planeta, sino que contribuye a la destrucción de la capa de ozono (Wang 

et al., 2018). 

 

1.1.1.3. Los ODS y los fertilizantes nitrogenados sintéticos  

 

En el objetivo 13 Acción por el Clima, por otro lado, manifiesta que el manejo de los 

diversos nutrientes, así como el control de plagas en la agricultura, puede tener un 

papel fundamental en la mitigación del clima (Naciones Unidas, 2020).  Al realizar 

una estimación de la síntesis de fertilizantes nitrogenados equivale a un 10 % de las 

emisiones agrícolas globales directas y presenta el 1 % de las emisiones provocadas 

por el hombre, estas emisiones pueden ser reducidas con la agricultura orgánica 

(Naciones Unidas, 2018). Como es el caso del cultivo de leguminosas, que puede 

beneficiar al suelo sin causar daño al clima, ni a los ecosistemas, ya que son conocidas 

como abono verde (Smýkal et al., 2020). 
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1.1.2. Leguminosas 

 

1.1.2.1. Origen de las leguminosas 

 

La aparición de las leguminosas en el planeta data del Cretácico – Paleógeno, debido 

a que fue un momento que dio lugar a la biota moderna, gracias a la repoblación del 

planeta manteniéndose abundantes y diversos desde el Cenozoico hasta la actualidad 

(Koenen et al., 2019). El fósil más antiguo de esta especie fue encontrado hace 65,35 

Ma, descubriendo que fue uno de los más abundantes y diversas en el planeta a finales 

del Paleoceno (Koenen et al., 2021).  Los registros fósiles y estudios filogenéticos 

realizados manifiestan que los miembros de la familia de leguminosas se originan del 

periodo Terciario temprano en regiones que eran áridas o semiáridas (Ambika et al., 

2022). 

 

1.1.2.2. Uso de leguminosas en el mundo 

 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO), en los últimos 10 años la producción a nivel mundial de legumbres ha 

incrementado en un 20 %, sin embargo, su consumo ha tenido un descenso lento y 

continuo. El mismo que puede estar relacionado con el cambio en la dieta de diversos 

países, así como la incapacidad de cumplir las demandadas que requiere la población 

(Rodríguez, 2016). Los cereales que provienen de las legumbres contribuyen un tercio 

de las proteínas de la dieta diaria y contribuyen en un tercio del aceite vegetal que tiene 

como destino el consumo humano (de La Rosa et al., 2020). A nivel mundial, las 

leguminosas alimenticias se cultivan en 93.18 Mha con una productividad anual de 

89.82 millones de toneladas y una productividad promedio de 963.9 kg/ha (Abobatta 

et al., 2021). 
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1.1.2.3. Las leguminosas en la actualidad 

 

Actualmente, las leguminosas cuentan con 20.000 especies, considerada como la 

tercera familia de Angiospermae más rica en diferentes aspectos, entre los que se 

encuentran especies, radiación evolutiva y ecológica (Jeromela et al., 2017). Se 

encuentra extendida a nivel mundial, exceptuando la Antártida, ejercen un dominio 

ecológico a nivel mundial, específicamente en zonas de selvas tropicales, en las 

Sabanas, así como en bosques secos de América, África y Australia (Koenen et al., 

2021).  

 

1.1.2.4. Uso de leguminosas en Ecuador 

 

Las legumbres en Ecuador son de vital importancia tanto para el comercio 

internacional como para el comercio nacional, para el propio abastecimiento de la 

población, esto se debe a que un porcentaje significativo, cercano a la mitad, es 

exportado y el restante, siendo una cantidad mayor, es de importación (Giller et al., 

2021). Las leguminosas también presentan gran utilidad debido a que contribuyen en 

la producción sostenibilidad en la ganadería (Villacis, 2019). El Ministerio de 

Agricultura y Ganadería (MAG) también contribuye para que los agricultores puedan 

cultivar leguminosas, proporcionando semillas y abono que son necesarios para 

producir las legumbres que se distribuyen y comercializan (MAG, 2018). 

 

1.1.3. Lupinus spp.  

 

Es una de las plantas perteneciente al grupo de leguminosas y es una de las más 

antiguas, esto se debe a que es conocida desde la época egipcia, por su capacidad de 

completar su desarrollo en suelos áridos y con poca cantidad de nutrientes, también se 

lo conoce por actuar como un fertilizante, lo que favorece el cultivo posterior de 

diversas hortalizas principalmente cereales entre los que se encuentran el trigo y el 

maíz (Masi et al., 2020). Dentro del género Lupinus spp. se encuentran alrededor de 

300 especies (Gulisano et al., 2019), es descrito como un cultivo proteico de elevada 
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calidad y su tolerancia a los suelos que presentan muy poca fertilidad (Simioniuc et 

al., 2021). 

 

1.1.3.1. Características morfológicas 

 

Como ya se mencionó con anterioridad el género Lupinus spp., es una planta 

dicotiledónea anual y cuenta con diversas especies, algunas de ellas son anuales, 

algunas son arbustos y su gran mayoría son plantas herbáceas perennes. La altura de 

algunas variedades pertenecientes a esta especie se encuentra entre los 0.2 y 1.5 

metros, mientras que los arbustos pueden llegar a alcanzar los 2.5 metros (Aguero, 

2018). En sus inicios todas las especies de Lupinus spp. eran amargas por el alcaloide 

que poseían, pero mediante mejoras genéticas se logró la obtención de Lupinus spp. 

más dulce, actualmente los que aún presentan amargura contienen entre 1 a 2 % de 

alcaloide (Pereira et al., 2022). 

 

1.1.3.2.  Raíz y tallo 

 

Las raíces de los Lupinus spp. van a variar dependiendo de la especie y puede ir desde 

una raíz pivotante, la misma que es dominante, con pequeñas raíces laterales hasta un 

sistema de raíces laterales que se encuentran bien desarrolladas, las especies que 

cuentan con un sistema de raíz principal llegan a tener una profundidad de 1 a 2 metros, 

para mejorar la fijación de nitrógeno las raíces especialmente la principal presentan 

nódulos (Arnéz Juan et al., 2021). Generalmente leñoso que puede presentar diversos 

colores entre los que se encuentran verde claro, oscuro y castaños. Suele presentar un 

eje principal con varias ramificaciones tanto secundarias como terciarias, el alto de la 

planta se encuentra definido por el eje central que varía entre 0.5 a 2.0 metros (Rivas, 

2021).  
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1.1.3.3.  Hojas, inflorescencia y flores 

 

En la mayoría de las especies se encuentra compuesta por 8 folíolos que pueden variar 

entre ovalados o lanceolados, en la base del pecíolo se pueden observar pequeñas hojas 

estipulares en la mayoría de los casos rudimentaria (Confortin et al., 2018). Presenta 

una forma que es característica de las Papilonoideae, la inflorescencia se caracteriza 

por un racimo con flores verticiladas, se pueden encontrar hasta 60 flores y en una sola 

planta pueden encontrarse aproximadamente 1 000 flores. Presentan diversas 

coloraciones, entre las que se encuentran comúnmente azules, violetas, mientras que 

las blancas, crema, rosadas o amarillas son las menos comunes (Barda et al., 2021). 

 

1.1.3.4. Etapas del cultivo de Lupinus spp. 

 

Inicia con el proceso de germinación, contabilizado al momento de la siembra, cuando 

se dispone de las condiciones necesarias tanto en temperatura como en humedad, 

seguidamente, comienza el paso de emergencia o desarrollo, es considerado a partir de 

que los cotiledones emergen del suelo, el siguiente paso es la formación de cotiledones, 

donde los cotiledones comienzan a separarse de manera horizontal hacia ambos lados 

y empiezan a aparecer los primeros folios que se encuentran enrollados en el eje central 

(Gulisano et al., 2023).  

 

 

Presenta dos desarrollos, el primero se destaca por la presencia de las hojas reales 

juntamente con la presencia de inflorescencia con una longitud aproximada de 2 cm, 

el segundo desarrollo se presenta desde la aparición de hojas de mayor tamaño a 

folíolos hasta que se observe inflorescencia, se puede apreciar el desarrollo de ramas, 

el siguiente paso es la prefloración, aparece cuando en la inflorescencia central o de 

segundo orden comienza a aparecer los primeros botones florales y finalmente la 

floración que inicia con la apertura de flores (Gulisano et al., 2023). 
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1.1.3.5. Taxonomía de Lupinus spp. 

 

- Reino: Vegetal 

- División: Fanerógama  

- Clase: Dicotiledónea  

- Orden: Fabales  

- Familia: Fabáceas 

- Subfamilia: Faboideae 

- Género: Lupinus  

(Zirena, 2014). 

 

 

1.1.4.  Beneficios de la fijación biológica de nitrógeno  

 

La capacidad de fijar nitrógeno por las plantas puede ser considerado como una ventaja 

o una desventaja competitiva hacia las plantas que presentan simbiosis, denominadas 

como plantas fijadoras de nitrógeno, esto se debe a la disponibilidad de nitrógeno que 

puede ser encontrada en el suelo y la energía requerida para la fijación del mismo 

(Taylor & Menge, 2021). Contribuyendo al crecimiento de la planta, incrementando 

su tamaño mucho más rápido en comparación a otras plantas, aumenta su contenido 

de proteínas y enzimas, gracias a que las células se dividen con mayor rapidez, 

contribuye en la producción de clorofila (Fukami et al., 2018). 

 

1.1.4.1. Interacción entre microorganismos - plantas 

 

Las plantas suelen interactuar con una gran variedad de microorganismos, esto se debe 

a la capacidad que desarrollaron las primeras especies de plantas que aparecieron, las 

plantas con las que se establecieron relaciones simbióticas con hongos terrestres, 

siendo un paso fundamental para la aparición de los ecosistemas que se encuentran en 

la actualidad (Guzmán & Montero, 2021). Las bacterias, por otro lado, en la gran 

mayoría de casos promueven el crecimiento y brindan protección a las plantas contra 

diversos factores ambientales que generan estrés abiótico, entre los que se pueden 
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encontrar la contaminación, el frío, el calor o sequía, así como de patógenos y de 

depredadores herbívoros (Papik et al., 2020). A su vez, según Coleman – Derr et al. 

(2016), manifiesta que aún se desconoce el potencial que pueden llegar a aportar las 

poblaciones bacterianas que son capaces de vivir en condiciones de estrés como ocurre 

en los climas desérticos o áridos y que son simbiontes con sus hospederos en este caso 

las plantas sobrevivientes. Cabe destacar que este es un proceso que consume gran 

cantidad energía, que se encuentra principalmente promovido por la fotosíntesis 

(Coleman-Derr et al., 2016; Pankievicz et al., 2019). 

 

1.1.4.2. Microorganismos fijadores de nitrógeno   

 

Los microorganismos encargados de fijar nitrógeno requieren de 16 moles de ATP 

(adenosín trifosfato) para reducir cada mol que se tenga de nitrógeno. Estos 

organismos van a obtener esta cantidad de energía oxidando moléculas orgánicas, 

mientras que los microorganismos que no realizan fotosíntesis deben obtener este tipo 

de moléculas de con base en otros organismos, mientras que los que si realizan 

fotosíntesis emplean azúcares que se generan en la fotosíntesis. Los microorganismos 

que se encargan de fijar nitrógeno ya sean asociativos o simbióticos, van a conseguir 

dichos compuestos de la rizosfera de las plantas que actúan como hospedantes (Chen 

et al., 2019). 

 

1.1.4.3. Bacterias fijadoras de nitrógeno  

 

Las bacterias fijadoras de nitrógeno son capaces de codificar la enzima nitrogenasa, 

permitiéndoles utilizar el nitrógeno atmosférico a través del proceso de fijación 

biológica de nitrógeno, convirtiendo el N2 en compuestos inorgánicos que van a 

contener nitrógeno, como es el caso del amoníaco, lo que contribuye en la mejora tanto 

en el crecimiento como rendimiento de diversas plantas (Zhang et al., 2022). Las 

bacterias fijadoras de nitrógeno pueden ser encontradas en una vida libre pueden ser 

aerobias, anaerobias obligadas y fotosintéticas, mientras que las que forman 

asociaciones según su relación con el oxígeno y pueden ser aerobias, anaerobias 

facultativas, microaerófilos y anaerobios estrictos, cabe destacar que tanto las 
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anaerobias facultativas como estrictas tienen un comportamiento anaerobio cuando no 

se encuentran fijando nitrógeno (Silva & Zuñiga, 2017). 

 

1.1.4.4. Proceso de reducción de Nitrógeno  

 

La reducción de nitrógeno atmosférico es un proceso sumamente complejo, esto se 

debe a que requiere un aporte significativo de energía para que se pueda llevar a cabo. 

Como bien se sabe, la molécula de nitrógeno se encuentra constituida por dos átomos 

de nitrógeno unidos entre sí por un enlace covalente triple, provocando que esta 

molécula cuente con alta reactividad. Con la ayuda de la enzima nitrogenasa se rompen 

dichos enlaces y se adicionan tres átomos de hidrógeno por cada átomo de Nitrógeno 

(Li et al., 2020). 

 

1.1.5. Rizobios  

 

Son bacterias del suelo, Gram negativos, su forma morfología es bacilar y no tiende a 

formar esporas. Su movimiento se debe a la presencia de un flagelo principal, el mismo 

que puede ser polar o subpolar y de dos a seis flagelos peritricos. La gran mayoría de 

estas bacterias exhiben un metabolismo aerobio heterótrofo y se caracterizan por 

emplear diversos azúcares como fuente carbono, las colonias generalmente presentan 

un aspecto mucilaginoso (Garabato, 2018). Los rizobios van a colonizar la rizosfera 

del suelo, lo que les permite infectar las raíces de las leguminosas, lo que les permite 

la fijación biológica de nitrógeno (Simon et al., 2018).  

 

1.1.5.1.  Rhizobium spp. 

 

Los Rhizobium spp. son consideradas como una de las especies bacterianas con 

mayores beneficios del suelo, son consideradas como fertilizantes biológicos, lo que 

lo hace uno de los géneros más representativos y estudiados por la capacidad que 

presenta para fijar nitrógeno mediante simbiosis Rhizobium spp. - leguminosa, así 

como generar sustancias que promuevan el crecimiento de las plantas (Saghafi et al., 

2018). Esta especie bacteriana presenta dos modalidades en la que puede desarrollarse, 
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la primera es como simbionte y la segunda permaneciendo en el suelo, viviendo como 

saprófito o como bacterias endofíticas lo que le permite colonizar plantas que no son 

leguminosas promoviendo de esta forma con su crecimiento (Blanco et al., 2020).  

 

 

El nitrógeno del aire que Rhizobium spp. puede fijar se debe a la formación de nódulos 

do en donde va a convertir el nitrógeno en amonio, por lo que, si la actividad de la 

bacteria es elevada, producirá mayor cantidad de N2 necesario para el crecimiento de 

la planta (Purwaningsih et al., 2020). Rhizobium spp. también es capaz de aportar al 

crecimiento y desarrollo de plantas que no son leguminosas (Munir et al., 2022). 

 

1.1.5.2. Taxonomía 

 

El género Rhizobium spp. proviene del latín que significa “raíz viva” fue descubierto 

por Frank en 1889, actualmente se conocen 49 especies rizobianas y presenta la 

siguiente taxonomía: 

- Clase: Alphaproteobacteria 

- Orden: Rhizobiales 

- Familia Rhizobiaceae 

- Género: Rhizobium  

(Weir, 2016). 

 

1.1.5.3. Capacidad de nodulación por Rhizobium spp. 

 

Los nódulos que se encuentran presentes en las leguminosas son resultados de un 

programa de desarrollo que es activado en las raíces por diversas señales que 

transmiten los Rhizobium spp. en la superficie de la raíz, uno de los aspectos 

fundamentales de estas señales que se reciben son los factores de nodulación o 

conocidos por sus siglas Nod que provienen de polisacáridos, los mismos que se van 

a unir a quinasas receptoras de las plantas que son específicas de la membrana 

plasmática y van a desencadenar la vía de señalización de Ca2+, encargados de la 

activación en la transcripción de genes que están en el nódulo (Agtuca et al., 2020). 
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1.1.5.4. Características de los nódulos 

 

Las señales del factor de Nod son responsables tanto de la desdiferenciación como de 

la división de las células corticales que se encuentran en la raíz y se dividen en dos 

grupos, el primero son los indeterminados que se originan de la división de células 

antes mencionadas, como resultado los nódulos van a presentar una forma alargada o 

ramificada, generando una gradiente de desarrollo que va desde el ápice hasta la base 

del nódulo, que pueden dividirse en diversas zonas nodulares (Schwember et al., 

2019). Mientras, que los nódulos determinados tienen forma esférica y son originarios 

de la división de células de la corteza media/externa de la raíz y no presentan un 

meristemo persistente, la división de este tipo de células terminan en las primeras 

etapas del desarrollo y el nódulo maduro continuará su proceso de desarrollo mediante 

el agrandamiento celular (Wang et al., 2018).  

 

1.1.5.5.  Simbiosis de Rhizobium spp. con Lupinus spp. 

 

Figura 1. Proceso de simbiosis de Rhizobium spp. con Lupinus spp. 

Proceso de simbiosis de Rhizobium spp. con Lupinus spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: se puede evidenciar como Rhizobium spp. nodula a las diferentes plantas, en 

este caso Lupinus spp. 

Fuente: Adaptado de (Lindström & Mousavi, 2020). 
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El proceso de nodulación (figura 1) inicia con la producción de una serie de sustancias, 

mayormente flavonoides, responsables de inducir la síntesis de proteínas NodD de 

Rhizobium spp. Las diferentes leguminosas, en este caso Lupinus spp. producen 

diferentes mezclas, que permiten que la proteína NodD active la transcripción de otros 

genes (nif y fix) y factores Nod que se encuentran implicados en la nodulación, donde 

las moléculas que actúan como señalizadores que son producidas por Rhizobium spp. 

son reconocidas por la planta, induciendo la organogénesis de los nódulos (Yang et 

al., 2022). 

 

 

La interacción para que se dé el proceso de fijación de nitrógeno simbiótica, ocurre 

como una simbiosis mutua, en esta simbiosis, el Rhizobium spp. es alojado por Lupinus 

spp. y suministrado de su fuente de carbono gracias al proceso de fotosíntesis. como 

resultado Lupinus spp. recibe el nitrógeno en forma asimilable, es decir, en amoníaco 

esencial para su crecimiento (Lindström & Mousavi, 2020). 

 

 

1.1.6. Caracterización bioquímica y variabilidad genética  

 

Anteriormente, la diversidad de rizobios se estudiaba basándose en pruebas 

bioquímicas, permitiendo la caracterización de la bacteria a estudiar en este caso 

Rhizobium spp., basándose en su metabolismo probando la capacidad y actividad que 

presenta en diferentes medios (Nakei et al., 2022). Sin embargo, la biotecnología ha 

permitido que se empleen nuevas técnicas como PCR fingerprinting, revelando la 

variabilidad genética de Rhizobium spp. presente en las raíces de leguminosas como 

lo es Lupinus spp. (Singha et al., 2018). 
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1.2. Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo general  

 

Caracterizar Rhizobium spp. a partir de chocho (Lupinus spp.) en cuatro localidades 

del cantón Latacunga. 

 

1.2.2. Objetivos específicos  

 

1. Aislar cepas de Rhizobium spp. que nodulen la especie Lupinus spp. mediante 

técnicas microbiológicas basado en cultivo. 

2. Identificar a los aislados por medio de pruebas bioquímicas. 

3. Evaluar la distancia genética entre los aislamientos por medio de PCR 

fingerprinting. 

 

 

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 



14 

 

CAPÍTULO II.- METODOLOGÍA  

 

La investigación realizada corresponde al tipo cualitativo, esto se debe a que se quiere 

recopilar y analizar información procedente de los resultados obtenidos, donde la 

variable independiente del estudio fueron las plantas de chocho (Lupinus spp.) 

divididos en 8 muestras procedentes de las diferentes localidades (Anexo 2); mientas 

que la variable dependiente fueron el aislamiento de cepas de Rhizobium spp. 

 

Las hipótesis probadas en la presente investigación fueron: 

• Hipótesis nula 

Los aislamientos procedentes de nódulos de Lupinus spp. presentan características 

morfológicas, bioquímicas y diversidad genética que no pertenecen al género 

Rhizobium spp.  

 

• Hipótesis alternativa 

Los aislamientos procedentes de nódulos de Lupinus spp. presentan características 

morfológicas, bioquímicas y diversidad genética pertenecen al género Rhizobium spp.  
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2.1. Materiales  

 

2.1.1. Equipos de laboratorio 

 

Autoclave Raipa 

Balanza analítica Scientech 

Termociclador Kalstein  

Transiluminador UV Slimline 

Cámara de electroforesis Kalstein 

Fuente de poder Hes 

Nevera (4 ºC) Mabe 

Congelador (-20 ºC) 

Ultra congelador (-80 ºC) Labomersa 

Cabina de flujo laminar Opti-Mair  

Microcentrífuga Myfuge  

Vórtex Intllab 

Microscopio óptico Olympus  

Incubadora Memmert  

Nanodrop Thermo Fisher Scientific  

Plancha de calentamiento IKA°C-MAG – HS7  

Bio-Rad Scientific Support, Inc 
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2.1.2. Materiales de laboratorio 

 

Espátula 

Mechero de alcohol 

Tubos de ensayo 

Tubos de ensayo con tapa 

Vasos de precipitación 100 ml 

Varilla de vidrio 

Asa de inoculación 

Asa de siembra Drigalski 

Matraz de 100 ml 

Cajas mono Petri plásticas 

Pipetas x 10 ml 

Gradilla 

Aguja de inoculación  

Portaobjetos 

Cubreobjetos 

Juego de micropipetas 

Tubos para microcentrífuga 

Tubos 0.2 mL para PCR 

Bisturí 

Puntas de micropipeta 200 µl 

Puntas de micropipeta 20 µl 

Puntas de micropipeta 10 µl 
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2.1.3. Reactivos de Laboratorio 

 

Medio PCA TM MEDIA 

Cristal Violeta al 2% MERK 

Rojo Congo al 5 % Fagalab 

Manitol Baxter 

Agar levadura manitol YMA TM MEDIA 

Glicerol al 20%  

Safranina al 1% BMI 

Alcohol cetona al 1% Cirumedics 

Agua destilada La casa del químico  

Agua ultrapura estéril La casa del químico 

Etanol 95% Laturi 

Etanol 70% Weir 

Peróxido de hidrogeno al 30 % Weir  

Medio agar TSI TM MEDIA 

Medio agar SIM TM MEDIA 

Hipoclorito de sodio al 3 % Clorox 

Medio Agar almidón TM MEDIA 

Rojo de metilo al 1 % AnalaR 

α- naftol al 5 % AnalaR 

KOH al 40% Emsure 

Lugol al 1% Reagent 
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GENEJET GENOMIC DNA PURIFICATION KIT. 50 RX. THERMO 

SCIENTIFIC 

DREAMTAQ GREEN PCR MASTER MIX 200 RX THERMO 

SCIENTIFIC 

Buffer TAE 

GENERULER 1kb DNA LADDER, READY TO USE. 50 µg THERMO 

SCIENTIFIC 

Agarosa 

Sybr Safe DNA Gel Stain  

    

2.1.4. Insumos y materiales de escritorio 

 

Cofias 

Mascarillas 

Guantes de nitrilo  

Tijeras 

Etiqueta 

Rotulador 

Palas 

Azadón 

Fundas de papel 

Alcohol antiséptico 

Papel film  

Computadora 
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2.2. Metodología 

 

El aislamiento de cepas de Rhizobium que nodulan la especie Lupinus spp. mediante 

técnicas microbiológicas basado en cultivo se desarrolló con base en la siguiente 

metodología: 

 

2.2.1.  Localización geográfica  

 

Según el Ministerio de Agricultura, Ganadería, Acuicultura y Pesca (MAGAP) 

(2014), manifiesta que en la provincia de Cotopaxi el cantón Latacunga es el mayor 

productor y comercializador de chocho, por sus características nutricionales, su alta 

adaptabilidad a suelos secos y su aporte económico al cantón (MAGAP, 2014). Según 

el último Censo Nacional Agropecuario (2000), en el cantón Latacunga la superficie 

plantada de chocho es de 517 Hm2, con una superficie cosechada de 346 por hectárea 

con una producción de 46 TM (Sánchez, 2016). Para el muestreo de nódulos de 

Lupinus spp. se seleccionaron 4 zonas pertenecientes a diferentes parroquias del cantón 

Latacunga (Toacaso, Mulalo, Ignacio Flores, y Poalo) como se muestra en la figura 2. 

A continuación se describe las coordenadas geográficas que se obtuvieron mediante la 

aplicación de Google Earth. 
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Figura 2 Zona de muestreo 

Zona de muestreo 

  

Nota: las zonas para el muestreo tuvieron su base en aquellas parroquias que 

producen mayor cantidad de chocho (Lupinus spp.). Color celeste: Toacaso, localidad 

1, Color verde: Mulalo, localidad 2, Color morado: Poalo, localidad 3 y Color rojo: 

Ignacio Flores, localidad 4. 

 

Toacaso (L): 0°45´12”S 78°41´24”W 

Mulalo (U): 0°42´39”S 78°35´41”W 

Poalo (P): 0°48´30.6”S 78°39´18.4”W 

Ignacio Flores (I): 0°57´54.7”S 78°36´04.1”W. 
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2.2.2. Recolección de las muestras 

 

Las muestras fueron adquiridas tomando en consideración la disposición que presento 

el agricultor, debido a que el chocho se trata de una especie comercial como lo 

establece el Anexo 8. 

 

2.2.3. Prospección de la búsqueda de nódulos 

 

Una vez que se ubicaron las localidades se procedió a seleccionar 32 plantas jóvenes 

y vigorosas en floración con base en un muestreo aleatorio simple se tomaron 8 plantas 

de Lupinus spp. por cada punto de muestreo. Al ser los terrenos planos se llevó a cabo 

un muestreo en zig-zag (Pérez, 2021). Lo primero que se realizó fue una limpieza de 

la zona que se encontraba cerca de la planta, para después con ayuda de palas y 

azadones retirar la tierra para poder extraer la planta con todo y raíz, evitando que se 

produzcan daños en la misma. Las plantas de Lupinus spp. (figura 3) fueron 

transportadas al laboratorio en bolsas de papel, con una pequeña cantidad de tierra con 

la finalidad de evitar que Rhizobium spp. se inactive por su alta susceptibilidad al 

oxígeno (García-Blasquez et al., 2019). Se colocó una etiqueta en la bolsa de papel, 

identificando el número muestra, la ubicación geográfica; con la finalidad de evitar 

confusiones entre muestras (Pérez, 2021). 
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Figura 3 Muestreo y transporte de la muestra 

Muestreo y transporte de la muestra. 

 

 

2.2.4. Procesamiento de nódulos en el laboratorio 

 

Una vez que las muestras estuvieron en el laboratorio (figura 4) se procedió con la 

limpieza de las raíces para eliminar la tierra, se realizaron 6 lavados con agua destilada, 

cada lavado fue de un 1 min, una vez que se eliminó toda la tierra se separó las raíces 

del tallo con un bisturí que se fue previamente esterilizado, seguidamente con la ayuda 

de otro bisturí esterilizado se cortaron todos los nódulos de las raíces (principal y 

secundaria), para luego ser pesados con la ayuda de una balanza analítica y se midió 

su tamaño con ayuda de un calibrador vernier (Coelho, 2021; García-Blasquez et al., 

2019). 
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Figura 4 Tratamiento de la raíz. 

Tratamiento de la raíz. 

 

 

De cada planta se escogieron dos nódulos (Figura 5) que presentaron una coloración 

roja o rosada, y un mayor tamaño (García-Blasquez et al., 2019). Para poder dar inicio 

al proceso de desinfección, se lavaron ambos nódulos seis veces por inmersión 

sucesiva con etanol al 70 % durante 60 s, seguido de una solución de hipoclorito de 

sodio al 5 % durante 4 min, finalmente se lavaron 6 veces con aguda ultrapura estéril 

(ddH2O) durante 1 min (Efstathiadou et al., 2021).  
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Figura 5 Tratamiento de nódulos. 

Tratamiento de nódulos 

 

 

 

2.2.5.  Aislamiento primario 

 

Cuando los nódulos ya se encontraban estériles fueron colocados dentro de la cámara 

de flujo laminar previamente desinfectada para evitar cualquier tipo de contaminación, 

en la misma que contenía un mechero de alcohol encendido esterilizando la zona y 

materiales a utilizarse en el proceso. Cada nódulo fue depositado dentro de un tubo de 

ensayo (Figura 6) y con la ayuda de una varilla de vidrio se comenzó a triturarlos hasta 

conseguir una secreción lechosa, la misma que fue vertida en cajas Petri que contenían 

25 mL de agar levadura manitol (YMA, Anexo 1), para poder esparcirlo con un asa de 

Drigalsky, una vez que se sembró se cubrieron las cajas Petri con papel film para evitar 

contaminación y se incubaron a 28 °C durante 2 días (Efstathiadou et al., 2021).   
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Figura 6. Aislamiento primario 

Aislamiento primario  

 

 

2.2.6. Aislamiento secundario  

 

Una vez que se obtuvieron colonias individuales (Figura 7) se procedió a realizar una 

purificación mediante estrías repetidas en medio YMA (Anexo 1), suplementado 10 

mL/L con rojo Congo hasta que se logró conseguir cultivos puros de los aislados. Para 

poder preservar los aislamientos obtenidos, se tomó una colonia perteneciente a cada 

uno de los aislados y se sembraron en tubos eppendorf que contenían 700 μL de caldo 

YMA y se los dejó incubar por 24 h, luego se le adicionó 300 μL de glicerol al 20 % 

y se las guardó en el -80 °C (Efstathiadou et al., 2021). Cabe mencionar que toda la 

metodología de aislamiento fue realizada por triplicado. 

Figura 7. Aislamiento secundario 

Aislamiento secundario  
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2.2.7. Caracterización macroscópica  

 

Se observaron todas las placas para analizar las colinas en donde presentaron un 

tamaño de 4 a 5 mm aproximadamente, las colonias fueron redondas, en otras 

alargadas y en otras se propagaron por toda la caja Petri, la coloración que presentaron 

fue blanco claro, lechosas, gomosas y mucilaginosas (García-Blasquez et al., 2019). 

Mientras que en el medio YMA suplementado con rojo Congo fue rojiza. 

 

2.2.8. Tinción de Gram   

Para realizar la tinción de Gram (Figura 8) se tomó una colonia de cada aislado puro 

en un portaobjeto que contenía una gota de agua destilada, preparando el frotis y con 

la ayuda de un mechero de alcohol se fijó la muestra, seguidamente se le agregó una 

gota de cristal violeta sobre la muestra durante 1 min, se retiró el exceso del reactivo 

con agua destilada, se le añadió una gota de lugol, dejándola actuar durante 1 min y se 

lavó con agua destilada, seguidamente se añadió una gota de alcohol-cetona durante 

30 s y se retiró el exceso con agua destilada, finalmente se añadió una gota de 

safranina, se dejó actuar 1 min y se lavó con agua destilada, para poder observar la 

muestra en el microscopio (García-Blasquez et al., 2019). 

Figura 8. Tinción de Gram 

Tinción de Gram 
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2.2.8.1.Caracterización microscópica  

 

Cuando la muestra se encontraba en el microscopio se logró observar bacilos Gram 

negativos, delgados, alargados a las 24 h y cortos a las 72 h (García-Blasquez et al., 

2019). 

 

Para la identificación de los aislados por medio de pruebas bioquímicas se siguió la 

siguiente metodología: 

 

2.3. Pruebas bioquímicas  

 

Se tomó una colonia en cada aislado y se sembraron en medios específicos para cada 

prueba bioquímica que se realizó, las mismas que fueron utilizadas para la 

identificación de Rhizobium spp. son rojo de metilo (RM), prueba de Voges Proskauer 

(VP), prueba de catalasa, prueba de citrato (C), hidrólisis de almidón (HA), producción 

de sulfuro de hidrógeno (H2S), prueba de indol (I), prueba de motilidad (M), prueba 

de triple azúcar (TSI) (Díez, 2019), y una prueba de autentificación. 

 

2.3.1. Prueba rojo de metilo  

Se preparó 320 mL de caldo de cultivo R.M.V.P (Anexo 1) y se depositó 5 mL en tubos 

de ensayo, se sembró una colonia proveniente de los aislamientos puros (Figura 9) y 

se dejó incubar a 37 °C por 48 h, mientras se estaba incubando se preparó la solución 

indicadora de rojo de metilo disolviendo 0,1 g de rojo de metilo en 300 mL de etanol 

al 95 % y se aforo con agua destilada hasta los 500 mL. Una vez, que se incubaron las 

muestras se transfirió 5 mL del cultivo a un tubo de ensayo y se añadió 5 gotas de 

solución indicadora de Rojo de Metilo (Pacsi, 2021). 
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2.3.2. Prueba voges proskauer 

 

Se preparó 320 mL de caldo de cultivo R.M.V.P (Anexo 1),  y transfirió 5 mL en tubos 

de ensayo, se inoculó una colonia de cultivo puro (Figura 9) y se dejó incubar a 37 °C 

por 48 h, mientras se preparaba el α- naftol al 5% para ello se pesó 5 gr de α- naftol y 

se lo diluyo en 100 mL de alcohol al 95 %, también se preparó el KOH al 40 % 

disolviendo 60 g de KOH en 40 mL de agua destilada, una vez culminada la incubación 

se añadió en cada tubo de ensayo 12 gotas del α- naftol al 5% y 4 gotas de KOH al 40 

% se agitó y se dejó reposar por 10 minutos, observando una coloración rosada (Pacsi, 

2021).  

 

2.3.3. Prueba de catalasa 

 

Se preparó 1 600 L de medio Plate Count Agar (PCA), se colocó 25 mL en las cajas 

Petri y se cultivó una colonia pura (Figura 9), las cajas Petri fueron incubadas durante 

2 días a 37 °C, seguidamente se tomó una colonia de cada aislamiento y se colocó en 

un portaobjetos y se colocó dos gotas de peróxido de hidrógeno (10 vol. al 30 %), para 

que el resultado fuera positivo se debía formar burbujas (Wekesa et al, 2021). 

 

2.3.4. Prueba de hidrólisis de almidón  

 

Se preparó 1 600 L de medio agar almidón (Anexo 1) y se inoculó una colonia (Figura 

9) y se dejó incubar 37 °C por 48 h, transcurrido ese tiempo se agregó una gota de 

lugol, donde el yodo (yodato – yoduro) va a generar una coloración azul o café, donde 

si la prueba era positiva se iban a observar halos transparentes brillantes rodeando las 

bacterias (Wekesa et al, 2021). 
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2.3.5. Prueba de sulfuro de hidrógeno 

 

Se preparó 320 mL de medio SIM (Anexo 1), se colocó 5 mL en cada tubo de ensayo, 

se sembró una colonia proveniente de cada uno los aislamientos puros (Figura 9), se 

incubo a 37 °C durante 48 h, el resultado debía ser positivo si se observaba un 

ennegrecimiento del medio (Bou et al., 2018). 

 

2.3.5.1. Prueba de motilidad 

 

Se preparó 320 mL de medio SIM (Anexo 1), se colocó 5 mL en cada tubo de ensayo, 

sembró una colonia proveniente de cada uno los aislamientos puros (Figura 9), se 

incubo a 37 °C durante 48 h, el resultado debía ser positivo si se observaba turbidez o 

crecimiento a lo largo de la línea de siembra (Bou et al., 2018). 

 

2.3.5.2. Prueba de indol  

 

Se preparó 320 mL de medio SIM (Anexo 1), se colocó 5 mL en cada tubo de ensayo, 

se sembró una colonia proveniente de cada uno los aislamientos puros (Figura 9), se 

incubo a 37 °C durante 48 h, luego de eso se añadió el reactivo indol, el resultado debía 

ser positivo si se observaba la formación de un anillo rosado (Bou et al., 2018). 

 

2.3.6. Prueba triple azúcar hierro  

 

Se preparó 320 mL del medio TSI (triple azúcar hierro), se calentó mediante agitación 

constante en una plancha de calentamiento hasta su disolución total, se vertió 5 mL en 

los tubos de ensayo, llenado la tercera parte, se cubrieron con papel aluminio y se llevó 

al autoclave para esterilizar el medio durante 15 min a 121 °C, se dejó enfriar hasta 
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que se solidifique el agar en pico de flauta profundo, se inoculó una colonia 

proveniente de cada aislamiento puro (Figura 9) y con la ayuda de una aguja de 

inoculación esterilizada se picó el fondo y se extendió a la superficie del mismo 

haciendo una estría simple y se incubó a 37 °C durante 48 h (Bou et al., 2018). 

 

Para la interpretación de los resultados si el microorganismo no es fermentador de 

azúcar se espera observar un pico rojo y fondo rojo; en el caso que el microorganismo 

fermente solo glucosa se espera observar un pico rojo y fondo amarillo; si el 

microorganismo fermenta los tres azúcares presentará un pico amarillo y fondo 

amarillo; si el microorganismo produce ácido sulfúrico se presentará ennegrecimiento 

del medio y en el caso que el microorganismo produzca gas se presentará rupturas o 

burbujas (Wekesa et al, 2021). 

 

2.3.7. Prueba de citrato 

 

Se preparó 1 600 L de medio de medio citrato de Simmons, se sembró una colonia 

proveniente de cada aislamiento puro (Figura 9) y se dejó incubar durante 48 h a 37 

°C, para la interpretación de los resultados si el pH cambio se presentará un cambio en 

la coloración del medio pasando de verde a azul (Oryakhil & Irfan, 2020). 

 

2.3.8. Prueba de autentificación 

 

Se preparó 1 600 L de medio YMA (Anexo 1), suplementado con 10 mL/L de púrpura 

de bromocresol y se inoculó una colonia proveniente de los aislamientos puros (Figura 

9) y se incubaron durante 48 horas a 37 °C, para la interpretación de los resultados si 

el pH experimento un cambio el medio se volvió amarillo, azul o morado dependiendo 

de la especie de Rhizobium spp. (Mekonnen & Debebe, 2021). 
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Figura 9. Pruebas bioquímicas 

Pruebas bioquímicas 

 

 

 

 

 

Para la evaluación de la distancia genética entre los aislamientos por medio de PCR 

fingerprinting se llevó a cabo la siguiente metodología:  

 

2.4. Aislamiento de ADN y BOX-PCR fingerprinting 

 

El ADN molde se extrajo de 32 aislados utilizando el kit de purificación de ADN 

genómico GENEJET GENOMIC DNA PURIFICATION KIT. 50 RX. THERMO 

SCIENTIFIC, de acuerdo con las instrucciones realizadas por el fabricante (figura 10). 

El análisis BOX-PCR fingerprinting se realizó empelando el cebador BOX A1R 
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(Tabla 1) (Efstathiadou et al., 2021). Cabe destacar que el procedimiento se llevó a 

cabo por triplicado para consolidar los resultados experimentales. 

 

Figura 10. Proceso de extracción de ADN bacteriano 

Proceso de extracción de ADN bacteriano 
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Tabla 1. Cebador para utilizar en la PCR 

Cebador para utilizar en la PCR. 

Nombre del 

oligonucleóti

do 

Secuencia del oligonucleótido 

(5’ a 3’) 

Gen/ 

Secuenci

a 

Tamaño de 

la 

amplificaci

ón (bp) 

Condiciones 

de PCR 

BOX A1R 
CTACGGCAAGGCGACGCTG

ACG 

BOX – 

sequence

s 

Tamaños 

variables 

Para la 

desnaturalizaci

ón se requiere 

de una 

temperatura de 

94 °C durante 7 

minutos, 

seguidamente 

se realizarán 30 

ciclos a una 

temperatura de 

94 °C durante 1 

minuto, a 50 °C 

durante 1   

minuto y a una 

temperatura de 

65 °C durante 8 

minuto y la 

extensión final 

se realizará a 

65 °C durante 

16 minutos. 

Fuente: (Versalovic, 1994; Efstathiadou et al., 2021). 
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Cabe destacar que el tamaño de amplificación del cebador fue variado debido a las 

diferentes especies de Rhizobium spp., por lo que el cebador buscará regiones 

continuas y dependiendo de la especie algunas coincidieron y otras no (Versalovic, 

1994). 

 

2.4.1. Desarrollo de PCR y electroforesis  

 

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando un kit DREAMTAQ GREEN PCR 

MASTER MIX 200 RX (50 µL) THERMO SCIENTIFIC empleando un volumen final 

de 50 µL que va a contener 100 ng de ADN molde genómico, tampón de reacción 1X 

(DreamTaq, DNA polymerase, 2X DreamTaq Green buffer, dATP, dCTP, dGTP and 

dTTP, 0.4 mM each, and 4 mM MgCl2, DreamTaq Green buffer) es una formulación 

patentada optimizada para un rendimiento sólido en PCR (Efstathiadou et al., 2021). 

 

El proceso de amplificación del cebador (Tabla 1) consistió en 1 ciclo de 

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

hibridar a 50 °C por 1 min y extensión de 65 °C por 8 min, las reacciones de PCR 

terminarán con una extensión final a 65 °C durante 16 min (Tabla 2). La PCR fue 

corrida en un termociclador y los fragmentos fueron visualizados en una electroforesis 

en gel de agarosa al 0.8 % a 60 V durante 1 h para verificar que el exista una 

amplificación resultante de la PCR, una vez comprobada la amplificación se realizó 

una segunda electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % a 60 V durante 3 h, a la 

izquierda se incluyó un marcador molecular de escalera de ADN denominada 

GENERULER 1kb DNA LADDER, READY TO USE. 50 µg THERMO 

SCIENTIFIC (Efstathiadou et al., 2021). El control positivo fue donado por la 

Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL). Finalmente, los geles se escanearon 

con el sistema GelDoc (Bio-Rad) de la facultad. 
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Tabla 2. Condiciones de la PCR 

Condiciones de la PCR 

Pasos Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 °C 7 min 

30 ciclos de desnaturalización  94 °C 1 min 

Hibridación 50 °C 1 min 

Extensión 65 °C 8 min 

Extensión Final 65 °C 16 min 

Fuente: (Efstathiadou et al., 2021). 
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CAPÍTULO III.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

 

 

3.1. Caracterización de la leguminosa 

 

En esta investigación se recopiló información sobre la variación genética y 

morfológica de Rhizobium spp. que pueden nodular Lupinus spp. proveniente de 

diversas muestras de plantas en 4 localidades del cantón Latacunga como se indica en 

la tabla 3. 

Tabla 3. Promedio de las características de las plantas de Lupinus spp. 

Promedio de las características de los nódulos de Lupinus spp. 

Localidad 
Número de 

nódulos 

Peso de los 

nódulos 

(g) 

 Tamaño de 

los nódulos 

(mm) 

coloración  

L 15,625 5,038 0,975 Rojiza 

U 
13,75 5,498 1,51875 Rojiza 

P 14,0000 6,318 1,49375 Rojiza 

I 17,125 12,566 1,825 Rojiza 

 

Nota: se realizó un promedio de la cantidad de raíces, nódulos y el peso de todas 

muestras que presentaron cada una de las localidades, así como el tamaño 

correspondiente a los dos nódulos seleccionados, los valores utilizados para obtener 

el promedio pueden ser visualizados en los anexos 2 y 3. 
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En lo que refiere a la cantidad de nódulos las plantas de la localidad Ignacio flores 

presentan el valor más alto con 17,125, el peso 12,566 gramos y el mayor tamaño con 

1,825 mm (Tabla 3), debido a que la temperatura en la que se encontraban al momento 

de recolectar fue de 17 °C.  A diferencia de las plantas de la localidad de Mulalo que 

presento un número de nódulos con un valor de 13,750, esto se debe a las bajas 

temperaturas del sector, presentando el día de la recolección 6 °C. Pate et al., (2020), 

menciona que Rhizobium spp. al ser una bacteria mesófila es capaz de incrementar la 

formación de nódulos cuando se encuentra a una temperatura que oscilan entre 15 °C 

a 30 °C.  

 

Las plantas de Toacaso, por otro lado, presentaron el menor peso de nódulos siendo 

este 5,038 g y un tamaño 0,975 mm (Tabla 3). Según Li et al. (2018), menciona que 

tanto el número de nódulos, como el peso de los mismos, es un factor que se encuentra 

asociado al incremento en el tamaño de los nódulos. Smytkiewicz et al. (2021), 

manifiesta que tanto la capacidad de fijar nitrógeno como con su rendimiento, va a 

depender de la especie de Rhizobium spp. que se encuentre nodulando la leguminosa 

incrementando de esta forma el peso del nódulo.  

 

El tamaño de los nódulos también se encuentra relacionado con el proceso de 

replicación de Rhizobium spp. aumentando la capacidad de fijar nitrógeno 

beneficiando a Lupinus spp. (Forrester & Ashman, 2020). Considerándolo como un 

índice rápido y medible de la fijación de nitrógeno, controlada a través de la coloración 

que presenta el nódulo, cuando infecta Rhizobium spp. (Moura et al., 2022). 

 

Según Flynn & Idowu, (2019), manifiesta que todos aquellos nódulos que presentan 

una coloración rozada o rojiza, es un indicativo de que las bacterias se encuentran 

desempeñando eficientemente la fijación de nitrógeno y esta coloración es provocada 

por la leghemoglobina que controlar el flujo de oxígeno hacia las bacterias, indicando 

que están vivas y fijando nitrógeno. Los nódulos seleccionados presentaron esta 

característica como se indica en la tabla 3. 
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Tabla 4. Características fenotípicas de Rhizobium spp. perteneciente a nódulos de 

Lupinus spp. 

Características fenotípicas de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de Lupinus 

spp.  

Código  

de  

criopreservación 

Número de 

aislado 

Color de la colonia 

Apariencia 

Tinción 

de 

Gram 

Forma Tipo 
Medio 

YMA 

Medio 

YMA 

+ RC  

RL1M1-C1 R1 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M1-C2 R2 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M2-C1 R3 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M2-C2 R4 B B C - Cortos Bacilos 

RL1M3-C1 R5 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M3-C2 R6 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M4-C1 R7 B B C - Cortos Bacilos 

RL1M4-C2 R8 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M5-C1 R9 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M5-C2 R10 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M6-C1 R11 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M6-C2 R12 B B C - Cortos Bacilos 

RL1M7-C1 R13 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M7-C2 R14 B B C - Alargada Bacilos 

RL1M8-C1 R15 B B C - Cortos Bacilos 

RL1M8-C2 R16 B B C - Alargada Bacilos 
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Código  

de  

criopreservación 

Número de 

aislado 

Color de la colonia 

Apariencia 

Tinción 

de 

Gram 

Forma Tipo 
Medio 

YMA 

Medio 

YMA 

+ RC  

RU1M1-C1 R17 B B C - Alargada Bacilos 

RU1M1-C2 R18 B B C - Alargada Bacilos 

RU2M1-C1 R19 B B C - Alargada Bacilos 

RU2M1-C2 R20 B B C - Alargada Bacilos 

RU3M1-C1 R21 B B C - Alargada Bacilos 

RU3M1-C2 R22 B B C - Alargada Bacilos 

RU4M1-C1 R23 B B C - Alargada Bacilos 

RU4M1-C2 R24 B B C - Cortos Bacilos 

RU5M1-C1 R25 B B C - Alargada Bacilos 

RU5M1-C2 R26 B B C - Alargada Bacilos 

RU6M1-C1 R27 B B C - Alargada Bacilos 

RU6M1-C2 R28 B B C - Cortos Bacilos 

RU7M1-C1 R29 B B C - Alargada Bacilos 

RU7M1-C2 R30 B B C - Alargada Bacilos 

RU8M1-C1 R31 B B C - Cortos Bacilos 

RU8M1-C2 R32 B B C - Alargada Bacilos 

RP1M1-C1 R33 B B C - Alargada Bacilos 

RP1M1-C2 R34 B B C - Alargada Bacilos 

RP2M1-C1 R35 B B C - Cortos Bacilos 

RP2M1-C2 R36 B B C - Alargada Bacilos 
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Código  

de  

criopreservación 

Número de 

aislado 

Color de la colonia 

Apariencia 

Tinción 

de 

Gram 

Forma Tipo 
Medio 

YMA 

Medio 

YMA 

+ RC  

RP3M1-C1 R37 B B C - Alargada Bacilos 

RP3M1-C2 R38 B B C - Alargada Bacilos 

RP4M1-C1 R39 B B C - Alargada Bacilos 

RP4M1-C2 R40 B B C - Alargada Bacilos 

RP5M1-C1 R41 B B C - Alargada Bacilos 

RP5M1-C2 R42 B B C - Alargada Bacilos 

RP6M1-C1 R43 B B C - Alargada Bacilos 

RP6M1-C2 R44 B B C - Cortos Bacilos 

RP7M1-C1 R45 B B C - Alargada Bacilos 

RP7M1-C2 R46 B B C - Alargada Bacilos 

RP8M1-C1 R47 B B C - Cortos Bacilos 

RP8M1-C2 R48 B B C - Alargada Bacilos 

RI1M1-C1 R49 B B C - Alargada Bacilos 

RI1M1-C2 R50 B B C - Alargada Bacilos 

RI2M1-C1 R51 B B C - Alargada Bacilos 

RI2M1-C2 R52 B B C - Alargada Bacilos 

RI3M1-C1 R53 B B C - Alargada Bacilos 

RI3M1-C2 R54 B B C - Alargada Bacilos 

RI4M1-C1 R55 B B C - Alargada Bacilos 

RI4M1-C2 R56 B B C - Alargada Bacilos 
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Nota: el resultado de la colonia en medio YMA es blanco debido a la composición de 

dicho medio, y mantuvo la coloración blanca a las 12 h, la tinción de Gram dio como 

resultado bacilos Gram negativos con formas alargadas, esto se debe a que la 

caracterización microscópica se llevó a cabo dentro las 24 h, mientras que los de 

forma corta fueron observados pasadas las 72 h. Los colores y apariencia de las 

colonias fueron reportadas como B: blanco, C: cremoso. 

 

3.1.1. Aislamiento primario 

 

Los nódulos fueron sembrados en placas que contenían medio Agar Levadura Manitol 

(YMA) debido a que este medio le proporciona las condiciones necesarias para el 

crecimiento de Rhizobium spp, presentando una apariencia blanquecina cremosa a los 

2 días de incubación (Anexos 3A). Los resultados son similares a los obtenidos por 

Garcha et al., (2019), en donde menciona que las cepas de Rhizobium spp. aparecieron 

Código  

de  

criopreservación 

Número de 

aislado 

Color de la colonia 

Apariencia 

Tinción 

de 

Gram 

Forma Tipo 
Medio 

YMA 

Medio 

YMA 

+ RC  

RI5M1-C1 R57 B B C - Alargada Bacilos 

RI5M1-C2 R58 B B C - Alargada Bacilos 

RI6M1-C1 R59 B B C - Alargada Bacilos 

RI6M1-C2 R60 B B C - Cortos Bacilos 

RI7M1-C1 R61 B B C - Alargada Bacilos 

RI7M1-C2 R62 B B C - Alargada Bacilos 

RI8M1-C1 R63 B B C - Cortos Bacilos 

RI8M1-C2 R64 B B C - Alargada Bacilos 
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a los 2 o 3 días. Esta información estuvo corroborada por Soares et al. (2020), en 

donde los aislados aparecieron a los 2 días. Se empleó este medio debido a que va a 

proveer de una fuente de nitrógeno (extracto de levadura) y de carbohidratos como es 

el manitol, lo que contribuye a que Rhizobium spp. tenga un crecimiento eficiente 

(Jiménez et al., 2018; Garcha et al., 2019). 

 

3.1.2.  Aislamiento secundario  

 

Al realizar el aislamiento secundario se empleó medio YMA + Rojo Congo (RC) 

(tabla 4) permite identificar bacterias de Rhizobium spp. de otras especies bacterianas, 

esto se debe a que algunos Rhizobium spp. no son capaces de absorber el RC del medio, 

presentando una coloración blanca a las 12 h (Niste et al., 2015).  Los asilados 

presentaron esta coloración como se muestra en el Anexo 3B.  Sin embargo, la 

coloración que se fue cambiando conforme transcurría el tiempo a las 24 h fue rosa 

blanquecino (Anexo 3C), y pasado las 72 h fue rojo intenso (Anexo 3D). Según 

Menéndez et al., (2019), la absorción del RC está relacionada con el contenido de 

celulosa que se encuentra en el cultivo bacteriano, algunas especies que pertenecen a 

la familia Rhizobiaceae presentan la capacidad de sintetizar celulosa o sales sódicas 

(Astuti et al., 2021). Paudyal et al., (2021) indica que, al transcurrir 24 horas dicha 

bacteria puede ser capaz de absorber el RC del medio. Las colonias de Rhizobium spp. 

se caracterizan por tener colonias circulares o alargadas, cremosas, elevadas y 

mucoides (Ibny et al., 2019), lo que se evidenció en los resultados obtenidos (Anexo 

3D). 

 

La tinción de Gram (Tabla 4) dio como resultado bacilos Gram negativos (Anexo 4F) 

con una forma corta y alargada, siendo confirmado por Zafar et al., (2017), en donde 

al realizar la caracterización microscópica de Rhizobium spp. fue bacilos Gram 

negativos con forma de bastón alargada a las 24 h. Pasado ese tiempo comienzan a 

acortarse (Anexo 4E), obteniendo una forma de bastón corto (Dahal et al., 2022). 

3.1.3.  Pruebas bioquímicas 
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Tabla 5. Características bioquímicas de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de Lupinus spp. 

Características bioquímicas de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de Lupinus spp.  

 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

Toacaso 

L1 
R1 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 
N/N 

R2 B 2 + + + + 
+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

L2 
R3 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

R4 B 2 + + + + 
- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

L3 
R5 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

R6 B 2 + + + + 
- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

L4 
R7 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

R8 B 2 + + + + 
- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

L5 
R9 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R10 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

L6 
R11 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 



45 

 

 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R12 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

L7 
R13 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R14 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

L8 
R15 A 1 + + + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

  
R16 B 2 + + + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

Mulalo 
U1 

R17 A 1 + + + + 
- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R18 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

U2 
R19 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R20 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

U3 
R21 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R22 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

U4 
R23 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R24 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

U5 
R25 A 1 + + + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R26 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

U6 
R27 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R28 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

U7 
R29 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R30 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

U8 
R31 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R32 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

Poalo 

P1 
R33 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R34 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

P2 
R35 A 1 + + + - 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R36 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

P3 
R37 A 1 + + + - 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R38 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

P4 
R39 A 1 + + + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R40 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

P5 
R41 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R42 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

P6 
R43 A 1 + + + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R44 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

P7 
R45 A 1 + + + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R46 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

P8 
R47 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R48 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

Ignacio 

Flores 

I1 
R49 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R50 B 2 + + + - 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

I2 
R51 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R52 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

I3 
R53 A 1 + + + - 

-  M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R54 B 2 + - + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

I4 
R55 A 1 + + + - 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R56 B 2 + + + + 

+ M +, I +, 

H2S - 

N/N 

I5 
R57 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R58 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

I6 
R59 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 
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 Muestra 

Colonias 

 Pruebas bioquímicas 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa RM VP Catalasa 

Hidrolisis 

de 

almidón 

Citrato de 

Simmons 
Medio SIM TSI 

 
R60 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

I7 
R61 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R62 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

I8 
R63 A 1 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

 
R64 B 2 + + + + 

- M +, I +, 

H2S - 

N/N 

Nota: +: positivo, -: negativo, Rojo de metilo: positivo para la producción de ácidos que se obtiene como resultado de la fermentación 

de glucosa. Voges Proskauer: presencia de acetoína debido a que la bacteria es capaz de fermentar glucosa. Catalasa: indica la presencia 

de la enzima catalasa. Hidrolisis de almidón: se utiliza para obtener glucosa mediante la ruptura de las moléculas de almidón con la 

ayuda de las enzimas α-amilasa y amiloglucosidasa. Citrato de Simmons: indica si las bacterias son capaces de desarrollarse en citrato 
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como única fuente de carbono y como fuente de nitrógeno sales amónicas inorgánicas dando como resultado una alcalinización del 

medio. Medio SIM:  liberación enzimática de ácido sulfhídrico a partir de los aminoácidos azufrados para producir sulfuro de hierro, 

para la movilidad se observa turbidez o desplazamiento en el medio, para la producción de indol capacidad del microorganismo para 

oxidar al triptófano y producir indol.  TSI: N/N (Muestra un crecimiento sin fermentación de los tres azucares, ni producción de sulfuro 

de hidrógeno).
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Los resultados de las pruebas bioquímicas realizas para la comprobación del género 

Rhizobium spp. fueron catalasa, indol, rojo de metilo, Voges Proskauer, citrato, 

fermentación de azúcares (TSI), producción de H2S, se evidencian en la tabla 5. Para 

el resultado de la prueba rojo de metilo se obtuvo un resultado positivo en todos los 

aislamientos (100 %) (Anexo 5A), como lo indica Soundarya et al. (2022), en su 

investigación, esto se debe a que Rhizobium spp. es capaz de consumir la glucosa 

presente en el medio de cultivo. 

 

La prueba de Voges Proskauer (Anexo 5B), dio un resultado positivo en las muestras 

(98 %), exceptuando I4R54. Según Hossain et al., (2019), también presento un 

resultado positivo, ya que es capaz de fermentar glucosa dando como resultado una 

coloración rojiza. La prueba de catalasa (Anexo 5C), presento un resultado positivo en 

todas los aislados (100 %), siendo confirmado con los resultados de Pandey & 

Chakraborty (2019), debido a la formación de burbujas, haciendo que esta prueba sea 

positiva, lo que significa que Rhizobium spp. es aeróbica. 

 

La prueba de hidrólisis de almidón (Anexo 5G) dio un resultado positivo en la mayoría 

de los aislados, con excepción en P2R35, P3R37, I1R50, I3R53 e I4R55 (92 %). Según 

Nushair et al., (2018), el resultado es positivo, pero todo va a depender de la capacidad 

de crecimiento de las cepas, ya que si presentan un crecimiento lento serán incapaces 

de utilizar el almidón, por lo que su resultado dará negativo. La prueba de citrato 

(Anexo 5D) dio negativo para los aislados, excepto L1R2, L8R15, L8R16, U5R25, 

P4R39, P6R43, P7R45, I3R54 e I4R56 (86 %), corroborado por Shahzad et al. (2019), 

presentando en su investigación un resultado negativo. Sin embargo, manifiesta que 

algunos aislados de Rhizobium spp. son capaces de utilizar citrato como única fuente 

de carbono, pero en su gran mayoría están restringidos para esta especie bacteriana. 

La prueba de motilidad (Anexo 5F) en donde se dio un resultado positivo (100%), 

confirmado por Pérez-Pérez et al. (2019), quien menciona que, al producir bajos 

niveles de ácidos, se puede observar mayor motilidad presentando un cambio de 

enturbiamiento del medio y crecimiento a lo largo de la línea de siembra. La prueba 
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de indol (Anexo 5F) fue positiva (100 %), siendo confirmada por Verma et al. (2022), 

siendo positivo en sus resultados, esto se debe a que Rhizobium spp. es capaz de oxidar 

el triptófano produciendo un anillo de color rosado correspondiente al indol. La prueba 

de sulfuro de hidrógeno (Anexo 5F) fue negativa (0 %), porque no se presentó un 

ennegrecimiento del medio. Según Zou et al., (2019), manifiesta que todos los aislados 

fueron incapaces de producir H2S en su investigación, esto se debe algunas especies 

de Rhizobium spp. no son capaces de producir ácido sulfhídrico. 

 

La prueba de triple azúcar hierro (TSI) (Anexo 5E) dio un resultado N/N (0 %), 

corroborado por Sahoo et al. (2022), en su investigación el resultado fue negativo para 

esta prueba, debido a que se presentó una interferencia, ya que se tomó una colonia de 

un medio que contenía un indicador y fue corroborado por Yadav et al., (2021), quien 

en sus resultados la mitad de sus aislados dio negativo para esta prueba, esto se debe a 

su limitada capacidad metabólica, así como a que se especializa en fijar nitrógeno en 

simbiosis con leguminosas y suele utilizarse mayormente para la identificación de 

otros géneros bacterianos lo cual es una limitación. Sin embargo, en otras 

investigaciones se obtiene resultados K/A y algunos producen gas, ya que Rhizobium 

spp. presenta la capacidad de asimilar glucosa y producir gas en este medio, pero no 

son capaces de fermentar lactosa (Jumaah et al., 2022). 
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3.1.4.  Prueba de identificación  

 

Tabla 6. Prueba de autentificación de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de 

Lupinus spp. 

Prueba de autentificación de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de Lupinus spp.  

Muestra 

Colonias 

Medio YMA  

+  

Púrpura de bromocresol 

 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa 

Toacaso 

L1 R1 A 1 C 

R2 B 2 C 

L2 R3 A 1 C 

R4 B 2 C 

L3 R5 A 1 A 

R6 B 2 A 

L4 R7 A 1 A 

R8 B 2 A 

L5 R9 A 1 A 

 R10 B 2 A 

L6 R11 A 1 A 

 R12 B 2 A 

L7 R13 A 1 C 

 R14 B 2 C 

L8 R15 A 1 M 
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Muestra 

Colonias 

Medio YMA  

+  

Púrpura de bromocresol 

 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa 

  R16 B 2 M 

Mulalo 

U1 R17 A 1 A 

 R18 B 2 A 

U2 R19 A 1 A 

 R20 B 2 A 

U3 R21 A 1 M 

 R22 B 2 M 

U4 R23 A 1 C 

 R24 B 2 C 

U5 R25 A 1 A 

 R26 B 2 A 

U6 R27 A 1 A 

 R28 B 2 A 

U7 R29 A 1 A 

 R30 B 2 A 

U8 R31 A 1 M 

 R32 B 2 M 

Poalo 

P1 R33 A 1 A 

 R34 B 2 A 
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Muestra 

Colonias 

Medio YMA  

+  

Púrpura de bromocresol 

 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa 

P2 R35 A 1 M 

 R36 B 2 M 

P3 R37 A 1 A 

 R38 B 2 A 

P4 R39 A 1 M 

 R40 B 2 M 

P5 R41 A 1 A 

 R42 B 2 A 

P6 R43 A 1 A 

 R44 B 2 A 

P7 R45 A 1 A 

 R46 B 2 A 

P8 R47 A 1 M 

 R48 B 2 M 

Ignacio 

Flores 

I1 R49 A 1 A 

 R50 B 2 A 

I2 R51 A 1 C 

 R52 B 2 C 

I3 R53 A 1 A 
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Muestra 

Colonias 

Medio YMA  

+  

Púrpura de bromocresol 

 

Localidad Planta 
N° de 

aislado 
Placa 

 R54 B 2 A 

I4 R55 A 1 M 

 R56 B 2 M 

I5 R57 A 1 A 

 R58 B 2 A 

I6 R59 A 1 A 

 R60 B 2 A 

I7 R61 A 1 C 

 R62 B 2 C 

I8 R63 A 1 C 

 R64 B 2 C 

Nota: coloración Morada: crecimiento neutro, color celeste: crecimiento lento y el 

color amarillo: crecimiento rápido de Rhizobium spp. Los colores del medio serán 

reportados de la siguiente forma: C: celeste, M: morado y A: amarillo. 

 

Una de las pruebas de identificación para el género Rhizobium spp. es utilizar un 

colocar al medio YMA púrpura de bromocresol (tabla 6) o azul de bromotimol que 

actúa como un indicador de pH (Gunnabo et al., 2021). Si el asilado de Rhizobium 

spp. que se encuentra en el medio es de crecimiento rápido, el color del medio se 

vuelve de color amarillo por la producción de ácido en el medio (Anexo 6D, E, F), 

confirmado por Guamán et al. (2018), en donde manifiesta que la coloración amarilla 

es mayormente asociada con el género Rhizobiaceae. Mientras que la coloración 
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celeste se debe a un crecimiento un aislado de Rhizobium spp. de crecimiento lento 

(Anexo 6B, C), y la coloración morada (Anexo 6A, B), es de un crecimiento neutro. 

Según Carpio (2017), consiguió resultados similares, esto se debe a que los aislados 

de Rhizobium spp. de crecimiento lento van a alcalinizar el medio provocando el 

cambio de color a celeste con una fijación media de nitrógeno y mantuvo la coloración 

debido a que tuvo una fijación baja de nitrógeno siendo incapaz de cambiar pH del 

medio. 

 

3.1.5.  Distancia genética de los aislados  

 

Los aislados procedentes de las cepas obtenidas presentaron características mediante 

fingerprinting con bandas distintivas que oscilaban entre 635 y 9352 pb. A su vez, el 

número de bandas de los aislamientos fue de 3 a 13 bandas (figura 11), analizado 

mediante el programa GelAnalizer (Anexo 7). El dendograma de similitud que se 

generó con base en los resultados obtenidos de la BOX-PCR en los aislamientos de 

Rhizobium spp.  en dos grupos principales, el grupo A y el grupo B (figura 12). En el 

grupo A se encontraron 15 aislados (P56, U34, P12, I34, L56, L78, 634, I56, L12, P34, 

I78, U12, U78, P78, U56) obtenidos de las muestras recolectadas procedentes de las 4 

localidades 1: Toacaso (L), 2: Mulalo (U), 3: Poalo (P) y 4: Ignacio Flores (I), mientras 

que el grupo B contiene un aislamiento (I12) de la cuarta localidad (Ignacio Flores). 
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de patrones fingerprinting de ADN de los 

aislados 

Electroforesis en gel de agarosa de patrones fingerprinting de ADN de los aislados. 

 

Nota: electroforesis de 16 muestras provenientes de los aislados de Rhizobium spp., 

2 controles el positivo (C+), negativo (C-) y 3 escaleras moleculares o Ladder (L). 

Figura 12. Dendrograma que muestra la relación genética de los aislados de 

Rhizobium spp. provenientes de Lupinus spp. 

Dendrograma que muestra la relación genética de los aislados de Rhizobium spp. 

provenientes de Lupinus spp.  

 

Nota: obtenido después del análisis de productos BOX-PCR utilizando el método 

UPGMA y el coeficiente de similitud de Nei72, mediante el programa NTSYSnp. 
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La figura 12 muestra el dendograma de la unificación de los resultados basados en los 

resultados de la BOX – Fingerprinting realizadas a los aislados de Lupinus spp. A 

partir de una similitud 50 %, dando origen a dos grupos que se pueden identificar 

claramente A y B. 

 

Al considerar una similitud 55 % el grupo A dio origen a dos subgrupos AI y AII. El 

subgrupo AI, con base a un coeficiente de 59 %. El subgrupo AI se subdivide en los 

grupos AI1 con una similitud de 64 % que agrupa 9 aislados procedente de las 4 

localidades, mientras que el grupo AI2 tiene un 60 % de similitud y agrupa 4 aislados 

de las localidades Poalo, Ignacio Flores y Mulalo. El subgrupo AII presentaron una 

similitud genética del 76 % agrupando a 2 aislados de las localidades Mulalo e Ignacio 

Flores.  El grupo B presenta un aislamiento único I12 con una similitud del 50 % 

proveniente a la localidad Ignacio Flores. 

 

 

En esta investigación, el análisis de BOX-PCR reflejo la variabilidad en las secuencias 

de ADN entre los aislados empleados. La mayor parte de los aislamientos dieron como 

resultado un patrón de bandas único, excepto U12, U78 que presentaron bandas 

similares y puede ser confirmado en el dendograma. Esto evidencia la variabilidad 

genética que muestran las Rhizobium spp. asiladas de diferentes suelos agrícolas del 

cantón Latacunga. Esta información es corroborada con la información proporcionada 

en diversas partes del mundo, en las que se puede evidenciar gran cantidad de 

Rhizobium spp. en cultivos de leguminosas, así como los beneficios de la simbiosis 

rizobio-leguminosa (Torres et al., 2021). Sin embargo, el aislado de BI no ha 

evolucionado en el tiempo, debido a que las condiciones en las que se ha desarrollado 

son constantes hasta la actualidad. 
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La alta diversidad de Rhizobium spp. se debe a la necesidad que tienen las plantas para 

fijar nitrógeno, lo incrementa la formación de nódulos en la raíz, dando como resultado 

una gran diversidad de rizobios (Moura et al., 2020). Tanto los resultados obtenidos 

como en la investigación de Salmi et al. (2021), presentan una alta diversidad de las 

especies de Rhizobium spp. en aislados de Lupinus spp. utilizando la metodología de 

BOX-PCR fingerprinting. 

 

3.2. Verificación de la hipótesis  

 

Hipótesis nula rechazada  

Los aislamientos procedentes de nódulos de Lupinus spp. presentan características 

morfológicas, bioquímicas y variabilidad genética pertenecen al género Rhizobium 

spp. De las 64 cepas aisladas, el 100 % pertenecen al género Rhizobium spp. 
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CAPÍTULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

4.1. Conclusiones  

Se aislaron 64 cepas de Rhizobium spp. donde 32 aislamientos correspondieron al 

original y 32 cepas que corresponden a los clones provenientes de dos nódulos de raíz 

de chocho (Lupinus spp.), el primer aislamiento se llevó a cabo en medio agar levadura 

manitol o YMA, en el que presentó una apariencia cremosa y sus colonias fueron de 

color blanco, el segundo aislamiento se realizó en medio YMA suplementado con rojo 

Congo las colonias mantuvieron su apariencia cremosa, las colonias aisladas fueron 

blancas a las 12 h, rosadas a las 24 h y a las 72 h fueron rojizas. 

 

Se identificó que los aislados pertenecen al género Rhizobium spp, mediante la 

realización de pruebas se obtuvo resultados positivos con un porcentaje del 98 para 

Voges Proskauer, 100 % para Rojo de Metilo, Catalasa 100 %, Hidrólisis de Almidón 

92 %, Motilidad 100 %, Indol 100 %. Fueron negativos con un porcentaje de 86 % 

citrato, para H2S 0 %, TSI N/N 0 % y una prueba de autentificación en la que se utilizó 

medio YMA + púrpura de bromocresol identificando a los aislados donde 36 

presentaron un crecimiento rápido, 14 presentaron un crecimiento lento y 14 

presentaron un crecimiento neutro.  

 

Se evaluó la distancia genética de 32 aislados agrupados en muestras compuestas con 

un total de 16 aislamientos y se analizaron mediante PCR fingerprinting que tiene su 

fundamentación en BOX-PCR para ello se empleó el primer BOX-A1R, con la ayuda 

de un dendograma se observó que los 16 aislados, 3 presentaron diversidad genética y 

heterogeneidad (P12, L78, L34), mientras que 12 fueron genéticamente similares y 

presentaron homogeneidad (P56, U34, I34, L56, I56, L12, P34, I78, U12, U78, P78 y 

U56) y un aislado único (I12).  
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Se caracterizó Rhizobium spp. a partir de chocho proveniente de cuatro localidades del 

cantón Latacunga, donde los nódulos que fueron extraídos presentaron coloración 

rojiza, juntamente con el peso y el número de nódulos presente en las raíces tanto 

principal como secundaria siendo este un indicador de la fijación de nitrógeno por 

parte de bacterias pertenecientes al género Rhizobium spp., para su aislamiento se 

empleó un medio selectivo que permitió su caracterización fenotípica y morfológica 

donde las colonias en su mayoría presentaron una forma plana, coloración blanca, 

algunas fueron brillantes, otras lechosas y opacas, fueron bacilos Gram negativos 

cortos y alargados, el género fue comprobado tanto por pruebas bioquímicas como de 

autenticidad y a partir de la PCR fingerprinting se logró comprender la elevada 

diversidad genética que pueden presentar los aislamientos de Rhizobium spp. en las 

cuatro localidades del cantón Latacunga. Mediante el uso de la biotecnología estas 

bacterias pueden ser utilizadas para contribuir en la disminución del cambio climático. 

 

4.2. Recomendaciones   

Dejar más tiempo al momento de realizar la desinfección de los nódulos debido 

algunos microorganismos lograron sobrevivir causando la contaminación del 

aislamiento. 

 

Realizar mayor cantidad de pruebas bioquímicas específicas para este género 

bacteriano con la finalidad de evitar confusiones a la hora de interpretar los resultados. 

 

 Se puede comprobar la diversidad genética de los perfiles obtenidos mediante la PCR 

fingerprinting mediante una prueba molecular más específica. 
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Anexos  

 

Anexos 1. Componentes de los medios de cultivo. 

Componentes de los medios de cultivo. 

Nombre del medio Reactivos Cantidad 

Medio R. M. V. P 

Polipeptona 7 g 

Glucosa 5 g 

Fosfato dipotásico 5 g 

Agua destilada 1000 mL 

Medio YMA 

Manitol 10 g 

Extracto de levadura 0.3 g 

K2HPO4 0.2 g 

MgSO4.7H2O 0.2 g 

NaCl 0.05 g 

Agar 20 g 

Agua destilada 1000 mL 

Medio SIM 

Tripteína 20 g 

Peptona 6.1 g 

Sulfato amónico ferroso 0.2 g 

Tiosulfato sódico 0.2 g 

Agar – agar 3.5 g 

Agua destilada 1000 mL 

Medio agar almidón 

Agar - agar 12 g 

Almidón 2 g 
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Nombre del medio Reactivos Cantidad 

Extracto de carne 3 g 

NaCl 6 g 

Agua destilada 1000 mL 

Nota: son los reactivos necesarios para la elaboración de cada uno de los medios. 

 

Anexos 2. Características de las raíces de plantas de Lupinus spp. 

Características de las raíces de plantas de Lupinus spp. 

Localidad Muestra Número de 

raíces 

secundarias 

Número de 

Nódulos 

Peso de los 

Nódulos (g) 

Toacaso 

M1 9 30 0.9795 

M2 3 10 1.0665 

M3 3 6 0.9203 

M4 6 17 0.6751 

M5 10 15 0.9590 

M6 4 22 0.4793 

M7 8 10 1.0802 

M8 5 15 1.4825 

Mulalo 

M1 3 13 0.7371 

M2 6 11 0.8155 

M3 8 16 1.1319 

M4 4 17 1.2042 

M5 7 11 0.6168 
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M6 3 15 0.9203 

M7 6 10 0.2166 

M8 8 17 1.7317 

 

Poalo 

M1 11 19 1.0049 

M2 11 26 1.5214 

M3 3 6 0.4975 

M4 12 12 1.1455 

M5 3 7 0.2679 

M6 3 17 0.7018 

M7 13 10 1.1845 

M8 3 15 0.5144 

Ignacio 

Flores 

M1 5 15 1.5618 

M2 10 17 2.9978 

M3 8 10 1.3627 

M4 6 8 0.6043 

M5 6 12 0.8752 

M6 5 8 0.7751 

M7 15 41 2.1945 

M8 10 26 1.7107 

Nota: M: corresponde a la designación de cada muestra. Los nódulos obtenidos 

provenían de raíces secundarias por la carencia de oxígeno que se puede encontrar 

en la parte inferior, mientras que el peso de los nódulos es un indicador de que los 

nódulos se encuentran activos fijando oxígeno (Pommeresche & Hansen, 2017). 
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Anexos 3. Características de los nódulos seleccionados para el aislamiento de cepas. 

Características de los nódulos seleccionados para el aislamiento de cepas. 

Localidad Muestra Coloración del 

nódulo 

Tamaño del 

nódulo 

(mm) 

Número de 

aislado 

L1 

M1 R 0.5  R1 

 R 0.6 R2 

M2 R 1.5  R3 

 R 2.0 R4 

M3 R 0.4  R5 

 R 0.7 R6 

M4 R 0.2 R7 

 R 0.3 R8 

M5 R 0.8 R9 

 R 0.7 R10 

M6 R 0.1 R11 

 R 0.3 R12 

M7 R 2.5  R13 

 R 1.0 R14 

M8 R 2.0 R15 

 R 2.0 R16 

L2 

M1 R 1.5 R17 

 R 1.3 R18 

M2 R 1.2 R19 



85 

 

Localidad Muestra Coloración del 

nódulo 

Tamaño del 

nódulo 

(mm) 

Número de 

aislado 

 R 1.4 R20 

M3 R 2.2 R21 

 R 2.0 R22 

M4 R 2.4 R23 

 R 2.1 R24 

M5 R 0.5 R25 

 R 0.8 R26 

M6 R 1.4 R27 

 R 1.3 R28 

M7 R 0.7 R29 

 R 0.6 R30 

M8 R 2.6 R31 

 R 2.3 R32 

L3 

M1 R 2.0 R33 

 R 2.3 R34 

M2 R 2.5 R35 

 R 2.1 R36 

M3 R 0.7 R37 

 R 0.6 R38 

M4 R 2.0 R39 
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Localidad Muestra Coloración del 

nódulo 

Tamaño del 

nódulo 

(mm) 

Número de 

aislado 

 R 2.7 R40 

M5 R 0.3 R41 

 R 0.4 R42 

M6 R 1.5 R43 

 R 1.3 R44 

M7 R 2.1 R45 

 R 2.3 R46 

M8 R 0.5 R47 

 R 0.6 R48 

L4 

M1 R 2.0 R49 

 R 2.1 R50 

M2 R 2.7 R51 

 R 2.3 R52 

M3 R 2.2 R53 

 R 2.0 R54 

M4 R 0.7 R55 

 R 0.5 R56 

M5 R 1.4 R57 

 R 1.6 R58 

M6 R 1.5 R59 

 R 1.3 R60 
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Localidad Muestra Coloración del 

nódulo 

Tamaño del 

nódulo 

(mm) 

Número de 

aislado 

M7 R 2.5 R61 

 R 2.1 R62 

M8 R 2.3 R63 

 R 2.0 R64 

Nota: La coloración rojiza que presentan los nódulos es un indicador de la fijación 

de nitrógeno, mientras que mayor sea el tamaño su actividad de fijar nitrógeno, 

también aumenta (Flynn & Idowu, 2019). La coloración del nódulo fue reportada con 

la letra R: rosada. 
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Anexos 4. Características fenotípicas de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de 

Lupinus spp. 

Características fenotípicas de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de Lupinus 

spp.  

 

Nota: A) aislamiento de Rhizobium spp. en medio YMA. B) aislamiento de Rhizobium 

spp. en medio YMA + RC a las 12 h, C) aislamiento de Rhizobium spp. en medio YMA 

+ RC a las 24 h. D) Rhizobium spp. en medio YMA + RC a las 72 h y apariencia de la 

colonia. E) tinción de Gram y tipo. F) forma. 
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Anexos 5.Características bioquímicas de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de 

Lupinus spp. 

Características bioquímicas de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de Lupinus 

spp.  

 

Nota: A) prueba Rojo de Metilo, B) prueba Voges Proskauer, C) prueba de catalasa, 

D) prueba de citrato, E) prueba TSI, F) Prueba SIM, G) prueba Hidrólisis de almidón. 

 

 

 

 

 

 

 



90 

 

 

Anexos 6. Prueba de autentificación de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de 

Lupinus spp. 

Prueba de autentificación de Rhizobium spp. pertenecientes a nódulos de Lupinus spp.  

 

Nota: A y B) crecimiento neutro de Rhizobium spp., B y C) crecimiento lento de 

Rhizobium spp., y D, E y F) crecimiento rápido de Rhizobium spp.  
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Anexos 7. Análisis del gel mediante el programa GelAnalyzer. 

Análisis del gel mediante el programa GelAnalyzer. 

 

Nota: Análisis del gel de agarosa proveniente de los aislados de Rhizobium spp. 

obtenidos por BOX- PCR Fingerprinting con un R2 de 0.986 
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Anexos 8. Permiso del Ministerio del Ambiente para trabajar con una especie vegetal 

comercial. 

Permiso del Ministerio del Ambiente para trabajar con una especie vegetal comercial. 
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