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RESUMEN. El trabajo se llevó a cabo con el objetivo de caracterizar e identificar bacterias  pertenecientes al
género Rhizobium aisladas de 13 zonas de muestreos de las provincias de Sancti Spiritus, Cienfuegos y Villa
Clara. El análisis morfológico se basó en determinar las diferencias de las colonias obtenidas del aislamiento,
donde se evaluó  la tinción de Gram, tipo de crecimiento, color, producción de mucus, bordes y elevación. La
identificación genética de los aislados resultantes de la caracterización morfológica se realizó mediante la
secuenciación total de los genes de la región 16S ARNr. Los resultados obtenidos demuestran una gran
diversidad morfológica de cepas nativas de Rhizobium y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) en los suelos de la región central de Cuba, obteniéndose 65 colonias iniciales, de las cuales 33
presentaron características diferentes en al menos un parámetro evaluado. De un total de 22 secuencias
analizadas en la identificación genética, se obtuvieron 6 géneros bacterianos, siendo el género Rhizobium el
que mostró variabilidad en las especies, identificándose 4 especies en 8 secuencias alineadas y entre ellas el
primer reporte de R. pisi para Cuba. Estos resultados demuestran la amplia diversidad genética de especies
de Rhizobium  en la zona central de Cuba, las cuales pueden ser la base para obtención de cepas eficientes
para la realización de inoculantes.
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ABSTRACT. The work was carried out to characterize and identify bacteria belonging to Rhizobium genus
isolated from 13 sampling areas in the provinces of Sancti Spiritus, Cienfuegos and Villa Clara. The morphological
analysis was based on determining the differences of the colonies obtained from isolation, which evaluated the
Gram stain, growth type, color, mucus production, edge and elevation. The genetic identification of isolates
resulting from the morphological characterization was performed by gene sequencing of the 16S rRNA region.
The results show a wide morphological diversity of native strains of Rhizobium and plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) in the soils of the central region of Cuba, resulting in 65 initial colonies, from which 33
showed different characteristics in at least one parameter evaluated. From a total of 22 sequences analyzed in
the genetic identification, six bacterial genera were obtained, in which the genus Rhizobium showed the
variability of species. From eight sequences aligned, four species were identified, among them the first report
of R. pisi for Cuba. These results demonstrate the wide genetic diversity of Rhizobium in central Cuba, which
can be the basis for obtaining efficient strains for the inoculants performance.
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ARTICULOS GENERALES

Las plantas pertenecientes a la familia leguminosa
(Fabaceae) son unas de las máximas
responsables del equilibrio del N en los
ecosistemas (Broughton et al., 2003). Estas son
capaces de realizar el proceso de fijación

biológica del N (FBN) mediante la estrecha
relación con bacterias del suelo comúnmente
conocidas como rizobios  (Weir, 2006),
estableciéndose la interacción simbiótica
Rhizobium-leguminosa (Weidner et al., 2003).
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MATERIALES Y MÉTODOS
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El mayor beneficio de la interacción Rhizobium-
leguminosa está estrechamente ligado a la
disminución de la aplicación de fertilizantes
nitrogenados y a la salud de las plantas, lo cual trae
como resultado el incremento de los rendimientos
agrícolas (Giller, 2001). Estos sistemas simbióticos
aportan la mayor fuente de N a los agroecosistemas,
incorporando como promedio un 80 % de los
requerimientos de N mediante la fijación simbiótica
del N (FSN) (Graham y Vance, 2000). Sin embargo,
los cultivos de leguminosas son muy variables en
cuanto a su eficiencia para fijar dinitrógeno (N2)
atmosférico, especialmente el cultivo del frijol común
(Phaseolus vulgaris L.), el cual se considera por
varios autores como ineficiente en este proceso,
alcanzando niveles del 40 % del N derivado de la
atmósfera (Peña-Cabriales y Zapata, 1999;
Urquiaga y Zapata, 2000; Remans et al., 2007;
Torres-Gutiérrez, 2008)

Es ampliamente conocido que el frijol común es una
leguminosa promiscua en cuanto a la inoculación por
cepas de Rhizobium (Bromfield y Barran, 1990)
una misma planta puede ser infectada por varias
especies de este género (Michiels et al., 1998;
Torres-Gutiérrez, 2008). Cepas de Rhizobium
aisladas de nódulos de P. vulgaris mediante
métodos moleculares (16S rRNA) han mostrado
una considerable diversidad genética (Martínez-
Romero, 2003; Torres-Gutiérrez et al., 2009), sin
embargo, las investigaciones relacionadas con esta
temática en las condiciones de los suelos de Cuba
son insuficientes, por lo que los objetivos del estudio
fueron la caracterización morfológicay la
identificación genética de aislados de Rhizobium de
la región central de Cuba.

Se realizaron ensayos en condiciones de laboratorio en
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas (Cuba), la
Universidad Católica de Leuven y la Universidad de
Gent (Bélgica). En estas instituciones se realizaron los
experimentos necesarios para el aislamiento, identificación
y caracterización de los aislados bacterianos procedentes
del cultivo de frijol común.

En un total de 13 zonas de muestreos distribuidos
por diferentes municipios de las provincias de Villa

Clara, Cienfuegos y Sancti Spíritus, se tomaron
muestras de plantas de frijol con presencia de
nódulos en las raíces para la realización del
aislamiento de las cepas de Rhizobium nativas
en estos suelos. En todos los casos se tomaron
muestras del suelo para la caracterización del
grupo pedológico al cual pertenecen.

Todas las muestras fueron llevadas al laboratorio de
Microbiología de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias antes de las 24 h de tomadas para
evitar la desecación de los nódulos de las plantas y
de este modo obtener bacterias viables. En todos los
casos se comprobó la actividad de los nódulos
mediante la escisión de los mismos con el objetivo
de observar la pigmentación de la leghemoglobina,
lo cual indica la viabilidad de los bacteroides dentro
del nódulo y,  por consiguiente, la vitalidad de estos
para el posterior aislamiento.

Preparación de las muestras y asilamiento
de colonias bacterianas

Las muestras se procesaron mediante el método
de siembra en placas de Petri y agotamiento por
estrías (Torres-Gutiérrez, 2008). Se tomaron
aproximadamente de 15 a 20 nódulos (2 g) para
realizar la esterilización de los mismos mediante
una inmersión de 1 min en etanol (90 %), seguido
de 3 min en hipoclorito de sodio (NaCl 3 %) y
finalmente 2 min en bicloruro de mercurio (HgCl2
0,1 %). Después de la esterilización se procedió
al lavado intenso de los nódulos (hasta 10 veces)
con agua destilada estéril, con el propósito de
eliminar todo resto de sustancia tóxica a las
bacterias. Luego del lavado se realizó el exudado
de los nódulos estériles en 1 mL de agua destilada
estéril en placa de Petri.

Las suspensión obtenida del exudado en cada
muestra se sembró por estrías en placas de Petri
con medio agar nutriente (AN) y fueron  incubadas
a 30 ºC durante 7 días. Al finalizar el periodo de
incubación, todas las colonias crecidas se
purificaron mediante la siembra repetida en medio
yeast-manitol-agar (YMA) y fue confirmada la
pureza de los aislados de Rhizobium mediante el
suplemento al medio de 0,025 g L-1 de Rojo
Congo o Bromotimol Azul. (Somasegaran y
Hoben, 1994)
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización morfológica

Todas las colonias crecidas procedentes del
aislamiento se analizaron como material de origen
para la caracterización morfológica. Estas colonias
se reinocularon en medio Fred modificado para
que existiera disponibilidad de nutrientes, se
incubaron a 30 ºC durante 24 horas y luego se
mantuvieron a 4 ºC para detener su crecimiento.
La caracterización morfológica se realizó mediante
la diferencia de las colonias respecto a: tinción al
Gram, tipo de crecimiento, color, producción de
mucus, bordes y elevación a los cultivos puros de
estos aislados posteriormente se les añadió 50 %
de glicerol y se mantuvieron a  -20 ºC para la
identificación genética.

Identificación genética

La identificación genética se realizó mediante las
técnicas de biología molecular 16S ADNr,
específicamente el aislamiento de los genes de la
región 16S ARNr, la cual es una región muy
conservada del genoma de los microorganismos.
Esta técnica se basa en el aislamiento del ADN de
las colonias, amplificación de los genes de la región
16S ARNr y purificación del producto de
amplificación, reacción de secuenciación y la
secuenciación de estos genes.

El aislamiento del ADN de las colonias aisladas se
extrajo mediante el método de lisis alcalina
(Vanparys et al., 2007). El procedimiento
consistió en la suspensión de 1 o 2 colonias en 20
μl de buffer de lisis (2,5 ìl 10% SDS; 5 ìl 1 M
NaOH y 92.5 ìl agua MilliQ) y centrifugado 5 min
a 13 000 rpm. El sobrenadante de cada aislado se
transfirió a un nuevo tubo eppendorf el cual se
situó a 95 ºC durante 15 min.  Subsecuentemente,
180 μl de agua MilliQ se añadieron al tubo y este
se centrifugó nuevamente durante 5 min a 13 000
rpm. El nuevo sobrenadante se transfirió a  otro
tubo eppendorf y fue desechado, mientras el ADN
extraído se conservó y se mantuvo a -20 ºC hasta
su procesamiento.

Los genes de la región 16S ARNr se amplificaron
con los cebadores (primers) conservados:
5’CTGGCTCAGGAC/TGAACGCTG3’ (ARI C/
T) y 5’AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3’ (pH),

los cuales amplifican prácticamente toda la región
(1500 pares de bases) correspondiente a los genes
16S ARNr (Logan et al., 2000). El producto de la
amplificación de los genes 16S ARNr se purificó
usando el kit de purificación QIAquick (Qiagen,
USA), acorde con las instrucciones del fabricante y
fue analizado posteriormente mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1 %.

Para cada reacción de secuenciación se realizó la
mezcla de 1 μl del producto del PCR purificado,
0,5 μl de Big DyeTM Termination Ready Reaction
Mix (Applied biosystem, USA), 3,75 μl de agua
MilliQ y 3 μl (20 ng μl-1) de uno de los 8 cebadores
usados para la secuenciación total (cebador
delantero, posición 339-358,
5’CTCCTACGGGAGGCAGCAGT3’; 519–
536, 5’CAGCAGCCGCGGTAATAC3’; 908-
926, 5’AACTCAAAGGAATTGACGG3’; 1093-
1112, 5’AGTCCCGCAACGAGCGCAAC3’;
cebador reverso, posición 358-339,
5’ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG3’; 536-519,
5’GTATTACCGCGGCTGCTG3’; 1112-1093,
5’GTTGCGCTCGTTGCGGGACT3’ and 1241-
1222, 5’GCTACACACGTGCTACAATG3’). El
programa térmico consistió en 30 ciclos (15  a 96
°C, 1  a 35 °C y 4 min a 60 °C).

El análisis de la secuencia se realizó usando el
secuenciador de ADN Applied Biosystem 3100,
siguiendo el protocolo del fabricante (Perkin-
Elmer). El montaje de las secuencias se realizó con
el programa BioNumerics ver. 4.5 (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Bélgica). El alineamiento de
las secuencias, así como la cercanía de las mismas
se realizó mediante el programa FASTA (Pearson,
1994) y la homología de las secuencias con las
secuencias depositadas en la base de datos de
nucleótidos internacional European Molecular
Biology Laboratory (EMBL-nucleotide).

Un amplio muestreo se llevó a cabo en la
investigación para obtener la mayor representatividad
de localidades y tipos de suelos de la región central
de país. El muestreo se realizó en 13 localidades,
abarcó 7 municipios de la provincia de Villa Clara,
1 municipio de la provincia de Cienfuegos y 1
municipio de la provincia de Sancti Spíritus. La tabla

Centro Agrícola, 36(4): 5-14; oct.-dic., 2009



8

1 muestra la correlación de los tipos y subtipos
genéticos de suelos predominantes en las zonas de
muestreo con la clasificación internacional.

Como se observa en la tabla, en la gran mayoría de
las zonas de muestreos predominó el cambisol
eútrico. El análisis realizado respecto a los grupos
pedológicos en las zonas de muestreos  reviste gran
importancia en relación con la microflora autóctona
de estas condiciones, ya que además de conocer la

presencia o no de bacterias benéficas en estos, existe
una estrecha relación entre las características químicas
y físicas de los suelos y la diversidad de
microorganismos presentes en las condiciones
edafoclimáticas determinadas (Varma y Oelmöler,
2007). Estos resultados demuestran lo reportado por
Martínez-Rimero (2003) al señalar que el género
Rhizobium puede adaptarse a diferentes condiciones
agroclimáticas en climas tropicales, encontrándose en
una diversa cantidad de tipos de suelos.

 Caracterización morfológica de los aislados
obtenidos

Un total de 65 colonias de bacterias se obtuvieron
luego del procesamiento de las muestras. Todas las
colonias obtenidas formaron parte de la
caracterización morfológica, la cual se basó en la
diferencia en cuanto a: tinción de Gram, tipo de
crecimiento, color, producción de mucus, bordes y
elevación de las colonias.

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en las
diferencias morfológicas de los aislados, donde se
observa que del total de aislados solo 33 presentaron

características diferentes en al menos un parámetro,
aunque todos respondieron a rasgos distintivos del
género Rhizobium (Segovia et al., 1993). En la
tabla se muestran las zonas de muestreo y la cantidad
de aislados diferentes obtenidos en dichas zonas,
así como las características morfológicas de cada
uno de estos. Se destaca que en todos los muestreos
realizados se obtuvieron más de un aislado diferente,
lo cual demuestra la diversidad morfológica de las
bacterias. De un total de 33 aislados el 66,7 % (22)
tuvieron  morfología de coco-bacilo, mientras que
el resto fueron bacilos cortos abundante, siendo
característico de este género. Tanto la elevación
como los bordes son parámetros muy dependientes

Centro Agrícola, 36(4): 5-14; oct.-dic., 2009

Tabla 1. Zonas de muestreos y clasificación de los suelos predominantes

*correlación internacional según World Reference Base (WRB) (Hernández et al., 2004)
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del medio de cultivo, no obstante con la utilización
de medio Fred modificado todas las colonias

crecieron con elevación y el 66,7 % presentaron
bordes regulares.

Centro Agrícola, 36(4): 5-14; oct.-dic., 2009

a/ crecimiento: (-) nulo, (+) ligero, (++) moderado; (+++) abundante; b/ color: (1) transparente (2) traslúcido, (3) opaco,
(3*) blanco opaco, (3**) amarillo opaco; c/ mucus: (-) nulo, (+) ligero, (++) moderado, (+++) abundante; d/ bordes: (+)
regular, (++) irregular e/ elevación: (+) liso, (++) elevado. Morfología/ BC (bacilo corto), CB (coco-bacilo).

Tabla 2. Caracterización morfológica de las bacterias aisladas
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Ambas morfologías pueden encontrarse en la
agrupación del género Rhizobium (Mayea et al.,
1998; Varma y Oelmöler, 2007). En todos los casos
se observaron bacterias Gram negativas y coloración
opaca, así como el crecimiento de moderado a

Identificación genética de aislados mediante el
análisis de la secuenciación 16S ADNr

La técnica de aislamiento y secuenciación de los genes
de la región 16S ARNr se aplicó para la identificación
genética de las bacterias previamente aisladas y
caracterizadas. Esta técnica de biología molecular es
extremadamente dependiente de la pureza de las
cepas a identificar, de lo contrario la frecuencia de la
secuenciación es errónea y se debe repetir todo el
proceso (Heyrman y Swings, 2001). Por tal motivo
todas las colonias aisladas se re-purificaron
obteniéndose un total de 22 aislados los cuales se
procesaron siguiendo los protocolos del análisis de
secuenciación 16S ADNr.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de
la secuenciación de los aislados, donde se observa
que solamente los aislados obtenidos de Sancti
Spíritus (Cabaiguán) no fueron secuenciados debido
a la impureza de las bacterias. En el resto de las zonas
de muestreos se secuenció al menos 1 aislado. En un
total de 22 secuencias alineadas se identificaron 6
géneros bacterianos, resultado inesperado teniendo
en cuenta el estricto procedimiento de desinfección
de los nódulos realizado, lo que evidencia que aun
así, permanecieron rizobacterias provenientes del
suelo en la corteza o en el interior de los nódulos.
Los resultados demuestran una estrecha homología
de las secuencias obtenidas con aquellas alineadas
en la base de datos EMBL, lo cual refuerza la hipótesis
de la identificación a nivel de género y especie. Según
Stackebrandt and Goebel (1994), dos cepas que
muestran homología en sus secuencias del 97,5 % o
menos, presentan menos del 60 % o 70 % de similitud
del ADN y por esta razón no pertenecen a la misma
especie.

Como varios de los aislados identificados pertenecen
a bacterias gram negativas que se han reportado
como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR por sus siglas en inglés), tales como:
Enterobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas
y Rhizobium (Bai et al., 2003; Dobbelaere, 2002),

pudieran ser de gran utilidad para la biofertilización
de los cultivos con cepas autóctonas de estas
rizobacterias, además de servir como co-inóculos
para la aplicación a leguminosas como el frijol común
e incrementar los parámetros de crecimiento,
nodulación y fijación de N.

Varios son los estudios en los cuales estas
rizobacterias han mostrado el incremento de los
parámetros de crecimiento y rendimiento de las
plantas. Según Andrade et al. (1998) el incremento
de la nodulación en Pisum está relacionado con la
inoculación de P. fluorescens, mediante la cual se
incrementa el exudado de flavonoides por la planta
hospedera. En ese sentido Remans et al. (2007),
reportan que la inoculación de  Rhizobium etli
CNPAF-512 simple y co-inoculado con
Pseudomonas putida UW4 en variedades
contrastantes de frijol común en invernadero mostró
un incremento significativo respecto al número de
nódulos, masa seca y fijación de N en comparación
con el tratamiento testigo y la aplicación de
fertilizantes minerales. Wolf et al. (2002) han
reportado la incidencia de Stenotrophomonas
rhizophila como una rizobacteria promotora del
crecimiento, ya que además de reducir las
concentraciones de compuestos cenobióticos en
suelos contaminados (Binks et al., 1995), ha sido
reportada como biocontrol de agentes fúngicos en
los suelos.

Diversidad de Rhizobium en la región central
de Cuba

Aunque se identificaron varios géneros bacterianos
en las muestras de nódulos de frijol, la variabilidad
de las especies solo se manifiesta en los aislados
pertenecientes al género Rhizobium. De 8
secuencias reveladas en este género se identifican 4
especies, demostrando la biodiversidad de este
género en la región central del país y en especial en
la provincia de Villa Clara. Se destacan los
resultados obtenidos en los aislamientos procedentes
de los muestreos realizados en Santa Clara
(carretera de Maleza y callejón de los Patos) y
Camajuaní (área de campesino). En el primer caso
aunque el suelo en ambas localidades fue de la
misma clasificación y las condiciones agroclimáticas
fueron muy similares, se identificaron 2 especies
diferentes: Rhizobium sp. y R. etli, respectivamente.

Centro Agrícola, 36(4): 5-14; oct.-dic., 2009
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Tabla 3. Identificación genética de aislados basada en la secuenciación 16S ADNr
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Los resultados obtenidos en Camajuaní demuestran
un aspecto aun más complejo y ampliamente
discutido por la comunidad científica internacional,
lo que se refiere a la diferencia de especies de
Rhizobium provenientes de la misma muestra para
el aislamiento.

En este muestreo se identificaron las especies R.
etli y R. pisi procedentes de la misma planta
colectada, por lo que se infiere que ambas especies
se encontraban co-habitando en el mismo
hospedante y por consiguiente puede especularse
sobre la formación de nódulos indistintamente por
una especie u otra en la misma planta.

Estos resultados son el primer reporte para
condiciones cubanas de la presencia de R. pisi, así
como la incidencia de más de un simbionte co-
habitando en los nódulos de la misma leguminosa.
Los mismos pueden dar respuesta a la baja eficiencia
en la nodulación y fijación de N reportada por varios
autores en condiciones de campo (Torres-Gutiérrez,
2004; Torres-Gutiérrez, 2008), debido que al existir
varias especies de Rhizobium en el mismo nicho de
colonización, pueden llevarse a cabo diferentes
procesos de reconocimiento de las señales
moleculares que excreta la bacteria (genes Nod-)
por la planta y de este modo realizarse un proceso
inespecífico, lo cual trae como consecuencia la
competencia de las especies por la formación de
nódulos, viéndose afectada la fijación de N y la
eficiencia de este proceso. (Mulder et al., 2005)

Aunque es ampliamente conocida la promiscuidad
de esta planta, parece existir cierta preferencia  por
diferentes especies de Rhizobium (Pacovsky et
al., 1984). Se ha considerado que la baja
efectividad de la simbiosis Rhizobium-frijol se
debe a la falta de interacción específica planta-
bacteria (Bernal y Graham, 2001).  La siembra de
frijoles ecuatorianos y mexicanos se ha usado como
trampas para la selección de R. etli en los suelos,
ya que estos pertenecen a los sitios de origen, tanto
Andino como Mesoamericano. La eficiencia de la
nodulación y la fijación de N fue mayor cuando se
utilizaron ambos simbiontes de la misma región
(Bernal y Graham, 2001). Mientras los cultivares
Andinos son capaces de formar un gran número
de nódulos con cepas de R. tropici (Nodari et
al., 1993), cultivares Mesoamericanos con alta

capacidad para fijar N nodulan escasamente con
cepas de R. tropici y en estos casos R. tropici
bloquea la nodulación de R. etli cuando ambas
cepas están inoculadas de conjunto. (Martínez-
Romero et al., 1998)

Este hecho pone en evidencia la necesidad de
obtener cepas nativas de los suelos en diferentes
regiones edafoclimáticas, no solo por la importancia
que puede revestir este cultivo, sino además teniendo
en cuenta que Cuba se encuentra fuera de los sitios
de origen de esta leguminosa.
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