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Resumen

Se caracterizaron 33 aislados de Rhizobium spp.de nodulos de plantas de arveja (pisum sativum) culti-
vadas en diferentes suelos del departamento de Narifio, mediante la técnica de Electroforesis de Iso-
enzimas Multilocus (MLEE). Los aislados rizobiales provienen de varios municipios del departa-
mento Narifio: Pefiol, Pasto, Yacuanquer, Guaitarilla, Tangua Imués, Funes, Iles, Puerres, Cérdoba
y Cuaspud Carlosama. Se evaluaron siete sistemas enzimaticos: malato deshidrogenasa (MDH); as-
partato deshidrogenasa (ASD); lactato deshidrogenasa (LDH); alanina deshidrogenasa (ALD); peroxi-
dasa (PER1); amilasa (AMI) y catecol-2,3-oxigenasa (C230), resultando todos polimdrficos. Se encon-
traron altos valores de diversidad genética (H = 0.708) como reflejo de la alta variabilidad. Se generd
un dendrograma a partir de una matriz de coeficientes de distancias de las muestras estudiadas en el
cual no se observa un agrupamiento significativo de los aislados en funcién de la localidad de aisla-
miento. El agrupamiento realizado de acuerdo al pH del suelo de donde provenian los aislados, reflejo
mejor las relaciones genéticas entre los distintos aislados.

Palabras Claves: Rhizobium spp, MLEE, polimorfismo, variabilidad.

Abstract
Thirty-three (33) isolates of Rhizobium spp. nodules of pea plants (Pisum sativum) were grown in differ-
ent soils of the Narifio department by the Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE) technique. The
rhizobial isolates came from various municipalities of the Narifio department: Pefiol, Pasto, Yacu-
anquer, Guaitarilla, Imués Tangua, Funes, Iles, Puerres, Cordoba, and Cuaspud Carlosama. Seven en-
zymatic systems were evaluated: malate dehydrogenase (MDH); Aspartate dehydrogenase (ASD);
Lactate dehydrogenase (LDH); alanine dehydrogenase (ALD); peroxidase (PER1); amylase (AMI) and
catechol-2,3-oxygenase (C230), all were found to be polymorphic. As a result of the high variability,
high levels of genetic diversity (H = 0.708) were found. From a distance matrix coefficients of the stud-
ied samples, a dendrogram was generated in which no significant clustering of the isolates was ob-
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served as a function of the site of isolation. Better genetic relationships between the different isolates
were obtained when the clustering was performed according to the soil pH from where the isolates

came.

Keywords: Rhizobium spp, MLEE, polymorphism, variability

1. Introduccidn

La deficiencia de nitrogeno asimilable en el suelo es
un factor determinante en el desarrollo y producti-
vidad de un cultivo, por lo cual es necesario sumi-
nistrarlo en forma de fertilizante quimico. Sin em-
bargo, existe otra forma limpia y econémica, poco
contaminante de obtener el nitrdgeno como es la
utilizacién de plantas leguminosas. Estas plantas se
asocian con varios tipos de microorganismos del
suelo par fijar nitrégeno atmosférico. El género
Rhizobium uno de los mas importantes en “la fija-
cion biologica”, ya que poseen la maquinaria bio-
quimica para transformar el nitrégeno atmosférico
en ién amonio, una forma molecular asimilable. Se
ha estimado que el 50% del nitrégeno fijado en la
tierra provine de las asociaciones Rhizobium-
leguminosa. [1,2, 3]

El departamento de Narifio (Colombia) es esen-
cialmente agricola, en donde el cultivo de legumi-
nosas ocupa un lugar destacado en su economia,
entre las cuales la arveja (Pisum sativum) y el frijol
(Phaseoli vulgaris) son especies muy importantes
en &reas de minifundio de clima frio [4]. Por tanto,
el conocimiento de las poblaciones de Rhizobium de
suelos del departamento es muy importante, ya que
nos permite seleccionar las bacterias mejor adapta-
das para llevar a cabo la fijacion de nitrégeno.

Las bacterias del género Rhizobium han sido clasi-
camente estudiadas y caracterizadas en funcion del
rango de hospedador, de las propiedades antigéni-
cas,

de la resistencia a antibiéticos, por su contenido
total en proteinas, por su efectividad e infectividad,
entre otras técnicas; sin embargo, el uso de caracte-
risticas fenotipicas para el estudio de Rhizobium
tiene bastantes limitaciones. Martinez y Caballero
[5], afirman que unos pequefios cambios genéticos,
pueden causar efectos profundos en el fenotipo, por
esta razon, la sistemética basada solamente en el
fenotipo puede conllevar a resultados confusos,
divergentes y distorsionados.

En el presente estudio se utilizd la técnica MLEE
(en espafiol, electroforesis de isoenzimas multilo-
cus), basada en el polimorfismo isoenzimatico para
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la determinacién de relaciones genéticas entre ce-
pas, la cual es una alternativa para la caracterizacion
y estudio de las poblaciones de bacterias del género
Rhizobium a partir de aislados de nddulos de plantas
de arveja (Pisum sativum) cultivadas en diferentes
suelos del departamento de Narifio, lo cual se cons-
tituye en nuestro objetivo de estudio. Eardly et al
[6] demostraron que en Rhizobium existe una varia-
bilidad alélica suficientemente importante, como
para poder aplicar esta técnica, la que ha probado
ser de gran valor en estudios genéticos tanto en
poblaciones naturales como de cultivo [7].

Metodologia.

Se estudiaron 33 muestras de Rhizobium spp; aisla-
dos y purificados a partir del nédulos de plantas de
arveja (Pisum sativum), de las localidades de Pasto,
El Pefiol, Guaitarilla, Tangua, Imues, Yacuanquer,
lles, Funes, Puerres, Cordoba y Carlosama del de-
partamento de Narifio.

La recoleccion de los nédulos de las raices de plan-
tas de arveja, se efectud de acuerdo a la metodolo-
gia descrita por Somasegaran y Hoben [8]. Los
lugares seleccionados tienen temperaturas medias
entre 12 — 14°C y una altitud superior a los 2.200 m
(a.s.n.m) (Figura 1). Ademas, se determin6 el pH
del suelo del cual fueron tomados los nédulos, de
acuerdo a lo reportado por Cano [9].

Para el cultivo y replicacion de los aislados de Rhi-
zobium, una vez desinfectados se inocularon sobre
un medio de levadura-manitol-agar (LMA) + rojo
congo. Las colonias tipicas de Rhizobium se selec-
cionaron y se replicaron en cajas Petri con LMA
hasta obtener cultivos puros. Estos a su vez se con-
servaron en tubos con agar inclinado y se preserva-
ron desecados en perlas de porcelana [8].

Los extractos proteicos se obtuvieron de los aisla-
dos cultivados en medio liquido triptona — levadura
(TY) enriquecido con CaClz2, hasta obtener una
densidad celular aproximada de 10" bacterias/ml. Se
lisaron las células empleando vidrio molido vy li-
sozima al 1% (MP Biomedicals 100831). La con-
centracion proteica se determind mediante el méto-
do Lowry - modificado descrito por Rosenbrough,
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empleando albumina sérica bovina como patron
[10].

Figura 1. Localidades de muestreo ubicadas en el mapa del departamento de Narifio.
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Fuente: Instituto Geografico Aguztin Codazi (Adaptado por esta investigacion)

Se analizaron siete (7) sistemas enzimaticos refe-
renciados como polimérficos [11, 12] implicados en
vias metabolicas centrales o en vias catab6licas de
metabolitos importantes para la bacteria, como:
Malato Deshidrogenasa (MDH) (E.C 1.1.1.37);
Alanina Deshidrogenasa (ALD) (E.C 1.4.1.1); As-
partato Deshidrogenasa (ASD) (E.C 1.4.3.16); Ca-
tecol 2,3 — oxigenasa (C230) (E.C 1.99.2.a); Lacta-
to Deshidrogenasa (LDH) (E.C 1.1.1.27); Peroxida-
sa (PER1) (E.C 1.11.1.7) y Amilasa (AMI) (E.C
3.2.1.1).

Las movilidades electroforéticas se determinaron
utilizando la la técnica de Electroforesis de isoen-
zimas Multilocus -MLEE-, segin Selander [13] y
Malik [14], en geles de poliacriamida continuos y
discontinuos. Se realiz6 una electroforesis de corta
duracién a intensidad variable, inicialmente con
intensidad fija de 20mA y después se aumenta a
40mA hasta el final del proceso que puede durar
entre 2-3 horas. Las actividades enziméticas se
revelaron mediante tinciones especificas para cada
una de las enzimas, basdndose en las metodologias
descritas por Selander [13], Rius [15] y Martinez-
Scott et.al [16]. Se determinaron los perfiles isoen-
ziméticos de cada aislado tomando las movilidades
obtenidas para las siete enzimas estudiadas. Se
establecié el nimero 1 para la mayor movilidad y 7
para la menor.

El calculo de la diversidad genética se realizé con
base en el nimero de variantes, con lo que se de-
termino polimorfismo o tasa de polimorfismo (Pj),
proporcion de loci polimérficos y nimero promedio
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de alelos por locus y con base en la frecuencia de
variantes, utilizando el paquete estadistico GENE-
TIX version 4.05.2 [17]. Con base en la frecuencia
de variantes, se calcularon las frecuencias alélicas,
diversidad genética por locus (h*) y diversidad
genética media (H). Se construyd un dendrograma
para visualizar las relaciones existentes entre los
distintos aislados estudiados, con el método UPG-
MA (Unweighted Pair — Group Method for arithme-
tic Averages), mediante el programa PAST 3.05
[18]. Finalmente se calculd el coeficiente de corre-
lacién cofenetica (rc), con el programa NTSYS-pc,
version 2.0 [19].

Resultados y discusion.

De los 33 aislados de Rhizobium spp se determina-
ron 33 tipos electroforéticos (ETs) que constan de
siete alelos representado cada uno por un nimero,
que identifica cada enzima. El nimero de alelos por
locus oscilé entre 4 y 7. Todos los loci analizados
resultaron polimérficos, lo que se muestra en la
tabla de frecuencias (Tabla 1). EI nimero medio de
alelos por locus fue 5.43, superior a lo reportado por
Ramirez [20] en un trabajo similar donde aparecen
de 2 a 6 alelos por locus para cuatro loci, con un
promedio de alelos por locus de 3.5.

Los valores calculados de diversidad genética por
locus de acuerdo a la ecuacion de Nei 1978 (tabla 1)
oscilaron entre 0.641 para los loci menos diversos
(PER1 y AMI) y 0.785 para los loci mas diversos
(C230 y ASD). La diversidad genética media fue
0.708, que es un valor alto en comparacion con el
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reportado por Ramirez [20]. H = 0.598. Esto indica
que existe una mayor diferen ciacién genética entre
los aislados rizobiales del departamento de Narifio,
estudiados en esta investigacion, pero Martinez-

Scott et al [16] han reportado una H = 0,846 para
aislados de Phaseolus vulgaris.

Tabla 1. Frecuencias alélicas, Diversidad genética por locus y diversidad genética media para la muestra.

ALELO

FRECUENCIAS ALELICAS

PER1
0.5152
0.2121
0.0606

AMI
0.0606
0.0606
0.5152

C230
0.3333
0.1212
0.1818 | 0.4545 @ 0.2727

MDH
0.2424
0.2121

ALD
0.0303
0.0303

ASD | LDH
0.1212 | 0.4545
0.1818 0.1818
0.1818 | 0.1515

0.0303

0.2424

0.1515 0.0909 & 0.1212 0.0303 0.0303

0.1818

~NoosWN -

DIVERSIDAD GENETICA (h*) 0.641

DIVERSIDAD GENETICA MEDIA (H)

La diversidad genética fue calculada para los grupos
de aislamiento de acuerdo a las localidades de co-
leccién y el pH del suelo del cual fueron aislados.
Esta vario en las localidades desde 0.183 que co-
rresponde

a lles hasta 0.525 que corresponde a la localidad de
Funes, representando la variabilidad mas alta para
la muestra estudiada. (Tabla 2)

Al analizar las muestras agrupandolas de acuerdo
con el pH del suelo del cual fue aislada la bacteria
se observa que existe una relacion entre la movili-
dad electroforética de los alelos y el pH del suelo;
asi: para PER1, C230 y ASD se observaron un
mayor nimero de formas electroforéticas en el
rango de pH 4,7 — 4,9, para las enzimas AMI vy
LDH en el rango de pH 5,8 — 6,0 y para las enzimas
MDH y ALD se evidenciaron dos rangos de pH 4,7
-4,9y5,8-6,0en los cuales se presentaron mayor
numero de movilidades electroforéticas. Por tanto,
se observa que para cada sistema enzimatico existe
un rango de pH que puede provocar un aumento en
la tasa de polimorfismo en el tipo de aislados estu-
diados.

0.0303

0.0606

0.0303
0.652

0.1515 - - 0.2121 | 0.0606
0.0606 - - - 0.0909

- 0.0303
0.776  0.715

0.671 | 0.719

0.78

0.785

Para cada locus estudiado existe un rango de pH
que favorece el aumento de la diversidad genética;
asi para PER1, C230 y ASD esta es mas alta en el
rango de pH de 4.7 — 4.9; para AMI, MDH y LDH
se favorece en el rango de 5.8 — 6.0. En estudios
realiado por Ramirez [20], Harrison [21] y Mohd —
Saud [22] la diversidad genética promedio de los
aislados vario de 0.48 a 0.66 para distintos pH del
suelo, mostrando valores similares en esta investi-
gacion, con diversi dades genéticas promedio de
0.403 a 0.582 para pH del suelo (tabla 3)

En trabajos similares empleando el marcador mole-
cular RAPD, se observan patrones diferentes entre
los aislados de suelos de distinto pH, lo cual de-
muestra que las diferencias fisicas y quimicas de los
suelos pueden influenciar, aunque parcial mente, en
las diferencias geneticas, mostrando que el pH del
suelo es el factor mas critico en el establecimiento
de diferencias geneticas entre poblaciones de Rhi-
zobium leguminosarum.[23]

Tabla 2. Diversidad genética de Rhizobium spp agrupados de acuerdo a la localidad.

LOC. N° Rango | DA | PER1 | AMI | C230 | MDH | ALD | ASD | LDH | H
ETs | pH suelo A A A A A A A |
Yaquanquer | 3 5,1-5,3 13 2 3 1 2 1 3 1 0.310
Funes 3 | 4753 | 17 2 3 2 3 2 3 2 0.525
Imues 3 4,9-5,8 14 2 2 2 2 2 1 3 0.399
Pasto 3 [5860 | 13 1 2 1 3 1 3 3 0.310
Pefiol 3 6,2-6,4 15 2 1 1 3 3 3 2 0.403
Guaitarilla 3 4751 |15 2 3 2 2 2 2 2 0.460
Tangua 3 4,9-6,0 16 2 3 2 2 2 3 2 0.493
Cérdoba 3 | 4758 |14 2 2 1 3 2 2 2 0.399
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Carlosama 3 4,7-6,0 13 2 | 2 1 1 2 3 3 0.371
Puerres 3 49 |13 2 |1 3 2 1 3 1 0.310
lles 3 53 10 1 \ 2 2 1 1 1 \ 2 0.183
A: Numero de alelos; DA: Diversidad alélica; LC. Localidad; H: Diversidad genética promedio

Tabla 3. Diversidad genética de aislados de Rhizobium spp agrupadas de acuerdo al pH

Rango PER1 ’ AMI ‘ C230 ‘ MDH ‘ ALD ‘ ASD ‘ LDH ‘ PROMEDIO
pH
A h* A h* A h* A h* |A|h* A  h* Al h* | H

47-49 |5 0702 4 0429 5 0753 4 0668 3 | 0514 5 0,736 2 0276 0.582

5153 | 2 | 0154 4 0629 4 0691 3 | 0443 |2 0402 4 0711 3 | 0,526 | 0.508

5860 |3 0351 5 0631 4 065 |4 068 3 0351 3 058 4 0,707 | 0.565
El dendograma construido a partir de una matriz de
coeficientes de distancias genéticas, muestra agru- Conclusiones
pamiento que no exhibe una relacion légica entre
las localidades de aislamiento, ya que se esperaria Mediante la técnica de MLEE se evidenciaron 33
que entre localidades cercanas geograficamente tipos electroforéticos o ETs para la muestra estudia-
existiera una distancia fenética pequefia (figura 2). da, que exhibe un polimorfismo del 75.3% cuya
Sin embargo el coeficiente de correlacidn cofenéti- variabilidad genética promedio es alta. Entre las
co para el total de la muestra agrupada por localida- localidades estudiadas la que presentd mayor varia-

des de asilamiento fue de 0,667 lo que representa bilidad fue Funes.
que el 66,7% de la diversidad genética obtenida.
La estructura del dendograma sugiere que las rela-

Cuando los aislados se agrupan de acuerdo al pH ciones genéticas entre aislados son muy bajas; el
del suelo del que se tomaron, se observan relaciones coeficiente de correlacion cofenético para el total de
entre ellos, lo que significa que el pH es un factor la muestra agrupada por pH del suelo, representa
influyente en su estructura genética. El coeficiente mejor la diversidad genética observada.
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