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Capitulo 3. Aislamiento, identificacién
y conservacion de rizobios

Andrea A. Sirio y Karina R. Avalos Llano

La poblacién mundial crece en una escala que pone en riesgo la
producciéon de alimentos. Para lograr una mayor productividad
alimentaria, el uso de fertilizantes quimicos-sintéticos es una al-
ternativa rapida pero no ecoldgica debido a su toxicidad al con-
taminar el ambiente, provocar efectos secundarios en la salud
humana y modificar la fertilidad del suelo a largo plazo. Como
ecoalternativa, el uso de fertilizantes organicos fue creciendo,
pero sin alcanzar la efectividad de los fertilizantes quimicos. En
los tltimos tiempos se establecio el uso de microorganismos co-
nocidos como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), que
son autdctonos y benéficos, residen en las cercanias de las plantas
utilizando metabolitos derivados de ellas, promueven el suminis-
tro adecuado de nutrientes a las plantas hospedantes y garantizan
su adecuado desarrollo de crecimiento y regulacién fisiol6gica
(Van Elsas et al., 2019; Verma, 2019).

La asociacién planta-bacteria tiene una gran importancia prac-
tica en la agricultura debido a que la disponibilidad de fuentes
nitrogenadas suele ser un factor limitante para el crecimiento de
los cultivos. Los rizobios son especies de alfa y betaproteobacte-
rias que pueden crecer libremente en el suelo o pueden infectar
leguminosas y establecer una relaciéon simbiodtica. La infeccion de
rizobios en las raices de leguminosas lleva a la formacion de no-
dulos y, en ellos, las bacterias fijan el nitrégeno atmosférico (N),
por lo que aquellas leguminosas noduladas pueden crecer bien en
suelos no fertilizados, deficientes en nitrogeno.

Hay una marcada especificidad entre las especies de legumino-
sas y los rizobios con los que establecen simbiosis. Una especie de
rizobio particular es capaz de infectar ciertas especies de legumi-
nosas, pero no otras. Un grupo de leguminosas relacionadas que
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pueden ser infectadas por una especie particular de rizobios es
llamada «grupo de inoculacion cruzadax.

Se ha visto que inoculando semillas con cultivos puros de rizo-
bios el rendimiento de los cultivos se mejora, debido a que el suelo
tiene con frecuencia una deficiencia de estas cepas de bacterias
formadoras de nédulos (Park Talaro y Chess, 2012). Si las legumi-
nosas son inoculadas con la cepa de rizobio adecuada, rica en le-
ghemoglobina, fijadora de nitrégeno, desarrollan en sus raices los
noédulos (Madigan et al., 2015; Paul, 2015; Tate, 2021). El proceso
de recoleccién de nddulos, aislamiento e identificacién debe obe-
decer los postulados de Koch (Hungria y Araujo, 1994).

Las bacterias de los nddulos de la raiz de las leguminosas son
heterétrofas y capaces de utilizar una amplia variedad de hidratos
de carbono. En general, los compuestos inorganicos de nitrégeno
(NH4*, NO,) son suficientes para su desarrollo, pero, segtin las ce-
pas, pueden requerirse aminoacidos y/o vitaminas para obtener
resultados 6ptimos. Los rizobios son aerobios y se desarrollan
mejor a 25-30 °Cy en un pH de 6-7. Comtinmente, se agregan ele-
mentos inorganicos importantes ain a medios de cultivos com-
plejos (Vincent, 1975).

El aislamiento de los rizobios a partir de nédulos o de microor-
ganismos que puedan encontrarse en el suelo es una etapa muy
importante para su posterior estudio. El advenimiento de las téc-
nicas moleculares que permiten su identificacién precisa es un
gran logro, pero para poder llegar al mismo se debe realizar un co-
rrecto aislamiento, siguiendo los pasos adecuados para alcanzar
un cultivo puro, factible de analizarse con técnicas moleculares.

3.1. FUNDAMENTO DEL METODO

El aislamiento de los rizobios a partir de nddulos o de microorga-
nismos, a través de técnicas moleculares que permiten su identi-
ficacidn precisa y un correcto aislamiento al seguir los pasos ade-
cuados para alcanzar un cultivo puro, es factible de andlisis. Los
procedimientos aqui detallados son aquellos que pueden ser lle-
vados a cabo en un laboratorio microbioldgico de baja compleji-
dad. La prueba en planta como procedimiento de autenticaciéon de
los rizobios, ademds, permite evaluar su capacidad de nodulacion.
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3.2. OBJETIVOS DE LA DETERMINACION

El objetivo de la determinacién permitird conocer diferentes téc-
nicas de aislamiento de rizobios a partir de muestras de suelo y/o
noédulos de leguminosas, asi como obtener cultivos puros, iden-
tificarlos con técnicas de microbiologia basica y autentificarlos a
través de pruebas en plantas. Por tltimo, se podrd conocer como
conservar los cultivos obtenidos utilizando diferentes técnicas.

3.3. EQUIPAMIENTOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Los equipos, materiales y reactivos necesarios para la toma de
muestras son las siguientes, desagregadas en pasos.

1. Muestreo de suelo y plantas

« Bolsas plasticas * Pala
« Hilo » Alcohol 96°
« Etiqueta » Encendedor

« Fibra permanente/birome

2. Conservacién de nédulos

* Bolsas plasticas *» Desecante
* Colador + Algodén
« Tubos con tapdn o tapa a rosca « Heladera

3. Acondicionamiento de los nédulos

* Alcohol 96° « Solucion fisiologica estéril
« Sodio hipoclorito (50-60 g Cl/L) « Varillas de vidrio estéril

« Hidrégeno peréxido (30 volimenes) « Tips estériles

+ Agua destilada estéril * Placas de Petri estériles o
* Pinza estéril frascos pequefios

* Mechero o esterilizador de ansa

4. Procesamiento de los ndédulos

* Solucién fisioldgica estéril  Ansa o espatula de Drigalsky
* Tips estériles » Mechero o esterilizador de ansa
» Tubos Eppendorf » Medio de cultivo agarizado

» Placas de Petri
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5. Aislamiento de los rizobios

» Placas de Petri » Ansa
» Medio de cultivo agarizado » Mechero o esterilizador
« Estufa de incubacién de ansas

6. Identificacién presuntiva de los rizobios aislados

» Medios de cultivos » Portaobjetos
« Ansa « Solucién fisiologica
« Estufa de incubacién » Mechero

« Kit de coloracién (tincién de Gram)

7. Autentificacién del rizobio

« Sustrato estéril (perlita, » Semillas a testear
vermiculita) » Medio agarizado para plantas

* Suelo « Pinzas estériles

* Vasos * Solucién de Jensen

» Bandejas

* Agua destilada estéril

8. Conservacion del cultivo puro

* Protector (glicerol) « Micropipetas automaticas
» Medio de cultivo liquido « Tips estériles

» Tubos Eppendorf * Varillas estériles

« Vortex

3.4. PROCEDIMIENTO

Los procedimientos que se explican aqui deberan seguirse de
acuerdo al objetivo del trabajo, no necesariamente siguen una
organizacion lineal. Debe preguntarse cudl es el objetivo que se
quiere alcanzar, si se desea utilizar el suelo como inoculante de
semillas o utilizarlo en maceta, si se desea aislar los microorga-
nismos desde el suelo o a partir de nédulos de una planta o si se
desea autenticar un cultivo a través de una prueba en planta.
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Figura N° 1 Esquema de procedimientos.

3.4.1. Muestreo de suelo

En el capitulo 1 se establecen las condiciones necesarias para
obtener una muestra representativa de analisis, por lo que aqui
destacaremos algunos puntos clave del mismo, basados en la ISO
10381-6:2009 (Margesiny Schinner, 2005).

Para el estudio de microorganismos en el suelo, se necesitan sa-
tisfacer ciertas condiciones: 100 g de suelo minimo -de acuerdo
coNn Su uso, para usar en macetas, para aislar microorganismos
desde esa muestra, para realizarse ademas otros analisis, etcéte-
ra-, debe ser homogéneoy representativo del area en estudio, en-
tre otras. La profundidad con frecuencia es de 0-20 cm, donde se
concentra la mayor parte del sistema radicular activo y la mayor
actividad microbiana.

Se recomienda que los instrumentos de muestreo se desinfecten
con alcohol 96°y sean flameados. Este procedimiento se debe repe-
tir cuando se refiera a diferentes profundidades, a diferentes parce-
las experimentales y a muestras para ser usadas como inoculantes.

Luego del muestreo, las bolsas plasticas (rotuladas) deben ser
cerradas con un hilo (sin cierre total) y colocadas en la sombra. El
transporte de las muestras debe ser en un recipiente refrigerado,
en el mismo diaen lo posible (Yates et al., 2016).

Figura N° 2. Muestra de

suelo con raices de un
cultivo de Vicia sp.
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Si el suelo serd utilizado como inoculante, se recomienda que
esto ocurra dentro de las 48 h después de muestreado -sin nece-
sidad de refrigerar en ese caso-, de manera de minimizar las alte-
raciones en la viabilidad de los rizobios. Las muestras se pueden
conservar en la heladera hasta 15 dias luego de obtenidas, pero el
recuento se debera hacer antes de los 8 dias desde la colecta.

Se recomienda, ademas, tamizar en una malla no menor a 4
mm. Se deben tener los mismos cuidados con respecto ala conta-
minacién, como los considerados en los instrumentos utilizados
en la toma de muestra. El valor de la humedad, de 105-110 °C, sera
necesaria para relacionarla con el recuento de rizobios en el suelo.

En este caso, se pueden sembrar las semillas de la leguminosa
(estériles) en cuestion en el suelo muestreado o se inoculan mues-
tras de suelo en suspensién con agua estéril en macetas o tubos con
soporte inerte, asi se esperala aparicion de los nédulos en el tiempo
correspondiente y se procede como se explica a continuacion en el
apartado de recoleccion de nédulos (Hungriay Araujo, 1994).

3.4.2. Recoleccion de nédulos

Los nddulos de las raices de las leguminosas varian en su forma
(esféricos, alargados o ramificados) y en su tamafio (de 0,5 a 50
mm de didmetro), pero siempre se destacan facilmente de las rai-
ces. El color interno de un nédulo vivo y activo varia de rojo claro
aoscuroy su consistencia es firmey, al abrirlo, sus tejidos liberan
una savia de color rojo. Los nédulos muertos tienen consistencia
esponjosa y coloracién interna oscura o negra. Los nddulos vivos
que tienen una coloracion interna verde o blanca son inactivos.
Los nddulos de coloracion roja/rosada no siempre son activos,
pero tienen mayor probabilidad de serlo (Centro Internacional de
Agricultura Tropical [Ciat], 1988; Drew et al., 2012).

Enla parcela experimental. Una vez identificaday selecciona-
da la planta, se debe demarcar un circulo alrededor de la misma
(correspondiente al sistema radicular). En el caso de leguminosas
herbéaceas, un circulo de 15 cm (aproximadamente) es suficiente,
pero en el caso de arbdreas, pueden ser necesarios dos circulos
(uno cercano alaraiz principal y otro mas distante, para las raices
secundarias). Paralas leguminosas herbaceas, cavar aunaprofun-
didad de unos 30 cm. En el caso de arboéreas, se pueden encon-
trar ndédulos a mayor profundidad. El suelo debe removerse con
cuidado para no dafar el sistema radicular, nunca debe halarse la
planta porque dafiaria los nédulos. Colocar la planta o las raices
en una bolsa plastica, siguiendo las mismas indicaciones que para  Figura N° 3. Muestra de raices
la muestra de suelo (Ciat, 1988; Hungriay Araujo, 1994). de cultivo de Vicia sp.
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En el laboratorio (prueba en planta). Se «desarma» el ensayo,
con cuidado de no perder nddulos ni dafiar el sistema radicular.
Revisar nédulos en la raiz principal y raices secundarias.

3.4.3. Conservacion de nédulos

Para obtener una buena muestra de nédulos, se seleccionan de
10 a 20 noédulos vivos e intactos de la misma planta y se colocan
completos, adheridos ala raiz, lo que facilita su manejo.

Lalocalizacion de los nddulos en el sistema radical depende de
la especie hospedante y de las condiciones ambientales. En cier-
tas condiciones, los nédulos se hallan muy alejados de la corona;
algunos se encuentran a considerable profundidad, mientras que
otros se localizan, en su mayor parte, en las raices laterales. Sin
embargo, en la mayoria de las leguminosas de uso agronémico,
los nédulos se encuentran cerca de la raiz principal y se los puede
obtener facilmente.

Cuando el material (raices y/o nddulos) se obtuvo reciente-
mente, lavarlo cuidadosamente, en lo posible sobre un colador,
para evitar la pérdida de nddulos pequefios. Los nédulos frescos
pueden ser guardados hasta 2 dias en la heladera, no en el freezer
(Somasegaran y Hoben, 1994).

Silos nédulos recolectados no se van a analizar inmediatamen-
te, pueden colocarse en un tubo (con tapa/tapén) con material
desecante en el fondo (cloruro de calcio anhidro o silica gel). El
material desecante es cubierto con algodén y sobre él se deposi-
tan los nodulos. El desecante permite remover la humedad de los
nodulos rapidamente, de manera de evitar el crecimiento de otros
microorganismos. Se recomienda que no pasen mas de 12 meses
(Ciat, 1988).

Para reacondicionarlos deben ser rehidratados. Si estuvieron por
un corto periodo de tiempo desecados, hidratarlos en un frasco con
agua por 10 2 h a temperatura ambiente es suficiente; si el tiempo
fue mayor, hidratarlos en un frasco con agua por la noche, dejando
el frasco en la heladera (Vincent, 1975; Hungriay Araujo, 1994).

3.4.4. Acondicionamiento de los nédulos
Parael procesamiento de los nédulos, se pueden utilizar placas de
Petri estériles, tubos de poca profundidad o frascos pequefios que
permitan introducir las pinzas estériles si fuera necesario. Luego,
seleccionar los nodulos que se utilizaran para el aislamiento pos-
terior de microorganismos, puesto que se los puede separar por
raiz principal/secundaria o hacer un pool de nédulos.

Hay varias combinaciones factibles de usar para lograr el acon-
dicionamiento de los nddulos. En este procedimiento se utiliza

Figura N° 4. Muestra de raices
de cultivo de Caupi.

Figura N° 5. Muestra de raices
de cultivo de Glycine max L

Fgura N° 6. Fotografia de nddulos
de Prosopis sp. visualizados en una
lupa binocular (aumento 50x).
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una combinacién de alcohol 96°, hipoclorito de sodio y agua es-
téril (Somasegaran y Hoben, 1994):

1. Sumergir los nédulos en alcohol 96° por 15 o 30 segundos y
eliminar la raiz para evitar el aislamiento de endéfitos. La
funcidn del alcohol no es desinfectar, sino romper la tensién
superficial y remover burbujas de aire del tejido.

2. Enjuagar con agua destilada estéril 5 veces.

3. Agregar una solucion de 3 0 5% de hipoclorito de sodio, debe
ser la lavandina tradicional con una concentracion de 50-60
g CLL", dejarlos 5 minutos. También se puede utilizar agua
oxigenada al 3% (30 volimenes).

4. Lavar con abundante agua destilada estéril, por lo menos 5
veces. Siempre realizarlo de manera aséptica. Se puede hacer
uso de pinzas estériles, trabajando cerca del mechero o en
una cabina de seguridad bioldgica. Las pinzas deberan fla-
mearse entre cada paso.

3.4.5. Procesamiento de los nodulos

Los nédulos acondicionados pueden introducirse en tubos
Eppendorf (estériles) —o mayores— con unos microlitros de solu-
cién fisiolégica estéril o agua destilada estéril. Con ayuda de vari-
llas de vidrio estériles, palillos de madera estériles o tips de micro-
pipeta estériles machacar los nédulos. El macerado de los nédulos
con la solucién tendrd un aspecto lechoso oscuro.

3.4.6. Aislamiento de los rizobios

Hay muchos medios disponibles para el crecimiento de rizobios,
la seleccion del mismo puede hacerse segtin el objetivo del trabajo
y a qué reactivos se tiene acceso.

Los medios mds utilizados por sus ingredientes accesibles son
el medio TY (Triptona extracto de levadura) y el medio EMA (Ex-
tracto de levadura manitol agar) o YMA (Yeast Mannitol Agar). Se-
gtin la bibliografia consultada, la composicion puede variar en al-
gunos ingredientes (Vincent, 1975; Brenner, Krieg y Staley, 2005;
Atlas, 2010; Albanesi et al., 2013).

Con una composicién semejante al medio extracto de levadu-
ra manitol agar, se encuentra el Medio Rhizobium 1 (Atlas, 2010),
que es til para el cultivo de miembros de Rhizobiaceae. Para pre-
parar una soluciéon de 1000 ml, lleva las mismas cantidades de
todos los reactivos, excepto que no contiene ni manitol ni Rojo
Congoy se le agregan 0,002 g de hierro cloruro (III) hexahidratado
(FeCl,.6H,0), ajustando el pHa 7,2 + 0,22 25 °C.
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Tabla N° 1. Medio extracto de levadura manitol agar

Reactivos

Agua destilada hasta 1000 ml
Fosfato dipotasico (K,PO,H) 05g

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,.7H,0) 02g

Cloruro de sodio (NaCl) 0,1g

Manitol 10g

Extracto de levadura 0,49

Agar 15¢g

Solucion acuosa de Rojo Congo 10 ml

Ajustar el pH a 6,8 £ 0,2 a 25 °C. Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121
°C. Deben evitarse los calentamientos repetidos, por lo que se recomienda
preparar la cantidad de medio necesaria. Como guia: para una placa de Petri
de 90 mm de diametro, se agregan 15 ml aproximadamente.

Observaciones: 1. Agregar 4 g de CaCO, en exceso a medios para mantener el
cepario y aquellos donde la neutralizacion de la acidez puede ser importante
(Yeast Mannitol Agar modified); 2. Solucién de Rojo Congo: 0,5 g en 200 ml
de agua destilada; 3. Para la preparacion del medio YMA liquido, se agregan los
mismos ingredientes, excepto el agar y el Rojo Congo; 4. Si desea demostrar
una variaciéon del pH en el medio, se agregan 5 ml de una solucién alcohdlica
de Azul de bromotimol al 0,5% por litro.

Fuente: Atlas (2010) y Vincent (1975).

Tabla N° 2. Medio TY

Reactivos
Agua destilada hasta 1000 ml
Extracto de levadura 39

Cloruro de calcio 2-hidrato (CaCl,.2H,0) 0,99

Triptona 5g

Agar 15¢g
Fuente: Atlas (2010).

Para la siembra del macerado, se deben tomar unos microli-
tros con ayuda de una micropipeta (con tips estériles), sembrar
en las placas de Petri conteniendo el medio de cultivo correspon-
diente (medio YMA, medio TY, etc.) y estriar con la ayuda de un
ansa estéril o ayudarse con una espatula de Drigalsky estéril para
sembrar toda la superficie de la placa de Petri (Ciat, 1988). Puede
tomarse una ansada directamente de la solucion y sembrarse de
igual manera. Es recomendable sembrar 2 a 3 placas.
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La temperatura adecuada para su crecimiento es de 25 a 30 °C.
El crecimiento se debe verificar diariamente. Los rizobios de cre-
cimiento rapido suelen crecer entre los 3y 5dias, mientras que los
de crecimiento lento suelen tardar entre 7y 10 en crecer (Vincent,
1975; Hungriay Araujo, 1994; Brenner, Kriegy Staley, 2005).

Puede ocurrir que, si los nédulos estuvieron mucho tiempo de-
secados o el repique provenga de un cultivo «viejo», el crecimien-
to sea mas lento que lo normal.

Para el aislamiento de rizobios desde el suelo, se recomienda
sembrar semillas esterilizadas superficialmente y observar lue-
go la formacion de nédulos en las plantas emergentes. Otra op-
cién es agregar suspensiones de las muestras de suelo aplantulas
provenientes de semillas esterilizadas superficialmente, en con-
diciones bacteriolégicamente controladas. Solo en casos excep-
cionales habra rizobios en cantidad suficiente para aislarlos con
cierta confianza (Vincent, 1975; Organizacion de las Naciones
Unidas [FAQ], 1995).

3.4.7. Identificacion presuntiva de los rizobios aislados
Para facilitar su identificacion, el medio de cultivo suele contener
Rojo Congo o Azul de bromotimol en su composicion. El Rojo Con-
go permite identificar posibles contaminantes presentes, ya que
estos absorben el color rojo, mientras que los rizobios no lo absor-
ben o lo hacen muy poco, especialmente si son repiques recientes.
Cultivos «viejos» 0 algunos cultivos pertenecientes a algunos rizo-
bios tropicales de crecimiento lento, sin embargo, pueden llegar a
absorberlo (Vincent, 1975; Hungriay Araujo, 1994; Brenner, Kriegy
Staley, 2005). El Azul de bromotimol a pH 6,8 deja el medio de un
color verdoso y sirve para mostrar variacion en el pH del medio: si
las bacterias acidifican el medio, este se vuelve de color amarillo; si
las bacterias lo alcalinizan, se volvera de color azul (Vincent, 1975).
Se deben preparar frotis una vez aisladas las colonias de cul-
tivos puros. Con la tincién de Gram deberan observarse bacilos
gram negativos y, segun el género, estos bacilos podran ser mayo-
res o menores hasta asemejarse a formas cocobacilares.

3.4.7.1. Tiempo de crecimiento y produccion de acidos/alcalis

El género Rhizobium (por ejemplo, R. leguminosarum bv. phaseoli)

tiene crecimiento rapido, con un tiempo de generacién de 1,5a5,0

h, mientras que el género Bradyrhizobium (por ejemplo, B. japo- Figura N° 7. Esquema del ma-
nicum) tiene crecimiento lento, con un tiempo de generacion de  ¢erado de nddulos extraidos en

9,0 a 18 h (Hungria y Araujo, 1994; Brenner, Krieg y Staley, 2005; un tubo Eppendorfy siembra en
Frioni, 2011). una placa de Petri.
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En medios de sales minerales con manitol u otros carbohidratos,
el género Rhizobium produce una reaccion acida, mientras que
el género Bradyrhizobium produce una reaccion alcalina en esas
condiciones.

3.4.7.2. Morfologia colonial

El género Rhizobium forma colonias usualmente blancas o beige,
circulares, convexas y semitranslicidas u opacas, elevadas y mu-
cilaginosas, usualmente de 2 a4 mm de diametro, alos 30 5 dias
de incubacion en medio YMA agar. El crecimiento en medios con
presencia de carbohidratos usualmente viene acompafiado de
una abundante cantidad de polisacarido extracelular. En medios
liquidos aireados, desarrolla una pronunciada turbidez luego de 2
0 3dias de incubacion.

Las colonias caracteristicas del género Bradyrhizobium son cir-
culares, opacas, raramente transltcidas, blanquecinas, convexas
y suelen presentar una textura granular, sin exceder el mm de dia-
metro, apareciendo en no menos de 50 6 dias. En medios liquidos
aireados se desarrollaluego de 30 4 dias de incubacion (Hungriay
Araujo, 1994; Brenner, Krieg y Staley, 2005).

Debido a esta diferencia en los tiempos de crecimiento, es que
se deben controlar a diario las placas de Petri. Las colonias de ri-
zobios de crecimiento rapido pueden llegar aenmascarar aquellas
colonias de crecimiento lento que, ademas, son mas pequefias en
tamafio. Esperar el tiempo recomendado antes de descartar las
placas, ya que si el aislamiento contiene solo colonias de creci-
miento lento, estas tardan en poder visualizarse y tienen un tama-
fio que no suele exceder el milimetro de diametro.

3.4.7.3. Tincion diferencial
La tincién de Gram es uno de los pasos iniciales para iniciar la
identificacion de los rizobios y es un método simple que permi-
te distinguir dos grandes grupos: grampositivas y gramnegativas.
Esta técnica detecta diferencias en la estructura de la pared celu-
lar de las bacterias, visualizandose en el frotis como coloracién
violeta (grampositivas) y rosa (gramnegativas), de acuerdo con
Hungria y Araujo (1994), Cappuccino y Welsh (2018), Gamazo,
Sanchez y Camacho (2013).

Utilizar portaobjetos limpios y secos para la tincion. Siguiendo
los pasos a continuacion:

Figura N° 8. Medio con Azul de
bromotimol, reaccién acida en
tubos y en placas de Petri.

Figura N° 9. Medio con Azul de
bromotimol, reaccién alcalina en
tubos y en placas de Petri.

Figura N° 10. Medio con Azul de
bromotimol, reaccion acida. Vista
superficial del aislamiento en una
placa de Petri.
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1. Colocar una gota de solucién fisiolégica estéril o agua esté-
rily una ansada del cultivo o muestra a evaluar.

2. Homogeneizar y extenderlo a lo largo del portaobjetos, de
manera que no quede una peliculagruesa. Dejar secar al aire.

3. Pasar durante unos segundos el frotis sobre la Ilama de un
mechero, de 4 a 5veces, para fijar la muestra. Dejar enfriar.

4. Colocar cristal violeta cubriendo la muestray dejar 1 minu-
to. Enjuagar con agua corriente.

5. Colocar Lugol y dejar 1 minuto. Enjuagar con agua corriente.

6.El préximo paso es importante hacerlo de manera rapida
para evitar que se lave el preparado. Colocar unas gotas de
decolorante alcohol-acetona o alcohol 96° durante 5 segun-
dos y enjuagar rapidamente con agua corriente.

7. Cubrir la muestra con safranina y dejar 45 segundos. En-
juagar con agua corriente y dejar secar.

Al observar al microscopio, se debe comenzar con la platina
alta, con el menor aumento (10x) e ir bajando la platina (con el
tornillo macrométrico) hasta enfocar la muestra con ayuda del
tornillo micrométrico. Luego, pasar al aumento 40x, para pos-
teriormente agregar aceite de inmersion para pasar al aumento
100x y anotar las caracteristicas del preparado, después de reco-
rrervarios campos.

Recuerde que una vez que alcanz6 el mayor aumento, es ne-
cesario el uso del aceite de inmersidon. Cuando se encuentra en
los aumentos 10x y 40x, puede pasar de uno al otro sin problema,
pero cuando llega al aumento 100x, como se agrega el aceite de
inmersion, no se puede volver a los aumentos 10x ni 40x. Tenga
presente que las bacterias de los géneros Rhizobiumy Bradyrhizo-
bium son bacilos gramnegativos de 0,5-0,9 pm x 1,2-3,0 pm (Bren-
ner, Kriegy Staley, 2005).

3.4.8. Conservacion del cultivo puro

Segun Vincent (1975), si bien la multiplicacion y en consecuencia
el riesgo de variaciones puede atenuarse mediante la conserva-
cién abajas temperaturas, los cultivos en agar suelen ser propen-
sos a ser genéticamente inestables. Es coman observar dos o méas
formas en cultivos que se mantuvieron de esa forma -a veces en
pocos meses- y también puede perderse muy rapidamente la ca-
pacidad simbidtica (virulencia o efectividad).

3.4.8.1. Tubos-agar inclinado
Estos cultivos son los mas convenientes por su simplicidad, pues-
to que no presentan dificultades para la conservacion de muchas

Fgura N° 11 Medio con Azul de
bromotimol, reaccién alcalina.
Vista superficial del aislamiento en
una placa de Petri.

Figura N° 12. Medio YMA. Vista
superficial del aislamiento en una
placa de Petri.

Figura N° 13. Medio YMA. Foto-
grafia de las colonias aisladas en
superficie, visualizadas en una lupa
binocular (aumento 50x).
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cepas, no ocupan mucho espacio y utilizan poco medio de cul-
tivo. A 15 °C pueden mantenerse durante 6 meses y a bajas tem-
peraturas (2 °C), pueden conservarse hasta 2 afios en condiciones
aceptables. La desecacion constituye la amenaza mas seria contra
la viabilidad, pero puede reducirse su efecto utilizando tubos con
tapa a rosca o tubos de ensayo con una capa aislante de parafina
liquida estéril. Los tubos con tapdn de algodén pueden sufrir mas
problemas relacionados ala condensacion de la humedady al de-

Figura N° 14. Frotis-tincién Gram.
sarrollo de mohos.

Se observan bacilos grampositivos
contaminando el preparado de

3.4.8.2. Placas de Petri bacilos gramnegativos (aumento
Esta forma de conservacion se suele ocupar cuando los cultivos 1000x).

seran utilizados en un corto periodo de tiempo. De la misma ma-
nera que con los tubos de agar inclinado, los problemas de este
tipo de conservacidn estan relacionados a la condensacion de la
humedad, a la desecacion del medio de cultivo y al desarrollo de
mohos, en tiempos mayores alos aconsejados.

3.4.8.3. Criopreservacién

El empleo de bajas temperaturas para mantener células es cono-

cido hace tiempo y su fundamento es la inhibicion de la actividad

metabdlica celular. La supervivencia de las células conservadas Figura N° 15, Frotis-tincién Gram.
por este método depende de las condiciones empleadas: tempera-  Se observan bacilos finos alargados,
tura, protectores usados, método de congelacién/descongelacién  gramnegativos (aumento lo00x).
posterior, entre otros.

El protector mas utilizado es el glicerol en distintas concen-
traciones (de 20 a 50% de glicerol) y en distintas relaciones con
respecto al medio liquido que contiene el microorganismo a con-
servar (50:50, 30:70 glicerol/medio liquido). Hay varios medios
liquidos que se pueden utilizar, siendo el medio YMA liquido o el
medio TY liquido los mas utilizados. El microorganismo a conser-
var debe encontrarse en la fase logaritmica de la curva de creci-
miento microbiano.

Para la conservacion de los microorganismos, se debe agregar Figura N° 16. Frotis-tincion Gram. Se
en tubos Eppendorf estériles hasta 1 ml de la mezcla del medio  gpservan bacilos cortos, gramnegati-
liquido y protector (por ejemplo, 700 N de medio liquido con el  vos (aumento looox).
microorganismo a conservar y 300 /N del glicerol). Otra forma es
agregar el medio liquido (sin el microorganismo) y el glicerol vy,
con ayuda de una varilla estéril, tomar varias colonias de una pla-
ca de Petri con el aislamiento a conservar. En este Gltimo caso, se
debe recordar que el aislamiento debe ser homogéneo, cuando se
haverificado que no hay contaminaciony que las colonias provie-
nen de un mismo clon (Ciat, 1988; Hungria y Araujo, 1994).
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3.49. Preparacion del inoculante

Lainoculacidn es la practica que implica aplicar microorganismos
a los sistemas agricolas o quimicos para producir transformacio-
nes deseables como la fijacion mejorada de nitrégeno, la adqui-
sicion aumentada del fésforo, una degradaciéon mas rapida o una
mayor resistencia a las enfermedades. Existen tres factores que
garantizan una eficaz inoculacion: el inéculo debe serviable, debe
haber suficiente in6culo para producir el cambio deseado y debe
garantizarse la capacidad de los microorganismos contenidos en
el in6culo para multiplicarse y sobrevivir. En ensayos acampo, las
poblaciones extrafias -incluyendo el in6culo- suelen descender
debido al antagonismo con las poblaciones nativas (Coyne, 2000).

u
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Figura N° 18, Esquema de diluciones

para la preparacion de inoculantes H  9nv de diiuyer-ta
. 0] 1i 0353 tubo de

€en ensayos posteriores.

Las diluciones se preparan seguin el esquema de la Figura N° 16,
pudiendo ser la muestra inicial solida o liquida. Enel caso de mues-
tras liquidas, la primera dilucion (10-) sera aquella donde se tenga
1 ml de muestra en 9 ml del diluyente, en un tubo de ensayo. Las
diluciones serian: tubo A, corresponde a una dilucién 1:10 (10-);
tubo B, corresponde una dilucién 1:100 (10-2; tubo C, (10-3; tubo
D, (104),y asi sucesivamente. En el caso de muestras solidas, la pri-
mera dilucion (10-) sera aquella donde se tengan 10 g de muestra
en 90 ml del diluyente, en un Erlenmeyer, y las siguientes dilucio-
nes se realizan en tubos de ensayo. En este caso, el tubo A tendra
una dilucion 1:100 (109, ya que previamente la muestra se diluyé
en el Erlenmeyer; el tubo B, corresponde a una dilucién 1:1000
(103, y asi sucesivamente.

Figura N° 17. Tubo inclinado con
medio con Azul de bromotimol,
mostrando una reaccion acida.
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El ntimero de tubos a utilizar (diluciones) variard segdn el mate-
rial a evaluar (densidad de rizobios), por lo que se recomienda para
inoculantes comerciales, 10 tubos; para suelos con una densidad
elevada, 7-8 tubos, y para suelos con baja densidad, 4-5 tubos.

Al Erlenmeyer se le pueden agregar perlas de vidrio estériles —o
un dispersante— para facilitar la dispersion de los rizobios. La so-
lucién diluyente puede ser una solucion fisiologica estéril o agua
destilada estéril, entre otras. Los tips a utilizar en el procedimien-
to deben ser estériles. En lo posible, se recomienda no tardar mas
de 60 minutos en la preparacion de las diluciones para mantener
la viabilidad de las células.

La solucién en el Erlenmeyer se debe agitar por 30 minutos a
170-200 ciclos por segundo. Luego se inicia el agregado de 1 ml
de la solucion (del Erlenmeyer) al primer tubo. Se agita en vortex.
Posteriormente, se toma una alicuota de 1 ml de este tubo y se
lleva al siguiente. Se repite esta operacion hasta completar la serie
de tubos recomendados o las deseadas por el operador (Hungriay
Araujo, 1994; Yates et al., 2016).

Se puede verificar el recuento de microorganismos, si se des-
conoce el namero aproximado, sembrando una alicuota de cada
dilucién en placas de Petri, con algunos de los medios de cultivo
anteriormente citados para rizobios, de manera de saber qué con-
centracion de rizobios posee la muestra (suelo, inoculante). El re-
sultado final se expresa en Unidad Formadora de Colonia (UFC) por
g de suelo seco o ml de inoculante analizado, sin olvidar la dilucién
en el célculo (Tate, 2021). Este resultado nos dard un recuento de
células viables. Se puede medir la densidad optica (método turbidi-
métrico) utilizando un nefelémetro o un espectrofotometro; si uti-
lizo esta metodologia, obtendré el valor de células totales —viables y
no— utilizando una longitud de onda de 625 nm. En esa metodolo-
gia se utilizan diluciones de una mezcla de Bario cloruro 1,175% con
acido sulftirico 1% para la obtencién de la curva patroén (Tortora,
Funkey Case, 2019).

La inoculacion se realiza al estar la plantula establecida, 1 0 2
dias de la siembra aproximadamente. Se debe transferir la alicuo-
ta de la dilucion deseada a los vasitos con las plantulas. Se reco-
mienda que el niimero de repeticiones por dilucién no sea inferior
a 3. Transferir una alicuota de la dilucién a ensayar en la region
radicular, recomendandose 0,1 ml para semillas pequefias y 1 ml
para semillas grandes (Hungria y Araujo, 1994).

3.4.10. Autenticacion del rizobio: prueba en planta

Para comprobar que el aislamiento es capaz de formar nédulos en
la leguminosa, el cultivo puro debe inocularse nuevamente en el
hospedero.
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Este paso puede verse afectado en el caso de ciertas plantas de
las que no se disponen semillas o cuyo ciclo de crecimiento es
muy largo. En esos casos a veces son utilizadas otras especies fo-
restales para testear su capacidad de nodulacion, ya que muchas
de ellas son de nodulacion promiscua.

Un indicador de eficiencia de tales bacterias viene dado por el
color rojizo (interno) de los nodulos, debido a la presencia de le-
ghemoglobina. Esta coloracién se hace evidente en los estadios
tempranos de la fijacion del nitrégeno, acentuandose en la época
del florecimiento (Hungria y Araujo, 1994).

No se debe incorporar a una coleccion como Rhizobium un nue-
vo aislamiento antes de ser autenticado, de igual manera se debe
actuar al usar un cultivo que ha estado conservado por un largo
tiempo (Vincent, 1975).

Las condiciones de crecimiento de las plantas son importantes
para el buen desarrollo del ensayo. La siembra se realiza en vasos
a capacidad de campo, por lo que se debe evitar el riego hasta la
emergencia, para evitar que se pudra la semilla. A las bandejas
de plantas inoculadas agregar, por bandeja, un testigo positivo y
uno negativo.

Hay varios procedimientos disponibles para la desinfeccion de
las semillas. Lo importante es retirar superficialmente la mayoria
de los microorganismos —incluso rizobios—sin disminuir o afectar
su poder germinativo (Hungria y Araujo, 1994). La semilla de la
especie a probar debe ser una semilla nueva, cosechada en el ciclo
agricola del afio de empleo, sin ningdn tipo de tratamiento, ser de
tamafio uniforme y tener el maximo de poder germinativo.
Fuente de luz. Pueden utilizarse laimparas de sodio de 400 W o
lamparas led adecuadas.

Altura. Un m al borde de los vasos.

Luminosidad. Mas de 8000 lux desde la fuente hasta las plantas.
Fotoperiodo. Por 16/8 (soja, poroto, mani, caupi), 14/10 (alfalfa,
arveja, garbanzo y tréboles), en otras especies se debe utilizar el
fotoperiodo tedrico correspondiente.

Temperaturas. Maxima de 30 °C (para especies primavero-esti-
val, tipo soja) y 25 °C (para especies otofio-invernal, tipo alfalfa);
minima diurna de 25 °C (tipo soja) y 20 °C (tipo alfalfa); minima
nocturna de 20 °C (tipo soja) y 15-20 °C (tipo alfalfa).

Humedad relativa. Minima del 65%.

Riego. Con agua destilada (pH 7, no menor a 6), en caso de necesi-
dad, antes de la emergencia, hasta 10 ml por maceta, mantenien-
do una base de 1 cm con agua destilada y el estrato superior del
sustrato himedo. Plantas con més de 15 dias de crecimiento, regar

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CONSERVACION DE RIZOBIOS

.53



1vez ala semana con solucion de Jensen diluida 1:4 (Albanesi et
al., 2013).

Tabla N° 3. Solucién de reserva micronutrientes-stock

Reactivos

Agua destilada hasta 1000 mL
h3bo3 03lg
NapMoOy 0,01g
CuSO45HH 0,019

Ki 0,041 g

CaCl2 0,001 g

Fuente: Albanesi et al. (2013) y Ciat (1988).

Tabla N° 4. Solucion de Jensen

Reactivos

Agua destilada hasta 1000 ml
CaHPOg 109
K2HPO4 0,29
MgSO47H2D 029

NaCl 02g

FeCI3 0lg
Solucién stock 5m

Fuente: Albanesi et al. (2013) y Ciat (1988).

3.4.10.1. Prueba en planta en sustrato estéril

Los sustratos utilizados para crecimiento de plantas deben tener
ciertas caracteristicas: presentar granulometria uniforme, esta-
bilidad quimica y no poseer elementos fitotoxicos, estabilidad
luego de la esterilizacién, aireacién adecuada, bajo costo, buena
retencion de humedad y adecuada capacidad de tampdén. Los mas
utilizados son la vermiculita y la perlita, pero también se puede
utilizar arena gruesa, tierray turba estéril.

La vermiculita es de reaccién neutra, con buenas propiedades
de amortiguamiento quimico e insoluble en agua, mientras que la
perlita no tiene capacidad de amortiguamiento quimico ni de in-
tercambio quimico y no contiene nutrientes minerales. Se puede
utilizar una mezcla de ambos sustratos para las pruebas en planta.

Figura N° 18. Prueba en planta
(Vicia sp.), utilizando un sus-
trato compuesto por perlita y
vermiculita.

Figura N° 20. Prueba en planta
(Caupi), utilizando un sustrato
compuesto por perlita y vermiculita.
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Para su preparacion, primero la vermiculita, tamizarla para eli-
minar el polvo y esterilizarla en autoclave (121 °C por 20 o 60 mi-
nutos); segundo la perlita, es un producto estéril, pero se puede
esterilizar en estufa (Albanesi et al., 2013).

3.4.10.2. Prueba en planta en medio de Jensen
Para el medio agarizado semisolido, se agrega a la solucién de Jen-
sen (TablaN° 4) y 8 0 10 g de agar.L-1de medio.

Al preparar los tubos para la prueba en planta, se agrega un
cuarto de volumen cubierto con este medio nutritivo agarizado.
Se colocan tapones de algodon para permitir la difusion del oxi-
geno. Autoclavar a 121 °C por 15 minutos e inclinar levemente (Al-
banesi etal., 2013).

Figura N° 21 Prueba en planta

En resumen. El aislamiento de rizobios a partir de nédulos o mi-  (alfalfa), utilizando medio de
croorganismos debe ser preciso y correcto como etapa fundamen-  JENsen.

tal para su posterior estudio con técnicas moleculares. Como en

todo andlisis, la toma de muestra es una etapa fundamental para

lograr el éxito del mismo. Para lograr la autenticacion del rizobio,

se deben cumplir los postulados de Koch. Con el advenimiento de

las técnicas moleculares, la identificacion de estos microorganis-

mos se ha visto favorecida.
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