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Glosario 

Apu: Cerro tutelar. Son salvajes, de difícil acceso. 

Ayllu: Es la comunidad familiar extensa originaria de la región andina con una descendencia 

histórica o admitida, quienes trabajan en forma colectiva en un territorio de propiedad 

común llamado laymi. El reconocimiento a un miembro como parte del ayllu, le otorga 

derechos y deberes dentro de una comunidad. 

Ayni: Sistema de trabajo de reciprocidad familiar entre los miembros del ayllu, "hoy por ti, 

mañana por mí". 

Chacra: Es la transformación del paisaje natural en paisaje agropecuario. Su área es variable. 

Se considera también como la unidad celular de la agricultura andina, donde acontece el 

reencuentro de humanos, la naturaleza y el universo. 

Chakitaklla: Es el arado de pie, símbolo de la milenaria tradición agrícola andina. 

Chicha: Es la bebida incaica y elemento integrador de los ayllus. Se elabora principalmente de 

la fermentación del maíz y otros cereales originarios de América. En menor medida, se 

suele preparar a partir de la fermentación de otros frutos como el higo y el molle. 

Diazotrofa: Bacterias capaz de fijar dinitrógeno (N2) atmosférico. 

Endofito: Microorganismo que coloniza tejidos internos vivos de las plantas, sin causar 

ningún efecto negativo inmediato o daño aparente a la planta 

Exudado radicular: Son todos aquellos compuestos orgánicos liberados al exterior por raíces 

de plantas sanas e intactas. Los factores que pueden afectar son la edad de la planta, 

temperatura, luz, nutrición, medio de cultivo y enfermedades radiculares. 

Pachamama: Es la madre universal de la vida, madre naturaleza (Madre Tierra). Es divina, y 

es persona femenina viviente en la concepción andina 

Pirosecuenciación: Tecnología de determinación de secuencias de DNA a gran escala. 

Reciprocidad: Es el principio de la equidad comunitaria en el ayllu. 

Región quechua: Es la región que se encuentra presente a ambos lados de la cordillera de los 

Andes en el Perú y se ubica entre los 2300 y los 3500 m.s.n.m.  

Rizosfera: Es el suelo inmediato a las raíces donde tiene lugar una elevada interacción 

dinámica con los microorganismos. 

Ritual de producción: Es el diálogo respetuoso del hombre andino con la pachamama, que 

moviliza además la inmensa fuerza de la tradición y los antepasados. Se realiza para pedir 

licencia y la abundancia de la nueva crianza, siempre en reciprocidad, no violento sino de 

adaptación y sin hacer daño al ambiente que le rodea. 
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Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR): Son bacterias beneficiosas que se 

encuentran en el suelo (rizosférico y no rizosférico) y como endofito en las raíces de las 

plantas. Son capaces de estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas de manera 

directa e indirecta. 

Siembra en chaqro: Es la siembra diversificada de cultivos en una misma chacra y su 

producción tiene un rol social transcendental en la dieta alimentaria de las familias. 

Simbiosis: Asociación de individuos animales o vegetales de diferentes especies, sobre todo si 

los simbiontes sacan provecho de la vida en común. 
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En la región quechua de los Andes peruanos, localizada entre los 2.400 y 3.500 m sobre el 

nivel del mar, los campesinos continúan las prácticas agrícolas heredadas de sus antepasados 

para el cultivo de maíz amiláceo en sus pequeñas y dispersas chacras. Las chacras son 

pequeñas extensiones de terreno (200-10.000 m
2
) que, por regla general, se asientan en suelos 

superficiales, donde la dinámica y sostenibilidad de su fertilidad natural es muy frágil. Las 

chacras se siembran con semillas propias de la comunidad, se abonan con el estiércol de su 

ganado, principalmente vacuno y ovino, y sin riego artificial en la mayoría de los casos. 

Una característica del cultivo de maíz en las chacras maiceras de los Andes peruanos es 

que crece asociado al denominado trébol andino, una leguminosa (Medicago hispida G.), que 

aparece innata y se desarrolla simultáneamente con él. Los campesinos no suelen cosechar el 

trébol sino que lo dejan en la chacra para alimento del ganado cuyo pastoreo contribuye a 

mezclar los restos vegetales con el suelo de las chacras. Las chacras no se abonan con 

fertilizantes químicos y, en la experiencia campesina, el empleo de abonos nitrogenados 

resulta en la pérdida de la fertilidad de la chacra. 

Por su excelente fertilidad, demostrada a lo largo de miles de años, la chacra constituye un 

sistema modelo para analizar el papel de los microorganismos del suelo en la estabilidad de 

los cultivos y en la sostenibilidad de la producción de las plantas que se producen en ellas. 

En esta Memoria de Doctorado se plantea, en primer lugar, el aislamiento y caracterización 

de las bacterias endosimbióticas de los nódulos de plantas de M. hispida cultivadas en chacras 

maiceras de Allpas (Acobamba-Huancavelica, Perú). Por otra parte, se analiza la diversidad 

microbiana en suelo rizosférico y no rizosférico de plantas de maíz asociado a trébol cultivado 

de forma tradicional, de maíz tratado con fertilizantes químicos, de maíz sólo y de trébol 

andino. Finalmente, se estudia la diversidad de bacterias endofitas de las raíces de maíz 

asociado a trébol. Es de esperar que en un escenario como es el de las chacras andinas, donde 

la presión antropogénica es escasa, los resultados obtenidos serán consecuencia de la 

evolución natural de los microorganismos de y de sus interacciones con los cultivos que se 

desarrollan en las chacras. 

El aislamiento y caracterización de las bacterias endosimbióticas de los nódulos formados 

en M. hispida se ha llevado a cabo mediante técnicas moleculares, de manera que la 

amplificación y secuenciación de los genes esenciales 16S rRNA, atpD, glnII y recA, junto 

con el del gen simbiótico nodC, ha permitido establecer que Ensifer medicae es la 

Alphabacteria responsable de la formación de nódulos en M. hispida. 

Los estudios de biodiversidad microbiana de los suelos rizosféricos y no rizosféricos de los 

diferentes cultivos se llevan a cabo utilizando pirosecuenciación que, de los métodos 

disponibles para el análisis de la diversidad microbiana en muestras medioambientales, es, por 

el momento, la técnica que suministra mayor información. Para cada tipo de suelo, el número 

de secuencias normalizadas es de 9.966, a partir de las cuales se calculan los índices 

habituales de biodiversidad alpha y beta, y se establecen las correspondientes curvas de 

rarefacción. De acuerdo con los resultados obtenidos, el empleo de la pirosecuenciación ha 

permitido analizar entre el 85,81% y el 90,04% de la biodiversidad microbiana de los suelos 

rizosféricos y no rizosféricos examinados. Para cada tipo de suelo y de cultivo se presentan 

los géneros más abundantes y se realiza el estudio comparativo entre ellos, de manera que se 

pueden analizar las variaciones en las poblaciones microbianas ocurridas por influencia de la 

rizosfera de las plantas. En general, los resultados indican la existencia de una mayor 

biodiversidad en los suelos rizosféricos y que la planta, de alguna manera, promueve la 

abundancia de determinados géneros. 
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En el apartado sobre la diversidad de bacterias endofitas de las raíces de maíz, se analiza la 

diversidad utilizando métodos dependientes del cultivo celular y mediante pirosecuenciación. 

Mientras que sólo se aíslan 3 géneros diferentes con el primer método, la pirosecuenciación 

permite identificar 180 géneros. Aunque a la pirosecuenciación se le puede criticar que se 

trata de una metodología que no permite la obtención de las células vivas, su capacidad de 

análisis de la diversidad microbiana es enorme. Aunque se han publicado diversos trabajos 

sobre las bacterias endofitas de las raíces de maíz, es la primera vez que se emplea 

pirosecuenciación para estudiar la biodiversidad microbiana en ellas. 

Finalmente, se realiza un esfuerzo extraordinario para tratar de asignar a los diferentes 

géneros de los distintos suelos y de los endofitos de las raíces una función como bacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs). De esta manera, se describen 430 géneros 

correspondientes a la biodiversidad total (suelos + endofitos), de los que 86 se han 

identificado como posibles PGPRs por tener capacidad para fijar N2, producir fitohormonas 

(auxinas, giberelinas, citoquininas, etc), poseer actividad ACC-deaminasa, solubilizar fosfato, 

intervenir en procesos de biocontrol, etc. etc. Sin lugar a dudas que estas actividades 

biológicas podrían explicar gran parte de la fertilidad de los suelos de las chacras. 

Además de su contenido científico, la labor de investigación realizada tiene una 

prolongación social de gran interés para los campesinos indígenas de los Andes peruanos. Es 

previsible que el trabajo realizado utilizando suelo de las chacras de la comunidad quechua de 

Allpas sirva para mejorar las condiciones alimentarias y económicas de la comunidad ya que 

el maíz que ellos producen repercute en su seguridad alimentaria y económica ya que se 

emplea como moneda de cambio en los cercanos mercados locales y regionales. Con los datos 

obtenidos podrían definirse diferentes formulaciones de bioinoculantes para su empleo en la 

recuperación de suelos de escasa fertilidad o mejorar aquellos que han permanecido en 

descanso. 
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1.1. La agricultura andina 

Entre 4.000 y 8.000 años antes de Cristo, en los Andes centrales de Sudamérica (Bolivia, 

Ecuador y Perú y), se forjó una agricultura autóctona como lo demuestran las evidencias 

sobre domesticación de diversas plantas encontradas en Tres Ventanas (Lima, Perú), Cueva 

de Guitarreros (Ancash, Perú), Cuevas de Ayacucho (Ayacucho, Perú) y Huaca Prieta (La 

Libertad, Perú) (Grillo et al. 1994; Pearsall 2008; Grobman et al. 2012). Estos inicios 

alcanzaron su máximo esplendor con las civilizaciones pre-inca e inca cuando se desarrolló 

una cultura agrocéntrica, respetuosa con el medio ambiente y vinculada a la cosmovisión de la 

Pachamama (Madre Tierra) a través de la chacra (Grillo et al. 1994; Horkheimer 2004; Tapia 

y Fries 2007). 

Según la cosmovisión campesina andina la Pachamama es divina, es la madre universal de 

la vida, y de ella surge la chacra. La chacra y todo lo que ella representa, desde las semillas, 

plantas y cosechas hasta los Apus (cerros tutelares) merecen respeto y cariño, y exigen 

cuidado responsable. El trabajo no es una simple actividad productiva sino un culto a la vida 

(Grillo et al. 1994; Tapia y Fries 2007). La chacra, en su expresión más concreta, se resume 

en la transformación del paisaje natural en paisaje agropecuario. La chacra es diversa, como 

lo son sus climas, suelos y plantas y, de ahí, que ninguna chacra andina sea idéntica. Según 

Grillo (1993), la chacra representa la reciprocidad, cariño y respeto entre la comunidad 

humana, la Sallqa (naturaleza) y todo cuanto existe. 

Hacer chacra en los Andes no consiste en sembrar un cultivo en el tiempo que uno desee, y 

una imposición en este sentido suele conducir al fracaso, sino en buscar la sintonía con la 

naturaleza. Por esta razón los campesinos observan constantemente, y obtienen información, 

de las señales que ofrece la naturaleza, de manera que puedan predecir las variaciones del 

clima como las heladas, nevadas, granizadas, lluvias, sequías, etc. Los campesinos también 

observan, e interpretan, desde hace miles de años, el comportamiento de plantas, animales, 

suelo, astros, clima e incluso su propio sueño. Asimismo, se considera el tiempo de floración 

de las plantas señas, cultivadas o silvestres, el color del ocaso, presencia del arco iris, brillo 

del sol y de las pléyades, fases de la luna, sonido de los riachuelos, color de las nubes y su 

presencia en tal o cual cerro, bramar del toro, croar de los sapos, dirección y velocidad del 

viento, sensación de frío al tacto, etc. Sin lugar a dudas que las señales deben entenderse para 

interpretarse adecuadamente y obtener así la máxima información de ellas (PMA 2009; van 

Kessel y Salas 2002). Este conocimiento, logrado durante miles de años, permite a los 

campesinos hacer chacra en ambientes tan diversos como son los que ocurren en los Andes. 
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La chacra es la escuela abierta, sin paredes ni libros, donde se viven los saberes y se 

muestran las destrezas y habilidades desarrolladas para su crianza a los miembros de la 

familia, grupos de parentesco y comunidad. En el mundo andino nadie es, o se siente, 

propietario de todo el conocimiento. Quien quiera aprender vive y cría en la chacra, y se gana 

autoridad con el paso del tiempo. Para ello debe ser persona ejemplar, innovadora y, a la vez, 

saber conservar la mayor diversidad de plantas, recíproco en las actividades, fiel a la palabra 

empeñada sin documentos ni testigos y finalmente hace brillar la chacra donde cultiva. 

Esta manera de ver y apreciar su entorno ha permitido a los campesinos, a lo largo de miles 

de años, forjar sistemas agrícolas sostenibles en los que los insumos son mínimos, apenas 

existen alteraciones y se exhiben interacciones complejas con la naturaleza, cultivos, suelos, 

animales, etc. Por esta razón, muchos agroecólogos los consideran escenarios óptimos para 

evaluar propiedades de estabilidad y sustentabilidad en comparación con otros sistemas 

agrícolas (Tabla 1.1) (Gleissman 2001). 

Tabla 1.1 Características de los ecosistemas naturales, agrícolas sostenibles y agrícolas no 

sostenibles. 

Características   Ecosistemas   Sistemas agrícolas Sistemas agrícolas 

naturales  sostenibles  no sostenible  

Producción   baja   baja/media  alta 

Diversidad de especies alta   media   baja 

Resiliencia    alta   media   baja 

Flexibilidad   alta   media   baja 

Estabilidad de salida  media   baja/media  alta 

Desplazamiento humanos 

por procesos ecológicos  baja   media   alta 

Dependencia de insumos 

externos   baja   media   alta 

Reciclado interno 

de nutrientes   alta    media/alta  baja 

Sostenibilidad   alta   alta   baja 
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1.2. La siembra tradicional de la sara mama (maíz amiláceo) 

Los campesinos de los Andes, sobre todo los que viven en las comunidades campesinas, 

mantienen la crianza de la chacra siguiendo costumbres ancestrales. Así lo atestiguan diversas 

evidencias, de las que una es la crianza de la sara mama (maíz amiláceo, Zea mays L.). 

Aunque en el Perú se siembra la sara mama desde la Costa hasta los 3.800 m sobre el nivel 

del mar (m.s.n.m.), como es el caso del Lago Titicaca (Manrique 1997), el nicho maicero por 

excelencia se encuentra en la región Quechua de los Andes, localizada entre los 2.400 y 3.500 

m.s.n.m. (Pulgar Vidal 1987), cuyas chacras se encuentran en suelos superficiales donde la 

dinámica y sostenibilidad de su fertilidad natural es muy frágil. Se ha estimado que alrededor 

de 200 a 300 mil hectáreas/año de suelo, de una profundidad media de 20 cm, se arrastran por 

acción de la erosión, hasta tal extremo que queda inútil para su cultivo (Zamora y Medina 

1969). 

Además, las chacras están sometidas a sequías, heladas, granizadas y lluvias torrenciales, 

razón por la que los campesinos siembran en diferentes momentos y altitudes, práctica que 

garantiza lograr la cosecha sea cual fuere el año agrícola. A ella se une la de sembrar en 

chaqro (mezcla de cultivos), por lo que en la zona baja y media andina la siembra de maíz 

amiláceo se intercala con la de quinua (Chenopodium quinoa), poroto (Phaseolus vulgaris), 

achita (Amarantus caudatus) y calabaza (Cucurbita ficifolia), y en la zona alta se asocia, 

principalmente, con quinua, haba (Vicia faba) y arveja (Pisum sativum). 

Los campesinos, en la mayoría de las ocasiones pertenecientes a diversas etnias indígenas, 

siembran sus propias semillas en múltiples y dispersas chacras cuya superficie oscila, por 

regla general, entre 200 y 10.000 m
2
. Estas semillas se catalogan en más de 1.600 entradas 

agrupadas en 55 razas (Manrique 1997; Valladolid 2003). Resulta paradójico que las 

comunidades indígenas andinas, a veces desconocidas e incluso marginadas, sean las 

guardianas de la enorme riqueza que supone la diversidad de maíces que ellas cultivan. Puesto 

que cada vez se destinan menos recursos a estas comunidades, la desaparición de su 

agricultura tradicional resultaría en la disminución del germoplasma de los maíces amiláceos 

andinos y, por tanto, en la pérdida de diversidad de tales maíces (Valladolid 2003). 

El maíz en las comunidades alto-andinas no sólo ofrece seguridad alimentaria y 

nutricional, ya que proporciona el 29% de calorías y proteínas, a las familias campesinas 

(Shiferaw et al. 2011), sino que, en un contexto más amplio, tiene un rol social y cultural. De 

hecho; se emplea como moneda de pago en especie para retribuir el trabajo, obsequio de 
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reciprocidad a familiares, trueque con otros productos, empleo en las ceremonias religiosas, 

regalos de boda, rituales de producción, conservación como semilla para la próxima campaña, 

etc. Además, el excedente se comercializa en los mercados locales y regionales. La aqka o 

aswa (chicha, resultado de la fermentación del maíz) se utiliza desde la época prehispánica 

como elemento integrador de los ayllus (comunidad familiar, descendiente de un lejano 

antepasado común, que trabaja de forma colectiva) y está presente en toda actividad agrícola, 

fiestas costumbristas, etc. (Jennings 2005; León y Zapata 2008). Por todas estas 

consideraciones a la sara mama se le quiere y respeta (Valladolid 2003). 

La siembra en las chacras se realiza es un ambiente festivo, no requiere herramientas 

sofisticadas y en ella participan niños, jóvenes, adultos y ancianos. Las diferentes actividades 

agrícolas se realizan en ayni o minka (ayuda mutua), de modo que la chacra se atiende con 

minuciosidad en todo su proceso productivo. Además, no existe una única forma de hacer 

chacra, sino de muchas maneras dependiendo de su ubicación, tipo de suelo, pendiente del 

suelo, dotación de riego o en secano, variedades de maíz, etc., y cambia de familia a familia y 

de ayllu a ayllu. 

Todas las labores agrícolas relacionadas con el maíz, y las de otros cultivos, se desarrollan 

ritualmente, con sus propios cantos y bailes, iniciándose con el pago a la Pachamama. Al 

finalizar la hallma (segundo aporque), los campesinos suelen extraer las mejores plantas, 

cargan con ellas y bailan alegremente. Otras veces se exhiben bailando en la fiesta de los 

carnavales, o en la fiesta de la Virgen de la Candelaria, cuyas andas se adornan con plantas 

verdes de maíz, y así sale en procesión. 

La siembra del maíz en la región quechua marca el ciclo agrícola y se inicia con la 

presencia de las primeras lluvias de finales del mes de septiembre o inicios de octubre. Para la 

siembra se espera que la humedad del suelo permita su laboreo, lo que se lleva a cabo con 

tracción animal (yunta) en las partes planas y utilizando la chakitaqlla (arado andino) en los 

terrenos de difícil acceso como las laderas y los terrenos pedregosos. Por cada golpe de azada 

se depositan de dos a tres granos de maíz y se dejan unos 40 cm entre golpes. Cada 5-7 

vueltas de la yunta se siembra quinua o habas. La chacra se abona con estiércol de ganado, 

principalmente vacuno y ovino, y no se emplean agroquímicos. A la semana de su siembra, el 

maíz comienza a emerger y cuando tiene entre 10-15 cm de altura se realiza la qatma (primer 

aporque) para controlar las plantas arvenses. Entre finales de diciembre y todo el mes de 

enero, cuando la precipitación es más acentuada, se realiza la hallma, esto es, remover el 

suelo para eliminar las malezas al tiempo que se acumula alrededor del cuello de las plantas 
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para darles soporte. Después del segundo aporque emerge en las chacras el trébol andino (ver 

apartado 1.3), que crece asociado al maíz hasta la cosecha. El maíz florece durante el mes de 

marzo, en abril comienzan a salir los primeros choclos (mazorcas), cuyos tiernos granos ya 

pueden consumirse y, finalmente, en junio se recoge el grano seco. Para la cosecha, las 

plantas de maíz se cortan a una altura de 15-20 cm sobre el nivel del suelo, se amontonan para 

que se sequen y luego se despanca, esto es, se quitan las brácteas paro obtener la mazorca. 

Realizada la cosecha del maíz, las chacras quedan expuestas al pastoreo de los animales, 

período que coincide con las bajas temperaturas y ausencia de lluvias. Durante este tiempo los 

campesinos aprovechan para realizar diversas actividades como preparar la papa en chuño 

(papa deshidratada a baja temperatura), mejorar sus casas, visitas a otras ciudades, la fiesta del 

agua, fiesta de Santiago, amaestrar nuevas yuntas para la próxima siembra, etc. 

Durante la campaña agrícola 2009-2010 se sembraron en el Perú 258.364 ha, de las que el 

17,32% corresponde a la producción de maíz amiláceo choclo (grano tierno) y 82,68% a maíz 

grano seco. De este último, el rendimiento promedio nacional fue de 1.337 kg/ha (Oficina de 

Información Agraria del Ministerio de Agricultura, OIA-MINAG 2009). El rendimiento del 

maíz amiláceo en las chacras maiceras de la región quechua es heterogéneo, dependiendo de 

una serie de factores como la ubicación de la chacra en el piso ecológico, la fertilidad del 

suelo, manejo del cultivo, riego, presencia oportuna de lluvias, etc. Así, se han descrito 

valores que oscilaron entre 1,623 t/ha y 12,021 t/ha en cinco explotaciones campesinas en 

Laraos (Lima), a 3,563 m.s.n.m. (Brunschwig 1986). En el valle de Yucay (Cuzco), a 2.853 

m.s.n.m., la variedad Cuzco gigante produjo 10 t/ha de maíz grano (Grobman et al. 1961). En 

las chacras maiceras de los ayllus de Oyolo (Ayacucho), a 3,350 m.s.n.m., el rendimiento del 

maíz amiláceo varió de 3,50 a 7,5 t/ha de grano seco (Calderón 1987; Huauya et al. 2001). En 

las chacras maiceras de la comunidad de Allpas (Huancavelica), localizadas a 3,537 m.s.n.m, 

en condiciones de secano, el rendimiento osciló de 1,25 a 6,5 t/ha de grano seco (Arone et al. 

2012). 

1.3. La asociación natural del maíz amiláceo con el trébol andino 

En las chacras de la región Quechua del Perú, tanto las de riego como las de secano, 

algunos días después del segundo aporque, emerge, sin previa siembra, una leguminosa anual 

que los campesinos conocen como trébol andino (Medicago polymorpha L. syn. Medicago 

hispida, Gaertn) (Lesins y Lesins 1979). El género Medicago comprende 33 especies anuales 

(Lesins y Lesins 1979), de las que M. hispida es la especie con mayor rango de adaptación 

medioambiental (Piano y Pecetti 2010). Se trata de una especie de gran interés agronómico ya 
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que proporciona un forraje de alta calidad (Zhu et al. 1996; Shrestha et al. 1998; Issolah et al. 

2011), previene la erosión y mejora la fertilidad del suelo (Lesins y Lesins 1979) y no genera 

competencia alguna con el desarrollo del maíz ya que aparece una vez pasado el periodo 

crítico de competencia con las malezas (Williams 2006). En la mayoría de las ocasiones, los 

campesinos no cosechan el trébol sino que lo dejan para alimento de su ganado. Durante este 

pastoreo, los animales aportan al suelo deyecciones sólidas y liquidas, lo que contribuye a la 

fertilidad de la chacra. 

1.4. Ciclo del N: Fijación biológica del N2 

El nitrógeno (N) es, con la excepción del agua, el nutriente limitante más común en la 

práctica de la Agricultura. Es, además, un elemento esencial para todas las formas de vida ya 

que forma parte de moléculas orgánicas tan importantes como los aminoácidos, proteínas, 

ácidos nucleicos, hormonas, etc. A pesar de su abundancia en la atmósfera como dinitrógeno 

(N2), su utilización no puede llevarse a cabo 

por la mayoría de los seres vivos, sino tan sólo 

por un grupo de microorganismos procariotas, 

denominados diazotrofos, que tienen la 

capacidad de reducirlo a amonio (Figura 1.1). 

Este proceso de reducción se conoce como 

fijación biológica del N2 y se lleva a cabo por 

microorganismos diazotrofos tanto en vida 

libre como en simbiosis con plantas 

leguminosas y actinorrícicas  

La enzima clave de la fijación de N2 es la 

nitrogenasa que consta, típicamente, de una ferroproteína (Fe-proteína, nitrogenasa reductasa) 

y de una molibdoferroproteína (MoFe-proteína, nitrogenasa). Cuando en el medio no hay 

disponibilidad de molibdeno, algunas bacterias como Azotobacter vinelandii o Rhodobacter 

capsulatus inducen la síntesis de nitrogenasas alternativas que contienen vanadio o hierro en 

lugar de molibdeno (Dixon y Kahn 2004; Bellenger et al. 2008; Rubio y Ludden 2008). En 

condiciones óptimas, la reacción estequiométrica de reducción de N2 la siguiente: 

N2 + 8e- + 8 H
+
 + 16 MgATP → 2NH3 + H2 + 16 MgADP + 16 Pi 

El mecanismo enzimático de actividad de la nitrogenasa requiere la reducción de la Fe-

proteína por donadores de electrones como la ferredoxina o la flavodoxina, la transferencia de 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Ciclo del N 
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electrones, dependiente de la hidrólisis de MgATP, a la molibdoferroproteína y, finalmente, la 

transferencia interna de electrones en la MoFe-proteína. Una parte importante del poder 

reductor que se utiliza para fijar N2 se pierde en forma de hidrógeno (H2) a causa de una 

reacción colateral e inevitable catalizada por la nitrogenasa, lo que representa una fuente de 

ineficiencia energética del proceso de fijación. Algunas bacterias poseen una enzima 

hidrogenasa (sistema Hup) capaz de oxidar el H2 producido, lo que les permite recuperar parte 

del poder reductor utilizado en su síntesis. De esta manera se mejora la eficiencia energética 

del sistema de fijación de N2 (Imperial et al. 2006; Annan et al. 2012). 

La oxidación de amonio a nitrato (NO3
-
) se conoce como nitrificación (Figura 1.1) y la 

llevan a cabo las bacterias nitrificantes. En este proceso la enzima amonio monooxigenasa 

oxida el amonio a nitrito (NO2
-
) y la nitrito óxidorreductasa (nitrito oxidasa) convierte el 

nitrito en nitrato. Este nitrato puede convertirse de nuevo en amonio mediante su reducción, 

primero, a nitrito por la enzima nitrato reductasa y, luego, a amonio mediante la enzima nitrito 

reductasa, proceso al que se denomina amonificación o asimilación del nitrato (Figura 1.1). 

Finalmente, la desnitrificación es el proceso por el que el nitrato se convierte en N2, que 

vuelve de nuevo a la atmósfera, cerrándose así el ciclo del N en la biosfera (Figura 1.1). 

Se estima que la cantidad total de N que se adiciona al suelo es de unos 275 millones de 

toneladas métricas al año, de los que 30 se deben a causa naturales, como descargas eléctricas 

o erupciones volcánicas, 70 proceden de la síntesis industrial debida a la producción de 

fertilizantes nitrogenados mediante el proceso Haber-Bosch, y 175 se producen mediante la 

fijación biológica del N2 (de Felipe 2006; Galloway et al. 2008) Este último proceso, por 

tanto, es fundamental para la vida en nuestro planeta ya que repone el contenido total de N en 

la biosfera y compensa las pérdidas que ocurren por desnitrificación (Philippot et al. 2007).  

1.5. Simbiosis fijadoras de N2 en plantas leguminosas 

Las plantas leguminosas y actinorrícicas son únicas en la naturaleza ya que son capaces de 

establecer simbiosis fijadores de N2 con ciertas bacterias diazotrofas. Tales bacterias inducen 

en las raíces de sus plantas hospedadoras la formación de nódulos, órganos característicos de 

la simbiosis, donde las células vegetativas se transforman en bacteroides, células 

especializadas que sintetizan la enzima nitrogenasa y llevan a cabo la reducción de N2 a 

amonio. La mayoría de estas bacterias diazotrofas forman nódulos en las raíces, aunque 

Azorhizobium los ocasiona tanto en las raíces como en los tallos de Sesbania rostrata, y 
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Phyllobacterium los forma en las hojas de las plantas de las familias Myrsinaceae y 

Rubiaceae. 

El establecimiento de una simbiosis eficiente requiere una secuencia de etapas 

independientes que definen las llamadas propiedades simbióticas, que son el resultado de la 

expresión de características propias de la bacteria, de la planta hospedadora y de la asociación 

de ambas. Estas propiedades son a) especificidad, o capacidad de interactuar a nivel molecular 

específicamente de forma que la bacteria se adhiere a la raíz e induce en ella la diferenciación 

del primordio nodular; b) infectividad, o capacidad de formar un canal de infección, atravesar 

el córtex de la raíz y penetrar en el interior de las células radicales; y c) efectividad, o 

capacidad de transformarse en bacteroides y reducir el nitrógeno atmosférico a amonio en el 

nódulo (Morón et al. 2006; Oldroy y Downie 2008; Robledo et al. 2011). La asociación 

simbiótica entre planta y bacteria implica una complementación nutricional recíproca ya que 

mientras la planta recibe N2 fijado en forma de amonio, la bacteria dispone de productos 

hidrocarbonados y aminoácidos como fuentes de carbono y nitrógeno. 

Hasta el año 2001 todas las bacterias implicadas en la formación de nódulos con plantas 

leguminosas se clasificaban como miembros del orden Rhizobiales de las 

Alphaproteobacteria, incluyendo especies de los géneros Allorhizobium, Azorhizobium, 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium (Graham 2008; Rivas et al. 

2009, Velazquez et al. 2010), a las que se conoce con el nombre genérico de rizobios. Sin 

embargo, Sy et al. (2001) demostraron que Crotalaria forma nódulos al inocularse con una 

Alphaproteobacteria del género Methylobacterium. Desde entonces, la nodulación de 

leguminosas por Alphaproteobacterias que no fueran rizobios se ha demostrado en Neptunia 

natans, que es nodulada por Devosia spp. (Rivas et al. 2002), Lupinus albus por 

Ochrobactrum lupini (Trujillo et al 2005), Trifolium repens y L. abus por Phyllobacterium 

trifolii (Valverde et al. 2005), y Lotononis por Microvirga (Ardley et al. 2011). 

También en 2001 se publicaron dos trabajos pioneros en mostrar que las Betproteobacteria 

eran capaces de nodular leguminosas. Por una parte, Moulin et al. (2001) describieron dos 

cepas de Burkholderia, STM678 y STM815, aisladas de Aspalathus carnosa y Machaerium 

lunatum, respectivamente, a las que posteriormente se nombraron B. tuberum y B. phymatum 

(Vandamme et al. 2002). Por otra, Chen et al. (2001) describieron el asilamiento de nódulos 

de Mimosa pudica y M. diplotricha de Ralstonia taiwanensis, a la que se renombró como 

Cupriavidus taiwanensis (Vandamme y Coenye 2004). La confirmación de la formación de 

nódulos y la capacidad de fijar nitrógeno por Betaproteobacterias se obtuvo al inocular 
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Mimosa con cepas de C. taiwanensis, B. nodosa y B. mimosarum transformadas con el gen 

codificante de una proteína verde fluorescente (GFP) (Chen et al. 2003; 2005a, b). Estos 

experimentos de nodulación junto al análisis de las secuencias del gen nodA demostraron que 

la cepa STMS815 de B. phymatum era una verdadera bacteria simbiótica (Elliot et al. (2007a). 

Ya se ha establecido con claridad el predominio de Burkholderia como simbionte de Mimosa 

(Elliot et al. 2009, Bontemps et al. 2010, dos Reis et al. 2010, Angus y Hirsch 2010; Mishra et 

al. 2012). Hasta la fecha, al menos 8 especies de Burkholderia son capaces de nodular y fijar 

N2 con diferentes especies de Mimosa (Gyaneshwar et al. 2011; Sheu et al. 2012; Avelar-

Ferreira et al. 2012), aunque se ha aislado Burkholderia de otras leguminosas como Abarema 

macademia (Barret y Parker 2005), Piptadenia spp. (Jobson y Luckow 2007) y Phaseolus 

vulgaris (Talbi et al. 2010). 

También se ha descrito que ciertas especies de las Gammaproteobacteria, incluyendo los 

géneros Pantoea, Enterobacter, Escherichia, Leclercia y Pseudomonas, se han aislado de 

nódulos de varias especies de Hedysarum y de Robinia pseudoacacia (Benhizia et al. 2004, 

Shiraishi et al. 2010). No obstante, su función en los nódulos no se ha definido con claridad. 

La capacidad de la simbiosis leguminosa-proteobacteria para reducir N2 permite que estas 

plantas sean, actualmente, la fuente proteica más importante para los países en desarrollo, la 

segunda fuente de alimentos a nivel mundial, y de gran relevancia como forrajeras y 

componente de piensos para alimento animal (Sprent 2009). Las leguminosas pueden 

desarrollarse en suelos deficientes en N, de escasa fertilidad, por lo que se utilizan como 

plantas pioneras en su recuperación, así como en procesos de revegetación y fitorrecuperación 

de suelos deteriorados. Por otra parte, el empleo de la simbiosis-leguminosa es una alternativa 

para disminuir la aplicación de fertilizantes nitrogenados, lo que redunda en una disminución 

significativa tanto en términos económicos como de contaminación medioambiental. 

El empleo de leguminosas en la rotación de cultivos es muy frecuente ya que se ha 

demostrado que mejoran las condiciones físicas del suelo y aumentan la materia orgánica y el 

contenido en N del suelo, lo que se aprovechará por los cultivos posteriores (Zhu et al. 1998; 

Sheaffer et al. 2001). Además, la cobertura foliar evita cambios bruscos de temperatura y 

conserva la humedad en el suelo al tiempo que disminuye la incidencia de germinación de 

malezas, la escorrentía y la erosión (De Haan et al. 1997). De aquí que, de manera tradicional, 

se empleen leguminosas en rotación de cultivos para mantener la fertilidad del suelo (Carpena 

et al. 2006; Rodiño et al. 2011). 
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Estas características de las leguminosas son desconocidas por las familias campesinas 

andinas, por lo que consideran al trébol andino como maleza, y acostumbran a retirarlo de las 

chacras. En la Costa, el control de plantas arvenses se realiza mediante el empleo de diversos 

herbicidas (Villarias 2000; Chávez y Guevara-Féfer 2003; Hanson y Schneider 2008; 

Muhammad et al. 2009). 

1.6. La comunidad microbiana en el suelo 

El suelo es un ente vivo, complejo y heterogéneo, cuya variedad se traduce en los 

diferentes microhábitats colonizados por microorganismos en estrecha asociación con las 

partículas del suelo y otros componentes del mismo (Foster 1988; Daniel 2005; Mocalli y 

Benedetti 2010). El suelo alberga la mayor riqueza en especies de hongos, protozoos, algas y 

bacterias (Anderson 1975; Usher et al. 1979; Giller 1996; Germida y Siciliano 2001; Buée et 

al. 2009; Sanon et al. 2009). Estas últimas son las más abundantes y diversas, posiblemente 

por ser capaces de crecer más rápidamente y poder utilizar una gran variedad de compuestos 

como fuentes de carbono y de nitrógeno. La actividad, ecología y dinámica de las poblaciones 

microbianas que forman la comunidad edáfica se afectan por las características físico-

químicas del suelo y por los propios organismos (Stotzky 1989; Hinsinger et al. 2009) (Tabla 

1.2). 

En volumen, la fase sólida del suelo ocupa aproximadamente el 50% del total, mientras 

que las fases gaseosa y líquida se reparten el resto del espacio disponible (Jordan 2005). La 

fase sólida está formada por partículas de arena, limo y arcilla de diferentes tamaños, por la 

materia orgánica procedente de residuos vegetales, animales y microorganismos en diferentes 

fases de descomposición, y por la microbiota viva (van Elsas et al. 1997; Dennis et al. 2008). 

La fase acuosa, en la que se encuentran las sustancias orgánicas e inorgánicas que sirven 

como nutrientes o inhibidores de los microorganismos, está disuelta y se dispone de forma 

discontinua en el suelo, excepto cuando está saturado. El espacio que no está ocupado por la 

fase acuosa, se rellena con aire u otros gases (O2, CO2, CH4, CO, NOx), ácidos grasos de 

cadena corta, alcoholes, aldehídos y/o compuestos aromáticos, siendo unos desplazados por 

otros, afectando a la composición y actividad de los microorganismos. De hecho, las 

concentraciones de O2 y CO2 varían de un suelo a otro y de una porción de suelo a otra, 

dependiendo de la temperatura y humedad (Yamaguchi et al. 1967, Hesinger et al. 2009), 

contenido en materia orgánica (Abrosimova y Revut 1964, Dennis et al. 2010), profundidad 

del suelo (Wood et al. 1993) y tipo de cultivo (Buyanovsky y Wagner 1983). 
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La diversidad de la comunidad bacteriana edáfica es enorme ya que un solo gramo de suelo 

puede contener entre 1 x 10
3
 y 1 x 10

6
 especies únicas de bacterias (Torsvik et al. 2002, Gans 

et al. 2005, Tringe et al.2005, Fierer et al. 2007). El estudio de esta diversidad es un gran 

desafío para la Microbiología actual ya que nuestro conocimiento de la vida microbiana y del 

papel que los microbios juegan en el suelo es todavía poco conocido. 

 

Tabla 1.2. Factores que afectan a la comunidad bacteriana edáfica (Stotzky 1989) 

Factores Parámetros 

Físico-químicos Temperatura 

 Presión 

 Composición atmosférica 

 Radiación electromagnética 

 pH 

 Potencial rédox 

Físicos Superficie 

 Disponibilidad hídrica 

 Relaciones espaciales 

Químicos Composición iónica 

 Conductividad 

Biológicos y nutricionales Carbono y nitrógeno 

 Nutrientes minerales 

 Factores de crecimiento 

 Genética de los microorganismos 

 Interacciones entre los microorganismos 

 

 

De hecho, empleando métodos dependientes de cultivos sólo se ha descrito el 0,001-0,1% 

del total de los microorganismos en el agua de mar, el 0,25% de agua dulce, un 0,25% de los 

sedimentos y el 0,3% de los microorganismos del suelo (Amann et al. 1995, Singh et al. 

2008). Esto implica que una gran mayoría de las bacterias no son cultivables y, 

consecuentemente, desconocidas para el ser humano. Es posible que ello se deba a que el 

desconocimiento de los requerimientos nutricionales y fisiológicos para su crecimiento no 
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permita su cultivo en los medios habituales de laboratorio (Ovreas y Torsvik 1998, Rondon 

1999, Peix et al. 2011). 

1.7. Importancia de los microorganismos del suelo 

Las bacterias y los hongos son fundamentales para el buen funcionamiento de los ciclos 

biogeoquímicos y para la transferencia de energía a los niveles superiores de la cadena trófica 

(Figura 1.2). Tanto en suelos naturales como agrícolas, los microorganismos son 

indispensables para el mantenimiento de su función ya que están implicados en los ciclos del 

C, N, P y S, e intervienen en procesos claves como la formación de la estructura del suelo, 

descomposición de la materia orgánica, eliminación de toxinas, etc. (van Elsas y Trevors 

1997). 

 

 

Figura 1.2. Red alimenticia del suelo. 

Fuente: http://soils.usda.gov/sqi/concepts/soil_biology/images/A-3.jpg 

 

Además, los microorganismos juegan un papel crucial en la defensa de enfermedades y en 

la promoción del crecimiento de las plantas, así como en cambios en la vegetación (Doran et 

al. 1996), por lo que tienen un papel crítico en el mantenimiento de la calidad del suelo en los 

sistemas agrícolas (Kennedy et al. 1995). Las características microbianas del suelo pueden 

indicar cambios en la disponibilidad de recursos, estructura del suelo o contaminación y 

puede representar una clave importante para entender el impacto de factores ambientales y 

antropogénicos (DeLong y Pace 2001; Tiedje et al. 1999; Pankhurst et al. 1996). 

http://soils.usda.gov/sqi/concepts/soil_biology/images/A-3.jpg
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La diversidad de sus microorganismos representa la capacidad de un suelo para afrontar las 

alteraciones que puedan producirse (Bardgett 2002; Johnsen et al. 2001; Kennedy 1999). La 

elevada densidad y diversidad que caracteriza a la microbiota del suelo hacen que se adapte 

rápidamente a cambios en las condiciones ambientales por medio de ajustes en 1) las tasas de 

actividad, 2) biomasa, y 3) estructura de la comunidad, tres parámetros que deben 

considerarse para evaluar la calidad de un suelo (Schloter et al. 2003). 

1.8. La rizosfera 

El término rizosfera se utilizó a principios del siglo XX por el agrónomo alemán Hiltner 

para referirse, por primera vez, al efecto de las raíces de  las plantas sobre el suelo circundante 

en términos de mayor actividad microbiana debida a la liberación de materia orgánica por las 

raíces. En el último decenio del pasado siglo XX, este efecto pasó a considerarse como un 

ecosistema (Lynch 1990). 

Se puede definir la rizosfera como la zona donde la raíz de la planta puede afectar la 

biología y la química del suelo (Lynch 1990; Hinsinger et al. 2005; Bais et al. 2006). Aunque 

la extensión física de la rizosfera no es fácil de definir por la compleja interfaz suelo-raíz, se 

considera que la rizosfera se extiende sólo unos pocos milímetros de la superficie de la raíz 

(Bertin et al. 2003; Gregorio 2006). En algunos casos no hay un límite definido entre la 

rizosfera y la mayor parte del suelo debido a la extensión de las hifas de raíces colonizadas 

por hongos del suelo (Linderman 1988; Molina et al. 1992; Gobat et al. 2004). 

La rizosfera puede dividirse en tres áreas (Dommergues y Krupa 1978; Lynch 1987; 

Morgan et al. 2005): 

1) La ectorizosfera (rizosfera externa), que comprende la zona del suelo alrededor de las 

raíces de las plantas y las poblaciones de los microorganismos que la habita.  

2) La rizoplana, formada por la superficie radicular y los microorganismos que viven en ella. 

3) La endorizosfera (o rizosfera interna), formada por la corteza radical de la raíz invadida y 

colonizada por microorganismos (infección del hospedador no patogénica). 

La densidad bacteriana en la rizosfera es, generalmente, mucho mayor que la densidad 

bacteriana del resto del suelo (Lynch 1990), lo que se debe a la elevada concentración de 

nutrientes que aporta la planta en esa zona y que favorecen la actividad y el crecimiento de las 

bacterias (Turner y Frantz 1985, Cesco et al. 2010; Bais et al. 2006; Dennis et al. 2010). En 

contraste, el crecimiento microbiano en el suelo no rizosférico está limitado por la escasa 
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disponibilidad de fuentes de carbono orgánico y por su lenta metabolización (Hæjberg et al. 

1996; Dennis et al. 2010). Además, la ausencia de entrada externa de materia orgánica hace 

difícil mantener una biomasa microbiana constante (De Nobili et al. 2001). 

Se estima que las plantas liberan a través de sus exudados radicales entre un 20% y un 48% 

de sus productos fotosintéticos, entre ellos azúcares solubles, aminoácidos, hormonas, 

vitaminas, ácidos orgánicos, etc. (Uren 2001; Buchenauer 1998; Bottner et al. 1999; Marcial 

Gomes et al. 2003; Mougel et al. 2006; Houlden et al. 2008). Los exudados de bajo peso 

molecular que se liberan (ver más abajo) son factores clave que influyen en la diversidad y las 

tasas de crecimiento de los microorganismos de la rizosfera y su efecto depende de la 

distancia a la que pueden difundirse fuera de la rizoplana (Gupta y Mukerji 2002). 

La composición cualitativa y cuantitativa de los exudados de las raíces se altera por 

factores ambientales, incluyendo pH, tipo de suelo, estado de oxígenación, intensidad 

luminosa, temperatura del suelo, disponibilidad de nutrientes y presencia de microorganismos 

(Singh y Mukerji 2006). La especie de planta, su ciclo de crecimiento y tipo de raíz también 

influyen en la producción de exudados, y éstos, a su vez, ejercen una fuerte presión selectiva 

sobre la composición de la comunidad microbiana de la rizosfera (Hartmann et al. 2009; Berg 

y Smalla 2009) (Figura 1.3). 

 

Figura 1.3. Factores que influyen en la interacción rizosférica (Brimecombe et al. 2007). 
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Los compuestos orgánicos liberados por las raíces (exudados o rizodeposiciones) se 

pueden dividir en cinco grupos, dependiendo de su forma de liberación y tamaño:  

1. Exudados hidrosolubles: Comprenden sustancias de bajo peso molecular que se liberan sin 

la mediación de ninguna actividad metabólica. Su exudación se lleva a cabo a favor de un 

gradiente de concentración (Bowen y Rovira 1991; Dennis et al. 2010). 

2. Secreciones: Incluyen sustancias de mayor peso molecular que requieren de un proceso 

metabólico para su liberación. Pueden liberarse en contra de gradientes de potencial 

químico o electroquímico (Hale et al. 1978; Dennis et al. 2010). 

3. Lisados: Provienen de la autolisis celular y comprenden el contenido celular (Whipps 

1990). Las raíces muertas aportan compuestos orgánicos y suministran nutrientes al suelo 

que influyen decisivamente sobre la biomasa (Joslin y Henderson 1987; Whipps 1990; 

Hodge et al. 1998), sobre el mantenimiento de la materia orgánica del suelo y sobre la 

dinámica del ciclo del N (McClaugherty et al. 1984; Hodge et al. 1998). 

4. Gases: Como etileno, dióxido de carbono y cianhídrico (Rovira 1956, 1969 y 1973) 

considera estos gases como parte de los exudados de bajo peso molecular. 

5. Mucílagos: Cubren las raíces de muchas plantas y están compuestos principalmente por 

polisacáridos y ácidos poligalacturónicos de alto peso molecular (Marschner 1986; Watt et 

al. 1993). 

Las bacterias son los microorganismos más abundantes en la rizosfera, y se les suele 

denominar con el nombre de rizobacterias. En presencia de una microbiota nativa que compite 

con ellas, las rizobacterias son capaces de multiplicarse y colonizar los nichos ecológicos de 

la raíz durante las diversas etapas del crecimiento de la planta (Antoun y Kloepper 2001). La 

presencia de rizobacterias en la rizosfera puede tener un efecto neutro, perjudicial o 

beneficioso sobre el crecimiento vegetal. Mientras que las primeras no suelen tener efecto 

alguno, las perjudiciales pueden afectar negativamente el crecimiento y desarrollo de las 

plantas. Las rizobacterias que ejercen un efecto beneficioso sobre la planta se denominan 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, a las que se conoce con el nombre de 

PGPRs por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Kloepper y Schroth 

1978). 
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Figura 1.4. Interacción planta-microorganismo y los factores que influyen en la comunidad 

microbiana de la rizosfera (Bais et al. 2006; Berg y Smalla 2009). 

 

Las PGPRs facilitan el crecimiento y desarrollo de las plantas de forma directa mediante la 

provisión de amonio procedente de la fijación de N2, producción de fitohormonas y 

sideróforos, solubilización de fosfato, etc. Indirectamente, pueden prevenir el desarrollo de 

fitopatógenos (control biológico) y, por tanto, fomentar el crecimiento y desarrollo de las 

plantas (Glick y Bashan 1997). Además, promueven las tasas de germinación, el crecimiento 

de la raíz, el área foliar, el contenido en clorofila, la actividad hidráulica, tolerancia a la 

sequía, aumento del peso de brotes y raíces y retrasó en la senescencia foliar (Lucy et al. 

2004) (Figura 1.5). 
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Figura 1.5. Actividades PGPR en la rizosfera de las plantas. Las marcadas con el color verde 

corresponden a las interacciones positivas planta-bacteria, las rojas a las interacciones 

negativas y las azules a las interacciones neutras. (Lynch 1990; Berg et al. 2005; Weyens et 

al. 2010). 

 

 

1.9. Bacterias endofitas 

Tomada literalmente, la palabra endofito significa "dentro de la planta" (endon, en griego, 

dentro de; phyton, planta). Según Bacon y White (2000), los endofitos son microorganismos 
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aquellas aisladas de tejidos de plantas vivas desinfectadas superficialmente, o extraído de 

tejido interno de la planta, y que no causan síntomas visibles de enfermedad en la planta 

(Kloepper et al. 1992; Hallmann et al. 1997). Estas bacterias se encuentran principalmente en 
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los espacios intercelulares de los tejidos y, con menor frecuencia, intracelularmente y en 

tejidos vasculares, sin causar síntomas de enfermedad (Hurek et al. 1994; Bell et al. 1995). 

Las bacterias endofitas pueden proceder de las semillas (McInory y Kloepper 1995), 

material vegetativo de siembra (Sturz 1995), tubérculos (Trevet y Hollis 1948), raíces 

(Philipson y Blair 1957), tallos y hojas (Henning y Villforth 1940), frutos (Samish et al. 1961; 

Sharrock et al. 1991), suelo rizosferico (Patriquin et al. 1983) y la filosfera (Beattie y Lindow, 

1995). Con la excepción de las bacterias trasmitidas por semillas (McInory y Kloepper 1995), 

que ya están dentro de la planta, los potenciales endofitos encuentran a su hospedador por 

quimiotaxis, electrotaxis, o encuentro accidental, y deben colonizar primero la superficie de la 

raíz antes de penetrar en la planta. En general, el ingreso al interior de la planta se realiza a 

través de aberturas naturales como los estomas de la hoja o las lenticelas del tallo (Kluepfel 

1993), las flores (Sharrock et al. 1991), heridas, uniones epidermales, puntos de emergencia 

de las raíces laterales o por las abertura producida durante la emergencia de las raíces. Las 

heridas de las plantas, producidas sea por factores bióticos o abióticos, son probablemente un 

factor importante para la entrada de las bacterias endofitas. Las heridas en las raíces, además 

de proporcionar una vía de entrada, también crean condiciones favorables al liberar los 

exudados radicales al exterior, los que sirven como fuente de energía para las bacterias 

(Hallmann et al. 1997). 

Se han descrito diversos tipos de endofitos (Figura 1.6). Los endofitos por casualidad, 

también llamados endofitos pasajeros, colonizan a través de las heridas naturales. Los 

endofitos oportunistas colonizan la rizoplana y, posteriormente, invaden los tejidos internos 

de la planta a través de grietas formadas en los lugares de emergencia de las raíces laterales y 

de los ápices de las raíces. Similar a los endofitos pasajeros, los oportunistas se limitan a 

invadir los tejidos de la corteza de la raíz. Los endofitos competentes invaden el tejido 

vegetal, se adaptan al medio ambiente de la planta, son capaces de colonizar diversas partes 

de la misma y, en todos los casos, se mantienen en equilibrio armónico con la planta 

hospedadora, incluso cuando están presentes en alta densidad (Hardoim et al. 2008). 
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Figura 1.6. Tipos de endofitos. Color rojo: Endofitos por casualidad, que colonizan a través 

de las heridas naturales. Color azul: Endofitos oportunistas, que colonizan la rizoplana. 

Color amarillo: Endofitos competentes, que invaden el tejido vegetal (Hardoim et al. 

2008). 

 

La densidad de las poblaciones de bacterias endofitas es muy variable y depende de las 

especies bacterianas, la planta hospedera y su estado de crecimiento y de las condiciones 

ambientales (Hallmann et al. 1997; Ladygina y Hedlund 2010). En general, las poblaciones de 

bacterias son más abundantes en las raíces que en los tallos y hojas (Cordero et al. 1996; 

Hallmann y Berg 2006). Las poblaciones de endofitos presentes en un mismo tejido varían 

con el tipo de planta. Kobayashi y Palumbo (2000) encontraron variaciones entre 10
2
 y 10

6
 

unidades formadoras de colonia (UFC)/g
 
de raíz en alfalfa, maíz dulce, remolacha, calabaza, 

algodón y papa. 
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1.10. Diversidad bacteriana del suelo y sistemas de estudio 

Como ya se ha indicado, la diversidad de las poblaciones bacterianas edáficas es enorme, y 

un solo gramo de suelo puede contener entre 1 x 10
3
 y 1 x 10

6
 especies únicas de bacterias 

(Torsvik et al. 2002; Gans et al. 2005; Tringe et al. 2005; Fierer et al. 2007). 

1.10.1. Estudio de la diversidad bacteriana basada en métodos dependientes de cultivo 

Es el método tradicional para estudiar la diversidad bacteriana. Se basa en el empleo de 

diversos medios de laboratorio para el cultivo y aislamiento de bacterias (van Elsas et al. 

1998). Se ha formulado una amplia variedad de medios de cultivo de manera que se pueda 

obtener el mayor número posible de diferentes unidades formadoras de colonias (UFCs). Para 

un hábitat determinado, sin embargo, se ha estimado que el número de bacterias que pueden 

aislarse de muestras medioambientales no supera el 10% de las que, en realidad, pueden 

ocurrir en ese hábitat (Torsvik y Øvreås 2002; Singh et al. 2008; Peix et al. 2011). Estas 

limitaciones se han asociado a la dificultad de reproducir, en condiciones de laboratorio, los 

requerimientos nutricionales y las condiciones fisicoquímicas que ocurren en condiciones 

naturales. La posible toxicidad del medio, la auxotrofia producida por pérdida de nutrientes, 

supresión de las bacterias de lento crecimiento por aquellas de crecimiento más rápido, 

dificultad de reproducción en condiciones de laboratorio por la ausencia de interacciones inter 

e intraespecíficas que ocurren en la naturaleza también se han considerado como factores que 

limitan el cultivo bacteriano en medios de laboratorio (Schink, 2002; Water y Bassler, 2005; 

Stams et al. 2006). En condiciones naturales, las comunidades bacterianas han evolucionado a 

lo largo de millones de años de selección natural y han establecido, a través de múltiples 

interacciones, diversos consorcios microbianos difíciles de simular de manera artificial 

(Keller y Zengler 2004; Giovannoni et al. 2007). Una vez aisladas las bacterias en 

condiciones de laboratorio, su identificación y clasificación taxonómica se llevan a cabo 

empleando diversas técnicas, tanto fenotípicas como genotípicas y, finalmente, se procede a 

su almacenamiento y conservación (Morales-García et al. 2010; Winters y Winn 2010). 

A pesar de sus limitaciones, el empleo de medios de cultivo para el aislamiento de 

bacterias es una herramienta útil y complementaria de los métodos independiente de cultivo 

para estudios de fisiología, bioquímica y genética microbiana (Ben-Dov et al. 2009). Estos 

métodos sirven también para confirmar los datos derivados de la observación de procesos 

ecológicos y para valuar hipótesis originadas a partir de estudios de genómica y 

metagenómica (Giovannoni et al. 2007). 
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1.10.2. Estudio de la diversidad bacteriana basada en métodos independientes de cultivo 

La reacción en cadena de la polimerasa, (PCR, Polymerase Chain Reaction), es una técnica 

de Biología Molecular desarrollada por K. B. Mullis entre 1983 y 1986 cuyo objetivo es 

obtener un gran número de copias de un fragmento determinado de ADN partiendo, en teoría, 

de una única copia de ese ADN (Mullis 1990, 1998). Por su interés en Medicina, Biología, 

Biotecnología, Ciencias Forenses, etc., K. B. Mullis recibió el premio Nóbel de Química en 

1993. Entre sus múltiples aplicaciones destacan la clonación de ADN para la secuenciación, la 

filogenia basada en ADN, el análisis funcional de genes, el diagnóstico de trastornos 

hereditarios, la identificación de huellas genéticas usada en técnicas forenses y tests de 

paternidad, y la detección y diagnóstico de enfermedades infecciosas. Los grandes avances 

científicos, no obstante, ocurren, en la mayoría de las ocasiones, gracias al desarrollo de la 

tecnología que las hace posibles. Este es el caso del termociclador, indispensable para que 

pueda llevarse a cabo la PCR. El secuenciador de ADN, el empleo de polimerasas resistentes 

a elevadas temperaturas, así como de programas informáticos que permiten la lectura y 

manejo de los datos que proporciona la secuenciación, son fundamentales para el abundante 

empleo que se hace actualmente de la PCR. De enorme importancia para la realización de esta 

técnica es el uso de cebadores (primers), que son oligonucleótidos sintéticos que hibridan con 

la región complementaria al ADN molde que se desea amplificar e inician la reacción de 

extensión del ADN por la ADN polimerasa. 

1.10.3. Marcador filogenético universal: El gen 16S rRNA 

La subunidad pequeña que constituye los ribosomas (SSU, small subunit) está codificada 

por el gen 16S rRNA (rrn16S), un polirribonucleótido de aproximadamente 1.500 pares de 

bases (pb). Este gen posee una serie de características que lo hace ideal para su empleo en 

identificación y filogenia bacteriana, entre ellas: 1) está conservado en todas las bacterias, y 

tiene la misma función en todas ellas; 2) diferentes regiones de la molécula de ADN presentan 

distinto grado de variabilidad en su secuencia, lo que permite realizar comparaciones con 

diferentes niveles de resolución; 3) el gen se transfiere de manera vertical; y 4) la longitud de 

su secuencia permite su fácil manejo “in silico” (Woese y Fox 1977; Woese 1987; Tringe y 

Hugenholtz 2008; Amaral-Zettlera et al. 2008). El depósito de millones de secuencias de 

ADN de los genes 16S rRNA en las Bases de Datos permite el análisis comparativo de este 

tipo de secuencias. Weisburg et al. (1991) fueron pioneros en diseñar un par de cebadores 

capaces de amplificar casi en la secuencia completa del gen 16S rRNA de un amplio número 

de bacterias filogenéticamente separadas. Actualmente, hay una amplia colección de 

http://es.wikipedia.org/wiki/Clonaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Secuenciaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Filogenia
http://es.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%B3mica_funcional
http://es.wikipedia.org/wiki/Huella_gen%C3%A9tica
http://es.wikipedia.org/wiki/Medicina_forense
http://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_infecciosa
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cebadores que permiten la amplificación de distintas fragmentos del ADN del gen 16S rADN 

(Baker 1993; Guo y Milewicz 2003; Nossa et al. 2010; Kumar et al 2011). 

El National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) es parte 

de la National Library of Medicine de los Estados Unidos, una rama de los National Institutes 

of Health (NIH). Está localizado en Bethesda (Maryland) y se fundó en 1988 con la misión de 

ser una importante fuente de información de Biología Molecular. GenBank es la base de datos 

de secuencias genéticas del NIH, una colección de disponibilidad pública de secuencias de 

ADN. Realiza una puesta al día cada dos meses. Todas las bases de datos del NCBI están 

disponibles en Internet de manera gratuita, y son accesibles usando el buscador Entrez. 

GenBank es parte del International Nucleotide Sequence Database Collaboration, que está 

integrado por la base de datos de ADN de Japón (ADN DataBank of Japan, DDBJ), el 

Laboratorio Europeo de Biología Molecular (European Molecular Biology Laboratory, 

EMBL), y el GenBank del European Bioinformatics Insitute (EBI, www.ebi.ac.uk), un 

instituto de investigación académica ubicado en el Wellcome Trust Genome Campus, en 

Hinxton, cerca de Cambridge (UK), que es parte del EMBL. Estas organizaciones 

intercambian datos diariamente. GenBank y sus colaboradores reciben secuencias génicas 

producidas en laboratorios de todo el mundo, procedentes de más de 100.000 organismos 

distintos. GenBank continúa creciendo a ritmo exponencial, doblando la cantidad de 

información contenida cada 10 meses. 

Además del gen rrn16S, el operón rrn está constituido por otros dos genes, rrn23S y rrn5S 

que codifican las subunidades 23S y 5S de los ribosomas, respectivamente. De forma similar 

al gen rrn16S, el rrn23S posee regiones conservadas que pueden utilizarse para identificación 

de los procariotas (Hunt et al. 2006). El análisis del ADN intergénico entre los genes rrn16S y 

rrn23S (Internal Transcribed Spacer, ITS) se utiliza ampliamente en taxonomía y filogenia 

molecular debido a su elevado grado de variación incluso entre especies relacionadas, quizás 

debido a la escasa presión evolutiva que se ha ejercido sobre sus secuencias no funcionales. 

Puesto que los ITS presentan una elevada heterogeneidad en tamaño y en secuencia su 

análisis constituye una técnica es de alta resolución que permite asignar filogenéticamente a 

los miembros de una comunidad o población bacteriana a nivel de subespecie (Peix et al. 

2011) 

A partir del ADN aislado de muestras medioambientales se han desarrollado una serie de 

técnicas moleculares para la identificación de microorganismos y estudios de biodiversidad. 

Entre ellas, la electroforesis en geles desnaturalizantes (DGGE) (Muyzer et al. 1993) o de 

http://es.wikipedia.org/wiki/National_Library_of_Medicine
http://es.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
http://es.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
http://es.wikipedia.org/wiki/Bethesda,_Maryland
http://es.wikipedia.org/wiki/1988
http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_de_datos
http://es.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%A9tica
http://es.wikipedia.org/wiki/NIH
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Jap%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Laboratorio_Europeo_de_Biolog%C3%ADa_Molecular
http://www.ebi.ac.uk/
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gradiente de temperatura (TGGE) (Muyzer y Smalla, 1998), el análisis del polimorfismo de la 

longitud de los fragmentos de restricción (RFLP), y del polimorfismo de fragmento terminal 

(T-RFLP) (Liu et al. 1997) se han utilizado en numerosos estudios de biodiversidad. Otra 

metodología, el análisis del polimorfismo de la conformación de las cadenas sencillas de 

ADN (Single Strand Conformation Polymorphism, SSCP (Schwieger y Tebbe 1998) de un 

gen determinado amplificado mediante PCR proporciona excelentes resultados para el análisis 

del ADN aislado a partir de muestras medioambientales (Smalla et al. 2007). Esta técnica, al 

menos en teoría, permite discriminar entre secuencias con alteraciones en una sola base de 

ADN. La sensibilidad del SSCP aumenta cuando se emplea MDE
T
 (Mutation Detection 

Enhancement), un gel preparado a partir de una matriz de poliacrilamida (Sentinelli et al. 

2000), que permite separar ADNs de acuerdo a su conformación y tamaño (Soto y Sukumar 

1992), lo que aumenta la sensibilidad en comparación con los geles normales de 

poliacrilamida. El empleo de geles con formato de pequeño tamaño facilita, además, la 

manipulación para su posterior tinción. 

El estudio de una comunidad funcional de microorganismos mediante TGGE, DGGE, 

RFLP, T-RFLP y SSCP presenta una seria limitación ya que la presencia de un gen en una 

muestra determinada proporciona evidencia de su existencia, pero no informa de la ocurrencia 

de la correspondiente actividad del producto que codifica ni permite determinar la abundancia 

relativa de cada población en la comunidad. Por tanto, estudiar la biodiversidad de una 

comunidad funcional es sólo de valor limitado si los resultados no pueden cuantificarse. Para 

ello, se ha desarrollado la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR) que emplea 

sondas fluorescentes (Nitsche et al. 1999) o colorantes (Morrison et al. 1999) para cuantificar 

el número de copias del ADN de un gen presente en muestras medioambientales. Esta técnica 

es tanto de una gran especificidad, necesaria para la discriminación entre diferentes miembros 

de una familia génica, y sensibilidad, lo que se requiere para la identificación de transcritos 

poco abundantes. 

1.11. Metagenómica  

La PCR ha cambiado radicalmente nuestra comprensión del mundo microbiano ya que ha 

permitido el análisis de las poblaciones bacterianas a partir del ADN extraído de muestras 

medioambientales, sin necesidad de aislarlas ni cultivarlas. El término metagenómica se 

utilizó por primera vez en el trabajo publicado por Handlesman et al. (1998) para referirse a 

una metodología que pretendía analizar una colección de genes secuenciados de una muestra 

ambiental como si se tratara de un único genoma. Posteriormente, Handelsman (2004) y 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Jo_Handlesman&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma
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Riesenfeld et al. (2004) definieron el metagenoma como todo el ADN que se puede encontrar 

en una muestra medioambiental sea cual sea el ecosistema de que se trate. Más tarde, Chen y 

Pachter (2005) definieron la metagenómica como la aplicación de técnicas genómicas 

modernas para el estudio directo de comunidades de microorganismos en su entorno natural, 

evitando la necesidad de aislar y cultivar cada una de las especies que componen la 

comunidad. 

Puesto que la biodiversidad microbiana es fundamental para el funcionamiento de los 

ecosistemas, existe la necesidad de entender la variabilidad en la estructura y en las funciones 

de la comunidad microbiana en respuesta a los factores medioambientales que puedan 

modificarla. Para responder a estas cuestiones es necesario el desarrollo de técnicas que 

permitan la secuenciación económica y el análisis rápido y reproducible de múltiples 

secuencias de ADN procedentes de las muestras medioambientales. Esto ha sido posible por 

la aparición de las nuevas tecnologías que permiten reducir el precio de secuenciar el ADN a 

costes inferiores a aquellos que usan tecnología de secuenciación basada en el método de 

Sanger (Fore et al. 2006; Hall 2007; Schuster 2008; Stein 2008). 

El gen 16S rRNA es el marcador molecular más utilizado en estudios de metagenómica 

para identificación de los microorganismos que pueden ocupar un ambiente determinado. 

Aunque después de su amplificación mediante PCR es posible la secuenciación directa de los 

productos de amplificación, se puede llevar a cabo la construcción de librerías genómicas 

mediante la inserción del ADN amplificado en vectores de clonación tales como pGEM-T 

Easy (Promega), TOPO TA y pCR-2.1 TOPO (Life Technologies). Aunque la obtención de 

librerías genómicas es un método adecuado para estudios de biodiversidad, consume tiempo y 

puede resultar caro. La secuenciación posterior del ADN clonado resultaría en la construcción 

de librerías génicas que darían información sobre la identidad de los fragmentos de ADN 

amplificados y permitiría el análisis filogenético detallado de tales genes. 

Un problema que presenta el estudio del metagenoma es el del aislamiento del ADN de las 

muestras medioambientales. Ello se debe a la existencia de compuestos que puedan inhibir la 

hibridación de los cebadores al ADN molde, la actividad de la polimerasa, etc. Entre ellos, los 

ácidos húmicos, metales pesados y nucleasas se deben eliminar durante el proceso de 

aislamiento y purificación. Para ello, se han desarrollado diversos protocolos que permiten la 

obtención de ADN empleando, en la mayoría de los casos, kits comerciales. La utilización de 

polimerasas que minimicen los fallos en la lectura del ADN o que sólo amplifiquen cuando se 

activan a elevadas temperaturas es recomendable. 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Lior_Pachter&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
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La metagenómica ha permitido conocer el metagenoma de muestras medioambientales 

tales como diversos ambientes marinos (Sogin et al. 2006; Jensen y Lauro 2008), áreas 

mineras (Edwards et al. 2006), los endofitos de papa (Manter et al. 2010), suelos forestales 

(Uroz et al. 2010) y la rizosfera de maíz (Pereira et al. 2011. También ha sido posible conocer 

el metagenoma de Buchnera, un endosimbionte de áfidos (Pérez-Brocal et al. 2006) y de las 

bacterias intestinales (Gill et al. 2006) y de la dentadura (Rudney et al. 2010) humana. 

En relación con el sector agrícola, la metagenómica ha permitido aclarar cómo, a pesar de 

la presencia de un patógeno en el suelo, no se desarrolla la enfermedad que ocasiona. Así se 

ha acuñado el concepto de suelo supresor, que se define como aquel que no permite el 

progreso de la enfermedad por la presencia de microorganismos beneficiosos que anulan el 

efecto del patógeno (Steinberg 2006; Van Elsas et al. 2008). Este efecto puede deberse a la 

variedad de compuestos inhibitorios del crecimiento, antibióticos, etc. que sintetizan los 

microorganismos del suelo (Van Elsas et al. 2008). 

1.12. Pirosecuenciación 

Una limitación de la metagenómica es el número de secuencias de ADN que pueden 

obtenerse de un gen determinado a partir del ADN medioambiental, por ejemplo del 16S 

rRNA que, como ya se ha indicado, es el más habitual para estudios de identificación y de 

biodiversidad. Las curvas de rarefacción permiten conocer de manera estadística el número de 

secuencias que deben obtenerse para determinar si ese número define, de manera 

significativa, la biodiversidad bacteriana del ambiente en estudio. 

A pesar de los grandes logros obtenidos mediante el método de Sanger y su imprescindible 

papel durante la era genómica, en los últimos años se ha visto relevado por los procedimientos 

de nueva generación denominados, en general, NGS (Next Generation Sequencing), 

desarrollados a partir de 2005. Estas nuevas tecnologías permiten la lectura más barata y 

eficiente de miles de secuencias de ADN, si bien los fragmentos (reads) que se obtiene son de 

menor tamaño. Las secuencias obtenidas requieren el empleo de potentes herramientas 

informáticas para su ensamblaje. 

Un elemento clave de estas nuevas tecnologías es la pirosecuenciación, una técnica de 

secuenciación masiva de ADN que desarrollaron P. Nyrén y M. Ronaghi en los años 90 

(Ronaghi et al. 1996 1998, 2001; Nyrén 2001). Está basada en la secuenciación por síntesis, 

acoplando la síntesis de ADN a una reacción quimioluminiscente, lo que permite una rápida 

determinación de secuencias en tiempo real. 
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1.12.1. Preparación de la librería de ADN 

Consiste en la unión de pequeños fragmentos de ADN (300 a 500 pb) a unos adaptadores, 

A y B, que se ligan en ambos extremos. Para fragmentos de ADN de gran tamaño molecular 

es necesario el fraccionamiento previo del ADN. Estos adaptadores proporcionan las 

secuencias de hibridación para la posterior amplificación y secuenciación de los fragmentos 

de la librería. El adaptador B está biotinilado en su extremo 5', lo que permite la 

inmovilización de la librería mediante las perlas recubiertas de estreptoavidina. Después de la 

reparación de las mellas, las hebras no biotiniladas se separan de las perlas y se usan como 

librería molde de ADN de hebra sencilla (sstADN). La librería sstADN se analiza para 

determinar su calidad y mediante titulación se determina la proporción óptima moléculas de 

ADN:perlas necesaria para la PCR en emulsión (emPCR) (Figura 1.7). 

La librería sstADN se inmoviliza en las perlas. Cada perla contiene una única molécula de 

sstADN de la librería. La perla unida a la librería se emulsiona con los reactivos de 

amplificación en una micela de agua y aceite. Cada perla queda englobada en su propio 

microreactor dentro del cual ocurre la amplificación mediante PCR. El resultado será una 

perla inmovilizada conteniendo fragmentos de ADN amplificados clonalmente (Brockman et 

al. 2008; Zhang et al. 2011) (Figura 1.7). Las perlas unidas a los fragmentos de la librería 

sstADN se añaden al ADN Bead Incubation Mix (contiene ADN polimerasa) y se distribuyen 

en capas dentro de la placa junto con unas perlas enzimáticas que contienen la luciferasa y la 

sulfurilasa. La capa de perlas enzimáticas asegura que las perlas con ADN permanecen en el 

interior del pocillo durante la reacción de secuenciación. Este proceso maximiza el número de 

pocillos que contienen una única perla con ADN amplificado evitando que haya más de una 

perla unida a sstADN por pocillo. Cuando la placa está correctamente cargada se coloca en el 

equipo donde los reactivos de secuenciación (tampones y nucleótidos) fluirán a través de los 

pocillos de la placa. Durante el flujo de nucleótidos, los cientos de miles de perlas con 

millones de copias de ADN se secuencian en paralelo (Figura 1.7). 

1.12.2. Reacción de pirosecuenciación 

1. Durante el flujo de nucleótidos, la librería sstADN se incuba con las enzimas ADN 

polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa, más los sustratos adenosina-5’-fosfosulfato 

(APS) y luciferina. 

2. La adición de uno de los 4 dNTPs permite que si un nucleótido es complementario a la 

cadena molde en algún pocillo, la polimerasa extiende la hebra existente de ADN mediante la 
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adición de nucleótido(s). Es importante notar que si hay incorporación se libera PPi 

equivalente a la cantidad de dNTP incorporado. 

3. La ATP-sulfurilasa convierte cuantitativamente el PPi en ATP en presencia de APS. El 

ATP generado permite la conversión de la luciferina en oxiluciferina por acción de la 

luciferasa, generando luz visible en cantidades proporcionales a la cantidad de ATP presente. 

La luz emitida se detecta por una cámara fotográfica con dispositivo de carga acoplada (CCD, 

Charge-Coupled Device) y se visualiza como un pico en un pirograma que analiza el software 

del ordenador. La intensidad de la señal es proporcional al número de nucleótidos 

incorporados en un solo flujo de nucleótidos. 

4. Para continuar con la secuenciación, es esencial la degradación de aquellos dNTPs que 

no han sido incorporados. La apirasa es la enzima encargada de ello. 

5. Pueden adicionarse nuevos dNTPs para iniciar un nuevo ciclo. 

La pirosecuenciación es el método de elección para la secuenciación de fragmentos cortos 

de ADN, detección de SNPs y análisis de metilación. Estos análisis son cruciales en 

investigación biológica, genética y en algunas aplicaciones médicas y forenses. Es totalmente 

automatizada, fiable y precisa, y permite el análisis de un gran número de muestras en un 

breve tiempo. Además su coste es más reducido que el de los métodos tradicionales de 

secuenciación. 
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Figura 1.7. Tecnología de pirosecuenciación (Margulies et al. 2005; Rothberg y Leamon 

2008). a) El ADN genómico aislado se fragmenta y se liga con los adaptadores A y B. b) Los 

fragmentos se ligan a las perlas y se emulsionan en una mezcla de aceite/agua. c) La emulsión 

se rompe, las hebras de ADN se desnaturalizan, y las cuentas llevan un molde de ADN de 

cadena simple y se depositan en los pocillos de una microplaca compuesta de fibra óptica 

deslizante. d) Se adicionan nuevas perlas más pequeñas que llevan inmovilizadas las enzimas 

necesarias para la reacción de pirosecuenciación. e) microfotografía electrónica de barrido de 

los pocillos con revestimiento de fibra óptica antes de depositar las cuentas. f) Secuenciador 

para pirosecuenciación equipado con i) ensamblaje de fluidos; ii) celda de flujo que incluye 

los pocillos de fibra óptica deslizante; iii) cámara CCD, y una computadora que provee la 

interfaz necesaria para el control del proceso de pirosecuenciación. 

 

Una limitación de los sistemas NGS es la longitud de los fragmentos de ADN que se 

pueden secuenciar. En sus orígenes, las lecturas que proporcionaban las plataformas de 

secuenciación de segunda generación no superaban las 100 pb, aunque en los últimos años la 
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capacidad de secuenciación se ha ampliado a unas 450 pb (secuenciación 454, mediante la 

plataforma de secuenciación de segunda generación Genome Sequencing FLX, Roche). El 

nuevo sistema Genome Sequencing FLX + permite lecturas superiores a las 600 pb utilizando 

como molde ADN de hasta 1.000 pb de tamaño molecular. La investigación sobre 

pirosecuenciación es intensa y constante, por lo que es de esperar claros avances en el 

aumento de la longitud de las lecturas. Un desarrollo histórico de las tecnologías NGS, con 

indicación de las diversas plataformas se presenta en la Figura 1.8. 

 

 

Figura 1.8. Desarrollo histórico de tecnologías NGS (Shokralla et al. 2012). El diámetro de 

cada burbuja representa la longitud de lectura de la plataforma de secuenciación (en pb). 

Los colores, corresponden a las diversas plataformas. 

 

Aunque las tecnologías NGS utilizan diferentes herramientas, todas comparten la 

fragmentación de la librería y la detección de los nucleótidos que se incorporan (Glenn 2011; 

Zhang et al. 2011). Las tecnologías NGS se pueden clasificar en dos categorías principales. El 

primer grupo se basa en la PCR e incluye 4 plataformas comerciales: Roche 454 Genome 

Sequencer (Roche Diagnostics Corp., Branford, CT, USA), HiSeq 2000 (Illumina Inc., San 

Diego, CA, USA), AB SOLiD
TM

 System (LifeTechnologies Corp., Carlsbad, CA, USA) y Ion 
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Personal Genome Machine (Life Technologies, South San Francisco, CA, USA). El segundo 

grupo se denomina Single Molecule Sequencing (SMS), no está basado en la PCR y no 

incluye el paso de amplificación previo a la secuenciación. Recientemente, se han anunciado 

dos nuevos sistemas de secuenciación a los que se ha llamado Two Single-Molecule 

Sequencing Systems: HeliScope (Helicos Bio-Sciences Corp., Cambridge, MA, USA) y 

PacBio RSSMRT system (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA, USA). Una excelente 

revisión sobre las tecnologías NGS disponibles se ha publicado recientemente por Shokralla 

et al. (2012). 
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La FAO define el desarrollo sostenible “como aquel que consiste en la ordenación y 

conservación de la base de recursos naturales y la orientación del cambio tecnológico e 

institucional, de tal manera que se asegure la continua satisfacción de las necesidades 

humanas para las generaciones presente y futuras. Este desarrollo conserva la tierra, el agua 

y los recursos genéticos vegetales y animales, no degrada el medio ambiente y es 

técnicamente apropiado, económicamente viable y socialmente aceptable”. 

Actualmente, se considera que la agricultura convencional es, en sí misma, una agricultura 

insostenible, ya que se le atribuyen problemas de degradación, de contaminación de aguas, 

suelos y atmósfera, de deterioro de la base genética para la producción de alimentos, etc. En 

contraste con este tipo de agricultura, las prácticas agrícolas campesinas, consideradas a veces 

como primitivas, e incluso erróneas, se reconocen ahora como apropiadas para el desarrollo 

de una agricultura sostenible ya que, entre otras características, se enfrentan y responden a 

problemas específicos de pendiente, inundación, sequía, plagas, enfermedades, baja fertilidad, 

pH, etc. La agricultura tradicional se establece a lo largo de siglos de evolución cultural y 

biológica, de manera que se desarrollan prácticas agrícolas que se adaptan a las condiciones 

locales de manera que permiten satisfacer las necesidades vitales durante siglos, aún bajo 

condiciones ambientales adversas. Esta experiencia de interacción entre el ambiente y el 

agricultor sin acceso a insumos externos, capital o conocimiento científico, ha guiado a los 

agricultores de todo el mundo al desarrollo de agroecosistemas sostenibles con recursos 

humanos locales. 

El maíz amiláceo (Zea mays, L.) es el cereal de los pueblos y culturas del continente 

americano. Las más antiguas civilizaciones de América, desde los olmecas y teotihuacanos en 

Mesoamérica, hasta los incas y quechuas en la región andina de Sudamérica, utilizaron esta 

planta para su nutrición. EL maíz ha sido y es un factor de supervivencia para los campesinos 

e indígenas que habitan en los países del continente americano. En los Andes, el desarrollo de 

la agricultura relacionado con la “sara mama” es tan antiguo como su civilización. Desde 

hace siglos, el maíz forma parte de la identidad cultural del pueblo peruano. Se considera una 

planta sagrada, por lo que ha dado lugar a toda una cosmovisión que se refleja en los mitos, 

rituales y leyendas relacionados con este cultivo. Los campesinos cultivan el maíz como se 

hacía hace 7.000-8000 años y mantienen su producción sostenible desde entonces. Además 

utilizan sus propias semillas, lo que ha dado lugar a una extraordinaria diversidad de los 

maíces que cultivan. De ahí, que la desaparición de la agricultura tradicional andina resulte en 
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la disminución del germoplasma de los maíces amiláceos y, consecuentemente, en la pérdida 

de diversidad de tales maíces. 

Una característica del cultivo de maíz en las chacras maiceras es que crece asociado a lo 

que los nativos llaman trébol andino (Medicago hispida G.), una leguminosa que aparece de 

forma innata y se desarrolla simultáneamente con él. A lo largo de su evolución, las 

leguminosas han desarrollado la capacidad de establecer asociaciones simbióticas fijadoras de 

N2 atmosférico con diversos géneros de bacterias que forman nódulos en las raíces, a veces en 

los tallos y hojas de tales plantas. La utilización de leguminosas constituye, por tanto, una 

alternativa para reducir el empleo de fertilizantes nitrogenados, lo que redundaría en una 

disminución significativa tanto en términos económicos como de contaminación 

medioambiental. Además, su empleo es de gran eficacia en revegetación y fitorrecuperación 

de suelos forestales. El empleo de leguminosas en la rotación de cultivos es frecuente ya que 

se ha demostrado que mejoran las condiciones físicas del suelo, aumentan la materia orgánica 

y la biodiversidad, evitan cambios bruscos de temperatura, conservan la humedad en el suelo, 

y disminuyen la incidencia de germinación de malezas, la escorrentía y la erosión. También se 

utilizan por la importancia económica de sus semillas y follajes, que se emplean en 

alimentación humana y animal. 

Este trabajo se inició por tres motivos. Primero porque la incidencia del trébol andino es 

clave en la fertilidad del suelo de las chacras y en la sostenibilidad de la producción de los 

cultivos que los campesinos quechua crecen en ellas. Segundo, analizar la composición y 

estructura de las poblaciones microbianas del suelo de las chacras para tratar de definir su 

intervención en dicha fertilidad y sostenibilidad. En tercer lugar, estudiar las bacterias que 

utilizan las raíces del maíz como nicho ecológico y promueven el crecimiento de las plantas 

De acuerdo con lo expuesto, se han planteado los siguientes objetivos: 

1. Aislar y caracterizar los endosimbiontes de los nódulos de plantas de trébol andino 

(Medicago hispida G.) crecidas en chacras maiceras de Allpas (Acobamba-Huancavelica, 

Perú). 

2. Analizar la diversidad microbiana en suelo rizosférico y no rizosférico de 1) plantas de 

maíz cultivadas de forma tradicional, b) plantas de maíz tratadas con fertilizantes químicos, 

c) plantas de maíz cultivadas de forma tradicional (asociadas a trébol), y d) plantas de 

trébol andino. 

3. Determinar la diversidad de bacterias endofitas en las raíces de maíz. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1. Localización geográfica  

El Perú está ubicado en la parte occidental de Sudamérica, entre de las coordenadas 00º 01’ 

11” y 18º 21’ 05” de latitud sur, y 68º 30’ 11” y 81º 19’ 35” de longitud oeste. Limita con 

Ecuador y Colombia al norte, Brasil al este, Bolivia al sureste, Chile al sur, y el Océano 

Pacífico al oeste. Es el tercer país de América del Sur en tamaño, con una superficie 

continental de 1.285.215,60 km
2
, (0,87% del planeta), distribuida en 136.232,85 km

2
 (10,6 %) 

en la región costa, 404.842,91 km
2
 (31,5%) en la región andina y 754.139,84 km

2
 (57,9%) en 

la región amazónica Su geografía le concede una elevada diversidad de ecosistemas, especies, 

recursos genéticos, minerales, culturales y humanos (Brack y Mendiola 2000). 

El país está dividido en 24 departamentos y uno de ellos es el de Huancavelica, donde se 

encuentra la provincia y distrito de Acobamba, ubicado a una altitud media de 3.423 msnm 

(Figura. 3.1). Su clima es templado, con una temperatura media mínima anual de 2 ºC y una 

máxima de 20 ºC. Se trata de una provincia eminentemente agropecuaria. Los cultivos de 

importancia económica y agrícola son maíz, arveja, papa, haba, trigo y avena (Álvarez 2003). 

En la provincia de Acobamba se encuentra la comunidad campesina de Allpas, ubicada a 

3.400 m.s.n.m. Oficialmente está reconocida mediante R. D. No. 0032-93-DSRA-Hvca, 

registrada en la ficha No.0331, título 000332 del tomo 29 de Registros Públicos de 

Huancavelica. Su extensión territorial es 1.475,62 ha, de los cuales 1.100 ha son tierras de 

cultivo, 103 ha se dedican al cultivo de pastos naturales, y la diferencia, que corresponde a 

terrenos de cobertura arbórea y de conservación, se distribuye desde los 2.800 m.s.n.m. en el 

río Lircay hasta los 3.670 m.s.n.m. en el cerro Mukucho 

(http://www.acobamba.hca.mp.gob.pe/indextur.html). 

3.2. El cultivo de maíz en la comunidad campesina de Allpas 

Como en la mayoría de las comunidades indígenas de la 

región quechua de los Andes, los campesinos de Allpas 

siembran sus chacras siguiendo la manera tradicional, como lo 

hicieron sus antepasados hace miles de años. Para ellos, hablar 

de la sara mama es hablar de toda una cultura ya que su 

presencia en la vivencia campesina es tan antigua como su 

propia historia, razón por la que forma parte inseparable de las 

familias campesinas. En torno al maíz se ha tejido toda una 

cosmovisión, ritualidad y regocijo, a nivel de ayllu, local y 

Fig. 
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regional (Valladolid 2003) (Figura 3.2). 

 

 

 

Figura 3.1. Localización de la Comunidad Campesina de Allpas en Acobamba-Huancavelica 

(Perú). 
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Los campesinos de Allpas siembran el maíz en régimen de monocultivo, con algunas 

rotaciones esporádicas, en chacras cuyo tamaño no sobrepasa los 10.000 m
2
. Las chacras se 

siembran con semillas propias de la comunidad y se 

abonan con el estiércol del ganado, principalmente vacuno 

y ovino, en condiciones de secano y no utilizan 

agroquímicos (Figura 

3.3). De esta manera 

obtienen rendimientos 

de 3,5 a 6,0 t/ha. Aún 

más, en contraste con 

los monocultivos de la 

Costa, en Allpas, se 

siembra una extraordinaria variedad de maíces amiláceos, 

que difieren en color, tamaño, forma y textura del grano y 

mazorca (Figura 3.4). La diversidad de los maíces que 

emplea la agricultura tradicional andina es enorme, y así se 

mantiene desde hace miles de años (Manrique 1997; Valladolid 2003). 

3.3. El trébol andino 

Como en todas la chacras maiceras de la región quechua, una característica del cultivo del 

maíz es que crece asociado al denominado trébol andino, una leguminosa (Medicago hispida, 

Gaertn), que aparece innata y se desarrolla 

simultáneamente con él (Figura. 3.5). La 

leguminosa emerge después del segundo aporque, 

aproximadamente 100 días después de la siembra 

del maíz. 

Durante el período del cultivo de maíz se realizan 

labores esenciales como el deshierbo manual y los 

movimientos de tierras originados por el primer y 

segundo aporque, actividades que reducen la 

población de plantas arvenses. Pasado esta etapa de 

laboreo, que coincide con el periodo crítico de 

competencia de malezas, emergen las plantas de M. 

Figura 3.5. Asociación maíz-trébol 

andino en las sara chacras de Allpas 

Figura 3.3. Siembra de maíz 

amiláceo en Allpas. 

Figura 3.4. Diversidad de 

maíces amiláceos que se 

cultivan en las chacras 

andinas del Perú. 
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hispida que crecen asociadas al maíz. Su crecimiento exuberante asfixia otras plantas 

tardíamente emergidas y evita su crecimiento. 

Los campesinos de Allpas desconocen las bondades el trébol andino, lo consideran una 

maleza y lo retiran del campo para emplearlo como 

alimento de ganado. No obstante, el mulch generado 

por el trébol tiene efectos positivos sobre los suelos 

de las chacras maiceras ya que incrementan su 

contenido en N, aumentan la materia orgánica y la 

biodiversidad, evitan cambios bruscos de temperatura, 

conservan la humedad en el suelo, suprime la 

incidencia de malezas, y reduce la escorrentía y la 

erosión del suelo (Altieri y Nicholls 2000; Sustainable 

Agriculture Network 2007). Ello, sin olvidar la 

importancia económica de su follaje, que se emplea 

en la alimentación animal (Bentley et al. 2001) (Figura. 3.6). 

3.4. Medio de cultivo bacteriano 

3.4.1. Medio YEM (Yeast Extract Mannitol) (Vincent, 1970) 

Se ha utilizado como medio de rutina para el cultivo de las bacterias utilizadas en este 

estudio. Su composición es la siguiente: 

Manitol       10 g 

K2HPO4      0,5 g 

MgSO4 x 7H2O     0,2 g 

NaCl       0,1 g 

Extracto de levadura     0,5 g 

Agua destilada        1 l 

pH         7.0 

Para preparar medio sólido se adicionó agar bacteriológico (15 g/l). El medio se esterilizó 

en autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. 

3.5. Conservación de cepas bacterianas 

Para la conservación prolongada de las distintas cepas se han utilizado criotubos que 

contenían glicerol estéril (concentración final 20%) a los que se adicionaron alícuotas de los 

Figura 3.6. Mulch de trébol después 

de la cosecha del maíz en Allpas 

mailto:Bentley@albatros.cnb.net
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distintos cultivos bacterianos en fase logarítmica de crecimiento (aprox. 10
8
 células/ml). Los 

criotubos se almacenaron a - 80 ºC. 

3.6. Toma de muestras de suelo para análisis de sus propiedades físico-químicas 

Se ha utilizado suelo de chacras cultivadas con maíz y trébol, trébol sólo, maíz sólo, maíz sólo 

fertilizado con nitrógeno, y de una chacra en descanso, cuyas georeferencias de altitud, latitud 

y longitud, se indican en la tabla 3.1. Las muestras se tomaron al azar, de 0 a 20 cm de 

profundidad, en 3 zonas distintas de cada chacra siguiendo la metodología propuesta por 

USDA (2009). Las muestras se enviaron a la Universidad Nacional Agraria La Molina 

(UNALM-Lima, Perú), donde se analizaron en el laboratorio de Análisis de Suelos, Plantas, 

Aguas y Fertilizantes, que emplea la metodología descrita por Chapman y Pratt (1973). 

Tabla 3.1. Localización de las chacras maiceras y sus cultivos 

 

3.7. Toma de muestras de trébol andino para análisis foliar 

Para la toma de muestras se siguió la metodología de Barbazan (1998), que utiliza tallos y 

hojas del tercio medio de plantas en período de floración. Los análisis se realizaron en el 

Laboratorio de Análisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional 

Agraria La Molina (UNALM-Lima, Perú), que emplea la metodología descrita por Chapman 

y Pratt (1973). 

3.8. Nomenclatura de las muestras 

3.8.1. Para plantas y suelos 

La nomenclatura de las muestras para evaluar la diversidad microbiana del suelo tiene dos 

componentes, el primero referido al tipo de cultivo y el segundo al tipo de suelo. Así, la 

muestra MT-SNR, corresponde a suelo no rizosférico (SNR) de la chacra cultivada con maíz 

y trébol (MT) (Tabla 3.2). La chacra 1 se dedica al cultivo del maíz asociado a trébol, y así 

permanece desde hace al menos, 20 años. La chacra 2 se cultiva con fertilización nitrogenada 

 

Georeferencia 

Cultivos en las chacras maiceras 

Maíz y 

trébol 

Trébol Maíz con 

fertilización 

nitrogenada  

Maíz Descanso 

Altitud (m.s.n.m.) 3.537 3.528 3.473 3.470 3.475 

Latitud Sur 12º 52' 02'' 12º 52' 02'' 12º 52' 17'' 12º 52' 25'' 12º 52' 15'' 

Longitud Oeste 74º 35' 17'' 75º 35' 14'' 77º 34' 97'' 77º 35' 12'' 76º 35' 02'' 
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(80 kg de N/ha) durante, al menos, 5 años. La chacra 3 estuvo en descanso durante 5 años y, 

al año siguiente, se cultivó sólo con maíz. Durante el período de descanso la chacra está 

sometida a constante pastoreo, lo que previene el desarrollo del trébol. Antes de tomar las 

muestras, la chacra 5 ha estado en descanso durante 2 años. 

Tabla 3.2. Nomenclatura de las muestras de suelo rizosférico y no rizosférico 

Chacras Tipo de cultivo Tipo de suelo Nomenclatura  

Chacra 1 Maíz y trébol Rizosférico MT-SR 

No Rizosférico MT-SNR 

Chacra 2 Maíz con fertilización química Rizosférico MF-SR 

No Rizosférico MF-SNR 

Chacra 3 Maíz Rizosférico M-SR 

No Rizosférico M-SNR 

Chacra 4 Trébol Rizosférico T-SR 

No Rizosférico T-SNR 

Chacra 5 Suelo en descanso No Rizosférico D 

 

3.8.2. Para endofitos 

Para la nomenclatura de endofitos, la muestra MT corresponde al suelo de la chacra 

cultivada con maíz asociado con trébol. 

3.9. Experimentos de planta trampa 

3.9.1. Preparación de macetas y siembra de semillas 

A partir de 2,5 kg de suelo no rizosférico de la chacra donde 

crecía maíz asociado con trébol andino se prepararon 8 

macetas de 0,5 kg que contenían suelo y arena estéril (1:1 v/v) 

(Figura 3.7). Las semillas de trébol andino (M. hispida G.) se 

esterilizaron en superficie mediante inmersión en 2,5% HgCl2 

durante 9 minutos, se lavaron al menos 10 veces con 

abundante agua destilada estéril, se mantuvieron en 

imbibición durante 24 h y, finalmente, se emplearon para 

sembrar las macetas (8 semillas/maceta). Las macetas se 

trasladaron a un invernadero provisto de luz artificial (Silvania/Grolux) funcionando en las 

siguientes condiciones: fotoperíodo de 16/8 h de luz/oscuridad, 25 ºC/18 ºC de temperatura 

Figura 3.7. Macetas con M. 

hispida  
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día/noche y una humedad relativa del 70-75%. Las plantas se regaron con agua estéril de 

acuerdo a las necesidades del cultivo y se cultivaron durante 30 d. 

3.9.2. Esterilización de nódulos y aislamiento de sus endosimbiontes 

Después de su cultivo, las plantas se sacaron de las macetas y sus raíces se lavaron con 

agua estéril. Los nódulos de cada planta se mezclaron y 12 de ellos, elegidos al azar, se 

esterilizaron con HgCl2 al 0,25% durante 5 minutos y se lavaron abundantemente con agua 

destilada estéril. Cada uno de los nódulos se depositó en una placa Petri, se le adicionó 2 

gotas de agua estéril y se homogeneizó con una varilla de vidrio también estéril. El extracto 

resultante se utilizó para inocular placas Petri que contenían medio YEM (Vincent 1970). 

Para comprobar la eficacia de la esterilización, 3 nódulos sin machacar se rodaron sobre 

placas rellenas con medio YEM. Todos los cultivos se incubaron a 30 ºC durante 8 días. Las 

unidades formadoras de colonias (UFCs) con diferente morfología que aparecieron en las 

placas se seleccionaron mediante inspección ocular con una lupa de aumento 10X, y cada una 

de ellas se resembró en el mismo medio hasta la obtención de colonias morfológicamente 

uniformes. 

3.10. Identificación genotípica de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino 

3.10.1. Cultivo bacteriano 

Cada una de las cepas obtenidas se sembró en tubos de vidrio con 3 ml de medio líquido 

YEM y se incubó a 30 ºC, en agitación a 120 r.p.m. durante 24 a 72 horas, tiempo necesario 

para que la densidad celular de las diferentes cepas bacterianas, determinada 

espectrofotométricamente a 600 nm de longitud de onda, fuera ~ 0.6. Posteriormente, las 

células se recogieron mediante centrifugación de los cultivos en una microfuga a 12.000 

r.p.m. durante 3 minutos, a temperatura ambiente. Cuando una de las cepas producía 

abundante polisacárido, las células se lavaron con sarkosil al 0,1% en solución tampón TE (10 

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0). 

3.10.2. Obtención de ADN genómico 

Para la obtención de ADN genómico se utilizó el producto comercial Real Pure Genomic 

ADN Extraction, de Durviz, siguiendo las instrucciones del fabricante. En esencia: 

a. Sedimentar las células (3 ml de cultivo) por centrifugación a 12.000 r.p.m. durante 3 

minutos en microtubos.  

b. Eliminar el sobrenadante y pesar el sedimento (20-40 mg). 
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c. Resuspender el sedimento en 500 l de tampón de extracción
®
. Adicionar 100 l de 

solución de PVP
®
 y agitar en vortex durante 20 s. 

d. Adicionar 60 l de solución de lisis y 3 l de ARNasa. Agitar la mezcla vigorosamente 

mediante vortex e incubar a 37 ºC durante 30 minutos. 

e. Enfriar las muestras a temperatura ambiente y adicionar 250 l de tampón de 

precipitación de proteínas
®
. Agitar vigorosamente mediante vortex durante 20-30 s, e incubar 

a - 20 ºC durante 10 minutos. 

f. Centrifugar a 14.000 r.p.m. durante 5 minutos. Comprobar la aparición de precipitado 

proteico. 

g. Recoger el sobrenadante, que contiene el ADN, en un microtubo con 600 l de 

isopropanol conservado a - 20 ºC. Mezclar suavemente por inversión y centrifugar de nuevo a 

14.000 r.p.m. durante 3 minutos. 

h. Eliminar el sobrenadante y lavar el sedimento con 600 l de etanol al 70%. Mezclar de 

nuevo por inversión. Centrifugar de nuevo a 14.000 r.p.m. durante 2 minutos. 

i. Eliminar el etanol y secar al aire mediante inversión del tubo sobre papel absorbente. 

j. Resuspender el precipitado en 50 μl de agua destilada estéril o tampón de hidratación
®
. 

Favorecer la resuspensión del ADN mediante inmersión del tubo en agua durante 30 minutos 

a 65 ºC. Agitar manualmente de vez en cuando para asegurar la total resuspensión. 

k. Almacenar a -20 ºC hasta su uso. 

3.10.3. Cuantificación del ADN 

Se llevó a cabo utilizando un espectrofotómetro NanoDrop, modelo ND1000 (Thermo Fisher 

Scientific, USA). La relación DO260/DO280 se empleó para estimar la pureza de la 

preparación. 

3.11. Identificación de endofitos aislados de nódulos 

3.11.1. Repetitive Extragenic Palindromic (REP)-Polymerase Chain Reaction (PCR) (REP-

PCR). 
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Se utilizaron los cebadores REPIR-I y REP2-I descritos por de Bruijn (1992): 

Cebador Secuencia 

REP2-I 5’-ICG ICT CIG GCC TAC-3’ 

REPIR-I 5’-III ICG ICG ICA ICI GGC-3’ 

 

y la siguiente mezcla de reacción: 

Productos y concentración inicial Volumen 

(µl) 

Concentración  

Final 

Tampón de reacción 10X 2,5 1X 

MgCl2 (25 mM) 7,0 1,5 mM 

dNTPs (10 mM) 3,15 0,2 mM 

DMSO (99,5%) 2,5  

REP2-I (100 pmol de cada uno) 0,5 50 pmol 

REPIR-I (100 pmol de cada uno) 0,5 50 pmol 

ADN polimerasa (Sigma) 0,4 2 U 

ADN 1,0 50-100 ng 

Agua MQ (Millipore) Hasta 25   

Volumen total 25,0  

 

DMSO, dimetil sulfóxido; dNTPs, deoxirribonucleótidos trifosfato. 

En el termociclador (Eppendorf Master Cycler) se utilizó el siguiente programa: 

 

Ciclos Temperatura 

(º C) 

Tiempo 

(minutos) 

 

1 95 6 Desnaturalización inicial 

 

30 

94 1 Desnaturalización 

40 1 Annealing: hibridación y unión cebador 

65 8 Elongación 

1 65 16 Elongación final 

∞ 15 ∞ Mantenimiento 
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Los productos de PCR (5-10 µl) se suplementaron (4:1 v/v) con solución de carga (SC, 

40% sacarosa y 0,25% azul de bromofenol) y se emplearon para cargar geles de agarosa al 

1,2% preparados en solución tampón TBE (trizma base, 10 g/l; ácido bórico 5,5 g/l y EDTA, 

0,90 g/l, pH 8.5). La electroforesis se realizó empleando una corriente continua de 60 V. Los 

geles se tiñeron con una solución de bromuro de etidio (0,5 µg/ml) y se fotografiaron bajo luz 

UV. Como marcador de tamaño molecular se utilizó el denominado Molecular Marker III 

(Roche). El análisis comparativo de los perfiles electroforéticos obtenidos mediante REP-

PCR se realizó empleando el paquete informático InfoQuest FP (versión 4.5) (Bio-Rad). 

3.11.2. Amplificación del gen 16S rRNA 

La amplificación del gen 16S rRNA se llevó a cabo utilizando los cebadores fD1 y rD1 

descritos por Weisburg et al. (1991). 

Cebador Secuencia 

fD1 5’-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 

rD1 5’-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3’ 

 

y la siguiente mezcla de reacción: 

Productos (concentración inicial) Volumen 

(µl) 

Concentración final 

Tampón de reacción 10X 2,5 1X 

MgCl2 (50 mM) 1,5 1,5 mM 

dNTPs (10 mM) 1,0 200 μM 

fD1 (15 pmol/ μl) 1,0 0,6 picomol/μl 

rD1 (15 pmol/ μl) 1,0 0,6 picomol/μl 

ADN polimerasa (Sigma) 0,2 0,08 U 

ADN 1,0 20-100 ng 

Agua MQ (Millipore) Hasta 25  

Volumen total 25,0  
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En el termociclador (Eppendorf Master Cycler) se utilizó el siguiente programa: 

Ciclos Temperatura 

(ºC) 

Tiempo 

(minutos) 

 

1 95 9 Desnaturalización inicial 

 

30 

95 1 Desnaturalización 

60 1 Annealing: hibridación y unión cebador 

72 2 Elongación 

1 72 7 Elongación final 

∞ 4 ∞ Mantenimiento 

 

Los productos de PCR (4-5 µl) se suplementaron (4:1 v/v) con SC y se emplearon para 

cargar geles de agarosa al 0,7% preparados en solución tampón TBE. La electroforesis se 

realizó empleando una corriente continua de 60 V. Los geles se tiñeron con una solución de 

bromuro de etidio (0,5 µg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Como marcador de tamaño 

molecular se utilizó el denominado Molecular Marker III (Roche). En los geles debe 

comprobarse la presencia de una banda de ADN de tamaño molecular aproximado de ~ 1.500 

pares de bases (pb). 

3.11.3. Amplificación y secuenciación de los genes, glnII, atpD y recA 

Los genes glnII, atpD y recA se amplificaron usando los pares de oligonucleótidos que se 

indican a continuación: 

Gen Cebado

r 

Secuencias Referencia 

atpD 

Subunidad beta 

de la ATP 

sintasa 

273f 5’-SCTGGGSCGYATCMTGAACGT-3’  

Gaunt et al. 2001 

771r 5’-GCCGACACTTCCGAACCNGCCTG-

3’ 

glnII 

Glutamina 

sintetasa II 

12F 5'-YAAGCTCGAGTACATYTGGCT-3'  

Vinuesa et al. 

2005 689R 5'-TGCATGCCSGAGCCGTTCCA-3' 

recA 

ADN 

recombinasa A 

41F 5’-TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG-3'  

Vinuesa et al. 

2005 640R 5’-ACATSACRCCGATCTTCATGC-3' 
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y la siguiente mezcla de reacción: 

 

Producto y concentración  

inicial 

Volumen 

(µl) 

atpD glnII recA 

Concentración  

final 

Concentración 

final 

Concentración 

final 

Tampón de reacción 10X 2,5 1X 1X 1X 

MgCl2 (25 mM) 1,5 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM 

Dimethysulfoxide (DMSO) 2,5 2,5 mM 2,5 mM 2,5 mM 

dNTPs (10 mM) 0,5 1,25 mM 1,25 mM 1,25 mM 

Cebadores (4 μM de cada 

uno) 

0,75 7,5 pmol 7,5 pmol 7,5 pmol 

ADN polimerasa (Sigma) 0,1 0,5 U 0,5 U 0,5 U 

ADN 1,0 50-200 ng 50-200 ng 50-200 ng 

Agua MQ (Millipore) 15,4 hasta 25 μl hasta 25 μl hasta 25 μl 

Volumen total 25    

 

El programa que se empleó en el termociclador (Eppendorf Master Cycler) fue el siguiente: 

Ciclos Temperatura 

(ºC) 

Tiempo 

(minutos) 

 

1 95  3,5  Desnaturalización inicial 

 

30 

93,5 1 Desnaturalización  

58 0,66 Annealing: hibridación y unión del cebador 

72  1 Elongación 

1 72  5  Elongación final 

∞ 4 ∞ Mantenimiento 

 

Los productos de PCR (4-5 µl) se suplementaron (4:1 v/v) con SC y se emplearon para 

cargar geles de agarosa al 1% preparados en solución de electroforesis TBE. La electroforesis 

se realizó empleando una corriente continua de 60 V. Los geles se tiñeron con una solución de 

bromuro de etidio (0,5 µg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Como marcador de tamaño 

molecular se empleó el marcador de 75 - 20.000 pares de bases (Fermentas). En los geles 

debe comprobarse la presencia de una banda de ADN de tamaño molecular aproximado de 

550 pb, de 600 pb y de 700 pb, que corresponden a los tamaños moleculares de los productos 

de los genes atpD, glnII y recA, respectivamente. 

3.11.4. Amplificación y secuenciación del gen de nodulación nodC 

El gen nodC se amplificó usando los siguientes pares de oligonucleótidos: 
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Gen Cebador Secuencias Fuente 

nodC 

 

nodCF 5’- AYGTHGTYGAYGACGGTTC-3’ Laguerre et al. 2001 

nodCI 5’- CGYGACAGCCANTCKCTATTG-3’ 

 

y la siguiente mezcla de reacción: 

Producto y concentración 

Inicial 

Volumen 

(µl) 

Concentración 

 Final 

Tampón de reacción 10X 2,5 1X 

MgCl2 (25 mM) 2,5 2,5 mM 

dNTPs (10 mM) 0,5 1,25 mM 

nodCF (4 μM de cada uno) 1,5 15 pmol 

nodCI (4 μM de cada uno) 1,5 15 pmol 

ADN polimerasa (Sigma) 0,2 1 U 

ADN 1,0 50-100 ng 

Agua MQ hasta 25 μl  

Volumen total 25 μl  

 

El programa de amplificación que se empleó en el termociclador (Eppendorf Master Cycler) 

fue el siguiente: 

Ciclos Temperatura 

(ºC) 

Tiempo 

(minutos) 

 

1 95 3 Desnaturalización inicial 

 

 

35 

94 1 Desnaturalización 

55 1 Aannealing: hibridación y unión cebador 

72 2 Elongación 

1 72 7 Elongación final 

∞ 4 ∞  

 

Los productos de PCR (4-5 µl) se suplementaron (4:1 v/v) con SC y se emplearon para 

cargar geles de agarosa al 1% preparados en solución de electroforesis TBE. La electroforesis 

se realizó empleando una corriente continua de 60 V. Los geles se tiñeron con una solución de 

bromuro de etidio (0,5 µg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Como marcador de tamaño 

molecular se empleó el marcador de 75 - 20.000 pares de bases (Fermentas). En los geles 
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debe comprobarse la presencia de una banda de ADN de tamaño molecular aproximado de 

900 pb, que corresponde al tamaño molecular del producto del gen nodC. 

 

3.11.5. Purificación de los productos de amplificación 

En todos los casos, después de su amplificación mediante PCR, el ADN se purificó 

utilizando el producto comercial QIAquik PCR Product Purification Kit (QIAGEN
®

), como 

se describe a continuación: 

a. Adicionar 5 volúmenes de solución PB
®
 al producto de PCR. Mezclar por inversión 

manual. 

b. Pasar la mezcla a una columna de purificación
®
, adaptarle el tubo receptor y centrifugar a 

13.000 r.p.m. durante 1 minuto. 

c. Eliminar el líquido del fondo del tubo receptor. 

d. Adicionar 570 μl de solución PE
®
 previamente suplementada con 220 μl de etanol. 

Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 1 minuto. 

e. Eliminar el líquido del fondo del tubo receptor. Centrifugar de nuevo a 13.000 r.p.m. 

durante 1 minuto. 

f. Colocar la columna sobre un nuevo microtubo, adicionar 20-50 μl de agua destilada 

estéril en el centro de la columna, esperar 1 minuto y, finalmente, centrifugar a 13.000 r.p.m. 

durante 1 minuto. 

g. El ADN purificado se cuantificó de la forma descrita en el apartado 3.10.3. 

h. Mantener el ADN a -20 ºC hasta su uso. 

3.11.6. Secuenciación de ADN y análisis informático de las secuencias 

La mezcla de reacción para secuenciación de ADN se preparó en un microtubo de 0,5 ml 

que contenía ADN (40-100 ng), el cebador específico (6,4 picomoles) y agua bidestilada hasta 

un volumen final de 12 µl. Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo en un equipo 

Perkin Elmer, modelo ABI PRISM 3130xl, provisto de 16 capilares de 80 cm de longitud, 

utilizando el producto comercial Abi Prism (Perkin-Elmer) y la ADN polimerasa Amplitaq 

FS. La determinación de la secuencia se realizó mediante el sistema de terminadores 

marcados con fluorocromos. 
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Las secuencias obtenidas se visualizaron y limpiaron mediante el programa CHROMAS 

(disponible gratis en Internet, http://www.technelysium.com.au/chromas.html) y se 

compararon con las depositadas en GenBank mediante el programa BLASTN disponible tanto 

en el European Bioinformátic Institute (EBI, http://www.ebi.ac.uk) como en el National 

Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

El análisis filogenético se realizó empleando el programa MEGA5 (Tamura et al. 2011). 

Este sistema utiliza ClustalW (Thompson et al. 1994) para los alineamientos, el modelo de 2 

parámetros de Kimura (Kimura 1980) para el cálculo de distancias y el algoritmo neighbor-

joining de Saitou y Nei (1987) para la elaboración del árbol filogenético. El análisis de 

confianza (bootstrap) se basó en 1.000 repeticiones. Las tablas de similitudes se construyeron 

utilizando Phydit versión 3.1 (Chun, 2001), que emplea ClustalX (Larkin et al. 2007) para 

alinear las secuencias.  

3.12. Experimentos de nodulación 

3.12.1. Preparación de los inóculos 

Los inóculos bacterianos se obtuvieron a partir de cultivos frescos en medio sólido YEM 

que se recogieron con 5-10 ml del mismo medio líquido utilizando una espátula de Drigalsky 

hasta obtener una suspensión bacteriana de, aproximadamente, 10
8
 células viables por ml. La 

cantidad de células viables se estimó calculando el número de UFCs. Cada semilla se inoculó 

con 1 ml de la correspondiente suspensión bacteriana. 

3.12.2. Esterilización de semillas 

La esterilización de las semillas se llevó a cabo de la manera descrita en el apartado 3.9.1. 

3.12.3. Cultivo de plantas en jarra Leonard 

La jarra Leonard (Leonard 1943) consiste en un sistema de dos recipientes independientes, 

de los que el superior se rellena con vermiculita y el inferior con solución nutritiva mineral. 

Ambas partes están conectadas por una mecha de papel de filtro. El conjunto se esteriliza 

mediante autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. En la superficie de la vermiculita se realizan 

unos agujeros con una varilla estéril de vidrio donde se colocan las semillas ya desinfectadas 

y embebidas en agua destilada esteril (ver apartado 3.9.1). Cada semilla se inocula con 1 ml 

de la suspensión bacteriana en estudio. La capa superficial de vermiculita se cubre con perlita 

estéril, que evita la posible contaminación ambiental y refleja la luz, por lo que previene el 

http://www.technelysium.com.au/chromas.html
http://www.ebi.ac.uk/
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calentamiento excesivo de las semillas. Cada jarra se envuelve en papel opaco a la luz para 

evitar que ésta alcance las raíces. 

3.12.4. Solución mineral para el cultivo de plantas 

Se ha empleado la solución mineral descrita por Rigaud y Puppo (1975), cuya composición 

se describe a continuación: 

Macroelementos (por litro de agua) 

KH2PO4        68 mg 

K2HPO4        44 mg 

SO4Mg x 7H2O     123 mg 

K2SO4       174 mg 

SO4Ca       173 mg 

EDTA férrico (forma comercial Secuestrene)   25 mg. 

Microelementos (por litro de agua): 

MoO4Na2 x 2H2O     0,11 mg 

BO3H3       2,85 mg 

SO4Mn x 4H2O     3,07 mg 

SO4Zn x 7H2O     0,55 mg 

SO4Cu x 5H2O     0,20 mg 

 

La solución se esterilizó en autoclave a 120 ºC durante 20 minutos. 

3.13 Análisis de la diversidad bacteriana en las chacras maiceras 

3.13.1. Toma de muestras de suelo rizosférico y no rizosférico 

La toma de muestras del suelo de las diferentes chacras (Tabla 3.1) se realizó el 01de abril 

de 2010. Se utilizaron 15 plantas/chacra, de las que se recogió el suelo íntimamente adherido 

a la raíz hasta obtener unos 200 g de suelo rizosférico. En todos los casos, las plantas estaban 

en buen estado fitosanitario. Las plantas de maíz se encontraban en el periodo de llenado de 

granos y las de trébol al 10% de floración, aproximadamente. El suelo se guardó en tubos 

estériles tipo Falcon hasta su procesamiento en la EEZ-CSIC en Granada, España. El muestro 

del suelo no rizosférico se realizó en un espacio libre de la influencia de las raíces de las 

plantas, a una profundidad de 0-20 cm., similar a la de las raíces del maíz y trébol andino. 

Para cada tipo de suelo se tomaron 3 muestras en diferentes localizaciones de las chacras. 
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3.13.2. Extracción de ADN 

De cada una de las 3 muestras de suelo se tomaron 3 alícuotas, a partir de las cuales se 

llevó a cabo el aislamiento de ADN. Para ello, se ha utilizado la metodología descrita por 

Martin-Laurent et al. (2001), con algunas modificaciones, como se indica a continuación: 

a. Previamente, calcular el contenido en agua del suelo de cada una de las chacras. Pesar la 

cantidad equivalente a 0,25 g de suelo seco. Mantener a a -80 ºC hasta su empleo. 

b. Adicionar 0,5 g de cuentas de vidrio de 105 µm y 2 cuentas de vidrio de 2 mm a cada una 

de las muestras de suelo. 

c. Adicionar 1 ml de tampón de extracción formado por 100 ml de Tris HCl 1 M (pH 8), 200 

ml de EDTA 0,5 M (pH 8), 100 ml de NaCl 1 M, 50 ml de PVP40 al 20%, y 100 ml de SDS 

en 450 ml de agua. Las muestras se sometieron a agitación mecánica (1.600 r. p. m. durante 

30 s) usando un homogeneizador (mini bead beater) previamente enfriando a -20 ºC. 

Inmediatamente después incubar 10 minutos a 70 ºC y centrifugar 1 minuto (14.000 x g a 4 

ºC). Recoger el sobrenadante, (aproximadamente 0,75 ml), y transferirlo a un nuevo tubo. 

d. Adicionar al sobrenadante 1/10 de su volumen de una solución 5 M de acetato sódico (pH 

5,5). Agitar en vortex e incubar en hielo durante 10 minutos. Centrifugar 5 minutos a 14.000 x 

g y 4 ºC. Recuperar el sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo. 

e. Adicionar isopropanol frio (-20 ºC) en proporción 1:1 v/v del sobrenadante. Incubar a -20 

ºC un mínimo de 15 minutos, aunque es posible dejarlo toda una noche. Pasado este periodo, 

centrifugar 30 minutos a 14.000 x g a 4 ºC y eliminar el sobrenadante. Lavar el sedimento con 

etanol frio al 70% con cuidado de no resuspenderlo. Centrifugar 15 minutos a 14.000 x g a 4 

ºC. Eliminar los residuos de etanol y evaporar las trazas del mismo mediante desecación 

durante 15 minutos a 37 ºC. Resuspender el sedimento en 100 µl de tampón TE (pH 8), que 

debe contener el ADN. 

3.13.3. Purificación del ADN 

Se ha utilizado el producto comercial Geneclean
®
 Turbo Kit (MP Biomedicals), cuyos 

componentes son: (1) Geneclean
®
 Turbo Salt Solution, (2) Geneclean

®
 Turbo Wash 

Concentrate, (3) Geneclean
®

 Turbo Cartridges, (4) Geneclean
®
 Turbo Catch Tubes y (5) 

Geneclean
®
 Turbo Elution Solution. Su empleo se describe a continuación: 
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a. Adicionar 5 volúmenes de Geneclean
® 

Turbo salt solution a un volumen conocido de la 

solución de ADN y mezclar. Las muestras con una concentración mayor de 10 µg de ADN se 

deben diluir o dividir, porque la columna soporta solamente hasta 10 µg de ADN. 

b. Depositar ˂ 600 µl de la mezcla de ADN sobre el filtro Geneclean
®

 Turbo Cartridges (este 

dispositivo lleva inserto un filtro o membrana Glassmilk
® 

que captura el ADN) previamente 

colocado dentro de un tubo de captura sin tapa.  

c. Centrifugar a ˂ 14.000 x g hasta que todo el líquido haya pasado a través del filtro, 

aproximadamente unos 5 s. Repetir este procedimiento con el volumen remanente de la 

solución de mezcla de ADN. Vaciar el tubo de captura según sea necesario. 

d. Adicionar 500 µl de Geneclean
®
 Turbo Wash Solution al filtro (Geneclean

®
 Turbo 

Cartridges) 

e. Centrifugar a ˂ 14.000 x g durante 5 s. Vacíe el tubo de captura. 

f. Volver a centrifugar el filtro Geneclean
®
 Turbo Cartridges colocado dentro del tubo de 

captura a ˂ 14.000 g por un tiempo adicional de 4 minutos para eliminar los residuos de la 

solución de lavado (Geneclean
®
 Turbo Wash Solution). 

g. Colocar el Geneclean
®
 Turbo Cartridges (Geneclean

®
 Turbo Cartridges contiene el ADN), 

en un nuevo tubo de captura llamada Geneclean
®
 Turbo Catch. 

h. Adicionar 30 µl de Geneclean
®

 Turbo Elution Solution directamente sobre la membrana 

Glassmilk
®
 integrada en el Geneclean

®
 Turbo Cartridges e incubar a temperatura ambiente 

durante 5 minutos. 

i. Centrifugar a ˂ 14.000 x g durante 1 minuto para transferir el ADN como eluido al tubo de 

captura Geneclean
®

 Turbo Catch. Una vez centrifugado, descartar el Geneclean
®

 Turbo 

Cartridge y recoger el tubo de captura que contiene el ADN. El ADN está listo para su uso. 

3.13.4. Comprobación y cuantificación del ADN 

Es conveniente comprobar la presencia y calidad del ADN después de su extracción y 

purificación, Par ello, en ambos casos, alícuotas de 5 µl de la solución de ADN se 

suplementaron con 3 µl de SC y la mezcla se empleó para cargar geles de agarosa al 1% 

preparados en solución tampón TBE. La electroforesis se realizó empleando una corriente 

continua de 60 V. Los geles se tiñeron con una solución de bromuro de etidio (0.5 µg/ml) y se 

fotografiaron bajo luz UV. Como marcador de tamaño molecular se utilizó el denominado 

Molecular Marker III (Roche). En los geles debe comprobarse una banda superior a 20 kpb, a 
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veces se nota presencia ADN degradado con valores inferiores. La concentración de ADN se 

cuantificó como se indica en el apartado 3.10.3 

3.14. Aislamiento e identificación de endofitos de las raíces de plantas de maíz amiláceo  

3.14.1. Experimentos de planta trampa 

Se ha utilizado suelo no rizosférico de la chacra cultivada con maíz asociado con trébol 

andino (MT) y suelo de la chacra en 

descanso (D) que se mezclaron, de forma 

independientemente, con arena estéril (1:1 

v/v) para preparar macetas de 2 kg (Figura. 

3.8). Las macetas (5 macetas/tratamiento) se 

sembraron con semillas (3 semillas/maceta) 

de maíz amiláceo proporcionadas por los 

campesinos de Allpas. Previamente, las 

semillas se esterilizaron en superficie 

mediante tratamiento con alcohol etílico al 

70% durante 5 minutos, posterior inmersión 

en NaOCl al 5% durante 4 minutos y, finalmente, abundante lavado con agua destilada estéril 

(Nassar et al. 2005). Después de la emergencia, y una vez bien establecidas, se dejó una sola 

planta/maceta. Las macetas se colocaron en un invernáculo, a temperatura ambiente, en las 

dependencias de la Estación Experimental del Zaidín-CSIC, en Granada. Las plantas se 

cultivaron durante 70 d, desde el 12 de abril hasta el 21 de junio de 2011. Durante este tiempo 

se regaron con agua estéril de acuerdo a las necesidades del cultivo. 

3.14.2. Esterilización de raíces y aislamiento de endofitos 

Se ha seguido la metodología descrita 

por McInroy y Kloepper (1995). Para 

ello, las plantas de maíz se cortaron unos 

5 cm por encima del nivel del suelo 

(Figura 3.9), y las raíces se lavaron con 

abundante agua estéril. Las raíces de cada 

tratamiento se esterilizaron 

superficialmente de la siguiente manera: 

a. Aproximadamente 0,5 g de raíces 

Figura 3.8. Emergencia y crecimiento del maíz amiláceo 

Figura 3.9. Raíces de maíz para aislamiento de endofitos 

endófito.amiláceo 
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previamente cortadas en secciones de 2 mm de diámetro y 5 cm de largo (Manter et al. 2010) 

se colocaron en tubos Falcon y se lavaron abundantemente (5 veces al menos) con agua 

destilada estéril de manera que se elimine todo el suelo adherido a la raíz. 

b. Sumergir las raíces en etanol al 99% durante 60 s. Tapar herméticamente el tubo Falcon y 

agitar manualmente. Eliminar el etanol. 

c. Adicionar NaOCl al 5% durante 15 minutos. Agitar cada cierto tiempo. 

d. Eliminar el NaOCl y sumergir nuevamente las raíces en etanol al 99% durante 30 s. 

e. Lavar 5 veces con agua destilada estéril  

f. Colocar las raíces en un mortero empleando una pinza estéril y cortarlas con un escalpelo en 

trozos de aproximadamente de 0,5 cm de tamaño. 

g. Adicionar 1 ml de tampón fosfato 67 mM y homogeneizar las raíces con una varilla de 

vidrio estéril.  

h. Utilizar el extracto resultante para inocular placas Petri con medio YEM (Vincent 1970). 

Para comprobar la eficacia de la 

esterilización, 3 raíces se frotaron sobre 

placas Petri rellenas con medio YEM 

(Figura 3.10). Todos los cultivos se 

incubaron a 30 ºC durante 8 d. Las 

unidades formadoras de colonias (UFCs) 

con diferente morfología que aparecieron 

en las placas se seleccionaron mediante 

inspección ocular con una lupa de 

aumento 10X y cada una de ellas se 

resembró en placas Petri con medio 

YEM hasta la obtención de colonias morfológicamente uniformes.  

 

3.14.3. Identificación de endofitos de las raíces de maíz amiláceo 

Se llevó a cabo mediante amplificación y secuenciación del gen 16S rRNA de manera 

similar a la descrita para identificar los endosimbiontes de los nódulos de trébol andino (ver 

apartados 3.10.1, 3.10.2 y 3.10.3). 

Figura 3.10. Crecimiento en medio YEM de endofitos 

aislados de raíces de maíz amiláceo. 



 

56 
 

3.14.4. Aislamiento de ADN de las raíces de maíz amiláceo 

Se utilizaron 3 plantas de maíz, cada una de una maceta diferente de las cultivadas en 

condiciones de invernáculo. De cada grupo de raíces (1 g) se tomaron 3 submuestras (0,25 g) 

luego, se cortaron y esterilizaron de forma independiente de la manera descrita en el apartado 

3.14.2. Además, para facilitar el aislamiento, una vez estéril superficialmente las raíces, se 

cortaron en piezas de, aproximadamente, 1 mm de longitud. El aislamiento, purificación y 

cuantificación de ADN de endofitos del maíz, se realizó como se indica en los apartados  

3.13.2, 3.13.3 y 3.13.4, respectivamente. 
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3.15. Pirosecuenciación 

La diversidad bacteriana en suero rizosférico y no rizosférico, así como de los endofitos de las 

raíces de maíz amiláceo, se evaluó mediante pirosecuenciación utilizando el sistema 454 GS 

FLX Titanium lo que llevó a cabo la empresa Life Sequencing S. L. (Valencia, España). 

3.15.1. Amplificación del gen 16S rRNA 

Se han utilizado los cebadores U519F y U926R descritos por Baker et al. (2003), que 

reconocen las regiones hipervariables V4 y V5 del gen. Para cada ADN a amplificar, los 

cebadores se complementaron en sus extremos 5’ y 3’con una secuencia de 8 nucleótidos 

(MID, Multiplex Identifier) (Parameswaran et al. 2007), que permiten la identificación del 

producto amplificado y unas secuencias de ADN que, a modo de adaptadores, son necesarios 

para la pirosecuenciación como describen Roesch et al. (2007), Margulies et al. (2005) y 

Knapp y Hofreiter (2010). Las secuencias de los cebadores, de los MIDs y de los adaptadores 

utilizados para amplificar el ADN aislado del suelo y el de las raíces de maíz se indican en las 

tablas 3.4 y 3.5, respectivamente. 
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Tabla 3.4. Secuencias de los adaptadores, MIDs y cebadores utilizados para amplificar el gen 16S rRNA de cada una de las muestras de ADN 

aislado de suelo rizosférico (SR) y no rizosférico (SNR) de la chacras de Allpas.  

Muestra Nombre del cebador Adaptador MID Secuencia del cebador 

MT-SR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    CCGTTACG 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ CCGTTACG 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

MT-SNR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    TTAGGTAC 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ TTAGGTAC 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

MF-SR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    CCTGGCAT 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ CCTGGCAT 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

MF-SNR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    AAGAACGT 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ AAGAACGT 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

M-SR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    TTCAAGTC 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ TTCAAGTC 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

M-SNR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    CCATTGCA 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ CCATTGCA 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

T-SR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    CCTCCTGA 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ CCTCCTGA 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

T-SNR 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    GGCAATGC 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ GGCAATGC 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 

D 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    GGCTTCAG 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ GGCTTCAG 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 
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Tabla 3.5. Secuencias de los adaptadores, MIDs y cebadores utilizados para amplificar el gen 16S rRNA de cada una de las muestras de ADN 

aislado de las raíces de maíz amiláceo. 

 

Muestra Nombre del cebador Adaptador MIDs Secuencia del cebador 

MT 
U519F 5’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-3’    CCGTTACG 5'-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3' 

U926R 5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’ CCGTTACG 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3' 
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La mezcla de reacción para la amplificación del ADN es la recomendada por Life 

Sequencing S. L., cuya composición se indica a continuación: 

 

Producto y concentración 

inicial 

Volumen 

(µl) 

Concentración 

Final 

Taq Master 5X 5,0 5 µl 

Taq Buffer con Mg
2
 10X 2,5 2,5 µl 

MgCl2 (25 mM) 1,0 2,5 mM 

dNTPs (10 mM) 1,0 0,25 mM 

U519F (10 mM) 1,0 0,4 µM 

U926R (10 mM) 1,0 0,4 µM 

Taq ADN polimerasa  0,15 0,75 U 

ADN molde 1,0 3-6 ng 

Agua MQ 12,35  

Volumen total 25,0  

 

El programa de amplificación que se empleó en el termociclador (Eppendorf Master 

Cycler) fue el siguiente: 

Ciclo

s 

Temperatura (ºC) Tiempo (s)  

1 94  180 Desnaturalización inicial 

 

 

25 

94  15 Desnaturalización  

 

55  

 

45 

Hibridación de las cadenas de ADN y 

unión de los cebadores (“annealing”) 

72  60 Elongación 

1 72  480 Elongación final 

∞ 4  ∞ Mantenimiento 

 

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% 

preparados en solución tampón TAE (40 mM Tris acetato (pH8.0) y 1 mM (Na2EDTA), 

sometido a una corriente continua de 80 V por una hora. Antes de la carga, las alícuotas de 

ADN se suplementaron (5:1 v/v) con SC. Los geles se tiñeron en una solución de bromuro de 

etidio (0,5 µg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV. Como marcador de peso molecular se 
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utilizó ADN del fago Φ29 digerido con HindIII (Servicio de Fermentación-CBM-UAM). Este 

marcador se compone de 14 fragmentos de ADN de 72, 156, 273, 453, 579, 611, 759, 1.150, 

1.331, 1.933, 2.201, 2.498, 2.899 y 4.370 bp. 

3.15.2. Purificación de los productos de amplificación 

Mientras que el empleo como molde del ADN amplificado a partir de muestras de suelo 

resultó en la presencia de una única banda de ADN de tamaño molecular aproximado de 

0.474 kb en los geles de agarosa, la amplificación del ADN procedente de las raíces de maíz 

resultó en la presencia de dos bandas de ADN con tamaños aproximados de 0.6 y 0.474 kb. 

En este último caso, para prevenir problemas durante la pirosecuenciación, el aislamiento de 

ADN se llevó a cabo mediante su extracción de geles de agarosa empleando el sistema 

Ilustra
TM

 GFX
TM

 (GE Healthcare). Los protocolos correspondientes a cada procedimiento se 

exponen a continuación. 

3.15.2.1. Purificación de los productos amplificados a partir de ADN procedente del suelo  

Una vez comprobada la presencia de una banda de ADN de 0.474 kb, se empleó el 

producto comercial Amicon Ultra, - 0,5 ml, 100K (Ultracel, Millipore), de la siguiente 

manera: 

a. Insertar la columna Amicon Ultra en un microtubo de 1,5 ml. 

b. Adicionar 500 µl del producto amplificado mediante PCR a la columna y taparla. 

c. Centrifugar a 14,000 x g durante 10 minutos y eliminar el eluído. 

d. Lavar con 500 µl de buffer Tris-EDTA (TE) y eliminar el eluído. 

e. Colocar la columna con la boca hacia abajo en un nuevo microtubo. 

f. Para recuperar el ADN concentrado, centrifugar por 120 s a 1000 x g  

l. El ADN ultra filtrado y concentrado se encuentra en el microtubo en un volumen de 15 a 20 

µl 

3.15.2.2. Purificación de los productos amplificados a partir de ADN de las raíces de maíz  

a. Pesar un microtubo de 1,5 ml 

b. Cortar la banda correspondiente a 0.474 kb del gel de agarosa y colocarla en el microtubo. 

Pesar de nuevo y calcular el peso de la agarosa. 

c. Adicionar 10 µl de solución de captura tipo-3 por cada 10 mg de peso de la agarosa 
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d. Mezclar por inversión y calentar la mezcla a 60 ºC hasta que se disuelva la agarosa. 

Observar la aparición de color amarillo-naranja pálido. 

e. Colocar dentro de un microtubo la columna GFX MicroSpin
TM

 

f. Adicionar 600 µl de solución de captura tipo-3 a la columna GFX MicroSpin
TM

 e incubar 

60 s a temperatura ambiente. 

g. Centrifugar 30 s a 16.000 x g. 

h. Eliminar el eluído. 

i. Mantener la columna dentro del microtubo, cargar más muestra y repetir los pasos f, g y h. 

j. Adicionar 500 µl de solución de lavado tipo-1. 

k. Centrifugar 30 s a 16.000 x g. 

l. Descartar el eluído. 

m. Transferir la columna GFX MicroSpin
TM

 a un nuevo microtubo de 1,5 ml. 

n. Adicionar 30 µl de solución de elución Tipo-4 ó 6 e incubar 60 s a temperatura ambiente. 

o. Centrifugar 60 s a 16.000 x g 

p. Recuperar el eluído donde se encuentra el ADN. 

q. Cuantificar y almacenar el ADN a -20 ºC. 

3.16. Preparación de las muestras para pirosecuenciación 

Tanto para las muestras de suelo como de las raíces de maíz amiláceo, El ADN de cada 

una de las 9 submuestras/tratamiento se mezcló y se empleó para la amplificación del gen 16S 

rRNA. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo hasta conseguir una concentración 

mínima de 300 ng/μl, en un volumen total de 20 μl. Para la pirosecuenciación del ADN 

aislado de suelo se prepararon 2 librerías genómicas, L-SR y L-SNR, la primera formada por 

las muestras MT-SR, MF-SR, T-SR y M-SR, correspondientes al suelo rizosférico y la 

segunda por las muestras MT-SNR, MF-SNR, T-SNR, M-SNR y D, correspondientes al suelo 

no rizosférico (para la nomenclatura de las muestras ver tabla 3.2). 

Para la pirosecuenciación del ADN procedente de los endofitos de las raíces de maíz se 

preparó una única librería, L-EMT, formada por una única muestra (EMT) resultante de la 

mezcla equimolar de tres extracciones diferentes de ADN. 
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Para la construcción de las librerías, las distintas muestras se mezclaron en concentraciones 

equimolares. Cada librería se secuenció en un octavo de placa por lo que, en teoría, se podrían 

obtener 150.000 lecturas. 

3.17. Análisis de las secuencias procedentes de la pirosecuenciación 

Las secuencias procedentes de la pirosecuenciación se trataron empleando el programa 

Ribosomal Database Proyect (RDP), Release 10 (http://pyro.cme.msu.edu/) (Roesch et al. 

2007; Cole et al. 2009). Los cebadores, MIDs, adaptadores y aquellas otras secuencias de 

menos de 200 pb, o que contienen más de dos errores en la lectura de los nucleótidos, se 

eliminaron utilizando “Pipeline inicial process” de RDP (Nacke et al. 2011). 

Las secuencias así cualificadas se analizaron empleando las herramientas disponibles en el 

RDP. “Aligner” permite el alineamiento de las secuencias (Nawrocki y Eddy 2007; Cole et al. 

2009, Schloss 2009) y “Complete linkage clustering” las agrupa en Unidades Taxonómicas 

Operativas (OTUs) (Wang et al. 2007). En este trabajo las secuencias se agruparon 

(clustering) al 97% de similitud (Schloss y Handelsman 2005; Schloss y Westcott 2011). La 

clasificación taxonómica de las secuencias se llevó a cabo con la herramienta “Classifier” 

utilizando un umbral de confianza del 80% (Cole et al. 2005). Los índices para comparar las 

secuencias de las librerías L-SR y L-SNR se empleó “Library compare” (Cole et al. 2005; 

Edwards et al. 2006; Wang et al. 2007), “Rarefaction” para calcular las curvas de rarefacción 

(Roesch et al. 2007, Hale et al. 2009). 

Los índices de diversidad alpha ACE (Chao y Bunge 2002), Chao1 y Shannon (Chao 1984; 

Chao y Lee 1992; Smith y van Belle 1984), Simpson (Simpson 1997) y Jackniffe (Burnham y 

Overton 1979) se calcularon utilizando el programa SPADE (Chao and Shen, 2010) con los 

archivos generados en RDP. El índice de biodiversidad beta de Jaccard-Sørensen”se calculó 

mediante el comando “Jaccard-Sorensen” de RDP (Chao et al 2006; Youssef et al. 2010). 

RDP también generó los archivos para el programa MOTHUR version 1.24.1. (Schloss et al. 

2009; Singleton et al. 2001; Gaidos et al. 2010), del que se empleó el comando Libshuff para 

el análisis comparativo de las secuencias. 

http://pyro.cme.msu.edu/
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4.1. Propiedades físico-químicas de los suelos de las chacras de Allpas 

De acuerdo al Manual de Interpretación de Análisis de Suelos (Guerrero 1998), los suelos 

de las chacras de Allpas poseen son ligeramente ácidos, sin problemas de sales, bajo 

contenido en carbonatos, contenido medio en materia orgánica y elevada concentración de P y 

K. Según el porcentaje de arena, limo y arcilla, se trata de suelos de textura franco-arenosa. 

Estos datos indican que tales reúnen las condiciones edafológicas adecuadas para el 

crecimiento y desarrollo de los cultivos de maíz y trébol andino (Manrique 1997; Antonini et 

al. 2008). 

Tabla 4.1 Análisis físico-químico de los suelos de las chacras maiceras de Allpas 

Fr. A. = Franco Arenoso 

Parámetros 

 

Cultivos en las chacras 

Maíz 

asociado con 

trébol 

 

Trébol 

Maíz con 

fertilización 

química 

 

Maíz 

 

Descanso 

A
n
ál

is
is

 

m
ec

án
ic

o
 

Arena  % 62,00 60,00 64,00 54,00 54,00 

Limo  % 32,00 32,00 28,80 28,00 28,00 

Arcilla  % 6,00 8,00 8,00 18,00 18,00 

Clase textural Fr. A Fr. A. Fr. A. Fr. A. Fr. A. 

pH (1:1) 6,34 6,04 6,27 6,33 6,10 

C.E (1:1) (dS/m) 0,20 0,21 0,24 0,17 0,23 

CaCO3 (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

M.O (%) 3,38 2,84 2,57 2,97 2,37 

P (ppm) 23,6 28,8 32,30 15,28 14,90 

K (ppm) 476 575 594,00 316,00 549,00 

CIC 

m
eq

/1
0
0
g
 

16,80 15,20 12,64 22,56 10,88 

C
at

io
n
es

 

ca
m

b
ia

b
le

s 

Ca
++

 12,33 11,40 7,45 11,92 6,47 

Mg
++

 2,06 2,40 1,25 9,50 1,12 

K
+
 1,13 1,06 0,93 0,77 0,94 

Na
+
 0,27 0,34 0,37 0,37 0,34 

Al
+3 

H
+ 

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Suma de cationes 15,80 15,20 10,00 22,56 8,86 

Suma de bases 15,80 15,20 10,00 22,56 8,86 

% Saturación de bases 94,00 100,00 79,00 100,00 81 
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4.2. Análisis foliar del trébol andino (M. hispida G). 

El contenido en macro y micronutrientes de las hojas y tallos de trébol andino se presenta 

en la Tabla 4.2. Mientras que las concentraciones de N, P, K, S, Mg, Ca, Fe Mn, B y Na se 

encuentran en el rango típico para estos elementos, los valores de Cu y Zn son inferiores a las 

concentraciones normales (5-20 ppm para el Cu y 25-150 ppm para el Zn) (Piaggesi 2004; 

Barbazán 1998). 

Tabla 4. 2. Análisis foliar del trébol andino (M. hispida G.) crecido en una chacra maicera 

cultivada con maíz asociado a trébol andino. 

Parámetro Valor 

Materia seca (%) 14,03 

N (%) 4,40 

P (%) 0,44 

K (%) 3,18 

Ca (%) 1,71 

Mg (%) 0,30 

S (%) 0,14 

Na (%) 0,06 

Zn (ppm) 24 

Cu (ppm) 4 

Mn (ppm) 66 

Fe (ppm) 134 

B (ppm) 145 
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4.3. Identificación de endosimbiontes aislados de nódulos de trébol andino 

Después de la incubación en medio YEM del extracto obtenido de los nódulos de trébol 

andino se obtuvieron 54 UFCs morfológicamente diferentes. La huella genética (fingerprint) 

de cada una de las cepas obtenida mediante REP-PCR permitió la construcción, utilizando el 

programa informático InfoQuest FP, de un dendrograma que mostró, para valores de 

identidad superiores al 90%, que las cepas se distribuyeron en 31 grupos (Figura 4.1). 

Después de la amplificación y secuenciación parcial del gen 16 rRNA de cada una de las 

cepas representativas de cada grupo REP, la búsqueda mediante el programa BLASTN de 

secuencias homólogas depositadas en los Bancos de Datos estableció que sólo 8 de las 31 

cepas (25%) son miembros del orden Rhizobiales de las Alphaproteobacteria (Tabla 4.3 y 

Figura 4.2). El género más abundante fue Ensifer (75%) (previamente Sinorhizobium), 

seguido de Rhizobium y Kaistia, cada uno con el 12,5%. Se detectó, además, la presencia de 

bacterias no incluidas en el orden Rhizobiales, que representaron el 75% del total de cepas 

aisladas (Tabla 4.3 y Figura 4.2). De ellas, el 42% corresponde al género Pseudomonas, el 7% 

a cada uno de los géneros Rheinheimera, Stenotrophomonas y Xhanthomonas, y el 3% a cada 

uno de los géneros Achromobacter, Duganella, Microbacterium y Sphingopyxis (Tabla 4.3 y 

Figura 4.2). Estas cepas no ha sido objeto de este estudio en nuestro trabajo. 

 

Figura 4.2. Representación gráfica del porcentaje de bacterias aisladas de nódulos de trébol 

andino (M. hispida G.). 
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Figura 4.1. Dendrograma normalizado correspondiente a la REP-PCR de las cepas aisladas de 

los nódulos de M. hispida G. 
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Tabla 4.3. Identificación de cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida G.). Las cepas en negrita indican las cepas representativas de 

cada grupo. 

Grupo 

REP 

Cepas* Especie filogenética más 

cercana 

Familia Orden Clase 

I AP17, AP2, AP31, AP33 Kaistia granuli
1
 Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 

II AP30 Stenotrophomonas spp
2
 Xanthomonadaceae Xanthomonadales Gammaproteobacteria 

III AP34 Pseudomonas spp
2
 Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

IV AP1 Sinorhizobium medicae
1 

Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 

V AP37 Sinorhizobium medicae
1
 Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 

VI AP42 Xanthomonas spp
2
  Xanthomonadaceae Xanthomonadales Gammaproteobacteria 

VII AP48, AP53, AP54, AP55, 

AP57, AP58 

Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

VIII AP62, AP63, AP64 Microbacterium spp
2
 Microbacteriaceae Actinomycetales Actinobacteria  

IX AP65 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

X AP61, AP66, AP68 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XI AP69, AP70 Sinorhizobium medicae
1
 Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 

XII AP49 Pseudomonas spp
2
 Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XIII AP27, AP29 Sinorhizobium medicae
1
 Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 

XIV AP3, AP6, AP7, AP8, AP25 Pseudomonas spp
2 

Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XV AP22, AP23, AP24 Achromobacter spp
2
  Alcaligenaceae Burkholderiales Betaproteobacteria 

XVI AP19 Xanthomonas spp
2
 Xanthomonadaceae Xanthomonadales Gammaproteobacteria 

XVII AP26 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XVIII AP9 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XIX AP4 AP5 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XX AP47 Duganella spp.
2
  Oxalobacteraceae Burkholderiales Betaproteobacteria 

XXI AP13, AP14, AP52 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XXII AP12 Rhizobium giardinii
1
 Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 

XXIII AP11 Rheinheimera spp
2
 Chromatiaceae Chromatiales Gammaproteobacteria 

XXIV AP15 Sinorhizobium medicae
1
 Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 

XXV AP18 Stenotrophomonas spp
2
 Xanthomonadaceae Xanthomonadales Gammaproteobacteria 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=82115&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=356&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28211&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=32033&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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*AP, Acobamba-Perú 

1
La secuenciación del gen 16S rRNA se llevó a cabo empleando los oligonucleótidos fD1 y rD1. 

2
La secuenciación del gen 16S rRNA se llevó a cabo empleando sólo el oligonucleótido fD1 

 

XXVI AP10 Rheinheimera spp.
2
  Chromatiaceae Chromatiales Gammaproteobacteria 

XXVII AP51 Pseudomonas spp
2
 Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XXVIII AP20 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XXIX AP46 Sphingopyxis spp.
2
  Sphingomonadaceae Sphingomonadales Alphaproteobacteria 

XXX AP21 Pseudomonas spp
2
  Pseudomonadaceae Pseudomonadales Gammaproteobacteria 

XXXI AP28 Sinorhizobium medicae
1
 Rhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria 
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La construcción de un árbol filogenético utilizando las secuencias del gen 16S rRNA de las 

cepas seleccionadas en cada grupo REP-PCR y de las cepas tipo de diversos géneros del 

orden Rhizobiales demostró que las cepas AP1, AP15, AP28, AP29, AP37 y AP70 se 

agruparon con E. medicae A321
T
, la cepa AP12 lo hizo con R. giardinii H152

T
 y 1a cepa AP2 

con K. granuli Ko04
T
 (Figura 4.3). Igualmente, un árbol filogenético utilizando las secuencias 

del gen 16S rRNA de las cepas AP1, AP15, AP28, AP29, AP37 y AP70 y las de diversas 

especies tipo del género Ensifer demostró que se agrupan con E. medicae A321
T
 (Figura 4.4). 

El alineamiento entre las cepas aisladas de M. hispida y las especies tipo de Ensifer mostró 

que las cepas AP1, AP15, AP28, AP29, AP37 y AP70 tienen un 99,92%, 99,56%, 99,85%, 

98,43%, 100% y 99.07% de similitud, respectivamente, con E. medicae A321
T
 (Tabla 4.4). 

Los alineamientos de las cepas AP12 y AP2 indicaron que presentan una similitud del 99.0% 

y del 99.04%, respectivamente, con R. giardinii H152
T
 (Tabla 4.5) y K. granuli Ko04

T
 (Tabla 

4.6). 

Para continuar su caracterización, se llevó a cabo la amplificación y secuenciación de los 

genes atpD, glnII y recA de las cepas aisladas de nódulos de M. hispida. La amplificación del 

gen atpD de cada cepa produjo 1 fragmento de ADN de, aproximadamente, 0.550 kb cuya 

secuencia de nucleótidos fue idéntica para cada una de las seis cepas, y mostró 100% de 

identidad con E. medicae A321
T
 (Tabla 4.7). La construcción de un árbol filogenético 

utilizando las secuencias del gen atpD de las cepas AP1, AP15, AP28, AP29, AP37 y AP70 y 

las de diversas especies tipo del género Ensifer demostró que se agrupan con E. medicae 

A321
T
 (Figura 4.5). La amplificación del gen glnII produjo 1 fragmento de ADN de 

aproximadamente 0.600 kb cuya secuencia de nucleótidos fue idéntica (100% de similitud) 

entre cada una de las cepas AP1, AP15, AP28, AP29, AP37 y AP70 (Tabla 4.8). La 

construcción del correspondiente árbol filogenético mostró que las secuencias de las 6 cepas 

se agrupan con la del gen glnII de E. medicae A321
T
 (Figura 4.6). La amplificación del gen 

recA resultó en un fragmento de ADN de aproximadamente 0.700 kb, cuya secuencia (100% 

de similitud) fue idéntica entre las 6 cepas y la del gen recA de E. medicae A321
T
 (Tabla 4.9). 

La construcción del correspondiente árbol filogenético mostró que las 6 cepas se agrupan con 

E. medicae A321
T
 (Figura 4.7). 
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Figura 4.3. Árbol filogenético, basado en las secuencias parciales (1.267 pares de bases) del 

gen 16S rRNA, de las cepas aisladas de nódulos de M. hispida. Se realizaron 1000 bootstraps 

y los valores inferiores al 70% no se muestran. Entre parénteis se indican los números de 

acceso de cada cepa. La barra representa una sustitución de un nucleótido por cada 100 

nucleótidos. El árbol está enraizado en Ralstonia pickettii LMG 5942
T
. 
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Figura 4.4. Árbol filogenético, basado en las secuencias parciales (1.267 pares de bases) del 

gen 16S rRNA, de las cepas de Ensifer aisladas de nódulos de M. hispida y las de las cepas 

tipo del mismo género. Se realizaron 1000 bootstraps y los valores inferiores al 70% no se 

muestran. Entre parénteis se indican los números de acceso de cada cepa. La barra representa 

una sustitución de un nucleótido por cada 100 nucleótidos. El árbol está enraizado en 

Bradyrhizobium japonicum USDA6
T
. 
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Tabla 4.4. Valores de similitud entre las secuencias alineadas del gen 16S rRNA de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida) y 

especies tipo del género Ensifer 

 

E.  

medicae 

AP1 

E.  

medicae 

AP29 

E.  

medicae 

AP70 

E.  

medicae 

AP28 

E.  

medicae 

AP15 

E.  

medicae 

A321
T
 

E. 

 medicae 

AP37 

E. arboris 

HAMBI 

1552
T
 

E. meliloti 

LMG 

6133
T
 

E. saheli 

LMG 

7837
T
 

E. terangae 

LMG 

6463
T
 

E. kostiense 

HAMBI 

1489
T
 

E. fredii 

ATCC 

35423
T
 

E. 

morelense 

LcO4
T
 

E. medicae 

AP1 --- 1/1315 1/1315 2/1315 1/1315 1/1315 0/1241 7/1315 5/1315 22/1315 30/1315 28/1315 19/1315 29/1315 

E. medicae 

AP29 99.92 --- 11/1394 2/1335 2/1379 22/1403 12/1266 28/1403 26/1403 49/1403 57/1403 49/1403 40/1400 50/1403 

E. medicae 

AP70 99.92 99.21 --- 2/1335 4/1379 13/1395 11/1273 23/1401 21/1401 44/1401 52/1401 44/1401 35/1398 45/1401 

E. medicae 

AP28 99.85 99.85 99.85 --- 1/1335 2/1335 2/1250 8/1335 6/1335 23/1335 31/1335 29/1335 20/1335 30/1335 

E. medicae 

AP15 99.92 99.85 99.71 99.93 --- 6/1379 6/1259 12/1379 10/1379 33/1379 41/1379 33/1379 24/1376 34/1379 

E. medicae 

A321
T
 99.92 98.43 99.07 99.85 99.56 --- 0/1267 6/1423 4/1423 27/1423 35/1423 27/1423 18/1420 28/1423 

E. medicae 

AP37 100.00 99.05 99.14 99.84 99.52 100.00 --- 11/1280 8/1280 25/1280 31/1280 30/1280 22/1280 30/1280 

E. arboris 

HAMBI1552
T
 99.47 98.00 98.36 99.40 99.13 99.58 99.14 --- 6/1437 23/1437 33/1437 23/1437 18/1434 31/1437 

E. meliloti 

LMG 6133
T
 99.62 98.15 98.50 99.55 99.27 99.72 99.38 99.58 --- 23/1437 35/1437 25/1437 16/1434 28/1437 

E. saheli 

LMG 7837
T
 98.33 96.51 96.86 98.28 97.61 98.10 98.05 98.40 98.40 --- 15/1437 20/1437 11/1434 30/1437 

E. terangae 

LMG 6463
T
 97.72 95.94 96.29 97.68 97.03 97.54 97.58 97.70 97.56 98.96 --- 22/1437 23/1434 30/1437 

E. kostiense 

HAMBI 1489
T
 97.87 96.51 96.86 97.83 97.61 98.10 97.66 98.40 98.26 98.61 98.47 --- 13/1434 31/1437 

E. fredii 

ATCC 35423
T
 98.56 97.14 97.50 98.50 98.26 98.73 98.28 98.74 98.88 99.23 98.40 99.09 --- 22/1472 

E. morelense 

LcO4
T
 97.79 96.44 96.79 97.75 97.53 98.03 97.66 97.84 98.05 97.91 97.91 97.84 98.51 --- 

a. Triángulo inferior izquierda contiene el porcentaje de similitud del total de nucleótidos 

b. Triángulo superior derecha contiene el número de observaciones diferentes/total nucleótidos. 
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Tabla 4.5. Valores de similitud entre las secuencias alineadas del gen 16S rRNA de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida) y 

diversas especies tipo del género Rhizobium. 

 

R. tropici 

CIAT 899
T
 

R. giardinii 

H152
T
 

R. huautlense 

SO2
T
 

R. mongolense 

USDA 1844
T
 

R. galegae 

HAMBI 540
T
 

R. gallicum 

R602sp
T
 

R. etli 

CFN 42
T
 

R. leguminosarum 

bv. viciae 

USDA 2370
T
 

R. lusitanum 

P1-7
T
 AP12 

R. tropici 

CIAT 899
T
 --- 61/1470 73/1459 54/1417 78/1431 55/1470 41/1454 33/1419 15/1469 66/1401 

R. giardinii 

H152
T
 95.85 --- 57/1461 65/1419 63/1433 63/1474 63/1456 62/1421 51/1472 14/1407

b
 

R. huautlense 

SO2
T
 95.00 96.10 --- 42/1419 8/1433 44/1461 58/1454 56/1421 63/1460 63/1403 

R. mongolense 

USDA 1844
T
 96.19 95.42 97.04 --- 46/1419 9/1419 26/1419 35/1419 

b
 49/1418 71/1402 

R. galegae 

HAMBI 540
T
 94.55 95.60 99.44 96.76 --- 48/1433 61/1433 60/1419 70/1432 69/1403 

R. gallicum 

R602sp
T
 96.26 95.73 96.99 99.37 96.65 --- 28/1456 36/1421 47/1472 72/1404 

R. etli 

CFN 42
T
 97.18 95.67 96.01 98.17 95.74 98.08 --- 17/1421 32/1456 68/1403 

R. leguminosarum 

bv. viciae USDA 

2370
T
 97.67 95.64 96.06 97.53 95.77 97.47 98.80 --- 28/1420 68/1402 

R. lusitanum 

P1-7
T
 98.98 96.54 95.68 96.54 95.11 96.81 97.80 98.03 --- 57/1402 

AP12 95.29 99.00
a
 95.51 94.94 95.08 94.87 95.15 95.15 95.93 --- 

a. Triángulo inferior izquierda contiene el porcentaje de similitud del total de nucleótidos 

b. Triángulo superior derecha contiene el número de observaciones diferentes/total nucleótidos. 
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Tabla 4.6. Valores de similitud entre las secuencias alineadas del gen 16S rRNA de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida) y 

diversas especies tipo del género K. 

 

 

K. adipata  

Chj404
T
 

K. soli  

5Yn9-8
T
 

K. granuli  

Ko04
T
 AP2 

K. adipata  

Chj404
T
 --- 50/1388 33/1398 28/1346 

K. soli  

5Yn9-8
T
 96.40 --- 41/1390 43/1345 

K. granuli  

Ko04
T
 97.64 97.05 --- 13/1355

b
 

AP2 97.92 96.80 99.04
a
 --- 

a. Triángulo inferior izquierda contiene el porcentaje de similitud del total de nucleótidos 

b. Triángulo superior derecha contiene el número de observaciones diferentes/total nucleótidos. 
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Tabla 4.7. Valores de similitud entre las secuencias alineadas del gen atpD de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida) y 

diversas especies tipo del género Ensifer. 

 

E.  

saheli 

LMG 

7837
T
 

E. 

arboris 

LMG 

14919
T
 

E. 

terangae 

LMG 

7834
T
 

E. 

meliloti 

USDA 

1002
T
 

E. 

medicae 

A321
T
 

E. 

medicae 

WSM419 

E. 

medicae 

AP37 

E. 

medicae 

AP70 

E. 

medicae 

AP29 

E. 

medicae 

AP28 

E. 

medicae 

AP15 

E. 

medicae 

AP1 

E. 

 fredii 

USDA 205
T
 

E.  

morelense 

LMG 1331
T
 

E. saheli  

LMG 7837
T
 --- 35/443 32/443 33/443 36/442 37/443 37/443 37/443 37/443 37/443 37/443 37/443 41/442 38/443 

E. arboris 

LMG 14919
T
 92.10 --- 36/443 46/474 44/442 47/474 47/474 47/474 47/474 47/474 47/474 47/474 41/442 52/474 

E. terangae 

LMG 7834
T
 92.78 91.87 --- 35/443 38/442 39/443 39/443 39/443 39/443 39/443 39/443 39/443 36/442 43/443 

E. meliloti 

USDA 1002
T
 92.55 90.30 92.10 --- 34/442 37/474 37/474 37/474 37/474 37/474 37/474 37/474 41/442 46/474 

E. medicae 

 A321
T
 91.86 90.05 91.40 92.31 --- 0/442 0/442 0/442 0/442 0/442 0/442 0/442 42/441 48/442 

E. medicae  

WSM419
T
  91.65 90.08 91.20 92.19 100.00 --- 1/488 1/488 1/488 1/488 1/488 1/488 42/442 53/474 

E. medicae  

AP37 91.65 90.08 91.20 92.19 100.00 99.80 --- 0/489 0/489 0/489 0/489 0/489 42/442 53/474 

E. medicae  

AP70 91.65 90.08 91.20 92.19 100.00 99.80 100.00 --- 0/492 0/489 0/492 0/489 42/442 53/474 

E. medicae  

AP29 91.65 90.08 91.20 92.19 100.00 99.80 100.00 100.00 --- 0/489 0/492 0/489 42/442 53/474 

E. medicae  

AP28 91.65 90.08 91.20 92.19 100.00 99.80 100.00 100.00 100.00 --- 0/489 0/489 42/442 53/474 

E. medicae  

AP15 91.65 90.08 91.20 92.19 100.00 99.80 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 0/489 42/442 53/474 

E. medicae  

AP1 91.65 90.08 91.20 92.19 100.00 99.80 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 42/442 53/474 

E. fredii  

USDA 205
T
 90.72 90.72 91.86 90.72 90.48 90.50 90.50 90.50 90.50 90.50 90.50 90.50 --- 46/442 

E. morelensel 

LMG 21331
T
 91.42 89.03 90.29 90.30 89.14 88.82 88.82 88.82 88.82 88.82 88.82 88.82 89.59 --- 

a. Triángulo inferior izquierda contiene el porcentaje de similitud del total de nucleótidos 

b. Triángulo superior derecha contiene el número de observaciones diferentes/total nucleótidos. 
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Figura 4.5. Árbol filogenético basado en las secuencias parciales (142 aminoácidos) del gen 

atpD de las cepas de E. aisladas de nódulos de M. hispida y las de diversas cepas tipo del 

mismo género. Se realizaron 1000 bootstraps y los valores inferiores al 70% no se muestran. 

Entre parénteis se indican los números de acceso de cada cepa. La barra representa una 

sustitución de un aminoácido por cada 100 aminoácidos. El árbol está enraizado en 

Bradyrhizobium japonicum USDA6
T
. El árbol está enraizado en B. japonicum USDA6

T
. 

 

 

 

E. medicae AP1 (JN860699) 

E. medicae AP37 (JN860703) 

E. medicae AP28 (JN860701) 

E. medicae WSM419 (EAU09296.1) 

E. medicae AP29 (JN860702) 

E. medicae A321
T
 (CAC04411) 

E. medicae AP15 (JN860700) 

E. medicae AP70 (JN860704) 

E. terangae LMG 7834
T 

(CAL91096) 

E. kostiense LMG 19227
T
 (CAL91103) 

E. saheli LMG 7837
T 

(CAL91088) 

E. arboris LMG 14919
T
 (CAL91099) 

E. morelense LMG 21331
T
 (CAD44255) 

E. fredii USDA 205
T
 (CAC04405) 

E. xinjiangense CCBAU 110
T
 (CAL91077) 

E. kummerowiae CCBAU 71714
T
 (ADG63623) 

E. meliloti USDA 1002
T
 (CAC04410) 

B. japonicum USDA6
T
 (CAJ44616) 

0.01 
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Tabla 4.8. Valores de similitud entre las secuencias alineadas del gen glnII de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida) y 

diversas especies tipo del género Ensifer. 

 

 

E. 

medicae 

AP1 

E. 

medicae 

A321
T
 

E. 

medicae 

WSM419 

E. 

medicae 

AP70 

E. 

medicae 

AP15 

E. 

medicae 

AP28 

E. 

medicae 

AP37 

E. 

medicae 

AP29 

E. fredii 

USDA 

205
T
 

E. 

terangae 

LMG 

7834
T
 

E.  

saheli 

LMG 

7837
T
 

E. 

kostiense 

LMG 

19227
T
 

E. 

meliloti 

USDA 

1002
T
 

E. 

kummerowiae 

CCBAU 

71714
T
 

E. 

arboris 

LMG 

14919
T
 

E. medicae 

AP1 --- 0/577 0/577 0/577 0/577 0/577 0/577 0/577 67/577 72/577 66/577 64/559 38/501 38/555 46/559 

E. medicae 

A321
T
 100.00 --- 0/577 0/577 0/577 0/577 0/577 0/577 103/828 109/828 109/827 64/559 38/501 38/555 46/559 

E. medicae 

WSM419 100.00 100.00 --- 0/577 0/577 0/577 0/577 0/577 67/577 72/577 66/577 64/559 38/501 38/555 46/559 

E. medicae AP70 100.00 100.00 100.00 --- 0/577 0/577 0/577 0/577 67/577 72/577 66/577 64/559 38/501 38/555 46/559 

E. medicae AP15 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 0/584 0/581 0/577 67/577 72/577 66/577 65/568 39/510 38/564 46/568 

E. medicae AP28 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 0/581 0/577 67/577 72/577 66/577 65/566 39/508 38/562 46/566 

E. medicae AP37 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 0/577 67/577 72/577 66/577 65/563 39/505 38/559 46/563 

E. medicae AP29 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 67/577 72/577 66/577 64/559 38/501 38/555 46/559 

E. fredii USDA 

205
T
 88.39 87.56 88.39 88.39 88.39 88.39 88.39 88.39 --- 64/828 46/827 41/559 47/501 49/555 61/559 

E. terangae 

LMG 7834
T
 87.52 86.84 87.52 87.52 87.52 87.52 87.52 87.52 92.27 --- 51/827 40/559 56/501 59/555 63/559 

E. saheli . LMG 

7837
T
 88.56 86.82 88.56 88.56 88.56 88.56 88.56 88.56 94.44 93.83 --- 33/559 46/501 51/555 61/559 

E. kostiense 

LMG 19227
T
 88.55 88.55 88.55 88.55 88.56 88.52 88.45 88.55 92.67 92.84 94.10 --- 56/540 60/615 65/619 

E. meliloti 

USDA 1002
T
 92.42 92.42 92.42 92.42 92.35 92.32 92.28 92.42 90.62 88.82 90.82 89.63 --- 4/540 41/540 

E. kunmerowiae 

CCBAU 71714
T
 93.15 93.15 93.15 93.15 93.26 93.24 93.20 93.15 91.17 89.37 90.81 90.24 99.26 --- 38/615 

E. arboris LMG 

14919
T
 91.77 91.77 91.77 91.77 91.90 91.87 91.83 91.77 89.09 88.73 89.09 89.50 92.41 93.82 --- 

a. Triángulo inferior izquierda contiene el porcentaje de similitud del total de nucleótidos 

b. Triángulo superior derecha contiene el número de observaciones diferentes/total nucleótidos. 
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Figura 4.6. Árbol filogenético, basado en las secuencias parciales (168 aminoácidos) del gen 

glnII, de las cepas de E. aisladas de nódulos de M. hispida y las de las cepas tipo del mismo 

género. Se realizaron 1000 bootstraps y los valores inferiores al 70% no se muestran. Entre 

parénteis se indican los números de acceso de cada cepa. La barra representa una sustitución 

de un aminoácido por cada 100 aminoácidos. El árbol está enraizado en B. japonicum 

USDA6
T
 

 

 

 

E. medicae AP1 (JN860687) 

E. medicae A321
T
 (AAF20039) 

E. medicae AP70 (JN860692) 

E.medicae WSM419 (ABR63056) 

E. medicae AP15 (JN860688) 

E. medicae AP28 (JN860689) 

E. medicae AP29 (JN860690)  

E. medicae AP37 (JN860691) 

E. arboris LMG 14919
T
 (ADU05383) 

E. kummerowiae CCBAU 71714
T
 (ADG63641) 

E. meliloti USDA 1002
T
 (AAF20040) 

E. terangae LMG 7834
T
 (AAF20037) 

E. kostiense LMG 19227
T
 (ADG63642) 

E. saheli LMG 7837
T
 (AAF20036) 

E. xinjiangense CCBAU 110
T
 (ABV74207) 

E. fredii USDA 205
T
 (AAF20038) 

B. japonicum USDA6
T
 (AAF20029) 

98 

96 

90 

73 

0.01 



 

81 
 

Tabla 4.9. Valores de similitud entre las secuencias alineadas del gen recA de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida) y 

diversas especies tipo del género Ensifer 

 

E. 

medicae 

AP37 

E. 

medicae 

WSM419 

E. 

medicae 

AP28 

E. 

medicae 

AP1 

E. 

medicae 

AP29 

E. 

medicae 

AP15 

E. 

medicae 

AP70 

E. 

medicae 

A321
T
 

E. 

morelense 

LMG 

2133
T
 

E. 

arboris 

LMG 

14919
T
 

E. 

kummerowiae 

CCBAU 

71714
T
 

E. 

meliloti 

USDA 

1002
T
 

E. fedii 

USDA 

205
T
 

E. 

kostiense 

LMG 

19227
T
 

E. 

saheli 

LMG 

7837
T
 

E. medicae Ap37 --- 1/446 0/446 0/446 0/446 0/446 0/446 0/438 63/444 35/408 31/408 36/444 55/438 32/408 48/438 

E. medicae 

WSM419 99.78 --- 1/446 1/446 1/446 1/446 1/446 1/438 64/444 36/408 32/408 37/444 56/438 33/408 49/438 

E. medicae AP28 100.00 99.78 --- 0/446 0/446 0/446 0/446 0/438 63/444 35/408 31/408 36/444 55/438 32/408 48/438 

E. medicae AP1 100.00 99.78 100.00 --- 0/446 0/446 0/446 0/438 63/444 35/408 31/408 36/444 55/438 32/408 48/438 

E. medicae AP29 100.00 99.78 100.00 100.00 --- 0/454 0/454 0/446 65/452 35/416 31/416 36/452 55/446 33/416 48/446 

E. medicae AP15 100.00 99.78 100.00 100.00 100.00 --- 0/454 0/446 65/452 35/416 31/416 36/452 55/446 33/416 48/446 

E. medicae AP70 100.00 99.78 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 0/446 65/452 35/416 31/416 36/452 55/446 33/416 48/446 

E. medicae 

A321
T
 100.00 99.77 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 78/533 39/450 36/450 44/533 64/533 39/450 56/533 

E. morelense 

2133
T
 85.81 85.59 85.81 85.81 85.62 85.62 85.62 85.37 --- 68/450 62/450 68/550 73/533 63/450 66/533 

E. arboris 

LMG 14919
T
 91.42 91.18 91.42 91.42 91.59 91.59 91.59 91.33 84.89 --- 26/450 30/450 56/450 45/450 40/450 

E. kummerowiae 

CCBAU 71714
T
 92.40 92.16 92.40 92.40 92.55 92.55 92.55 92.00 86.22 94.22 --- 6/450 56/450 38/450 40/450 

E. melitoti 

USDA 1002
T
 91.89 91.67 91.89 91.89 92.04 92.04 92.04 91.74 87.64 93.33 98.67 --- 62/533 38/450 45/533 

E. fredii 

USDA 205
T
 87.44 87.21 87.44 87.44 87.67 87.67 87.67 87.99 86.30 87.56 87.56 88.37 --- 51/450 50/533 

E. kostiense 

LMG 19227
T
 92.16 91.91 92.16 92.16 92.07 92.07 92.07 91.33 86.00 90.00 91.56 91.56 88.67 --- 38/450 

E. saheli 

LMG 7837
T
 89.04 88.81 89.04 89.04 89.24 89.24 89.24 89.49 87.62 91.11 91.11 91.56 90.62 91.56 --- 

a. Triángulo inferior izquierda contiene el porcentaje de similitud del total de nucleótidos 

b. Triángulo superior derecha contiene el número de observaciones diferentes/total nucleótidos. 
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Figura 4.7. Árbol filogenético, basado en las secuencias parciales (148 aminoácidos) del gen 

recA, de las cepas de E. aisladas de nódulos de M. hispida y las de las cepas tipo del mismo 

género. Se realizaron 1000 bootstraps y los valores inferiores al 70% no se muestran. Entre 

parénteis se indican los números de acceso de cada cepa. La barra representa una sustitución 

de un aminoácido por cada 100 aminoácidos. El árbol está enraizado en B. japonicum 

USDA6
T
. 

 

 

 

 

 

Finalmente, la identificación de las cepas aisladas de nódulos de M. hispida se completó 

mediante la amplificación y secuenciación del gen de nodulación nodC. Su amplificación 

resultó en 1 fragmento de ADN de aproximadamente 0.900 kb cuya secuencia de nucleótidos 

E. medicae AP70 (JN860698) 

E. medicae WSM419 (ZP_01413313.1) 

E. medicae AP15 (JN860694) 

E. medicae AP28 (JN860695) 

E. medicae AP29 (JN860696) 

E. medicae AP1 (JN860693) 

E. medicae AP37 (JN860697) 

E. medicae A321
T
 (CAC04408) 

E. arboris LMG 14919
T
 (ABD75440) 

E. meliloti USDA 1002
T
 (CAC04409) 

E. kummerowiae CCBAU 71714
T 

(ABD75439) 

E. kostiense LMG 19227
T
 (CAC57785) 

E. xinjiangense CCBAU 110
T
 (ABD75438) 

E. fredii USDA 205
T
 (CAC04404) 

E. morelense LMG 21331
T 

(AJ505601) 

E. terangae LMG 7834
T
 (CAJ57796) 

E. saheli LMG 7837
T
 (CAJ57781) 

B. japonicum USDA6
T
 (CAJ44617) 

100 

100 

70 

82 

100 

0.01 
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fue idéntica (100% de similitud) entre cada una de las seis cepas AP1, AP15, AP28, AP29, 

AP37 y AP70 y la de E. medicae A321
T
 (Tabla 4.10). La construcción de un árbol 

filogenético utilizando las secuencias del gen nodC de dichas cepas y las de diversas especies 

tipo del género E. demostró que se agrupan con E. medicae A321
T
 (Figura 4.8). 

 

Figura 4.8. Árbol filogenético, basado en las secuencias parciales (276aminoácidos) del gen 

recA, de las cepas de E. aisladas de nódulos de M. hispida y las de las cepas tipo del mismo 

género. Se realizaron 1000 bootstraps y los valores inferiores al 70% no se muestran. Entre 

parénteis se indican los números de acceso de cada cepa. La barra representa una sustitución 

de un aminoácido por cada 100 aminoácidos. El árbol está enraizado en Azorhizobium 

caulinodans ORS 571
T
. 

 

 

E. medicae AP15 (JN860706) 

E. medicae AP70 (JN860710) 

E. medicae A321
T
 (ABO30365) 

E. medicae AP37 (JN860709) 

E. medicae WSM419 (ABR64803) 

E. medicae AP28 (JN860707) 

E. medicae AP29 (JN860708) 

E. medicae AP1 (JN860705) 

E. meliloti USDA 1002
T
 (ABO30366)  

E. kummerowiae CCBAU 71714
T
 (ADG63650) 

E. sojae CCBAU 05684
T
 (ADG63648) 

E. saheli LMG 7837
T
 (ADG63652) 

E. fredii USDA 205
T
 (ADG63651) 

A. caulinodans ORS 571
T
 (AAB51164) 

99  

96 

100 

100 

0.01 
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Tabla 4.10. Valores de similitud entre las secuencias alineadas del gen nodC de las cepas aisladas de nódulos de trébol andino (M. hispida) y 

diversas especies tipo del género Ensifer 

 

 

E. 

medicae 

AP29 

E. 

medicae 

AP37 

E. 

medicae 

AP15 

E. 

medicae 

AP28 

E. 

medicae 

AP70 

E. 

medicae 

AP1 

E. 

medicae 

A321
T
 

E. 

meliloti 

USDA 1002
T
 

E. 

kummerowiae 

CCBAU 71714
T
 

E. 

saheli 

LMG 7837
T
 

E. 

fredii 

USDA 205
T
 

E. 

arboris 

LMG 14919
T
 

E. medicae  

AP29 --- 0/873 0/873 0/873 0/873 0/873 0/873 26/873 28/831 202/828 203/829 182/736 

E. medicae  

AP37 100.00 --- 0/873 0/873 0/873 0/873 0/873 26/873 28/831 202/828 203/829 182/736 

E. medicae  

AP15 100.00 100.00 --- 0/873 0/873 0/873 0/873 26/873 28/831 202/828 203/829 182/736 

E. medicae  

AP28 100.00 100.00 100.00 --- 0/882 0/882 0/882 26/882 28/831 202/828 203/829 182/736 

E. medicae  

AP70 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 0/882 0/882 26/882 28/831 202/828 203/829 182/736 

E. medicae  

AP1 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 0/882 26/882 28/831 202/828 203/829 182/736 

E. medicae  

A321
T
 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 --- 36/1281 28/836 203/830 204/831 182/736 

E. meliloti  

USDA 1002
T
 97.02 97.02 97.02 97.05 97.05 97.05 97.19 --- 37/836 210/830 211/831 181/736 

E. kummerowiae 

CCBAU 71714
T
 96.63 96.63 96.63 96.63 96.63 96.63 96.65 95.57 --- 206/830 206/831 183/736 

E. saheli  

LMG 7837
T
 75.60 75.60 75.60 75.60 75.60 75.60 75.54 74.70 75.18 --- 0/830 148/736 

E. fredii  

USDA 205
T
 75.51 75.51 75.51 75.51 75.51 75.51 75.45 74.61 75.21 100.00 --- 148/736 

E. arboris 

LMG 14919
T
 75.27 75.27 75.27 75.27 75.27 75.27 75.27 75.41 75.14 79.89 79.89 --- 

a. Triángulo inferior izquierda contiene el porcentaje de similitud del total de nucleótidos 

b. Triángulo superior derecha contiene el número de observaciones diferentes/total nucleótidos
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4.4. Caracterización simbiótica de las cepas aisladas de M. hispida 

Para confirmar la capacidad de las cepas AP29 (E. medicae), AP12 (R. giardini) y AP2 (K. 

granuli) para nodular la planta hospedadora de la que se aislaron originalmente, se inocularon 

plantas de M. hispida con cada una de ellas. Sólo la cepa AP29 formó nódulos en el trébol 

andino, lo que confirma que se trata de un auténtico endosimbionte de M. hispida (Figura 

4.9). No se observó la formación de nódulos cuando las tres cepas se emplearon para inocular 

plantas de M. sativa (Figura 4.9).  

Figura 4.9. Plantas de M. hispida inoculadas con las cepas AP12, AP29 y AP2 

 

 

M. hispida  

AP12  
45 dde 

M. hispida  

AP29  
45 dde 

M. hispida  

AP2  
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En la Figura 4.10 se muestran plantas de M. hispida inoculadas con AP29 y los nódulos 

formados en sus raíces. 

 

Figura 4.10. Plantas de Medicago hispida inoculadas con la cepa AP29 

  

 

M. hispida 
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4.5. Biodiversidad microbiana en las chacras maiceras de Allpas 

4.5.1. Procesamiento de las secuencias procedentes de la pirosecuenciación 

El ADN de los suelos de las chacras maiceras se amplificó utilizando la región 

hipervariable V4 y V5 del gen 16S rRNA mediante los oligonucleótidos U519F y U926R y, 

posteriormente, los productos de amplificación se secuenciaron mediante el sistema 454 FLX 

Titanium. Las secuencias suministradas por Life Sequencing se procesaron utilizando el 

programa Ribosomal Database Project versión 10.29. 

De la librería L-SR se obtuvieron 68.457 secuencias, de las que 21.364 (31.21%) 

corresponden a la muestra M-SR, tiene el mayor número de secuencias (21364) y el valor más 

bajo se determinó en el suelo MT-SR (12286), Para L-SNR se logró 71178 secuencias, el 

suelo MT-SNR posee el mayor numero de secuencias (18629) y el valor más bajo se logró en 

la muestra de suelo M-SNR (12284) (Tabla 4.10). Después de eliminar las secuencias de 

escasa calidad (aquellas que no se pueden leer y las de tamaño inferior a 200 pb) el número 

total se redujo en un 20,42% para la librería L-SR y en un 18,71% para la L-SNR. 

Finalmente, el número de secuencias se normalizó a 9.966, que fue el valor mínimo obtenido 

correspondiente a la muestra M-SNR (Tabla 4.10). 

Tabla 4.10. Número de secuencias totales, cualificadas y normalizadas obtenidas mediante 

pirosecuenciación 454 del ADN de las muestras de los suelos de las chacras maiceras. 

Librería 

Muestras 

de suelos 

Número y tamaño medio de las secuencias 

Totales Cualificadas Normalizadas Tamaño (pb) 

L-SR 

 

MT-SR 12.286 10.064 9966 369 

T-SR 17.615 14.083 9966 369 

MF-SR 17.192 13.455 9966 369 

M-SR 21.364 16.871 9966 370 

Total 68.457 54.473 Reducción: 20,42% 

L-SNR 

 

 

MT-SNR 18.629 15.449 9966 369 

T-SNR 13.375 10.619 9966 369 

MF-SNR 12.947 10.479 9966 369 

M-SNR 12.284 9.966 9966 370 

D 13.943 11.341 9966 370 

Total 71178 57854 Reducción en limpieza 18,71% 
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Para cada una de las 9 muestras, el tamaño medio de las secuencias varió de 369 a 370 pb. 

A modo de ejemplo, en la Figura 4.8 se muestra el histograma correspondiente a la muestra 

MT-SR (no se muestran los resultados correspondientes al resto de las muestras). 

Figura 4.8. Tamaño medio de las secuencias obtenidas mediante pirosecuenciación 454 de la 

muestra MT-SR 

 

Para cada una de las 9 muestras, una vez normalizadas, el inicio y final de las secuencias 

coincidió, en la mayoría de los casos, con las posiciones de los nucleótidos 537 y 906 del gen 

16S rRNA de Escherichia coli (J01695) que se utilizó como referencia. Para mantener la 

uniformidad con el caso anterior, en la Figura 4.9 se muestran los resultados obtenidos en la 

muestra MT-SR (no se muestra los resultados correspondientes al resto de las muestras). No 

se detectó ningún hueco (gap) en los alineamientos de las secuencias. 
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Figura 4.9. Posiciones inicial y final del alineamiento de las secuencias del gen 16S rRNA 

obtenidas mediante pirosecuenciación. La secuencia del gen 16S rRNA de E. coli (J01695) se 

utilizó como referencia. 

 

 

Una vez alineadas, las secuencias se agruparon mediante el comando “Clustering” de RDP 

para generar el número de OTUs. Como en los casos anteriores, en la Figura 4.10 se presenta 

el agrupamiento de la secuencias correspondientes a la muestra MT-S (no se muestran los 

resultados de las demás muestras). 
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Figura 4.10. Número de OTUs en la muestra MT-SR. Se representan los valores para 

porcentajes de similitud del 97%, 98%, 99% y 100%. El umbral de confianza fue superior al 

80%. 

 

El número de OTUs fue diferente entre las diferentes muestras, con valores que oscilaron 

de 1.963 para la muestra T-SNR a 2.515 para la muestra M-SR (Tabla 4.11). 

 

Tabla 4.11. Número de OTUs determinados en muestras de las librerías L-SR y L-SNR 

 

L-SR L-SNR 

MT-SR T-SR MF-SR M-SR MT-SNR T-SNR MF-SNR M-SNR D 

Número 

de OTUs 1.982 2.264 2.398 2.515 2.447 1.963 2.313 2.228 2.149 
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4.5.2. Clasificación y composición de la población microbiana 

La clasificación de las secuencias se realizó empleando el comando “Classifier” de RDP, 

que permite su asignación a nivel de dominio (Tabla 4.12) y en las categorías taxonómicas de 

phyla, clase, orden, familia y género, los que se indican en la Tabla 4.13 y 4.14, 

respectivamente. Además del dominio Bacteria, la pirosecuenciación demostró la presencia de 

Archaea en las muestras analizadas (Tabla 4.12). El dominio Bacteria fue mayoritario ya que 

contribuyó con el 97.48%-99.77% de las secuencias (Tabla 4.12). El mayor porcentaje de 

Archaeas (2.42%) correspondió a las secuencias de las muestras de ADN procedentes del 

suelo D (Tabla 4.12). 

Diez secuencias de la muestra D no fueron clasificadas a nivel de Dominio por el RDP. 

Las secuencias de las librerías L-SR y L-SNR se agruparon en 28 phyla (Tabla 4.15), de 

las que Proteobacteria y Bacteroidetes fueron claramente mayoritarias ya que representaron 

entre el 12.16% y el 51.18% de todas las muestras, con la excepción de las muestras M-SR, 

M-SNR y D, en las que las secuencias de Acidobacteria superaron las de Bacteroidetes y 

Firmicutes. Las secuencias correspondientes a Archaea se agruparon en las phyla 

Crenarchaeota y Euryarchaeota con porcentajes que no superaron el 2.25% en la muestra D 

(Tabla 4.15). En esta misma muestra se obtuvo el mayor número (14.15%) de secuencias no 

clasificadas (Tabla 4.15). Una representación gráfica de los principales phyla identificados en 

las librerías L-SR y L-SNR se muestra en la figura 4.11, en la que no se incluyen los phyla 

que contienen menos de 105 secuencias. 
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Tabla 4.12. Número y porcentaje de las secuencias de las muestras de las librería L-SR y LSNR que se incluyen en los dominios Bacteria y 

Archaea. 

Dominio 

L-SR L-SNR 

MT-SR T-SR MF-SR M-SR MT-SNR T-SNR MF-SNR M-SNR D-SNR 

Bacteria 9.938 (99,72%)* 9.932 (99,66%) 9.912 (99,46%) 9.918 (99,52%)* 9.894 (99,28%) 9.943 (99,77%) 9.921 (99,55%) 9.808 (98,41%) 9.715 (97,48%) 

Archaea 28 (0,28%) 24 (0,24%) 52 (0,52%) 41 (0,41%) 68 (0,68%)* 22 (0,22%) 45 (0,45%) 155 (1,56%)* 241 (2,42%) 

Sin clasificar 0 (0%) 10 (0,1%) 2 (0,02%) 7 (0,07%) 4 (0,04%) 1 (0,01%) 0 (0%) 3 (0,03%) 10 (0,1%) 

Total 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 

* = significantivamente diferente a 0,01 
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Tabla 4.13. Clasificación de las secuencias de la librería L-SR. Se indica la categoría taxonómica, el número de taxa (N), el número de 

secuencias (S) y el porcentaje de las mismas 

Taxon 

 

L-SR 

MT-SR T-SR MF-SR M-SR 

N S N S N S N S 

Phylum 19 9.308 (93,4%) 21 9.195 (92,26%) 24 9.082 (91,13%) 23 8.665 (86,95%) 

Clase 38 8.573 (86,02%) 45 8.650 (86,8%) 46 7.798 (78,25%) 43 7.864 (78,91%) 

Orden 40 6.972 (69,96%) 45 6.782 (68,05%) 56 6.226 (62,47%) 47 4.738 (47,54%) 

Familia 88 6.442 (64,64%) 101 5.861 (58,81%) 111 5.773 (57,93%) 105 3.896 (39,09%) 

Género 199 5.580 (55,99%) 221 5.000 (50,17%) 212 4.423 (44,39%) 209 5.374 (53,91%) 

Secuencias no clasificadas 

 

658 (6,6%) 

 

771 (7,74%) 

 

884 (8,87%) 

 

1.301 (13,05%) 

OTUs 1.982 9.966 (100%) 2.264 9.966 (100%) 2.398 9.966 (100%) 2.515 9.966 (100%) 
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Tabla 4.14. Clasificación de las secuencias de la librería L-SNR. Se indica la categoría taxonómica, el número de taxa (N), el número de 

secuencias (S) y el porcentaje de las mismas. 

Taxon 

 

L-SNR 

MT-SNR T-SNR MF-SNR M-SNR D 

N S N S N S N S N S 

Phylum 21 8.919 (89,49%) 19 9.221 (92,52%) 23 8.771 (88,01%) 21 8.764 (87,94%) 20 8.555 (85,84%) 

Clase 42 7.905 (79,32%) 36 8.574 (86,03%) 41 7.556 (75,82%) 43 8.149 (81,77%) 38 8.075 (81,03%) 

Orden 45 5.246 (52,64%) 39 6.839 (68,62%) 42 5.808 (58,28%) 43 4.363 (43,78%) 37 3.744 (37,57%) 

Familia 97 4.553 (45,69%) 88 6.230 (62,51%) 98 5.272 (52,9%) 87 3.189 (32,00%) 86 2.901 (29,11%) 

Género 196 4.975 (49,92%) 181 4.574 (45,9%) 212 4.587 (46,06%) 183 5.028 (50,46%) 179 4.782 (47,98%) 

Secuencias no clasificadas 1.047 (10,51%) 

 

745 (7,48%) 

 

1.195 (11,99%) 

 

1.202 (12,06%) 

 

1.411 (14,16%) 

OTUs 2.447 9.966 1.963 9.966 (100%) 2.313 9.966 (100%) 2.228 9.966 (100%) 2149 9.966 (100%) 
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Tabla 4.15. Distribución en phyla de las secuencias de las librerías L-SR y L-SNR 

Phyla 

Número de secuencias 

L-SR L-SNR 

MT-SR T-SR MF-SR M-SR MT-SNR T-SNR MF-SNR M-SNR D 

Proteobacteria 3.847* (38,6%) 3.788 (38,01%) 5.101* (51,18%) 3.024* (30,34%) 3.127 (31,38%) 

4.526* 

(45,41%) 3.760 (37,73%) 2.428 (24,36%) 2.763 (27,72%) 

Bacteroidetes 

3.130* 

(31,41%) 2.247* (22,55%) 1.737 (17,43%) 1.525 (15,3%) 2.586 (25,95%) 1.751 (17,57%) 2.271* (22,79%) 1.398 (14,03%) 1.212 (12,16%) 

Firmicutes 943* (9,46%) 1.107 (11,11%) 701 (7,03%) 342* (3,43%) 405 (4,06%) 1.030 (10,34%) 689 (6,91%) 69 (0,69%) 92 (0,92%) 

Acidobacteria 661 (6,63%) 965 (9,68%) 563 (5,65%) 1.766 (17,72%) 1.143* (11,47%) 1.194* (11,98%) 878* (8,81%) 2.435* (24,43%) 2.517 (25,26%) 

Verrucomicrobia 215 (2,16%) 223* (2,24%) 425* (4,26%) 650* (6,52%) 664* (6,66%) 80 (0,8%) 294 (2,95%) 476 (4,78%) 234 (2,35%) 

Actinobacteria 133 (1,33%) 317* (3,18%) 154 (1,55%) 600 (6,02%) 177 (1,78%) 138 (1,38%) 247* (2,48%) 797* (8%) 883 (8,86%) 

Gemmatimonadetes 174 (1,75%) 279 (2,8%) 113 (1,13%) 168 (1,69%) 350* (3,51%) 277 (2,78%) 325* (3,26%) 485* (4,87%) 233 (2,34%) 

Planctomycetes 48 (0,48%) 63* (0,63%) 57 (0,57%) 90 (0,9%) 50 (0,5%) 37 (0,37%) 43 (0,43%) 69 (0,69%) 105 (1,05%) 

Chloroflexi 25 (0,25%) 19 (0,19%) 46 (0,46%) 179 (1,8%) 49* (0,49%) 23 (0,23%) 69 (0,69%) 216 (2,17%) 131 (1,31%) 

Nitrospira 40 (0,4%) 35 (0,35%) 39 (0,39%) 23 (0,23%) 75* (0,75%) 51 (0,51%) 46 (0,46%) 51* (0,51%) 79 (0,79%) 

Crenarchaeota 28 (0,28%) 24 (0,24%) 35 (0,35%) 40 (0,4%) 67 (0,67%) 20 (0,2%) 41 (0,41%) 149 (1,5%) 224 (2,25%) 

Armatimonadetes 25 (0,25%) 42 (0,42%) 34 (0,34%) 53 (0,53%) 47* (0,47%) 52 (0,52%) 56 (0,56%) 113* (1,13%) 37 (0,37%) 

OD1 22 (0,22%) 38* (0,38%) 22 (0,22%) 85* (0,85%) 92* (0,92%) 14 (0,14%) 22 (0,22%) 24 (0,24%) 1 (0,01%) 

Chlamydiae 1 (0,01%) 7* (0,07%) 9* (0,09%) 24* (0,24%) 25* (0,25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Euryarchaeota 0 (0%) 0 (0%) 9 (0,09%) 1 (0%) 0 (0%) 2 (0,02%) 1 (0,01%) 6 (0,06%) 16 (0,16%) 

Spirochaetes 4 (0,04%) 1 (0,01%) 8 (0,08%) 9 (0,09%) 8 (0,08%) 0 (0%) 2 (0,02%) 9 (0,09%) 0 (0%) 

BRC1 4 (0,04%) 7 (0,07%) 6 (0,06%) 3 (0,03%) 6 (0,06%) 8 (0,08%) 6 (0,06%) 5 (0,05%) 2 (0,02%) 

TM7 5 (0,05%) 21* (0,21%) 6 (0,06%) 61* (0,61%) 32* (0,32%) 7 (0,07%) 1 (0,01%) 10 (0,1%) 10 (0,1%) 

Chlorobi 0 (0%) 1 (0,01%) 4 (0,04%) 5 (0,05%) 3 (0,03%) 5 (0,05%) 2 (0,02%) 3 (0,03%) 1 (0,01%) 

Elusimicrobia 0 (0%) 0 (0%) 4 (0,04%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (0,02%) 0 (0%) 0 (0%) 
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Fibrobacteres 0 (0%) 0 (0%) 3 (0,03%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Lentisphaerae 0 (0%) 0 (0%) 3 (0,03%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Tenericutes 0 (0%) 0 (0%) 2 (0,02%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

WS3 2 (0,02%) 1 (0,01%) 1 (0,01%) 4 (0,04%) 5 (0,05%) 4 (0,04%) 2 (0,02%) 10 (0,1%) 8 (0,08%) 

Cyanob./Chloroplast 0 (0%) 7 (0,07%) 0 (0%) 3 (0,03%) 2 (0,02%) 2 (0,02%) 8* (0,08%) 5 (0,05%) 2 (0,02%) 

Deinococcus-

Thermus 0 (0%) 3 (0,03%) 0 (0%) 5 (0,05%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Fusobacteria 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0,00%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0,01%) 0 (0%) 0 (0%) 

OP11 1 (0,01%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (0,05%) 6 (0,06%) 0 (0%) 5 (0,05%) 6 (0,06%) 5 (0,05%) 

Secuencias no 

clasificadas 658 (6,6%) 771 (7,74%) 884 (8,87%) 1.301 (13,05%) 1.047 (10,51%) 745 (7,48%) 1.195 (11,99%) 1.202 (12,06%) 1.411 (14,16%) 

Total 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 9.966 (100%) 

*significativamente diferente a valores de P = 0,01 
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Figura 4.11 Principales phyla identificados en suelos de las chacras maiceras de Allpas 
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Las 28 phyla de la dos librerías agruparon en 46 clases, 56 órdenes, 111 familias y 403 

géneros (Tabla 4.16). 

 

Tabla 4.16. Géneros identificados, y su número de secuencias, en las librerías L-SR y L-SNR. 

Nº Géneros 

Número de secuencias 

L-SR L-SNR 

MT-SR T-SR MF-SR M-SR MT-SNR T-SNR MF-SNR M-SNR D 

1 Flavobacterium 1.184 485 212 158 548 605 403 37 73 

2 Dechloromonas  1.161 37 1.024 7 75 340 620 1 1 

3 Ohtaekwangia  248 53 90 255 222 39 117 129 256 

4 Acidovorax  246 63 13 6 21 115 43 3 14 

5 Bacillus  209 56 15 80 12 64 131 19 17 

6 Arenimonas  193 180 30 15 107 107 34 43 25 

7 Gp4  191 325 147 1.125 396 408 305 1.434 850 

8 Gp6  181 157 127 349 317 240 159 622 1.224 

9 Gemmatimonas 174 279 113 168 350 277 325 485 233 

10 Clostridium III  107 32 131 8 44 105 82 0 0 

11 Gp1  103 164 141 71 101 136 138 33 7 

12 Opitutus  89 112 132 98 149 53 211 139 118 

13 

Subdivision3_genera 

_incertae_sedis  86 69 232 349 372 13 52 237 52 

14 Ferruginebacter  78 53 6 22 50 49 20 25 20 

15 Legionella  53 10 2 1 49 4 5 5 4 

16 Massilia  52 41 42 2 45 68 136 17 8 

17 Fluviicola  43 4 16 5 87 6 91 2 1 

18 Nitrospira  40 35 39 23 75 51 46 51 79 

19 Gp3  38 68 38 63 85 60 48 99 59 

20 Geobacter  37 13 342 27 87 65 136 3 0 

21 Terrimonas  34 26 6 34 35 28 13 63 70 
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22 Gracilibacter  33 13 83 18 72 94 81 0 0 

23 Gp5  32 7 23 35 41 39 33 67 62 

24 Gp7  32 44 16 49 72 54 59 100 217 

25 Pseudomonas  30 13 26 35 46 6 4 3 2 

26 Albidiferax  30 17 125 3 18 67 4 0 0 

27 Duganella  29 17 17 20 35 40 17 18 3 

28 Phenylobacterium  28 99 22 26 33 43 30 63 31 

29 Sphingomonas  26 78 23 46 59 7 9 55 60 

30 Anaerovorax  24 9 9 5 4 20 24 0 0 

31 

OD1_genera 

_incertae_sedis  22 38 22 85 92 14 22 24 1 

32 Variovorax  20 45 12 19 14 9 91 16 15 

33 Methylophilus  20 34 67 8 33 13 12 7 0 

34 Adhaeribacter  19 9 4 2 25 10 6 13 37 

35 Clostridium sensu stricto  19 190 0 0 0 34 12 1 1 

36 Steroidobacter  19 34 12 30 57 20 16 54 122 

37 Pedobacter  17 197 5 33 22 6 23 2 23 

38 Sediminibacterium  17 15 5 8 6 3 2 10 0 

39 Bradyrhizobium  16 49 25 40 15 43 25 32 22 

40 Flavisolibacter  16 22 4 22 26 18 10 44 13 

41 Magnetospirillum 16 1 34 2 126 128 39 0 0 

42 

Spartobacteria 

_genera_incertae_sedis  15 22 17 153 64 6 7 87 19 

43 Chitinophaga  14 6 0 5 12 3 19 13 27 

44 Mucilaginibacter  14 169 18 72 30 18 42 27 2 

45 Roseateles  14 8 7 9 3 1 1 9 15 

46 Sphingobium  14 6 0 4 2 6 0 5 0 

47 

Chotonomonas/ 

Armatimonadetes_gp3  13 25 14 19 24 25 27 57 8 

48 Dongia  13 9 11 17 5 14 10 7 17 

49 Aquicella  12 3 10 8 20 7 8 4 2 

50 Novosphingobium  12 107 5 16 5 17 3   16 

51 Oxacilibacterium  12 19 54 5 166 161 51 5 3 

52 Planctomyces  12 9 18 10 21 7 10 9 22 

53 Cytophaga  10 10 5 3 7 1 7 0 2 

54 Devosia  10 41 7 11 5 15 6 14 21 

55 Haliangium  10 27 14 43 31 23 30 103 67 

56 Nocardioides  10 16 12 10 17 8 15 30 44 

57 Pelosinus  10 52 10 5 2 71 34   1 

58 Asticcacaulis  9 9 1 5 4 4 3 1 4 

59 Fervidicella  9 7 7 1 10 35 5 0 0 

60 Polaromonas  9 42 40 3 8 3 14 2 4 

61 Solirubrobacter  9 7 5 16 16 7 15 36 45 

62 Desulfosporosinus  8 6 4 5 8 9 1 0 0 

63 Flavitalea  8 18 4 5 22 14 15 10 11 

64 Janthinobacterium  8 26 1 12 2 11 0 0 0 

65 Bacteriovorax  7 11 8 3 4 3 13 3 0 

66 Falsibacillus  7 1 0 0 0 5 0 0 0 

67 Gp22  7 1 3 1 12 1 1 1 3 

68 Pasteuria  7 8 7 37 8 9 11 17 49 

69 Rhizomicrobium  7 93 6 1 7 26 11 2 1 
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70 Zavarzinella  7 8 3 19 2 1 3 5 8 

71 Armatimonadetes_gp4  6 10 7 0 9 21 0 42 28 

72 Clostridium XIVa  6 23 6 1 1 4 5 0 0 

73 Rhodanobacter  6 72 1 0 6 5 7 0 0 

74 Undibacterium  6 4 7 15 7 45 44 1 1 

75 Azospirillum  5 0 3 3 7 13 3 0 0 

76 Bdellovibrio  5 7 6 13 15 1 1 7 0 

77 Cystobacter  5 1 5 0 3 4 2 3 1 

78 Gp10  5 6 11 23 14 12 16 31 21 

79 Lysobacter  5 5   8 10 2 6 42 47 

80 Mesorhizobium  5 7 2 3 4 2 3 5 10 

81 Nitrosospira  5 7 0 1 2 0 1 1 3 

82 Schlesneria  5 3 3 4 1 2 0 4 5 

83 

TM7_genera 

_incertae_sedis  5 21 6 61 32 7 1 10 10 

84 Hydrogenophaga  4 2 14 36 0 2 30 0 0 

85 Rhizobium  4 18 4 66 3 2 4 2 13 

86 

BRC1_genera 

_incertae_sedis  4 7 6 3 6 8 6 5 2 

87 Sporomusa  4 1 4 1 0 4 4 0 0 

88 Methylobacterium  3 4 0 0 0 3 3 1 3 

89 Pelomonas  3 5 5 8 5 0 3 2 1 

90 Stenotrophomonas  3 16 0 0 2 3 0 6 1 

91 Altererythrobacter  3 0 0 1 3 0 1 2 5 

92 Armatimonadetes_gp1 3 7 5 6 5 1 6 8 1 

93 Aureispira  3 0 0 0 3 0 5 0 0 

94 Caldilinea  3 1 0 4 0 0 0 4 6 

95 Enhygromyxa  3 2 4 2 7 0 2 2 5 

96 Erythrobacter  3 0 0 0 4 0 0 0 4 

97 Geodermathophilus  3 2 1 0 0 0 1 3 2 

98 Hyphomicrobium  3 0 1 0 3 3 1 1 4 

99 Kribbella  3 1 1 4 1 0 0 10 11 

100 Lacibacter  3 2 1 1 2 2 3 0 10 

101 Naxibacter  3 4 1 0 1 3 0 7 2 

102 Oxobacter  3 2 4 0 2 7 9 0 0 

103 Pedomicrobium  3 0 0 1 4 2 4 2 12 

104 Pseudolabrys  3 13 0 7 6 2 7 9 1 

105 Ramlibacter  3 5 1 1 0 2 1 0 0 

106 Rhizobacter  3 6 3 1 3 4 2 5 2 

107 Segetibacter  3 29 7 17 6 12 19 39 5 

108 Shinella  3 0 4 0 1 2 2 1 3 

109 Arthrobacter  2 15 6 6 2 8 10 6 9 

110 Cellulomonas  2 0 0 0 0 0 0 0 0 

111 Delftia  2 0 0 6 0 2 0 0 0 

112 Herbaspirillum  2 9 2 0 0 7 2 0 0 

113 Streptomyces  2 5 2 21 2 2 5 36 54 

114 Aciditerrimonas  2 1 0 6 0 1 2 0 0 

115 Agromyces  2 11 0 1 0 1 0 1 20 

116 Armatimonadetes_gp2  2 0 6 0 4 5 0 0 0 

117 Byssovorax  2 2 1 2 4 5 3 3 2 

118 Caulobacter  2 11 2 0 2 9 0 2 13 
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119 Cellvibrio  2 2 5 2 2 0 1 0 0 

120 Cohnella  2 4 0 0 0 0 0 0 0 

121 Desulfitobacterium  2 7 1 0 0 1 0 0 0 

122 Fervidicoccus 2 4 2 1 8 2 2 3 1 

123 Georgfuchsia  2 1 7 0 5 7 3 1 0 

124 Gp17  2 0 0 10 8 4 3 15 29 

125 Herminiimonas  2 0 0 0 0 0 0 0 0 

126 Labrys  2 5   1 0 1   1 1 

127 Longilinea  2 0 2 0 0 1 0 0 0 

128 Luteolibacter  2 2 1 1 4 0 0 1 0 

129 Marmoricola  2 8 6 11 7 2 5 14 13 

130 Microlunatus  2 1 1 7 2 0 1 4 2 

131 Modestobacter  2 2 0 0 0 1 1 0 1 

132 Niastella  2 3 0 2 4 2 1 2 11 

133 Prosthecobacter  2 0 0 0 8 0 0 0 0 

134 Pseudonocardia  2 26 3 10 3 1 4 19 15 

135 Sedimentibacter  2 22 5 0 0 4 4 0 0 

136 Skermanella  2 7 6 4 2 3 6 6 9 

137 Solitalea  2 0 0 0 0 0 0 0 0 

138 Sporobacter  2 0 5 2 1 5 7 0 0 

139 Uliginosibacterium  2 1 0 1 8 0 0 2 0 

140 

WS3_genera 

_incertae_sedis  2 1 1 4 5 4 2 10 8 

141 Azonexus  1 0 49 1 2 51 20 0 1 

142 Burkholderia  1 7 2 1 3 2 2 1 2 

143 Microbacterium  1 5 2 7 1 0 1 0 5 

144 Rhodobacter  1 1 0 0 1 0 0 0 0 

145 Aeromicrobium  1 31 2 8 0 2 1 14 20 

146 Afifella  1 0 0 1 0 0 0 0 1 

147 Afipia  1 0 0 0 0 1 0 0 0 

148 Agrococcus  1 2 0 0 0 0 1 0 0 

149 Amaricoccus  1 0 4 0 1 0 0 0 0 

150 Anaerococcus  1 0 0 0 0 0 1 0 0 

151 Anaeromyxobacter  1 11 24 25 8 14 17 8 7 

152 Armatimonadetes_gp5  1 0 2 0 5 0 0 6 0 

153 Bauldia  1 2 0 1 3 2 1 5 1 

154 Bellilinea  1 1 0 3 1 1 2 0 0 

155 Blastococcus  1 8 2 3 5 1 10 9 10 

156 Brevundimonas  1 35 1 0 1 2 0 0 6 

157 Buttiauxella  1 9 0 4 0 2 0 0 0 

158 Chryseobacterium  1 14 0 51 2 1 0 0 1 

159 Conexibacter  1 1 2 3 0 1 6 3 2 

160 Corallococcus  1 0 1 3 0 1 0 0 1 

161 Crocinitomix  1 0 0 0 0 0 3 0 0 

162 Desulfuromonas  1 0 17 0 4 0 5 0 0 

163 Dokdonella  1 3 0 0 1 1 1 1 0 

164 Edaphobacter  1 3 0 0 1 0 0 0 0 

165 Ethanoligenens  1 0 2 0 0 1 0 0 0 

166 Exiguobacterium  1 0 0 0 0 0 0 0 0 

167 Gemmata  1 6 4 6 0 1 3 5 8 

168 Gp11  1 0 0 1 3 1 0 2 8 
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169 Gp25  1 1 2 7 3 3 4 10 7 

170 Herpetosiphon  1 0 0 2 1 0 0 2 6 

171 Kaistia  1 8 0 0 1 1 0 0 0 

172 Kineosporia  1 1 1 2 0 0 2 4 2 

173 Leifsonia  1 2 1 2 2 0 1 1 1 

174 Leptonema  1 0 0 1 0 0 0 0 0 

175 Luteimonas  1 5 0 0 1 2 2 0 0 

176 Lutispora  1 0 5 0 1 0 0 0 0 

177 Mycobacterium  1 3 2 4 5 2 3 10 7 

178 Myxococcus  1 0 0 0 0 0 0 0 1 

179 Oceanibaculum  1 0 0 1 0 1 1 1 0 

180 

OP11_genera 

_incertae_sedis  1 0 0 5 6 0 5 6 5 

181 Paenibacillus  1 86 2 1 0 0 2 2 2 

182 Parasporobacterium  1 0 0 0 0 1 0 0 0 

183 Porphyrobacter  1 5 1 1 2 2 2 0 1 

184 Propionivibrio  1 0 30 0 8 7 13 0 0 

185 Rhodococcus  1 5 2 0 1 2 10 3 0 

186 Rhodoferax  1 0 6 767 0 0 2 0 0 

187 Sanguibacter  1 0 0 0 0 0 0 0 0 

188 Sphaerobacter  1 3 0 2 2 2 1 3 7 

189 Spirochaeta  1 0 0 2 1 0 1 4 0 

190 Spirosoma  1 6 0 1 0 0 0 1 0 

191 Telmatospirillum  1 0 0 0 0 4 0 0 0 

192 Terrabacter  1 4 0 2 0 0 1 1 1 

193 Terriglobus  1 5 0 1 0 0 0 0 0 

194 Thermincola  1 0 0 0 0 0 0 0 0 

195 Turicibacter  1 1 0 0 2 0 0 1 0 

196 Turneriella  1 1 2 0 7 0 0 0 0 

197 Vasilyevaea  1 2 1 1 1 0 0 0 4 

198 Vogesella  1 0 3 0 0 1 6 0 0 

199 Williamsia  1 0 0 0 0 0 2 0 0 

200 Acidobacterium  0 0 0 0 1 0 0 0 1 

201 Azoarcus  0 0 49 0 0 2 5 0 0 

202 Azohydromonas  0 0 0 0 0 1 0 0 0 

203 Brevibacillus  0 0 0 0 0 0 0 2 1 

204 Corynebacterium 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

205 Curtobacterium 0 3 0 0 0 0 0 0 0 

206 Ensifer  0 18 0 0 0 0 0 1 1 

207 Ideonella  0 0 1 0 0 0 1 7 0 

208 Microbispora  0 0 0 1 0 0 0 1 0 

209 Pantoea  0 2 0 0 0 0 0 0 2 

210 Phyllobacterium  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

211 Staphylococcus  0 0 0 1 0 0 3 0 2 

212 Xanthomonas  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

213 Acediterrimonas  0 0 0 0 3 0 0 3 0 

214 Acetivibrio 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

215 Acholeplasma  0 0 2 2 0 0 0 0 0 

216 Acidiphilium  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

217 Acidisoma  0 0 0 0 0 0 1 1 0 

218 Acidocella  0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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219 Acidothermus  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

220 Acinetobacter  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

221 Actinoallomurus  0 0 0 3 0 0 1 2 0 

222 Actinocorallia  0 0 0 1 1 0 0 1 0 

223 Actinomadura  0 0 0 5 0 0 0 2 1 

224 Actinophycotola  0 0 0 4 0 0 0 4 4 

225 Actinoplanes  0 1 0 0 1 0 0 0 1 

226 Aeromonas  0 1 3 0 5 3 0 0 0 

227 Algoriphagus  0 0 3 1 0 0 1 0 0 

228 Alkanindiges  0 0 0 0 0 1 0 0 0 

229 Alterococcus  0 0 2 0 0 1 1 3 0 

230 Aminobacter 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

231 Amnibacterium  0 4 0 0 0 1 0 0 0 

232 Amycolatopsis  0 0 0 7 0 0 0 3 0 

233 Anaerobacter 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

234 Anaerorhabdus  0 0 31 0 0 0 1 0 0 

235 Anaerotruncus  0 0 2 0 0 0 1 0 0 

236 Ancylobacter  0 0 0 0 0 0 0 1 0 

237 Aquabacterium  0 3 1 5 1 2 3 6 0 

238 Arcicella  0 0 0 2 0 0 0 0 0 

239 Arcobacter  0 0 21 0 0 0 0 0 0 

240 Arenibacter  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

241 Armatimodetes_gp2 0 0 0 0 0 0 8 0 0 

242 Armatimodetes_gp4 0 0 0 0 0 0 14 0 0 

243 Armatimodetes_gp4  0 0 0 22 0 0 0 0 0 

244 Armatimodetes_gp5 0 0 0 6 0 0 1 0 0 

245 Aspromonas  0 0 0 0 0 0 0 1 0 

246 Aurantimonas  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

247 Azospira  0 0 9 0 0 0 1 0 0 

248 Bacillariophyta  0 2 0 0 2 0 2 3 1 

249 Bacteroides  0 0 3 0 0 0 0 0 0 

250 Beggiatoa  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

251 Beijerinckia  0 0 0 1 0 0 1 0 1 

252 Blastobacter   0 0 1 0 0 0 0 0 0 

253 Blastopirellula  0 0 1 0 1 0 0 0 5 

254 Bordetella 0 2 0 0 0 0 0 0 0 

255 Bryobacter  0 2 0 0 0 0 0 0 0 

256 Caryophanon  0 1 0 1 0 0 0 0 0 

257 Catenulispora 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

258 Chelatococcus  0 1 0 0 0 0 1 2 2 

259 Chitinibacter  0 0 0 0 0 1 0 0 0 

260 Chitinimonas  0 0 0 0 0 1 1 0 0 

261 Chlorophyta 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

262 Chondromyces  0 0 0 1 0 0 0 3 0 

263 

Clostridium  

sensu stricto  0 0 14 18 10 0 0 0 0 

264 Clostridium IV  0 21 4 0 0 0 8 0 0 

265 Clostridium XI 0 2 2 0 1 1 0 1 0 

266 Collimonas  0 0 0 0 0 0 0 1 0 

267 Coxiella  0 0 0 0 0 0 2 0 1 

268 Craurococcus  0 0 0 0 0 1 0 0 1 
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269 Cryptosporangium  0 0 0 1 0 0 0 0 2 

270 Cupriavidus  0 1 0 1 0 0 0 1 1 

271 Curvibacter  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

272 Dactylosporangium  0 0 0 4 0 0 0 1 1 

273 Dehalobacter  0 0 2 0 0 0 0 0 0 

274 Demequina  0 0 1 0 2 0 0 0 0 

275 Desulfobulbus  0 0 15 0 0 0 6 0 0 

276 Desulfovibrio  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

277 Dyadobacter  0 35 0 4 1 3 0 2 4 

278 Dyella  0 28 0 0 1 0 0 0 0 

279 Elusimicrobium  0 0 4 0 0 0 2 0 0 

280 Emticicia  0 0 1 1 0 0 0 0 4 

281 Epilithonimonas 0 2 0 0 0 0 0 0 0 

282 Erythromicrobium  0 0 0 0 1 0 0 0 0 

283 Ferribacterium  0 0 6 0 0 0 0 0 0 

284 Fibrella  0 0 3 0 0 0 1 0 0 

285 Formivibrio  0 0 1 0 0 4 0 0 0 

286 Friedmanniella  0 1 1 0 0 1 1 0 0 

287 Fusibacter  0 0 3 0 0 0 0 0 0 

288 Geothrix  0 47 2 0 0 0 7 0 0 

289 Gp13  0 0 1 0 3 0 0 0 0 

290 Gp15 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

291 Gp16  0 2 1 2 0 0 0 1 0 

292 Gp18  0 0 0 0 0 0 0 5 19 

293 Gp2  0 4 1 0 5 7 2 0 0 

294 GpI  0 1 0 2 0 0 1 0 0 

295 Granulicella  0 26 0 0 1 4 1 0 0 

296 Hidrotalea  0 0 0 0 0 0 1 0 0 

297 Holophaga  0 0 2 0 1 126 1 0 0 

298 Humicoccus  0 0 0 0 1 1 0 0 0 

299 Hyalangium  0 0 0 0 1 0 0 0 0 

300 Hymenobacter  0 8 0 0 3 3 1 13 1 

301 Iama  0 0 0 1 2 1 0 1 0 

302 Ignabacterium  0 0 0 0 0 0 2 0 0 

303 Ignavibacterium  0 1 4 5 2 5 0 3 1 

304 Ilumatobacter  0 0 0 1 1 0 0 2 0 

305 Inhella 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

306 Inquilinus 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

307 Jiangella  0 0 0 0 0 0 0 0 8 

308 Kitasatospora  0 1 0 0 0 0 1 2 0 

309 Kocuria 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

310 Ktedonobacter  0 0 0 0 0 0 0 1 0 

311 Lactobacillus  0 1 0 1 0 0 0 0 0 

312 Lactococcus 0 14 0 0 0 0 0 0 0 

313 Larkinella 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

314 Lechevalieria  0 0 0 1 1 0 0 3 0 

315 Lentzea  0 0 0 0 0 0 1 1 11 

316 Leptolinea 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

317 Leptospira  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

318 Lewinella  0 0 1 0 0 0 0 0 1 

319 Luedemannella  0 0 0 1 0 0 0 0 0 
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320 Luteibacter  0 1 0 0 0 0 0 0 0 

321 Lysinibacillus  0 0 0 1 0 0 0 0 2 

322 Meiothermus  0 3 0 5 0 0 0 0 0 

323 Methanocorpusculum  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

324 Methylobacter  0 0 6 0 0 0 0 0 0 

325 Methylovorus  0 0 0 2 0 0 0 1 0 

326 Micromonospora  0 0 0 2 0 0 0 10 1 

327 Microvirga  0 7 3 1 3 3 4 2 6 

328 Nannocystis  0 0 0 0 0 0 0 1 0 

329 Nevskia  0 0 2 0 2 0 6 1 0 

330 Niabella  0 0 0 0 0 0 0 0 2 

331 Nocardia  0 0 0 1 2 0 1 0 2 

332 Nonomuraea 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

333 Paludibacter  0 1 43 0 0 0 14 0 0 

334 Pandoraea 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

335 Parabacteroides  0 0 2 0 0 0 0 0 0 

336 Parachlamydia  0 5 2 3 2 0 0 0 0 

337 Parvibaculum  0 2 3 0 0 2 0 0 0 

338 Paucimonas 0 3 0 0 0 0 0 0 0 

339 Phaselicystis  0 1 0 1 0 1 0 0 0 

340 Phycicoccus  0 3 3 1 0 0 0 1 4 

341 Phycisphaera  0 1 1 0 0 0 0 2 0 

342 
Planococcaceae 

 _incertae_sedis 0 3 2 0 0 0 0 1 0 

343 Plantibacter 0 4 0 0 0 0 1 0 0 

344 Pontibacter 0 1 0 0 1 0 0 0 0 

345 Porticoccus  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

346 Prolixibacter  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

347 Promicromonospora  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

348 Propionibacterium  0 1 0 0 0 0 1 1 3 

349 Pseudorhodoferax 0 2 0 0 0 0 0 0 0 

350 Pseudoxanthomonas  0 2 0 0 0 0 0 1 4 

351 Pusillimonas  0 1 0 0 1 0 0 0 0 

352 Rhodomicrobium  0 0 0 0 0 0 0 1 0 

353 Rhodoplanes  0 1 0 4 3 5 1 1 1 

354 Rhodopseudomonas  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

355 Rickettsia  0 0 3 0 1 0 0 0 0 

356 Rikenella  0 0 3 0 0 0 0 0 0 

357 Roseomonas  0 7 3 2 2 3 5 0 1 

358 Rubellimicrobium 0 0 0 0 0 0 2 0 0 

359 Rubrobacter  0 0 1 55 5 0 0 12 8 

360 Rudaea 0 3 0 0 0 0 0 0 0 

361 Runella 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

362 Saccharofermentans  0 0 2 0 0 0 0 0 0 

363 Saccharomonospora 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

364 Salinibacter 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

365 Shewanella  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

366 Simkania  0 0 0 2 2 0 0 0 0 

367 Singulisphaera  0 3 1 1 2 1 5 3 2 

368 Smaragdicoccus  0 0 0 0 0 0 1 1 0 

369 Solimonas  0 0 1 2 2 1 2 3 14 
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370 Sorangium 0 0 0 0 0 0 1 2 1 

371 Sphaerisporangium  0 0 0 1 0 0 0 1 0 

372 Sphaerotilus  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

373 Sphingobacterium 0 5 0 0 0 0 0 0 0 

374 Sphingopyxis  0 6 0 0 0 0 0 0 2 

375 Sphingosinicella  0 0 0 0 1 0 0 0 0 

376 Sporichthya  0 4 0 1 1 0 1 4 2 

377 Sporocytophaga 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

378 Sporosarcina  0 0 1 1 0 0 4 0 2 

379 Starkeya  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

380 Streptococcus  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

381 Streptophyta  0 3 0 0 0 2 1 1 1 

382 

Subdivision5 

_genera_incertae_sedis  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

383 Subtercola  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

384 Sulfuricurvum  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

385 Sulfuritalea  0 0 16 0 2 3 41 1 0 

386 Sulfurospirillum  0 0 2 0 0 0 0 0 0 

387 Sulfurovum  0 0 11 0 0 0 0 0 0 

388 Symbiobacterium  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

389 Thauera  0 0 9 0 0 0 7 0 0 

390 Thermoactinomyces  0 0 0 0 1 0 0 0 0 

391 Thermoleophilum  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

392 Thermomonas  0 0 1 0 0 0 0 0 0 

393 Thiobacillus  0 0 0 1 1 0 0 0 0 

394 Treponema  0 0 6 0 0 0 0 0 0 

395 Tumebacillus 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

396 Vampirovibrio  0 3 0 4 1 0 1 4 2 

397 Verrucomicrobium  0 0 2 3 3 0 0 0 1 

398 Victivallis  0 0 3 0 0 0 0 0 0 

399 Virgisporangium  0 0 0 0 0 0 0 2 2 

400 Wautersiella 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

401 Xenophilus  0 1 1 0 0 0 0 0 0 

402 Yersinia  0 0 0 1 0 0 0 0 0 

403 Zoogloea  0 0 1 3 0 0 1 0 0 

  Total 5.580 5.000 4.423 5.374 4.975 4.574 4.587 5.028 4.782 
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4.5.3. Diversidad bacteriana en las muestras de las librerías L-SR y L-SNR 

La biodiversidad alpha en las diferentes muestras de las librerías L-SR y L-SNR se 

estimaron calculando los índices de Shannon, Chao1, ACE, Simpson, Jackknife, y sus 

correspondientes índices de cobertura, índice de cobertura contenidos en el software SPADE, 

los que se indican en la Tabla 4.17 y 4.18, respectivamente. Las curvas de rarefacción y 

equidad se calcularon a través de RDP (Figura 4.12 y 4.13; Tabla 4.17 y 4.18, 

respectivamente). Los índices basados en el número total de OTUs, como ACE y Chao1, 

sugieren que existe una elevada biodiversidad en todas las muestras (Tabla 4.17 y 4.18, 

respectivamente). El resto de índices, basados en la probabilidad de aparición de nuevos 

OTUs, también indicaron que existe una elevada diversidad (Tabla 4.17 y 4.18, 

respectivamente). En todos las muestras analizadas, el índice de cobertura varió entre el 

85,8% y el 90,04%. Los valores de equidad fueron superiores a 0.8, lo que indica la ausencia 

general de dominancia por parte de un OTU. Las curvas de rarefacción correspondientes a 

cada librería (Figuras 4.12 y 4.13, respectivamente) se construyeron utilizando los valores de 

rarefacción obtenidos mediante el comando “Rarefaction” del RDP que utiliza las secuencias 

ya agrupadas mediante el comando “Clustering”. Estos resultados, junto con los de los índices 

de cobertura, indican que la biodiversidad de las muestras está estadísticamente bien 

representada. 
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Tabla 4.17. Número de secuencias (S), número de OTUs, valores de rarefacción e índices de diversidad determinadas en las muestras de la 

librería L-SR  

Muestra de 

L-SR S OTUs Rarefacción ACE Chao1 Simpson Shannon (H') Jackknife Equidad % Índice cobertura 

MT-SR 9.966 1.982 1.981,33 4.292,7 4.098,62 0,01252 6,041 6,203 0,79582 88,78 

T-SR 9.966 2.264 2.263,28 4.413,9 4.236,91 0,0031 6,733 6,913 0,87164 88,00 

MF-SR 9.966 2.398 2.397,17 5.092,2 4.718,94 0,01447 6,245 6,442 0,80249 86,20 

M-SR 9.966 2.515 2.514,15 5.257,6 4.993,88 0,00894 6,634 6,838 0,84726 85,81 

El intervalo de confianza para cada uno de los índices fue del 95%. 
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Tabla 4.18. Número de secuencias (S), número de OTUs, valores de rarefacción e índices de diversidad determinadas en las muestras de la 

librería L-SNR 

Muestra de  

L-SNR S OTUs Rarefacción ACE Chao1 Simpson Shannon (H') Jackknife Equidad % Índice cobertura 

MT-SNR 9966 2447 2.446,24 4.554,70 4.487,74 0,00287 6,864 7,058 0,87980 87,28 

T-SNR 9966 1963 1.962,39 3.685,40 3.575,10 0,01422 6,105 6,261 0,80523 89,75 

MF-SNR 9966 2313 2.312,27 4.372,60 4.146,05 0,00764 6,500 6,690 0,83900 87,79 

M-SNR 9966 2228 2.227,29 3.632,90 3.549,59 0,00485 6,733 6,904 0,87342 89,75 

D 9966 2149 2.148,40 3.597,60 3.503,09 0,00289 6,765 6,931 0,88182 90,04 

El intervalo de confianza para cada uno de los índices fue del 95%. 
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Figura 4.12. Curvas de rarefacción de las muestras de la librería L-SR. Se utilizó el número de 

OTUs asignado en el “Clustering” del RDP al 97.0% de similitud. Color azul: muestra MT-

SR; color verde: muestra T-SR; color rojo: muestra MF-SNR; color morado: muestra M-SNR. 
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Figura 4.13. Curvas de rarefacción de las muestras de la librería L-SNR. Se utilizó el número 

de OTUs asignado en el “Clustering” del RDP al 97.0% de similitud. Color celeste: muestra 

MT-SNR; color rojo: muestra MF-SNR; color morado: muestra M-SNR; color negro: muestra 

D y color verde: muestra T-SNR. 
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Los índices Jaccard y Sorensen, que estiman la biodiversidad beta, indicaron que las 

muestras de las librerías L-SR y L-SNR no tienen la misma composición, aunque comparten 
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diversas OTUs. Los índices de Jaccard para las comparaciones entre las distintas muestras 

oscilaron entre 0,196 y 0,758, lo que sugiere que las muestras comparten algunos OTUs 

(Tabla 4.19). Excepto para las muestras de maíz procedentes tanto de suelo rizosférico como 

no rizosférico, los índices de la muestra D fueron los más elevados en relación con el resto de 

muestras, lo que indica que tales muestras comparten un elevado número de OTUs (Tabla 

4.19).  

Tabla 4.19. Índices de Jaccard de las muestras de las librerías L-SR y L-SNR 

 

MF-SR MT-SNR MT-SR T-SR M-SNR M-SR T-SNR MF-SNR D 

MF-SR 0,000 0,386 0,381 0,504 0,480 0,573 0,382 0,263 0,758 

MT-SNR 0,386 0,000 0,196 0,426 0,435 0,503 0,337 0,318 0,559 

MT-SR 0,381 0,196 0,000 0,366 0,484 0,507 0,239 0,297 0,669 

T-SR 0,504 0,426 0,366 0,000 0,549 0,477 0,306 0,409 0,661 

M-SNR 0,480 0,435 0,484 0,549 0,000 0,359 0,417 0,435 0,422 

M-SR 0,573 0,503 0,507 0,477 0,359 0,000 0,476 0,473 0,567 

T-SNR 0,382 0,337 0,239 0,306 0,417 0,476 0,000 0,311 0,657 

MF-SNR 0,263 0,318 0,297 0,409 0,435 0,473 0,311 0,000 0,648 

D 0,758 0,559 0,669 0,661 0,422 0,567 0,657 0,648 0,000 

 

El cladograma obtenido a partir de la matriz de distancia que genera RDP utilizando el 

comando “Jaccard-Sorensen” se presenta en la Figura 4.14. En ella se puede observar que la 

muestra D es la que comparte el mayor número de OTUs con el resto de muestras. 

 

 

 



 

110 
 

Figura 4.14. Cladograma basado en los índices de Jaccard de las muestras de las librerías L-

SR y L-SNR 
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Cuando las relaciones entre las muestras de ambas librerías se analizaron utilizando el 

índice de Sorensen (Tabla 4.20), los resultados fueron similares a los obtenidos con los del 

índice de Jaccard. Igualmente, el cladograma correspondiente mostró que, de nuevo, los 

índices binarios de la muestra D fueron los más elevados (Figura 4.15). 

 

Tabla 4.20. Índices de Sorensen de las muestras de las librerías L-SR y L-SNR 

 

MF-SR MT-SNR MT-SR T-SR M-SNR M-SR T-SNR MF-SNR D 

MF-SR 0,000 0,240 0,235 0,337 0,316 0,401 0,236 0,152 0,610 

MT-SNR 0,240 0,000 0,109 0,271 0,278 0,336 0,202 0,189 0,388 

MT-SR 0,235 0,109 0,000 0,224 0,319 0,340 0,136 0,174 0,503 

T-SR 0,337 0,271 0,224 0,000 0,378 0,314 0,180 0,257 0,493 

M-SNR 0,316 0,278 0,319 0,378 0,000 0,219 0,263 0,278 0,267 

M-SR 0,401 0,336 0,340 0,314 0,219 0,000 0,312 0,310 0,396 

T-SNR 0,236 0,202 0,136 0,180 0,263 0,312 0,000 0,184 0,490 

MF-SNR 0,152 0,189 0,174 0,257 0,278 0,310 0,184 0,000 0,480 

D 0,610 0,388 0,503 0,493 0,267 0,396 0,490 0,480 0,000 
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Figura 4.14. Cladograma basado en los índices de Sorensen de las muestras de las librerías L-

SR y L-SNR  
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4.5.4. Análisis comparativo de la estructura de las poblaciones microbianas en las muestras de 

las librerías L-SR y L-SNR 

4.5.4.1. Análisis de los suelos rizosféricos 

Para estimar las diferencias en la estructura de las comunidades microbianas de las 

muestras del suelo rizosférico se empleó el comando Libshuff del programa MOTHUR. Las 

comparaciones entre las muestras fueron significativamente diferentes (P < 0,0001) cuando se 

analizaron los suelos rizosféricos en ambas direcciones (Tabla 4.21), lo que indica que las 

poblaciones microbianas de cada suelo son diferentes. 

Tabla 4.21. Significación de las comparaciones entre las secuencias del gen 16S rRNA de las 

muestras de suelos rizosféricos a partir de la librería L-SR 

Muestras dCXY score P (significación) 

M-SR vs MF-SR 0,002397 <0,0001 

M-SR vs MT-SR 0,002879 <0,0001 

M-SR vs T-SR 0,002194 <0,0001 

MF-SR vs M-SR 0,003456 <0,0001 

MF-SR vs MT-SR 0,001789 <0,0001 

MF-SR vs T-SR 0,002585 <0,0001 

MT-SR vs M-SR 0,002072 <0,0001 

MT-SR vs MF-SR 0,000511 <0,0001 

MT-SR vs T-SR 0,000474 <0,0001 

T-SR vs M-SR 0,003784 <0,0001 

T-SR vs MF-SR 0,002509 <0,0001 

T-SR vs MT-SR 0,001889 <0,0001 

 

El valor P crítico para las 4 muestras de suelo es de 0,004167 con un valor α de 0.05 para las 

comparaciones entre las 12 parejas analizadas 

 

4.5.4.2. Análisis de los suelos no rizosféricos 

En contraste con los suelos rizosféricos, la estructura de las poblaciones microbianas de lo 

suelos no rizosféricos no fueron significativamente (α = 0.05) diferentes en algunas 

comparaciones, sobre todo aquellas en las que interviene la muestra D (Tabla 4.22). 

Tabla 4.22. Significación de las comparaciones entre las secuencias del gen 16S rRNA de las 

muestras de suelos rizosféricos a partir de la librería L-SNR. 
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Comparación dCXY score P (significación) 

D vs MF-SNR 0,00384134 < 0,0001 

D vs M-SNR 0,00214498 < 0,0001 

D vs MT-SNR 0,00297239 < 0,0001 

D vs T-SNR 0,00512707 < 0,0001 

M-SNR vs D 0,00220156 < 0,0001 

M-SNR vs MF-SNR 0,00173256 <0,0001 

M-SNR vs MT-SNR 0,00162448 <0,0001 

M-SNR vs T-SNR 0,00214766 <0,0001 

MF-SNR vs D 0,00853581 <0,0001 

MF-SNR vs M-SNR 0,00356003 <0,0001 

MF-SNR vs MT-SNR 0,00065082 <0,0001 

MF-SNR vs T-SNR 0,00104318 <0,0001 

MT-SNR vs D 0,00549609 <0,0001 

MT-SNR vs MF-SNR 0,00054630 <0,0001 

MT-SNR vs M-SNR 0,00257943 <0,0001 

MT-SNR vs T-SNR 0,00113558 <0,0001 

T-SNR vs D 0,00847383 <0,0001 

T-SNR vs MF-SNR 0,00024420 <0,0001 

T-SNR vs M-SNR 0,00388696 <0,0001 

T-SNR vs MT-SNR 0,00036827 <0,0001 

 

El valor P crítico para las 5 muestras de suelo es de 0,0025 con un valor α de 0.05 para las 

comparaciones entre las 20 parejas analizadas 

 

4.5.4.3. Análisis de los suelos no rizosféricos vs suelos rizosféricos 

En todos los casos, independientemente del cultivo establecido, la estructura de las 

poblaciones microbianas procedentes de cada uno de los suelos rizosféricos fueron 

estadísticamente diferentes a la de los correspondientes suelos no rizosféricos (Tabla 4.23). 
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Tabla 4.23. Significación de las comparaciones entre las secuencias del gen 16S rRNA de las 

muestras de suelos rizosféricos y no rizosféricas  

Comparación dCXY score P (significación) 

MF-SR vs MF-SNR 0,00023468 <0,0001 

MF-SNR vs MF-SR 0,00031015 <0,0001 

M-SR vs M-SNR 0,00057589 <0,0001 

M-SNR vs M-SR 0,00027499 <0,0001 

MT-SR vs MT-SNR 0,00001509 <0,0001 

MT-SNR vs MT-SR 0,00035850 <0,0001 

T-SR vs T-SNR 0,00043109 <0,0001 

T-SNR vs T-SR 0,00032827 <0,0001 

 

El valor P crítico para las 4 muestras de suelo es de 0,00625 con un valor α de 0.05 para 

las comparaciones entre las 8 parejas analizadas 

4.5.4.4. Análisis taxonómico comparado de las poblaciones microbianas en suelos rizosféricos 

y no rizosféricos 

Se llevó a cabo mediante el comando “Library Compare” utilizando las secuencias de las 

muestras de las librerías L-SR y L-SNR. En las Tablas 4.24, 4.25, 4.26 y 4.27, sólo se 

presentan los géneros significativamente diferentes (P = 0.01) identificados en ambos tipos de 

suelo. 

4.5.4.4.1. Suelos cultivados con maíz y trébol (muestras MT-SR y MT-SNR) 

En la muestra MT-SR se identificaron 199 géneros y 196 en la muestra MT-SNR (Tabla 

4.24). Flavobacterium, Dechloromonas, Acidovorax, Bacillus y Arenimonas son los géneros 

más abundantes en SR y su presencia en SNR fue significativamente menor (Tabla x). En 

SNR los géneros Oxalicibacterium y Magnetospirillum fueron mayoritarios, y más 

abundantes que en SR. 

 

Tabla 4.24. Géneros y número de secuencias en SR y SNR de maíz y trébol 

Género MT-SR MT-SNR Valor de significación* 

Flavobacterium 1.184 548 6,000E-14 

Dechloromonas 1.161 75 6,000E-14 

Acidovorax 246 21 6,000E-14 

Bacillus 209 12 6,000E-14 

Arenimonas 193 107 5,740E-07 

Gp4 191 396 6,000E-14 
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Gp6 181 317 1,060E-09 

Gemmatimonas 174 350 6,000E-14 

Clostridium III 107 44 3,400E-07 

Opitutus 89 149 1,000E-04 

Subdivision3_genera_incertae_sedis 86 372 6,000E-14 

Fluviicola 43 87 1,000E-04 

Nitrospira 40 75 1,080E-03 

Gp3 38 85 2,670E-05 

Geobacter 37 87 6,800E-06 

Gracilibacter 33 72 1,400E-04 

Gp7 32 72 8,000E-05 

Sphingomonas 26 59 3,400E-04 

Anaerovorax 24 4 1,040E-04 

OD1_genera_incertae_sedis 22 92 8,070E-11 

Steroidobacter 19 57 1,710E-05 

Magnetospirillum 16 126 6,000E-14 

Spartobacteria_genera_incertae_sedis 15 64 3,810E-08 

Sphingobium 14 2 2,350E-03 

Roseateles 14 3 7,540E-03 

Oxalicibacterium 12 166 6,000E-14 

Haliangium 10 31 1,040E-03 

*Significativamente diferente a P = 0,01    

 

4.5.4.4.2. Suelos cultivados con trébol (muestras T-SR y T-SNR) 

 En la muestra T-SR se identificaron 221 géneros y 181 en la muestra T-SNR (Tabla 

4.25). Los géneros identificados en SR y SNR de trébol fueron, en general, diferentes a los 

encontrados en maíz (Tabla 4.24). Los géneros Pedobacter, Clostridium, Arenimonas, 

Mucilaginibacter, Opitutus, Novosphingobium, Phenylobacterium, Rhizomicrobium, 

Paenibacillus, Sphingomonas y Rhodanobacter se encuentran en ambos suelos, pero el 

número de secuencias fue significativamente superior en SR. Hay que destacar que, en 

general, el número de secuencias en la rizosfera y en el suelo no rizosférico de trébol fueron 

inferiores a los de maíz (Tablas 4.25 y 4.24). Aunque las Acidobacterias (Gp4 y Gp6) 

aparecieron en ambos suelos, fueron más abundantes en SNR (Tabla 4.25). 

Tabla 4.25. Géneros y número de secuencias en SR y SNR de trébol 

Genero T-SR T-SNR Valor de significación* 

Flavobacterium 485 605 1,80E-04 

Gp4 325 408 1,80E-03 

Pedobacter 197 6 6E-14 

Clostridium sensu stricto 190 34 6E-14 
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Arenimonas 180 107 1,71E-05 

Mucilaginibacter 169 18 6E-14 

Gp6 157 240 2,67E-05 

Opitutus 112 53 4,23E-06 

Novosphingobium 107 17 6E-14 

Phenylobacterium 99 43 2,60E-06 

Rhizomicrobium 93 26 1,06E-09 

Paenibacillus 86 0 1,29E-26 

Sphingomonas 78 7 6E-14 

Rhodanobacter 72 5 1,50E-16 

Acidovorax 63 115 0,00008 

Geothrix 47 0 7,11E-15 

Variovorax 45 9 9,60E-07 

Polaromonas 42 3 4,62E-10 

Devosia 41 15 0,0005 

Massilia 41 68 9,60E-03 

Dechloromonas 37 340 6E-14 

Brevundimonas 35 2 5,40E-09 

Dyadobacter 35 3 3,61E-08 

Methylophilus 34 13 2,14E-03 

Clostridium III 32 105 5,67E-10 

Aeromicrobium 31 2 6,94E-08 

Dyella 28 0 3,73E-09 

Oxalicibacterium 19 161 6E-14 

Ensifer 18 0 3,81E-06 

Rhizobium 18 2 2,21E-04 

Albidiferax 17 67 6,68E-08 

Duganella 17 40 2,28E-03 

Stenotrophomonas 16 3 2,58E-03 

Gracilibacter 13 94 6E-14 

Geobacter 13 65 3,65E-09 

Undibacterium 4 45 4,46E-10 

Magnetospirillum 1 128 1,92E-37 

Holophaga 0 126 1,18E-38 

Azonexus 0 51 4,44E-16 

*Significativamente diferente a P =0,01 

    

4.5.4.4.3. Suelos cultivados con maíz fertilizado (muestras MF-SR y MF-SNR) 

El número de géneros en la rizosfera y en suelo no rizosférico de las plantas de maíz 

fertilizado fue 212 en ambos casos (Tabla 4.26). El número de secuencias de los géneros 

Dechloromonas, Geobacter, Clostridium III, Albidiferax y Methylophilus de MF-SR son 
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significativamente diferentes para los mismos géneros del suelo SNR. En cambio los géneros 

Flavobacterium, Gp4, Opitutus, Gemmatimonas, Massilia, Fluviicola, Gp7, Bacillus y 

Variovorax fueron estadísticamente más abundantes en el SNR de maíz cultivado con 

fertilización química. 

Tabla 4.26. Géneros y número de secuencias en SR y SNR de maíz fertilizado 

Género MF-SR MF-SNR Valor de significación* 

Dechloromonas 1.024 620 6,00E-14 

Geobacter 342 136 6,00E-14 

Flavobacterium 212 403 6,00E-14 

Gp4 147 305 6,00E-14 

Opitutus 132 211 1,71E-05 

Clostridium III 131 82 7,20E-04 

Albidiferax 125 4 1,72E-32 

Gemmatimonas 113 325 6,00E-14 

Methylophilus 67 12 5,67E-10 

Azoarcus 49 5 2,14E-10 

Azonexus 49 20 4,60E-04 

Paludibacter 43 14 1,20E-04 

Massilia 42 136 2,58E-12 

Polaromonas 40 14 4,00E-04 

Anaerorhabdus 31 1 7,92E-09 

Propionivibrio 30 13 9,32E-03 

Pseudomonas 26 4 3,40E-05 

Arcobacter 21 0 4,77E-07 

Mucilaginibacter 18 42 1,94E-03 

Fluviicola 16 91 6,00E-13 

Gp7 16 59 9,60E-07 

Sulfuritalea 16 41 9,00E-04 

Bacillus 15 131 6,00E-14 

Acidovorax 13 43 6,34E-05 

Variovorax 12 91 6,00E-14 

Sulfurovum 11 0 4,88E-04 

Pelosinus 10 34 3,00E-04 

Anaerovorax 9 24 9,06E-03 

Undibacterium 7 44 3,40E-07 

Ferruginibacter 6 20 5,96E-03 

Pedobacter 5 23 5,46E-04 

Chitinophaga 0 19 1,91E-06 

Pseudolabrys 0 7 7,81E-03 

*Significativamente diferente a P = 0,01 
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4.5.4.4.4. Suelos cultivados con maíz (muestras M-SR y M-SNR) 

El número de géneros en las muestras M-SR y M-SNR fue de 209 y 183, respectivamente 

(Tabla 4.27). Los géneros Rhodoferax, Rhizobium, Chryseobacterium, Flavobacterium, 

Ohtaekwangia, Bacillus, Mucilaginibacter y Gp1 son significativamente más abundantes en 

SR que en SNR. Los géneros Gemmatimonas, Gp6, Gp4, Haliangium, Gp7, 

Phenylobacterium, Nitrospira, Gp5, Terrimonas, Gp3, Opitutos y Steroidebacter fueron, por 

el contrario, más abundantes en el suelo M-SNR. 

Tabla 4.27. Géneros y número de secuencias en SR y SNR de maíz 

Género M-SR M-SNR Valor de significación* 

Rhodoferax 767 0 1,29E-231 

Rhizobium 66 2 8,19E-18 

Chryseobacterium 51 0 4,44E-16 

Flavobacterium 158 37 6,00E-14 

Gemmatimonas 168 485 6,00E-14 

Gp6 349 622 6,00E-14 

Hydrogenophaga 36 0 1,46E-11 

Gp4 1.125 1.434 8,07E-11 

Ohtaekwangia 255 129 1,56E-10 

Bacillus 80 19 1,06E-09 

Pedobacter 33 2 1,94E-08 

Pseudomonas 35 3 3,61E-08 

Rubrobacter 55 12 2,00E-07 

Haliangium 43 103 9,60E-07 

Lysobacter 8 42 1,59E-06 

Geobacter 27 3 4,65E-06 

Mucilaginibacter 72 27 6,80E-06 

Novosphingobium 16 0 1,53E-05 

Gp7 49 100 4,13E-05 

Phenylobacterium 26 63 8,00E-05 

Gp1 71 33 1,80E-04 

Arenimonas 15 43 2,40E-04 

Janthinobacterium 12 0 2,44E-04 

Undibacterium 15 1 2,75E-04 

Nitrospira 23 51 1,12E-03 

Gp5 35 67 1,48E-03 

Nocardioides 10 30 1,52E-03 

Anaeromyxobacter 25 8 3,08E-03 

Terrimonas 34 63 3,18E-03 

Segetibacter 17 39 3,28E-03 

Gp3 63 99 4,52E-03 
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Solirubrobacter 16 36 5,44E-03 

Pasteuria 37 17 6,34E-03 

Flavisolibacter 22 44 6,72E-03 

Opitutus 98 139 7,36E-03 

Steroidobacter 30 54 8,80E-03 

*= Significativamente diferente a 0,01 
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4.6. Aislamiento e identificación de endofitos de las raíces de maíz amiláceo 

4.6.1. Método dependiente de cultivo celular 

Entre los 3 cultivos, después de la incubación en medio YEM del extracto obtenido de las 

raíces de maíz, se obtuvieron 10 UFCs morfológicamente diferentes. Después de la 

amplificación y secuenciación parcial del gen 16 rRNA de cada una de las cepas, la búsqueda 

de secuencias homólogas depositadas en los Bancos de Datos mediante el programa BLASTN 

mostró que 8 de las 10 cepas aisladas pertenecían al género Bacillus, 1 a Dyella y otra a 

Enterobacter. 

4.6.2. Método independiente de cultivo celular: Pirosecuenciación 

Las secuencias recibidas de Life Sequencing S.A. se procesaron de la manera descrita en el 

apartado 4.2. Durante su limpieza (cualificación) se observó la presencia de abundantes 

secuencias correspondientes a estreptofitas (68,65%) y mitocondrias (20,01%), que se 

eliminaron de la librería L-EMT. Las 5.779 secuencias restantes (11,32%) corresponden a 

ADN bacteriano (Tabla 4.28). 

Tabla 4.28. Número y porcentaje de secuencias totales, cualificadas, de estreptofitas, de 

mitocondrias y de endofitos de la librería L-EMT. 

Muestra 
Número de secuencias en la librería L-EMT 

Total Cualificadas Estreptofitas Mitocondrias Endofitos 

MT 62.475 51.046 35.050 (68,67%) 10.217 (20,01%) 5.779 (11,32%) 

 

El tamaño molecular medio de las secuencias fue de 371 pb y su alineamiento con el 

comando “Aligner” mostró que el inicio y el final de las secuencias coincidía, en la mayoría 

de los casos, con las posiciones de los nucleótidos 537 y 906 del gen 16S rRNA de E. coli 

(J01695) que se utilizó como referencia. No se detectó ningún hueco (gap) en el alineamiento. 

Una vez alineadas, las secuencias se agruparon (97% de similitud) mediante el comando 

“Clustering” para generar el número de OTUs, que fue de 618. El comando “Classifier” 

permitió la asignación de las secuencias en las categorías taxonómicas de phyla, clase, orden, 

familia y género (Tabla 4.29). 
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Tabla 4.29. Clasificación de las secuencias de la librería L-EMT. Se indica la categoría 

taxonómica, el número de taxa (N), el número de secuencias (S) y el porcentaje de las 

mismas. 

Categoría taxonómica N S 

Phyla 14 5.773 (99,90%) 

Clase 35 5.724 (99,05%) 

Orden 43 5.157 (89,24%) 

Familia 88 5.002 (86,55%) 

Género 180 2.051 (35,50%) 

Secuencias no clasificadas  4 (0,07%) 

 

4.6.3. Clasificación y composición de los endofitos de las raíces de maíz 

Mediante pirosecuenciación se han detectado 12 phyla pertenecientes al dominio bacteria y 

2 al Archaea en el interior de las raíces de maíz. Proteobacteria fue mayoritaria en Bacteria ya 

que incluyó el 84,39% de las secuencias, seguida de Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes 

y Acidobacteria. Los phyla Crenarchaeota y Euryarchaeota estuvieron representados por 4 y 3 

secuencias, respectivamente, lo que representó el 0,12% de las secuencias (Tabla 4.30),. 

Tabla 4.30. Distribución en phyla de las secuencias de la librería L-EMT 

Phyla Número de secuencias 

Proteobacteria  4.877 (84,39%) 

Firmicutes  248 (4,29%) 

Actinobacteria  233 (4,03%) 

Bacteroidetes 212 (3,67%) 

Acidobacteria 116 (2,01%) 

Verrucomicrobia  37 (0,64%) 

Gemmatimonadetes 17 (0,29%) 

Planctomycetes  11 (0,19%) 

Chloroflexi 7 (0,12%) 

Crenarchaeota 4 (0,07%) 

TM7  4 (0,07%) 

Euryarchaeota 3 (0,05%) 

Chlamydiae 2 (0,03%) 

Nitrospira 2 (0,03%) 

Secuencias no clasificadas 4 (0,07%) 

 

Los 14 phyla de la librería L-EMT se distribuyeron en 35 clases, 43 órdenes, 88 familias y 

180 géneros (Tabla 4.31) 
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Tabla 4.31. Géneros identificados, y su número de secuencias, en las librerías L-EMT. Se 

indica el número de secuencias y el porcentaje de las mismas  

Género Número de secuencias 

Sphingomonas  303 (5,24%) 

Burkholderia  191 (3,31%) 

Sphingobium  148 (2,56%) 

Streptococcus  142 (2,46%) 

Herbaspirillum  78 (1,35%) 

Bradyrhizobium  66 (1,14%) 

Methylophilus  60 (1,04%) 

Propionibacterium  57 (0,99%) 

Haemophilus  53 (0,92%) 

Dyella  37 (0,64%) 

Chitinophaga  36 (0,62%) 

Rhizobium  36 (0,62%) 

Gp4  34 (0,59%) 

Gp6  28 (0,48%) 

Caulobacter  27 (0,47%) 

Mucilaginibacter  26 (0,45%) 

Duganella  25 (0,43%) 

Methylovorus  23 (0,40%) 

Pseudomonas  21 (0,36%) 

Ohtaekwangia  20 (0,35%) 

Pleomorphomonas  19 (0,33%) 

Staphylococcus  19 (0,33%) 

Bacillus  18 (0,31%) 

Gemmatimonas  17 (0,29%) 

Pedobacter  17 (0,29%) 

Acidovorax  16 (0,28%) 

Phenylobacterium  16 (0,28%) 

Streptomyces  15 (0,26%) 

Gp3  14 (0,24%) 

Spartobacteria_genera_incertae_sedis  14 (0,24%) 

Azospirillum  14 (0,24%) 

Devosia  13 (0,22%) 

Bosea  12 (0,21%) 

Opitutus  11 (0,19%) 

Methylobacterium  10 (0,17%) 

Rhizobacter  10 (0,17%) 

Variovorax  10 (0,17%) 

Corynebacterium  9 (0,16%) 

Gp1  9 (0,16%) 
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Gp5  9 (0,16%) 

Massilia  9 (0,16%) 

Nocardioides  9 (0,16%) 

Dechloromonas  8 (0,14%) 

Ferruginibacter  8 (0,14%) 

Microbacterium  8 (0,14%) 

Rhizomicrobium  8 (0,14%) 

Stenotrophomonas  8 (0,14%) 

Dongia  7 (0,12%) 

Gp7  7 (0,12%) 

Neisseria  7 (0,12%) 

Pelomonas  7 (0,12%) 

Lysobacter  6 (0,10%) 

Mesorhizobium  6 (0,10%) 

Planctomyces  6 (0,10%) 

Subdivision3_genera_incertae_sedis  6 (0,10%) 

Veillonella  6 (0,10%) 

Aeromicrobium  5 (0,09%) 

Clostridium sensu stricto  5 (0,09%) 

Flavobacterium  5 (0,09%) 

Marmoricola  5 (0,09%) 

Pseudonocardia  5 (0,09%) 

Roseateles  5 (0,09%) 

Sediminibacterium  5 (0,09%) 

Acinetobacter  4 (0,07%) 

Amycolatopsis  4 (0,07%) 

Arthrobacter  4 (0,07%) 

Chryseobacterium  4 (0,07%) 

Dyadobacter  4 (0,07%) 

Gemella  4 (0,07%) 

Ralstonia  4 (0,07%) 

Streptosporangium  4 (0,07%) 

Terrimonas  4 (0,07%) 

TM7_genera_incertae_sedis  4 (0,07%) 

Anaerococcus  3 (0,05%) 

Asticcacaulis  3 (0,05%) 

Butyricicoccus  3 (0,05%) 

Conexibacter  3 (0,05%) 

Gp17  3 (0,05%) 

Kribbella  3 (0,05%) 

Luteibacter  3 (0,05%) 

Niastella  3 (0,05%) 
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Oscillibacter  3 (0,05%) 

Petrobacter  3 (0,05%) 

Polaromonas  3 (0,05%) 

Shinella  3 (0,05%) 

Skermanella  3 (0,05%) 

Solirubrobacter  3 (0,05%) 

Tumebacillus  3 (0,05%) 

Agromyces  2 (0,03%) 

Anaeromyxobacter  2 (0,03%) 

Anaerosinus  2 (0,03%) 

Aquicella  2 (0,03%) 

Arcobacter  2 (0,03%) 

Arenimonas  2 (0,03%) 

Blastococcus  2 (0,03%) 

Cellvibrio  2 (0,03%) 

Cohnella  2 (0,03%) 

Cupriavidus  2 (0,03%) 

Ensifer  2 (0,03%) 

Filimonas  2 (0,03%) 

Finegoldia  2 (0,03%) 

Gp10  2 (0,03%) 

Gp2  2 (0,03%) 

Gp22  2 (0,03%) 

Haliangium  2 (0,03%) 

Kaistia  2 (0,03%) 

Lactobacillus  2 (0,03%) 

Lactococcus  2 (0,03%) 

Marinobacter  2 (0,03%) 

Mycobacterium  2 (0,03%) 

Nitrospira  2 (0,03%) 

Novosphingobium  2 (0,03%) 

Paludibacter  2 (0,03%) 

Parabacteroides  2 (0,03%) 

Pasteuria  2 (0,03%) 

Peptoniphilus  2 (0,03%) 

Planococcaceae_incertae_sedis  2 (0,03%) 

Propionivibrio  2 (0,03%) 

Proteus  2 (0,03%) 

Rhodanobacter  2 (0,03%) 

Rhodococcus  2 (0,03%) 

Rhodopseudomonas  2 (0,03%) 

Rothia  2 (0,03%) 
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Singulisphaera  2 (0,03%) 

Steroidobacter  2 (0,03%) 

Terrabacter  2 (0,03%) 

Verrucomicrobium  2 (0,03%) 

Aciditerrimonas  1 (0,02%) 

Leuconostoc  1(0,02%) 

Acidothermus  1 (0,02%) 

Actinomycetospora  1 (0,02%) 

Actinophytocola  1 (0,02%) 

Afipia  1 (0,02%) 

Albidiferax  1 (0,02%) 

Amaricoccus  1 (0,02%) 

Angustibacter  1 (0,02%) 

Aquabacterium  1 (0,02%) 

Bauldia  1 (0,02%) 

Bdellovibrio  1 (0,02%) 

Blastopirellula  1 (0,02%) 

Brevibacillus  1 (0,02%) 

Brevundimonas  1 (0,02%) 

Chromohalobacter  1 (0,02%) 

Cloacibacterium  1 (0,02%) 

Cytophaga  1 (0,02%) 

Dactylosporangium  1 (0,02%) 

Dokdonella  1 (0,02%) 

Dysgonomonas  1 (0,02%) 

Fervidicoccus  1 (0,02%) 

Friedmanniella  1 (0,02%) 

Geobacter  1 (0,02%) 

Granulicella  1 (0,02%) 

Hyphomicrobium  1 (0,02%) 

Ideonella  1 (0,02%) 

Inquilinus  1 (0,02%) 

Janthinobacterium  1 (0,02%) 

Kocuria  1 (0,02%) 

Ktedonobacter  1 (0,02%) 

Micrococcus  1 (0,02%) 

Microvirga  1 (0,02%) 

Mitsuokella  1 (0,02%) 

Modestobacter  1 (0,02%) 

Moraxella  1 (0,02%) 

Nannocystis  1 (0,02%) 

Nevskia  1 (0,02%) 
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Nitrosospira  1 (0,02%) 

Nocardia  1 (0,02%) 

Nonomuraea  1 (0,02%) 

Oxalicibacterium  1 (0,02%) 

Phyllobacterium  1 (0,02%) 

Porphyromonas  1 (0,02%) 

Prevotella  1 (0,02%) 

Prosthecobacter  1 (0,02%) 

Pusillimonas  1 (0,02%) 

Rubellimicrobium  1 (0,02%) 

Sphaerobacter  1 (0,02%) 

Spirosoma  1 (0,02%) 

Tepidimonas  1 (0,02%) 

Williamsia  1 (0,02%) 

Xanthomonas  1 (0,02%) 

 

4.6.4. Diversidad de endofitos en las raíces de maíz 

La diversidad alpha de las secuencias de la librería L-EMT se estimó calculando los 

índices de Shannon-Weaver (H'), Chao1, ACE, Simpson y Jackknife utilizando el software 

SPADE, que también permitió calcular el porcentaje de cobertura (Tabla 4.32). Los índices de 

rarefacción y de equidad se calcularon mediante RDP (Tabla 4.32). Entre los índices de 

diversidad alpha, Chao1 estimó la existencia de 1.012,6 OTUs y ACE de 1.164,6 OTUs. Los 

índices H' y Jackknife fueron de 3,24 y 3,22, respectivamente y de 0.26 el índice de Simpson. 

En la muestra analizada, el índice de cobertura fue de 94.4% y el de equidad fue de 0.51, lo 

que indica la ausencia general de dominancia por parte de un OTU. 

Tabla 4.32. Número de secuencias (S), número de OTUs, índices de diversidad de Simpson, 

Equidad (E), Shannon-Weaver (H'), Jackknife, Chao1, ACE, valores de rarefacción y 

porcentaje de índice de cobertura (% IC) de l la librería L-EMT. 

L-EMT 

S OTUs Rarefacción ACE Chao1 Simpson H' Jackknife E % Índice de 

Cobertura 

5.779 618 617,94 1.164,6 1.012,60 0,26 3,24 3,33 0,51 94,40 

 

El comando “Rarefaction” permitió la construcción de la curva de rarefacción 

correspondiente (Figura 4.16). Estos resultados, junto con los de los índices de cobertura, 

indican que la biodiversidad de las muestras está estadísticamente bien representada. 

Figura 4.16. Curva de rarefacción de la muestra EMT de la librería L-EMT. Se utilizó el 

número de OTUs asignado en el “Clustering” del RDP al 97.0% de similitud. 
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4.7. Actividad PGPR general en suelos rizosféricos y no rizosféricos de las chacras 

maiceras 

En este apartado se relacionan las bacterias que pueden actuar como PGPRs, y se clasifican 

de acuerdo a la posible función o actividad que pudieran realizar, concretamente aquellas 

implicadas en biocontrol, fijadoras de N2, solubilizadoras de fosfato, productoras de hormonas 

vegetales, productoras de sideróforos, con actividad ACC-deaminasa e inductoras de 

resistencia sistémica. En la tabla 4.33 se presenta el número total de secuencias 

correspondientes a bacterias con actividad PGPR para cada una de las muestras de suelo 

rizosférico y no rizosférico en relación con el número total de secuencias (9.966). Respecto al 

suelo en descanso, a excepción de la muestra M-SNR, el número de secuencias aumentó 

significativamente, al menos 2 veces en la muestra MT-SNR y se quintuplicó en la muestra 

MT-SR. Una representación gráfica de los datos de la Tabla 4.33 se presenta en la figura 4.17. 

 

Figura 4.17. Número (entre paréntesis) y porcentaje de secuencias con actividad PGPR en las 

muestras de suelo procedente de las chacras de Allpas. 

 

En la categoría de bacterias relacionadas con biocontrol se incluyen sólo las implicadas en 

control de patógenos y enfermedades de plantas. En el caso de bacterias productoras de 

hormonas vegetales, se incluyen las que producen citoquininas, giberelinas y auxinas. 

Respecto a los microorganismos diazotrofos se consideran tanto los simbióticos como los 

fijadores en vida libre. 

Mientras que las muestra M-SNR y las del suelo en descanso mostraron, en términos 

generales, un número similar, las restantes muestras tuvieron un mayor número de secuencias 

(Tabla 4.33). 
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4.7.1. Chacra cultivada con maíz asociado a trébol (MT-SR y MT-SNR) 

En general, para cualquier actividad como bacteria PGPR, el número de secuencias en SR 

fue mayor que en SNR y, sin embargo, no se observaron variaciones significativas en el 

número de géneros (Tabla 4.33). En esta chacra, Flavobacterium y Decholoromonas, y 

posiblemente Bacillus, son los 3 géneros a los que se debe la mayor parte de la actividad 

PGPR (Tabla 4.34, 4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40 y 4.41).  

4.7.2. Chacra cultivada con trébol 

En la chacra cultivada con trébol andino, el número de secuencias correspondientes a 

bacterias fijadoras de nitrógeno fue mayor en el suelo no rizosférico. Para las otras actividades 

PGPR el número de secuencias en el suelo rizosférico superó a las del suelo no rizosférico 

(Tabla 4.33). Para ambos suelos, rizosférico y no rizosférico, no se observaron variaciones 

sustanciales respecto al número de géneros. En esta chacra, la mayor parte de la actividad 

PGPR se debe a los géneros Flavobacterium, Sphingomonas, Clostridium sensu stricto, 

Paenibacillus, Variovorax, Novosphingobium, Mucilaginibacter y Rhodanobacter (Tablas 

4.34, 4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40 y 4.41).  

4.7.3. Chacra cultivada con maíz fertilizado 

En esta chacra, como en la chacra cultivada con trébol, el número de secuencias 

correspondientes a los géneros fijadores de nitrógeno en el suelo rizosférico fue mayor que el 

detectado en el suelo no rizosférico. Para las restantes actividades PGPR, el número de 

secuencias determinadas en el suelo no rizosférico fue superior a las correspondientes del 

suelo rizosférico (Tabla 4.33). En todos los casos el número de géneros fueron similares. En 

esta chacra, la mayor parte de la actividad PGPR se debe a los géneros Dechloromonas, 

Clostridium III y Geobacter (Tablas 4.34, 4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40 y 4.41). 

4.7.4. Chacra cultivada con maíz 

En esta chacra se observa mayor actividad PGPR en el suelo rizosférico respecto al suelo 

no rizosférico (Tabla 4.33). El suelo rizosférico es 2 veces superior en el número de 

secuencias de bacterias implicadas en biocontrol, solubilizadoras de fosfatos, productoras de 

hormonas y de sideróforos, 3 veces mayor en actividad ACC-deaminasa y de inducción de 

resistencia sistémica, y 6 veces superior en el de bacterias fijadoras de nitrógeno (Tabla 4.34, 

4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40 y 4.41). Como en las chacras anteriores, el número de 

géneros es similar en ambos suelos. La mayor actividad PGPR en esta chacra debe a los 

géneros Flavobacterium, Bacillus, Rhizobium, Rhodoferax, Chryseobacterium, Clostridium 

III y Geobacter (Tablas 4.34, 4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40 y 4.41). 
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Tabla 4.33. Número de secuencias (S) y de géneros bacterianos (N) con actividad PGPR. Bacterias implicadas en biocontrol (BC), fijadoras de 

nitrógeno (FN), solubilizadoras de fósfato (SP), productoras de fitohormonas (PH), productoras de sideróforos (PS), con actividad de ACC-

deaminasa (ACC-D) e inductoras de resistencia sistémica (IRS) 

Muestra 

BC FN SP PH PS ACC-D IRS 

S N S N S N S N S N S N S N 

MT-SR 1648 24 2886 29 1511 21 1666 24 1529 20 527 12 247 6 

MT-SNR 796 22 1084 24 728 21 812 25 744 21 119 12 66 5 

T-SR 1156 28 1289 30 1001 23 1417 29 1067 22 280 14 185 6 

T-SNR 930 21 1573 26 791 21 934 24 790 18 229 12 76 5 

MF-SR 509 24 2030 31 334 19 507 24 345 17 84 12 51 6 

MF-SNR 758 25 1588 33 628 19 843 25 717 20 298 12 148 6 

M-SR 565 26 1296 28 541 23 605 23 567 20 218 10 204 6 

M-SNR 315 24 202 23 230 18 239 20 276 17 66 12 63 6 

D 411 24 291 24 283 21 325 22 362 22 99 12 90 6 
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Tabla 4.34. Géneros bacterianos endófitos del maíz y su número de secuencias en las 

muestras de suelo de las chacras de Allpas 

Género 

MT-

SR 

MT-

SNR 

T- 

SR 

T-

SNR 

MF-

SR 

MF-

SNR 

M-

SR 

M- 

SNR D 

Flavobacterium 1184 548 485 605 212 403 158 37 73 

Dechloromonas 1161 75 37 340 1024 620 7 1 1 

Bacillus 209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Massilia 52 45 41 68 42 136 2 17 8 

Pseudomonas 30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Sphingomonas 26 59 78 7 23 9 46 55 60 

Variovorax 20 14 45 9 12 91 19 16 15 

Bradyrhizobium 16 15 49 43 25 25 40 32 22 

Azospirillum 5 7 0 13 3 3 3 0 0 

Rhizobium 4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Hydrogenophaga 4 0 2 2 14 30 36 0 0 

Stenotrophomonas 3 2 16 3 0 0 0 6 1 

Methylobacterium 3 0 4 3 0 3 0 1 3 

Pelomonas 3 5 5 0 5 3 8 2 1 

Streptomyces 2 2 5 2 2 5 21 36 54 

Arthrobacter 2 2 15 8 6 10 6 6 9 

Herbaspirillum 2 0 9 7 2 2 0 0 0 

Cellulomonas 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

Delftia 2 0 0 2 0 0 6 0 0 

Burkholderia 1 3 7 2 2 2 1 1 2 

Microbacterium 1 1 5 0 2 1 7 0 5 

Azonexus 1 2 0 51 49 20 1 0 1 

Rhodobacter 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

Pantoea 0 0 2 0 0 0 0 0 2 

Xanthomonas 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Phyllobacterium 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Staphylococcus 0 0 0 0 0 3 1 0 2 

Curtobacterium 0 0 3 0 0 0 0 0 0 

Microbispora 0 0 0 0 0 0 1 1 0 

Ensifer 0 0 18 0 0 0 0 1 1 

Corynebacterium 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Azoarcus 0 0 0 2 49 5 0 0 0 

Azohydromonas 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

Ideonella 0 0 0 0 1 1 0 7 0 

Acidobacterium 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

Brevibacillus 0 0 0 0 0 0 0 2 1 

Total secuencias 2734 843 914 1240 1519 1512 544 245 295 

Total géneros 23 19 22 21 21 23 20 19 23 
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Tabla 4.35. Géneros bacterianos implicadas en biocontrol y su número de secuencias en las 

muestras de suelo de las chacras de Allpas  

Género 

MT- 

SR 

MT-

SNR T-SR 

T-

SNR 

MF-

SR 

MF-

SNR 

M-

SR 

M-

SNR D 

Flavobacterium 1184 548 485 605 212 403 158 37 73 

Bacillus  209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Clostridium III  107 44 32 105 131 82 8 0 0 

Pseudomonas  30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Sphingomonas  26 59 78 7 23 9 46 55 60 

Clostridium sensu 

stricto  19 10 190 34 14 12 18 1 1 

Bradyrhizobium  16 15 49 43 25 25 40 32 22 

Nocardioides  10 17 16 8 12 15 10 30 44 

Pasteuria  7 8 8 9 7 11 37 17 49 

Clostridium XIVa  6 1 23 4 6 5 1 0 0 

Azospirillum  5 7 0 13 3 3 3 0 0 

Lysobacter  5 10 5 2   6 8 42 47 

Rhizobium  4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Stenotrophomonas  3 2 16 3 0 0 0 6 1 

Methylobacterium  3 0 4 3 0 3 0 1 3 

Streptomyces  2 2 5 2 2 5 21 36 54 

Arthrobacter  2 2 15 8 6 10 6 6 9 

Herbaspirillum  2 0 9 7 2 2 0 0 0 

Cellulomonas  2 0 0 0 0 0 0 0 0 

Microlunatus  2 2 1 0 1 1 7 4 2 

Burkholderia  1 3 7 2 2 2 1 1 2 

Rhodococcus  1 1 5 2 2 10 0 3 0 

Paenibacillus  1 0 86 0 2 2 1 2 2 

Exiguobacterium  1 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pantoea  0 0 2 0 0 0 0 0 2 

Xanthomonas  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Phyllobacterium  0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Staphylococcus  0 0 0 0 0 3 1 0 2 

Curtobacterium 0 0 3 0 0 0 0 0 0 

Microbispora  0 0 0 0 0 0 1 1 0 

Acinetobacter  0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Nocardia  0 2 0 0 0 1 1 0 2 

Collimonas  0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Micromonospora  0 0 0 0 0 0 2 10 1 

Actinomadura  0 0 0 0 0 0 5 2 1 

Actinoplanes  0 1 1 0 0 0 0 0 1 

Amycolatopsis  0 0 0 0 0 0 7 3 0 
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Kocuria 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Lactobacillus  0 0 1 0 0 0 1 0 0 

Methylobacter  0 0 0 0 6 0 0 0 0 

Sphingobacterium 0 0 5 0 0 0 0 0 0 

Clostridium IV  0 0 21 0 4 8 0 0 0 

Clostridium XI 0 1 2 1 2 0 0 1 0 

Desulfovibrio  0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Total secuencias 1648 796 1156 930 509 758 565 315 411 

Total géneros 24 22 28 21 24 25 26 24 24 

 

Tabla 4.36. Géneros bacterianos fijadoras de nitrógeno y su número de secuencias en las 

muestras de suelo de las chacras de Allpas. 

Género 

MT-

SR 

MT-

SNR T-SR 

T-

SNR 

MF-

SR 

MF-

SNR 

M-

SR 

M-

SNR D 

Flavobacterium 1184 548 485 605 212 403 158 37 73 

Dechloromonas 1161 75 37 340 1024 620 7 1 1 

Bacillus 209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Clostridium III 107 44 32 105 131 82 8 0 0 

Nitrospira 40 75 35 51 39 46 23 51 79 

Geobacter 37 87 13 65 342 136 27 3 0 

Pseudomonas 30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Clostridium sensu 

stricto 19 10 190 34 14 12 18 1 1 

Bradyrhizobium 16 15 49 43 25 25 40 32 22 

Magnetospirillum 16 126 1 128 34 39 2 0 0 

Novosphingobium 12 5 107 17 5 3 16 

 

16 

Devosia 10 5 41 15 7 6 11 14 21 

Clostridium XIVa 6 1 23 4 6 5 1 0 0 

Azospirillum 5 7 0 13 3 3 3 0 0 

Mesorhizobium 5 4 7 2 2 3 3 5 10 

Nitrosospira 5 2 7 0 0 1 1 1 3 

Rhizobium 4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Methylobacterium 3 0 4 3 0 3 0 1 3 

Pelomonas 3 5 5 0 5 3 8 2 1 

Arthrobacter 2 2 15 8 6 10 6 6 9 

Herbaspirillum 2 0 9 7 2 2 0 0 0 

Cellulomonas 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

Delftia 2 0 0 2 0 0 6 0 0 

Burkholderia 1 3 7 2 2 2 1 1 2 

Azonexus 1 2 0 51 49 20 1 0 1 

Rhodobacter 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

Paenibacillus 1 0 86 0 2 2 1 2 2 
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Mycobacterium 1 5 3 2 2 3 4 10 7 

Rhodoferax 1 0 0 0 6 2 767 0 0 

Pantoea 0 0 2 0 0 0 0 0 2 

Phyllobacterium 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Ensifer 0 0 18 0 0 0 0 1 1 

Corynebacterium 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Azoarcus 0 0 0 2 49 5 0 0 0 

Azohydromonas 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

Ideonella 0 0 0 0 1 1 0 7 0 

Acinetobacter 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Clostridium IV 0 0 21 0 4 8 0 0 0 

Clostridium XI 0 1 2 1 2 0 0 1 0 

Desulfovibrio 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Cupriavidus 0 0 1 0 0 0 1 1 1 

Azospira 0 0 0 0 9 1 0 0 0 

Beijerinckia 0 0 0 0 0 1 1 0 1 

Propionibacterium 0 0 1 0 0 1 0 1 3 

Total secuencias 2886 1084 1289 1573 2030 1588 1296 202 291 

Total géneros 29 24 30 26 31 33 28 23 24 

 

Tabla 4.37. Géneros bacterianos solubilizadoras de fosfatos  y su número de secuencias en las 

muestras de suelo de las chacras de Allpas  

Género 

MT-

SR 

MT-

SNR 

T- 

SR 

T-

SNR 

MF-

SR 

MF-

SNR 

M- 

SR 

M-

SNR D 

Flavobacterium 1.184 548 485 605 212 403 158 37 73 

Bacillus 209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Pseudomonas 30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Sphingomonas 26 59 78 7 23 9 46 55 60 

Bradyrhizobium 16 15 49 43 25 25 40 32 22 

Janthinobacterium 8 2 26 11 1 0 12 0 0 

Rhodanobacter 6 6 72 5 1 7 0 0 0 

Azospirillum 5 7 0 13 3 3 3 0 0 

Mesorhizobium 5 4 7 2 2 3 3 5 10 

Rhizobium 4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Stenotrophomonas 3 2 16 3 0 0 0 6 1 

Streptomyces 2 2 5 2 2 5 21 36 54 

Arthrobacter 2 2 15 8 6 10 6 6 9 

Herbaspirillum 2 0 9 7 2 2 0 0 0 

Delftia 2 0 0 2 0 0 6 0 0 

Labrys 2 0 5 1 0 0 1 1 1 

Burkholderia 1 3 7 2 2 2 1 1 2 
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Rhodococcus 1 1 5 2 2 10 0 3 0 

Paenibacillus 1 0 86 0 2 2 1 2 2 

Chryseobacterium 1 2 14 1 0 0 51 0 1 

Mycobacterium 1 5 3 2 2 3 4 10 7 

Pantoea 0 0 2 0 0 0 0 0 2 

Xanthomonas 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Phyllobacterium 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Staphylococcus 0 0 0 0 0 3 1 0 2 

Corynebacterium 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Acinetobacter 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Nocardia 0 2 0 0 0 1 1 0 2 

Collimonas 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Micromonospora 0 0 0 0 0 0 2 10 1 

Dyella 0 1 28 0 0 0 0 0 0 

Aeromonas 0 5 1 3 3 0 0 0 0 

Cupriavidus 0 0 1 0 0 0 1 1 1 

Thiobacillus 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

Total secuencias 1511 728 1001 791 334 628 541 230 283 

Total géneros 21 21 23 21 19 19 23 18 21 

 

Tabla 4.38. Géneros bacterianos productoras de fitohormonas y su número de secuencias en 

las muestras de suelo de las chacras de Allpas  

Género 

MT-

SR 

MT-

SNR 

T- 

SR 

T-

SNR 

MF-

SR 

MF-

SNR 

M-

SR 

M-

SNR D 

Flavobacterium 1.184 548 485 605 212 403 158 37 73 

Bacillus  209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Clostridium III  107 44 32 105 131 82 8 0 0 

Pseudomonas  30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Sphingomonas  26 59 78 7 23 9 46 55 60 

Variovorax  20 14 45 9 12 91 19 16 15 

Clostridium sensu 

stricto  19 10 190 34 14 12 18 1 1 

Pedobacter  17 22 197 6 5 23 33 2 23 

Bradyrhizobium  16 15 49 43 25 25 40 32 22 

Clostridium XIVa  6 1 23 4 6 5 1 0 0 

Azospirillum  5 7 0 13 3 3 3 0 0 

Mesorhizobium  5 4 7 2 2 3 3 5 10 

Rhizobium  4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Stenotrophomonas  3 2 16 3 0 0 0 6 1 

Methylobacterium  3 0 4 3 0 3 0 1 3 

Streptomyces  2 2 5 2 2 5 21 36 54 
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Arthrobacter  2 2 15 8 6 10 6 6 9 

Herbaspirillum  2 0 9 7 2 2 0 0 0 

Burkholderia  1 3 7 2 2 2 1 1 2 

Microbacterium  1 1 5 0 2 1 7 0 5 

Rhodococcus  1 1 5 2 2 10 0 3 0 

Paenibacillus  1 0 86 0 2 2 1 2 2 

Chryseobacterium  1 2 14 1 0 0 51 0 1 

Mycobacterium  1 5 3 2 2 3 4 10 7 

Pantoea  0 0 2 0 0 0 0 0 2 

Xanthomonas  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Acinetobacter  0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Nocardia  0 2 0 0 0 1 1 0 2 

Dyella  0 1 28 0 0 0 0 0 0 

Pandoraea 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Clostridium IV  0 0 21 0 4 8 0 0 0 

Clostridium XI 0 1 2 1 2 0 0 1 0 

Aeromonas  0 5 1 3 3 0 0 0 0 

Aminobacter 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

Methylovorus  0 0 0 0 0 0 2 1 0 

Total secuencias 1.666 812 1.417 934 507 843 605 239 325 

Total géneros 24 25 29 24 24 25 23 20 22 

 

Tabla 4.39. Géneros bacterianos productoras de sideróforos y su número de secuencias en las 

muestras de suelo de las chacras de Allpas  

Género 

MT-

SR 

MT-

SNR 

T- 

SR 

T-

SNR 

MF-

SR 

MF-

SNR M-SR 

M-

SNR D 

Flavobacterium 1.184 548 485 605 212 403 158 37 73 

Bacillus  209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Pseudomonas  30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Sphingomonas  26 59 78 7 23 9 46 55 60 

Variovorax  20 14 45 9 12 91 19 16 15 

Bradyrhizobium  16 15 49 43 25 25 40 32 22 

Novosphingobium  12 5 107 17 5 3 16 

 

16 

Azospirillum  5 7 0 13 3 3 3 0 0 

Lysobacter  5 10 5 2 

 

6 8 42 47 

Mesorhizobium  5 4 7 2 2 3 3 5 10 

Rhizobium  4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Stenotrophomonas  3 2 16 3 0 0 0 6 1 

Streptomyces  2 2 5 2 2 5 21 36 54 

Arthrobacter  2 2 15 8 6 10 6 6 9 

Chryseobacterium  1 2 14 1 0 0 51 0 1 
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Burkholderia  1 3 7 2 2 2 1 1 2 

Microbacterium  1 1 5 0 2 1 7 0 5 

Rhodococcus  1 1 5 2 2 10 0 3 0 

Paenibacillus  1 0 86 0 2 2 1 2 2 

Mycobacterium  1 5 3 2 2 3 4 10 7 

Pantoea  0 0 2 0 0 0 0 0 2 

Xanthomonas  0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Ensifer  0 0 18 0 0 0 0 1 1 

Acinetobacter  0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Nocardia  0 2 0 0 0 1 1 0 2 

Dyella  0 1 28 0 0 0 0 0 0 

Pandoraea 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Total secuencias 1529 744 1067 790 345 717 567 276 362 

Total géneros 20 21 22 18 17 20 20 17 22 

 

Tabla 4.40. Géneros bacterianos con actividad ACC-Deaminasa y su número de secuencias en 

las muestras de suelo de las chacras de Allpas  

Género 

MT- 

SR 

MT- 

SNR 

T- 

SR 

T- 

SNR 

MF- 

SR 

MF- 

SNR 

M- 

SR 

M- 

SNR D 

Acidovorax 246 21 63 115 13 43 6 3 14 

Bacillus 209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Pseudomonas 30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Variovorax 20 14 45 9 12 91 19 16 15 

Azospirillum 5 7 0 13 3 3 3 0 0 

Mesorhizobium 5 4 7 2 2 3 3 5 10 

Rhizobium 4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Methylobacterium 3 0 4 3 0 3 0 1 3 

Caulobacter 2 2 11 9 2 0 0 2 13 

Burkholderia 1 3 7 2 2 2 1 1 2 

Rhodococcus 1 1 5 2 2 10 0 3 0 

Mycobacterium 1 5 3 2 2 3 4 10 7 

Pantoea 0 0 2 0 0 0 0 0 2 

Phyllobacterium 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Ensifer 0 0 18 0 0 0 0 1 1 

Acinetobacter 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Dyella 0 1 28 0 0 0 0 0 0 

Pandoraea 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Total secuencias 527 119 280 229 84 298 218 66 99 

Total géneros 12 12 14 12 12 12 10 12 12 
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Tabla 4.41. Géneros bacterianos inductoras de resistencia sistémica y su número de 

secuencias en las muestras de suelo de las chacras de Allpas 

Género 

MT- 

SR 

MT- 

SNR 

T- 

SR 

T- 

SNR 

MF- 

SR 

MF- 

SNR 

M- 

SR 

M- 

SNR D 

Bacillus 209 12 56 64 15 131 80 19 17 

Pseudomonas 30 46 13 6 26 4 35 3 2 

Rhizobium 4 3 18 2 4 4 66 2 13 

Streptomyces 2 2 5 2 2 5 21 36 54 

Burkholderia 1 3 7 2 2 2 1 1 2 

Paenibacillus 1 0 86 0 2 2 1 2 2 

Total secuencias 247 66 185 76 51 148 204 63 90 

Total géneros 12 12 14 12 12 12 10 12 12 
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En este trabajo se ha llevado a cabo la caracterización de bacterias endosimbióticas 

aisladas de nódulos de plantas de M. hispida G. (trébol andino) crecidas, como cultivo 

espontáneo de cobertura, en un suelo procedente de una chacra maicera de la comunidad 

indígena de Allpas-Acobamba-Huancavelica (Perú). La fertilidad de estas chacras se mantiene 

desde hace más de 5.000 años y la asociación simbiótica entre el trébol andino y los rizobios 

nativos es el principal sistema de aporte de N al suelo de las chacras. 

A partir de los extractos de nódulos se obtuvieron 54 cepas que representaron las diferentes 

morfologías de las unidades formadoras de colonias que aparecieron en las placas de cultivo. 

Puesto que las bacterias que presentan el mismo perfil REP-PCR pertenecen a la misma 

especie (de Bruijn, 1992, Versalovic et al. 1998, Ishii y Sadowsky 2009), el empleo de esta 

técnica de huella genética como herramienta molecular permitió agrupar las cepas bacterianas 

que se aislaron de los nódulos en 31 grupos REP (Tabla 4.3). Posteriormente, la 

secuenciación parcial del gen 16S rRNA de una cepa representativa de cada grupo REP 

demostró la presencia de 3 especies, E. medicae, R. giardinii y K. granuli, incluidas en el 

orden Rhizobiales de las Alphaprotebacteria, que constituyeron el 25% de las cepas aisladas 

(Tabla 4.3; Figura 4.2).  

Las especies de rizobios capaces de formar asociaciones simbióticas con plantas del género 

Medicago pertenecen a dos especies estrechamente relacionadas del género Ensifer, E. 

meliloti (Jordan 1984) y E. medicae (Rome et al. 1996a). Ambas especies de Ensifer tienen 

propiedades bioquímicas similares, aunque pueden distinguirse por sus diferentes 

características fenotípicas y genotípicas (Brunel et al. 1996; Rome et al. 1996b). La cepa tipo 

E. medicae A321
T
 se aisló de nódulos de M. truncatula y, a nivel genético, se diferencia de la 

especie tipo de E. meliloti LMG-6133
T
 en 4 nucleótidos y una deleción (Rome et al. 1996a). 

Aunque ambas especies de Ensifer son capaces de fijar nitrógeno en simbiosis con M. 

sativa, M. truncatula, M. minima y M. orbicularis, la presencia de E. meliloti en los nódulos 

de tales plantas es más frecuente que la de E. medicae (Brunel et al. 1996; Zribi et al. 2004). 

También se ha descrito que M. polymorpha (sinónimo de M. hispida) forma simbiosis 

efectivas con E. medicae y no con E. meliloti (Rome et al. 1996b). Aún más, en experimentos 

de invernadero se ha comprobado que E. medicae indujo la formación de nódulos fijadores de 

nitrógeno en M. murex, mientras que E. meliloti no fue infectivo en esa especie (Garau et al. 

2005). A partir de un estudio (Garau et al. 2005) en el que se llevó a cabo el aislamiento de 39 

cepas de nódulos de 11 especies diferentes de Medicago se ha concluido que la presencia de 

S. medicae es predominante en los nódulos de especies adaptadas a suelos moderadamente 

ácidos, tales como M. arabica, M. murex y M. polymorpha, mientras que E. meliloti se 
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obtiene con mayor frecuencia de los nódulos de especies que crecen en suelos de pH 

moderadamente alcalinos y neutros, entre ellos M. littoralis y M. tornata. Por otra parte, se ha 

sugerido la existencia de una relación preferencial entre E. meliloti y las Medicago 

tetraploides, como M. sativa, y entre E. medicae y las especies diploides, que son la mayoría 

de las especies anuales (Biondi et al. 2003). Además de en el hemisferio norte, S. meliloti y S. 

medicae se han aislado de nódulos de M. sativa, M. lupulina y M. polymorpha de tres 

localidades de México (Silva et al. 2007). Basándose en el análisis de los perfiles de bajo peso 

molecular del ARN de 179 cepas aisladas de Medicago, Melilotus y Trigonella, del Villar et 

al. (2008) han comprobado que los perfiles I y II, identificados como pertenecientes a E. 

meliloti, fueron predominantes en M. alba, M. offiicinalis y M. sativa, mientras que los 

perfiles III y IV, identificados como E. medicae, fueron predominantes en M. parviflora, M. 

sphaerocarpa, M. lupulina y T. foenum-graecum. Recientemente, se ha localizado un 

oligonucleótido de 1468 pares de bases (número de identificación GU143691) en el 

megaplásmido pSED001 de S. medicae WSM419 que permite la identificación de E. medicae 

y su distinción de otras bacterias del suelo (Dourado et al. 2009). Si se considera que M. 

hispida es una medicago anual y que el pH del suelo de la chacra maicera es de 6.34 (Tabla 

4.1), parece lógico que E. medicae sea la especie de rizobio más abundante en los nódulos del 

trébol andino. 

La presencia de R. giardinii en nódulos de Medicago no se ha descrito hasta la fecha. En 

este trabajo se ha aislado la cepa AP12 que tiene un 99% de similitud con la cepa tipo R. 

giardinii H152
T
 (Figura 4.3, Tabla 4.5). Esta especie se obtuvo por primera vez de nódulos de 

Phaseolus vulgaris, de la que se han descrito dos biovariedades, R. giardinii bv. giardinii que 

nodula Phaseolus spp., Leucaena leucocephala y Macroptilium atropurpureum, pero es 

incapaz de fijar nitrógeno en simbiosis con P. vulgaris, y R. giardinii bv. phaseoli que nodula 

Phaseolus spp y M. atropurpureum, no forma nódulos con L. leucocephala y es capaz de fijar 

N2 con P. vulgaris (Amarger et al. 1997). R. giardinii se ha aislado también de nódulos de K. 

stipulaceae y Aeschynomene indica (Kwon et al. 2005), Arachis hypogea L. crecidas en 

diversos suelos de Córdoba (Argentina) (Taurian et al. 2006) y Desmanthus illinoensis 

cultivadas en 20 suelos diferentes de las praderas del Medio Oeste de los Estados Unidos de 

América (Beyhaut et al. 2006). 

La secuencia del gen 16S rRNA de la cepa AP2, aislada a partir de los nódulos de M. 

hispida, presenta un 99.04% de similitud con la cepa tipo Ko04
T
 de K. granuli (Figura 4.3, 

Tabla 4.6). Hasta la fecha se han aislado y caracterizado 4 especies del género Kaistia, todas 

ellas en Corea del Sur. K.
 
adipata se identificó a partir de una muestra de suelo (Im et al. 
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2004), K. soli de turba (Weon et al. 2008), K. granuli de un reactor de lodos anaeróbicos (Lee 

et al. 2007) y K. terrae de los humedales de Yongneup (Kim et al. 2010). Aunque el género 

Kaistia consta como miembro del orden Rhizobiales en el apartado de taxonomía del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=166953), no existen 

evidencias sobre el aislamiento de especies de este género a partir de nódulos de leguminosas, 

ni de su capacidad para fijar N2 en vida libre. Actualmente se llevan a cabo experimentos de 

infección de M. hispida y M. sativa para establecer con claridad la capacidad de la cepa AP2 

para nodular y fijar nitrógeno en simbiosis con tales plantas. 

El orden Rhizobiales se caracteriza por formar nódulos fijadores de nitrógeno con sus 

plantas hospedadoras específicas. Sin embargo, la descripción de bacterias que no son 

miembros del orden Rhizobiales, y de las que no se ha descrito su capacidad para nodular, 

pero que se encuentran en el interior de los nódulos de leguminosas, es cada vez, más 

frecuente (Kan et al. 2007; Balachandar et al. 2007; Muresu et al. 2008; Stajković et al. 2009). 

En este estudio, de los nódulos de trébol andino, además de las especies de rizobios capaces 

de nodular, se identificaron otras especies de los géneros Pseudomonas, Rheinheimera, 

Stenotrophomonas, Xhanthomonas, Achromobacter, Duganella, Sphingopyxis y 

Microbacterium, que representaron, en conjunto, el 75% del total de las cepas aisladas (Tabla 

4.3, Figura 4.2). 

Stenotrophomonas se ha aislado de los nódulos de Vicia angustifolia (Kan et al. 2007) y de 

Astragalus sinicus (Zhang et al. 2010). Como habitante de la rizosfera, su interés radica en su 

potencial como promotor del crecimiento y en su intervención como elemento de control 

biológico de enfermedades de plantas (Dunne et al. 1998; Nakayama et al. 1999; Arite et al. 

2002; Müller et al. 2008; Hayward et al. 2009). 

Las bacterias del género Pseudomonas son bien conocidas por su capacidad para actuar 

como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs, plant growth promoting 

rhizobacteria). Esta capacidad se debe a la producción de fitohormonas, movilización de 

nutrientes del suelo, otorgar resistencia a la planta frente a las enfermedades, etc. (Morgan et 

al. 2005; Lugtenberg y Kamilova 2009). Distintas especies de Pseudomonas se han detectado 

en el interior de los nódulos de Hedysarum spinosissimum subsp. capitatum y H. carnosum 

(Benhizia et al. 2004; Muresu et al. 2008), M. truncatula (Zakhia et al. 2006) y de Ornithopus 

compressus (Muresu et al. 2008). Se ha observado también que la coinoculación de P. putida 

con Bradyrhizobium en Vigna radiata incrementa la elongación radicular, biomasa total, 

número de nódulos, peso fresco y seco de nódulos, comparadas con las plantas inoculadas 

sólo con Bradyrhizobium (Shaharoona et al. 2006). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kan%20FL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kan%20FL%22%5BAuthor%5D
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No se han encontrado datos en la bibliografía que indiquen la existencia de Duganella en 

nódulos de leguminosas. D. violaceinigra se ha aislado de suelos forestales de China (Li et al. 

2004), de suelos contaminados con Cl2Hg (Mera y Iwasaki 2007), de los exudados de las 

raíces de plantas transgénicas de Lotus (Oger et al. 2004), así como de muestras de suelo, 

agua, hielo y macroalgas en la Península Antártica (Asencio 2009). Este mismo autor ha 

demostrado la capacidad de Duganella para producir compuestos con actividad 

antimicrobiana. 

Igualmente, no se han descrito especies del género Rheinheimera en el interior de nódulos 

de plantas leguminosas. Esta bacteria se ha aislado de la rizosfera de plantas no leguminosas 

como Calystegia soldanella y Elymus mollis crecidas en las dunas de arena de Tae-An (Corea 

del Sur) (Park 2005), y de las raíces de Oryza
 
sativa (Zhang et al. 2008). 

Choi et al. (2010) aislaron Sphingopyxis soli de un suelo de vertedero y demostraron que 

produce espermidina, un precursor de las poliaminas que actúan como fitohormonas y afectan 

al desarrollo, crecimiento, senescencia y respuesta a estrés de las plantas. La búsqueda 

bibliográfica realizada durante este trabajo no ha resultado en datos que indiquen la presencia 

de Sphingopyxis en nódulos de leguminosas. 

Achromobacter se ha detectado en suelos tratados con carbofuran, y se ha comprobado su 

capacidad para hidrolizar otros carbamatos (Karns et al. 1986). Igualmente, degrada aldicarb, 

un potente nematicida (Read 1987). En el futuro se podría plantear nuevos trabajos para 

evaluar en biorremediación en ambientes contaminados con pesticidas. 

La presencia de Microbacterium spp. se ha observado en las raíces de las orquídeas, y, en 

vida libre, produce ácido indol acético (Tsavkelova et al. 2005). También coloniza la rizosfera 

de C. soldanella y E. mollis (Park 2005). En relación con las leguminosas, Microbacterium se 

ha aislado de nódulos Retama raetam y Ononis natrix crecidas de manera espontánea en 

zonas áridas de Tunez (Zakhia et al. 2006), de Ornithopus pinnatus, una leguminosa silvestre 

típica de Sardinia (Italia) (Muresu et al. 2008) y de Medicago sativa (Stajković et al. 2009). 

Xanthomonas maltophilia, como PGPR es una excelente solubilizadora de fosfato (De 

Freitas et al. 1997). Igualmente, se ha aislado de nódulos de la leguminosa silvestre H. 

spinosissimum (Muresu et al. 2008). 

Aunque los endofitos no incluidos en el orden Rhizobiales descritos en este trabajo tienen 

el potencial de favorecer el desarrollo de las plantas mediante la producción de ácido indol 

acético, la solubilización de fosfato, la capacidad de fijar nitrógeno, de producir compuestos 

antimicrobianos, etc., se desconoce si estas capacidades ocurren en el nicho ecológico que 

representa el interior de los nódulos de las leguminosas. Si así fuera, es posible que la 

http://es.wikipedia.org/wiki/Desarrollo_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Crecimiento
http://es.wikipedia.org/wiki/Senescencia
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Respuesta_a_estr%C3%A9s&action=edit&redlink=1
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diversidad biológica encontrada en los nódulos de M hispida constituya un excelente 

consorcio microbiano con el objetivo de favorecer la nutrición, crecimiento y desarrollo del 

trébol andino. Esta planta se constituye, por tanto, en excelente candidato para contribuir a la 

recuperación y fertilidad tanto de las chacras maiceras de Allpas-Acobamba-Huancavelica 

(Perú), como de otras chacras a lo largo y ancho de los Andes peruanos. 

El trébol andino, una leguminosa anual, se encuentra ampliamente distribuida en las 

chacras maiceras de la región quechua del Perú y crece asociada innatamente a los cultivos de 

maíz cebada, trigo, habas, etc., su adaptación a este piso ecológico posiblemente se deba a la 

propia plasticidad de la planta, cuyas características se ajusta bien a la diversidad de climas y 

suelos presentes en esta región, y permite a las chacras de las familias campesinas producir 

cosechas sostenibles de maíz amiláceo en condiciones de monocultivo sin utilizar fertilización 

química y pesticidas (Anderson et al. 1997; Grobman et al. 1961). Asimismo, la cultura del 

pastoreo en estas comunidades campesinas principalmente con ganado vacuno, equino y 

ovino para aprovechar el forraje producido por el trébol y otras plantas, además de reciclar la 

biomasa, favorece interrumpir el ciclo de plagas y enfermedades (World Resources Institute 

2007).  

M. hispida presenta una serie de características propias entre ellos tenemos la presencia de 

un porcentaje elevado de semillas "duras", impermeables al agua, capaces de permanecer en 

el suelo durante la fase de crecimiento del cereal, y germinar al año siguiente del cultivo (Del 

Pozo et al., 1989; Moynihan et al. 1996), produce entre 0.6 a 1.5 t ha
-1

 de semillas (Puckridge 

and French 1983; Lelievre y Porqueddu 1994; Cocks 1997; Loi et al. 1995), presenta latencia 

de semillas, esta particularidad es esencial para la supervivencia de esta leguminosa en las 

zonas secas tipificadas por un patrón de lluvias impredecibles (Villiers 1972), su porcentaje 

de semillas blandas sobre la superficie del suelo al primer año es de de 3,2% (media de 4 

años) y llega al 83% al quinto año (Avendaño et al. 1993), lo que le permite evitar la 

germinación de las plántulas y la mortalidad como consecuencia de lluvias fuera de 

temporada (Puckridge y French 1983), producen abundante semilla (20.000 semillas por m
2 

 y 

1000 semillas pesa 3,4 g) (Walsh et al. 2001), presenta baja sensibilidad al fotoperíodo y a la 

vernalización (Clarkson y Russel 1975; Aitken 1985), su fenología de floración es muy 

variable (Ehrman y Pollas 1996), varía entre 71 a 183 días después de emergencia de plantas 

(Crawford et al. 1989; Graziano et al. 2010), posee una capacidad de sobrevivir a períodos 

desfavorables en diversas zonas bioclimáticas (Bounjemate et al. 1992) como la altitud y la 

precipitación (Ehrman y Cocks 1990; Piano et al. 1991), se adapta bien a suelos ácidos 

(Gillespie 1987; Cunningham y Munns 1984; Munns y Keyser 1981), suelos ligeramente 
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alcalinos en zonas de baja y mediana precipitación (250-600 mm), así como a suelos 

arcillosos y franco-arenosos (Loi et al. 1995; Garau et al. 2005) y suelos de mal drenaje 

(Francis y Poole 1973). Es una leguminosa forrajera invernal de alta calidad (Lesins y Lesins 

1979; Zhu et al. 1996; Shrestha et al. 1998; Issolah et al. 2011), adecuada para el pastoreo, 

sistema que se utilizada ampliamente en las regiones de tierras agrícolas secas del mundo 

(Walsh et al. 2001), producen entre 2 y 10 t de materia seca/ha (Loi et al. 1995; Zhu et al. 

1998) con un contenido medio de 2,24% a 3,13% de nitrógeno (Zhu et al. 1998; Graziano et 

al. 2010). Como cultivo de cobertura reduce la erosión del suelo (Fisk et al. 2001; De Haan et 

al. 1997), incrementa la materia orgánica y el contenido de N, los que serán utilizados para los 

cultivos posteriores (Zhu et al. de 1998; Sheaffer et al. 2001), incrementa el rendimiento del 

maíz en 25,3% (Jeranyama et al. 1998), aunque también es considera en otros ambientes 

como maleza (Vibrans 1999; Muhammad et al. 2009) y es susceptible al control mediante la 

solarización del suelo (Elmore 1991). La capacidad de esta especies para establecer simbiosis 

fijadora de nitrógeno atmosférico le convierte en un excelente candidato para su uso en 

sistemas agrícolas sostenibles porque aporta entre 298 a 313 kg N/ha/año en una chacra 

maicera (Howieson et al. 2000). 

Los restos de cosecha y los estiércoles depositados en las chacras maiceras son fuente de 

carbono para los d-iversos géneros bacterianos del suelo, quienes mediante la liberación de 

diversas enzimas permiten su biodegradación, esta actividad es vital para el flujo de nutrientes 

a través del suelo y el ciclo de C, N, P y S, así como para la productividad de estas chacras. 

Los géneros determinados en las diferentes chacras producen diversas enzimas para utilizar el 

substrato orgánico, entre ellos Bacillus, Cellulomonas, Pseudomonas, Clostridium, 

Streptomyces poseen la capacidad de liberar celulasa que transforma la celulosa en 

subunidades de glucosa; mientras Pseudomonas y Flavobacerium, son géneros fuertemente 

proteolíticas, utilizan la proteasa para transforma la proteína en amino ácidos; en cambio 

Bacillus, Pseudomonas y Chromobacterium, transforma el almidón en glucosa mediante la 

amilasa y glucosidasa; Arthrobacter, Flavobacterium y Pseudomonas utilizan la ligninasa 

para convertír la lignina en subunidades aromáticas; mientras Arthrobacter, Pseudomonas y 

Bacillus son productoras de pectinasa que transforma la pectina en subunidades de ácido 

galacturónico; igualmente, Acinetobacter y Bacillus, utilizan la invertasa para convertir la 

sucrosa en fructuosa y ésta en glucosa; en cambio Streptomyces y Nocardia producen 

quitinasa que transforma la quitina en subunidades de amino azúcar (Killham 1994; Killham y 

Prosser 2007), de esta manera los restos de cosecha incorporadas al suelo son mineralizadas y 

contribuyen a restituir la fertilidad natural del suelo. Los géneros bacterianos citados en este 
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proceso de biomineralización de la materia orgánica fueron determinadas en cada una de las 

muestras de los suelos de Allpas, con excepción de Chromobacterium y Acinetobacter que 

fueron encontradas sólo en algunas muestras, (Tabla 4.16). 

La diversidad bacteriana en las chacras maiceras evaluadas utilizando el ADN procedente 

de las diferentes muestras de suelo, muestran que en la capa arable de estas chacras maiceras 

el phylum Proteobacteria es el mayor representante (24,36% - 51,18%), seguido por 

Bacteroidetes (12,16% - 31,41%), Acidobacteria (6,63% - 25,26%), valores similares fueron 

citadas por Acosta-Martinez et al (2010), al evaluar la comunidad microbiana de la capa 

arable del suelo conducidas bajo diferentes practicas de labranza y de rotación de cultivos, 

quienes además sugieren que las diferencias en las comunidades microbianas son 

principalmente afectados por la rotación de cultivos que por las prácticas de arado. Los 

mismos autores indican que mediante la pirosecuenciación fue posible detectar que las 

prácticas de arado pueden afectar la distribución de phyla. Igualmente Roesch et al. (2007) al 

evaluar el ADN procedente de 4 suelos (una de foresta y 3 suelos agrícolas) de diferentes 

regiones utilizando pirosecuenciación GS FLX, determinaron que del mayor del 40% de 

secuencias correspondieron al phylum Proteobacteria, seguido de bacteroidetes con un 15% -

25%. 

En las muestras de SR y SNR de estas chacras maiceras, el dominio Archaea están 

representado por 0,24% - 2,25%, estos valores son inferiores a los determinados por Roesch 

et al. (2007) quienes encontraron valores de 4,6% - 12,5%, y de Cao et al. (2011) quienes 

determinaron entre 0.20% - 9.26%, su elevada presencia de Archaea en los suelos se atribuye 

al contenido de humedad, nitrógeno disponible, arcilla del suelo, materia orgánica, pH, etc. 

(Cao et al. 2011). Estos parámetros en las muestras de suelo de las chacras maiceras fueron 

similares (Tabla xx-análisis de suelos), se sospecha que la calidad de la materia orgánica 

podría influir en el mayor porcentaje de Archaea en D (chacra en descanso) y MT-SNR 

(chacra con maíz, pero que ha estado en descanso), porque durante el periodo de descanso las 

chacras presentan abundante producción de gramíneas y otras herbáceas especialmente en la 

época lluviosa, los que podrían influir en la calidad de la materia orgánica en comparación a 

las demás muestras suelo. Al respecto Shen et al. (2011) determinaron que el número de 

secuencias de Archaea y bacteria no tienen correlación significativa con el pH del suelo, pero 

si existe una correlación con la materia orgánica del suelo. 

Los índices de diversidad de Chao1 y Ace evaluadas al 97% de similitud basados en el 

número de OTUs, indican una elevada diversidad bacteriana en las diferentes muestras de 
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suelo de las chacras de Allpas, valores inferiores a los obtenidos fueron determinados por 

Acosta-Martínez et al. (2008), Acosta-Martínez et al. (2010) y Roesch et al. (2007), y son 

similares a los obtenidos Chaudhry et al. (2012). 

Los microorganismos asociados a la rizosfera poseen diversas capacidades metabólicas y 

desempeñan un papel decisivo en la salud de las plantas, dentro de ellos tenemos a los 

géneros implicados en la fijación biológica del nitrógeno mediante simbiosis o en vida libre 

presentes en el suelo no rizosférico, rizosférico, rizoplano y como endófito (Saharan y Nehra 

2011), esta actividad tiene un valor agronómico, ecológico y ambiental inestimable, porque es 

la forma y la fuente más barata de suministrar nitrógeno a la chacra y contribuir en la 

reposición de la fertilidad natural del suelo, especialmente en aquellas chacras campesinas 

donde el suelo permanece en descanso por largos periodos (4 a más años), o en las chacras 

con siembras anuales como las sara chacras andinas. En las muestras de los suelos 

procedentes de las chacras de Allpas se han determinado diversos géneros bacterianos 

implicados en la fijación del nitrógeno atmosférico entre ellos tenemos Azonexus, Azoarcus 

Dechloromonas, Delftia, Pelomonas y Rhodobacter (Wurdig et al. 2007), Flavobacteria 

(Bally et al. 1983), Geobacter (Ueki y Lovley 2010), Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 

Methylobacterium, Rhizobium y Ensifer (Sahgal y Johri 2003), Arthrobacter, Azospirillum, 

Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Pseudomonas, Rhodospirillum (Saxena y Tilak 

1998), Devosia (Rivas et al. 2002), Cupriavidus (Chen et al. 2003), Pantoea,  

Phyllobacterium, Sphingomonas (Baldani et al., 1986; Vargas et al., 2003), Paenibacillus 

(Timmusk et al. 2005), Arcobacter, Delftia, Desulfosporosinus, Desulfovibrio, Methylobacter, 

Rhodopseudomonas, Sphingomonas, Thiobacillus y Zoogloea (Wurdig et a. 2010). 

La capacidad de producir fitohormonas tales como auxinas, giberelinas, etileno, ácido 

abscísico y citoquinas por los géneros bacterianos en la rizosfera de los cultivos, tiene un 

efecto positivo en el crecimiento y desarrollo al contribuir en la fisiología de las plantas 

(Selvaraj et al. 2008; Ahmad et al. 2008). En las chacras maiceras se han determinado 

diferentes géneros bacterianos reportados como productoras de fitohormanas, tales como 

Acinetobacter (Indiragandhi et al. 2008), Azospirillum, Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas 

(Thakuria et al. 2004), Bradyrhizobium (Wani et al. 2008), Dyella, Burkholderia y Pandoraea 

(Anandham et al. 2008), Mesorhizobium (Chandra et al. 2007), Methylobacterium 

(Senthilkumar et al. 2009), Paenibacillus y Bacillus (Beneduzi et al. 2008), Pantoea 

(Selvakumar et al. 2008), Pseudomonas y Mycobacterium (Dell’Amico et al. 2008), 

Rhizobium (Sridevi et al. 2008), Variovorax, Rhodococcus y Flavobacterium (Belimov et al. 
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2005), Xanthomonas (Sheng y Xia 2006), Sphingomonas (Tsavkelova et al. 2005), 

Aeromonas (Vessey 2003) y Stenotrophomonas (Berg et al. 2010). 

La presencia de bacterias implicadas en la solubilización de fosfatos en la rizosfera del 

maíz y del trébol andino son importantes, porque incrementa la biodisponibilidad del fósforo 

en el suelo y mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas (Yu et al. 2011). En las 

muestras de suelo de las chacras de Allpas, se han determinado los géneros Burkholderia 

(Song et al. 2008), Pseudomonas (Trivedi and Sa 2008), Burkholderia y Pantoea (Elizabeth et 

al. 2007), Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter, Chryseobacterium, Delftia, Phyllobacterium 

(Chen et al. 2006), Paenibacillus, (Vazquez et al. 2000), Stenotrophomonas, Cupriavidus (Yu 

et al. 2010), Flavobacterium y Aeromonas (Rodriguez y Fraga 1999), Xanthomonas (de 

Freitas et al. 1997), Rhizobium (Alikhani et al. 2007), Bradyrhizobium (Deshwal et al. (2003), 

Mesorhizobium (Ahmad et al. 2008) y Azospirillum (Yasmin et al. (2004). 

Los diferentes microorganismos implicados como PGPR han desarrollado diversos 

mecanismos para superar la baja biodisponibilidad de hierro, que implica la síntesis y 

secreción de quelantes de hierro de bajo peso molecular conocidas como "sideróforos", que 

son portadores de hierro con una afinidad muy alta (Ramos-Solano et al. 2010), en las 

muestras de suelo de Allpas, se han determinado géneros bacterianos reportados como 

productoras de sideróforos tales como Bacillus (Raza et al. 2008), Pseudomonas (Ambrosi et 

al. 2000), Burkholderia (Agnoli et al. 2006) Paracoccus (Chincholkar 2000), Kluyvera (Burd 

et al. (2000), Mesorhizobium (Chandra et al. (2007), Pseudomonas y Mycobacterium 

(Dell’Amico et al. 2008), Streptomyces (Dimkpa et al. 2008), Dyella y Pandoraea 

(Anandham et al. 2008), Acinetobacter (Indiragandhi et al. 2008), Pantoea (Selvakumar et al. 

2008), Variovorax, Rhodococcus y Flavobacterium (Belimov et al. 2005), Bradyrhizobium 

(Wani et al. (2008), Rhizobium (Sridevi et al. (2008) y Stenotrophomonas (Berg et al. 2010). 

Durante la conducción del cultivo maíz y otros cultivos en las chacras maiceras los 

campesinos no utilizan pesticidas para realizar control de plagas y enfermedades, está demás 

decir que muchos no conocen. En estas chacras las bacterias del suelo con actividad PGPR 

serían las responsables de sintetizan moléculas antifúngicas y antibióticos que permiten 

contrarrestar el daño del patógeno hacia la planta (Jin et al. 2011; Pliego et al. 2011). En las 

muestras de suelo analizadas se han determinado diferentes géneros bacterianos implicados en 

biocontrol, entre ellos tenemos a Pseudomonas (Siddiqui et al. 2001), Streptomyces (Zhang et 

al. 2003), Paenibacillus (Ryu et al. 2006), Mesorhizobium (Chandra et al. 2007), Azospirillum 

(Russo et al. 2008), Flavobacterium (Litterick et al. 2004), Cellumonas, Rhizobium, 

Bradyrhizobium y Xanthomonas (Weller 1988), Burkholderia, Comamonas y Sphingomonas 
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(Kyselkova´ et al. 2009), Arthrobacter, Actinoplanes (Whipps 2001), Curtobacterium 

(Raupach y Kloepper, 1998), Lysobacter (Li et al. 2008), Collimonas (Kamilova et al. 2007), 

Amycolatopsis, Methylobacterium, Pantoaea y Phyllobacterium (Chen et al. 1995) 

Microbispora y Nocardioides (Coombs et al. 2004), Delftia, Stenotrophomonas, Bacillus, 

Kocuria (Insunza et al. 2002; Jin et al. 2011), Rhodococcus (Barbey et al. 2012), Pasteuria, 

Clostridium y Desulfobribrio (Jatala 1986; Akhtar y Malik 2000), Lactobacillus (Gaikwad et 

al 2011) 

La mayor parte de las siembras de maíz y otros cultivos en las chacras campesinas se 

realiza en condiciones de secano expuesto a la variabilidad del clima, principalmente a la 

variabilidad de la presencia de lluvias y cambios de temperatura, los que generan stress en el 

cultivo, cuya respuesta fisiológica es la producción principalmente de la fitohormona etileno, 

esta fitohormona es desdoblada por las bacterias PGPRs del suelo que poseen la enzima 

Amino Ciclo propano Carboxílico deaminasa (ACC-D), de este modo en estas chacras facilita 

el crecimiento y desarrollo de las plantas al decrecer los niveles de etileno dentro de la planta 

(Glick et al. 2007; Dodd et al. 2009). En las chacras maiceras se han determinado géneros 

reportados con actividad ACC-D como Acidovorax y Rhodococcus (Belimov et al. 2001, 

2005), Acinetobacter, Pseudomonas. (Indiragandhi et al. 2008), Azospirillum (Blaha et al. 

2006), Bacillus (Ghosh et al. 2003), Caulobacter (Nierman et al. 2001), Dyella, Burkholderia, 

Pandoraea (Anandham et al. 2008), Ensifer (Belimov et al. 2005), Mesorhizobium (Sullivan 

et al. (2002), Methylobacterium (Madhaiyan et al. 2007), Mycobacterium y Pseudomonas 

(Dell’Amico et al. 2008), Phyllobacterium (Contesto et al. 2008), Rhizobium (Ma et al. 2003) 

y Variovorax (Belimov et al. 2009). 

En las siembras de los diversos cultivos (maíz, papa, habas, etc) en las chacras campesinas 

se han observado hojas de plantas perforadas principalmente por la alimentación de 

artrópodos, estas heridas antes de continuar necrosando o ser puerta de entrada para las 

invasiones posteriores por patógenos se cicatrizan y el cultivo continúa su ciclo productivo; 

otras veces el inicio de ataque por un patógeno queda en su fase de inicio, esta cualidad de 

tolerancia o de “inmunidad” conferida a la planta serían otorgadas por las bacterias PGPR que 

poseen la actividad conocida como inducción de resistencia sistémica (IRS) (Bent 2006; Van 

Oosten et al. 2008). En las muestras de suelo se han determinado los generos Rhizobium 

(Reitz et al. 2002), Pseudomonas, Bacillus (Bakker et al. 2007), Burkholderia (Coventry and 

Dubery 2001), Paenibacillus (Timmusk and Wagner 1999) y Streptomyces (Conn et al. 

2008), que previamente han sido descritos como IRS.  



 

150 
 

Empleando pirosecuenciación fue posible detectar la presencia y su biodiversidad de los 

géneros bacterianos endofitos establecidos en los tejidos internos de la raíz del maíz. Sobre su 

rol en este nicho, diversos autores señalan que promueven el crecimiento en las plantas 

(Tsavkelova et al. 2007; Taghavi et al. 2009), aumentan la resistencia a enfermedades 

(Chanway, 1998), contribuyen a la fijación biológica de nitrógeno (Estrada et al. 2002; 

Bhattacharjee et al. 2008), solubilizan fosfatos (Palaniappan et al. 2010; Puente et al. 2009) y 

brindan protección contra patógenos mediante la producción y síntesis de metabolitos 

secundarios (Berg et al. 2005; Shiomi et al. 2006). Los géneros determinados fueron 

Arthrobacter (Chelius yTriplett 2000; McInroy y Kloepper 1995; Lalande et al. 1989), 

Azospirillum (Wurdig et al. 2007;Roesch et al. 2007; James 2000) Bacillus (Rai et al. 2007; 

Grönemeyer et al. 2011; Gao et al. 2004; McInroy y Kloepper 1995; Zinniel et al. 2002), 

Bradyrhizobium (Wurdig et al. 2007; Wurdig et al. 2007; Roesch et al. 2007; Zinniel et al. 

2002), Brevibacillus (Grönemeyer et al. 2011), Burkholderia (Wurdig et al. 2007; Reis et al. 

2004; Roesch et al. 2007; McInroy y Kloepper 1995, Montañez et al. 2012), Corynebacterium 

(Lalande et al. 1989; McInroy and Kloepper 1995; Zinniel et al. 2002), Dechloromonas 

(Wurdig et al. 2007; Roesch et al. 2007), Flavobacterium (McInroy y Kloepper 1995), 

Herbaspirillum (Wurdig et al. 2007; Baldani et al. 1986;Roesch et al. 2007, Montañez et al. 

2012), Ideonella (Wurdig et al.  2007; Roesch et al. 2007), Massilia (Grönemeyer et al. 2011), 

Methylobacterium (McInroy y Kloepper 1995), Microbacterium (Zinniel et al. 2002; McInroy 

y Kloepper 1995; Grönemeyer et al. 2011), Micrococcus (Lalande et al. 1989; McInroy y 

Kloepper 199; Zinniel et al. 2002), Pelomonas (Wurdig et al. 2007; Roesch et al. 2007), 

Phyllobacterium (Lalande et al. 1989; McInroy y Kloepper 1995), Pseudomonas (McInroy y 

Kloepper 1995; Wurdig et al. 2007; Zinniel et al. 2002; Montañez et al. 2012), Rhizobium 

(Gutierrez-Zamora y Martinez-Romero 2001; McInroy y Kloepper 1995¸ Montañez et al. 

2012), Rothia (Zinniel et al. 2002), Ensifer (Wurdig et al. 2007; Roesch et al. 2007), 

Sphingomonas (Grönemeyer et al. 2011; McInroy y Kloepper 1995), Staphylococcus 

(McInroy y Kloepper 1995), Stenotrophomonas (McInroy y Kloepper 1995), Streptomyces 

(Araujo et al. 1999), Variovorax (McInroy y Kloepper 1995), Xanthobacter (Wurdig et al. 

2007; Young 1992; Roesch et al. 2007) y Xanthomonas (McInroy and Kloepper 1995; Rai et 

al. 2007; Gao et al. 2004; Zinniel et al. 2002 ). 
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6. CONCLUSIONES 
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1. Ensifer medicae es el microsimbionte específico del trébol andino (Medicago hispida) 

que crece asociado al maíz en las chacras maiceras de Allpas (Acobamba-

Huancavelica, Perú). 

2. Existen bacterias incapaces de formar nódulos en Medicago hispida que pueden 

encontrarse en su interior como endosimbiontes. Su función es desconocida. 

3. La diversidad bacteriana, estimada como número total de géneros, de los suelos 

rizosféricos es similar a la de los sueños no rizosféricos en todas las chacras 

analizadas. 

4. Las plantas estimulan el crecimiento de determinados géneros bacterianos, la mayoría 

de ellos con capacidad para promover el crecimiento vegetal, y cuya abundancia 

depende del tipo de planta. 

5. La asociación maíz-trébol es la que promueve mayor abundancia de géneros 

bacterianos con actividad promotora del crecimiento vegetal. 

6. La fertilización nitrogenada disminuye la abundancia de las bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal. 

7. Debe existir una extraordinaria diversidad microbiana en las chacras maiceras, como 

lo atestigua la cantidad de secuencias no clasificadas. 

8. Las raíces de maíz amiláceo contienen numerosas bacterias endofitas, la mayoría de 

ellas no descritas como tales hasta la fecha. Para el análisis de diversidad microbiana 

de los endofitos radicales de maíz, la pirosecuenciación es más efectiva que otro 

método dependiente de cultivo celular. 

9. Es posible que la sostenibilidad de las chacras cultivadas con maíz y trébol se deba a la 

diversidad y abundancia de las bacterias que expresan actividad promotora del 

crecimiento vegetal tanto en la rizosfera de las plantas como en el interior de las 

raíces. Se deduce un efecto sinérgico entre las plantas de maíz y trébol en la 

abundancia de tales bacterias. 
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