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I. RESUMEN. 
 
 
Se sabe que en el suelo rizosférico existen un gran número de microorganismos 

presentes de forma natural los cuales pueden formar asociaciones simbióticas con 

las plantas con las que se encuentran en contacto, dichas asociaciones dependen 

de la especificidad del microorganismo hacia determinada planta como es el caso 

de los microorganismos que pertenecen a la familia Rhizobiacea  con plantas 

leguminosas como es el caso del Colorín, en la simbiosis entre planta y 

microorganismo se ven beneficiados tanto la planta (huésped) como el 

microorganismo (simbiónte) ya que el simbionte provee de sustratos necesarios 

para el desarrollo de la planta y ésta a su vez provee de alimento y refugio al 

simbionte. 

En México existe un gran número de leguminosas las cuales forman parte de la 

vida cotidiana de los mexicanos, ya que se utilizan de manera común entre la 

población, en el caso de el colorín, éste se emplea desde la fabricación de 

utensilios y juguetes, como medicina tradicional o como alimento, sin embargo no 

existe algún que aporte información sobre los microorganismos presentes en dicha 

simbiosis. 

El presente trabajo pretende reconocer el principal género de microorganismo (s) 

que participa en dicha simbiosis y si este varía dependiendo de el lugar donde 

crece el colorín, para esto se muestreo suelo de diferentes lugares: 

Se recolectó suelo de el estado de Morelos que es el centro de diversificación del 

colorín, y del Distrito Federal así como de el estado de México que son lugares 

donde el Colorín crece como planta introducida. 

Una vez recolectadas las muestras se crecieron en el laboratorio plantas de 

colorín, se extrajeron sus nódulos de los cuales se aislaron las bacterias presentes 

y se caracterizó fenotípicamente y se agruparon de acuerdo a sus características 

de crecimiento. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
 

Una de las interacciones más interesantes y destacadas entre las bacterias y las 

plantas son las que se dan entre las leguminosas y los géneros Rhizobium, 

Bradyrhizobium y Azorhizobium (Trinick and Galbraith, 1976). 

  

Dentro del nódulo, las bacterias  fijadoras convierten el nitrógeno atmosférico  en 

amoníaco, compuesto que proporciona el nitrógeno necesario para el crecimiento 

de la planta y de las bacterias. La fijación de nitrógeno en los nódulos de las 

plantas es de extrema importancia para mantener la  fertilidad del suelo. En la 

práctica agrícola se utiliza para aumentar la producción  de las cosechas. 

 

El árbol de leguminosa Erythrina americana (Colorín) es una especie  con 

múltiples usos entre los que se encuentran: el uso de su madera para la 

fabricación de juguetes, las flores se consumen como alimento en algunas 

comunidades, uso medicinal, entre otras. Además de que se encuentra 

ampliamente distribuido en México; sin embargo es importante hacer notar que 

hasta la fecha, no se encuentra información sobre la simbiosis del colorín y las 

bacterias presentes en el suelo. Con la consideración de su importancia ecológica 

y económica, además de  tratarse de una planta nativa de México, se decidió 

hacer una investigación sobre la simbiosis del colorín en distintas  zonas de 

México,  Cuernavaca y el  área metropolitana de la ciudad de México. 

 

Considerando el  gran número de  leguminosas en distintos ecosistemas, la 

diversidad  bacteriana no se conoce muy bien y se necesitan más investigaciones 

para mejorar el conocimiento sobre esas bacterias. México tiene muchas 

leguminosas nativas que son importantes recursos biológicos, pero su nodulación  

de algunas de ellas aún no se ha investigado, el colorín es una de ellas. La 

investigación sobre las bacterias simbiontes del  colorín en Cuernavaca y en el 

área metropolitana puede ofrecer las características  de los microorganismos 
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simbiontes  de dicha planta, también  puede ser útil para entender los efectos de 

los factores ambientales sobre el sistema simbiótico analizado. 

 
Mucho se ha investigado sobre la simbiosis leguminosa-rhizobio, que es, sin lugar 

a dudas, una de las asociaciones más eficientes entre el reino vegetal y los 

microorganismos. Los esfuerzos encaminados a caracterizar y clasificar las 

bacterias responsables de los procesos de fijación simbiótica del nitrógeno en 

leguminosas, no siempre se han visto coronados por el éxito. La carencia de 

equipos y tecnologías adecuadas para estos fines limitaron enormemente a los 

científicos en épocas pasadas. 

 

A finales del siglo XVI, Dalechamps representó gráficamente abundantes nódulos 

en raíces de Ornithopodium tuberosum (Martínez-Viera, 1986) y en los siglos 

posteriores, científicos como Malphigi (siglo XVIII) y Ward (siglo XIX) llamaron la 

atención sobre estas formaciones radiculares pero sin poder dar una explicación 

real a este fenómeno. Schroeter en 1886 (citado por Drouin et al., 1996) presentó 

su propuesta de denominar como Phytomyxa a los organismos causantes de las 

formaciones nodulares Sólo los estudios clásicos de Hellriegel y Wilfarth (1888) 

por primera vez establecieron claramente que eran microbios los que, en los 

nódulos radiculares, permitían a las leguminosas obtener nitrógeno atmosférico 

mientras que otras plantas no podían. 

 

En 1890, Beijerinck aisló y cultivó exitosamente la bacteria a partir de nódulos, 

denominándola Bacillus radicicola, casi al mismo tiempo, Frank (1889) la había 

denominado Rhizobium leguminosarum, nombre que se mantiene actualmente 

(Young yHaukka, 1996; Sprent, 2001). 

 

Fred et al. (1932) editaron un libro acerca de los rizobios, donde se hace una 

revisión exhaustiva de los conocimientos existentes y propusieron una 

nomenclatura basada en las características fisiobioquímicas de estas bacterias, 

que prácticamente no admitió cambios hasta 1982. Ellos reconocieron 6 especies: 

Rhizobium leguminosarum, causante de nodulación en los géneros Lathyrus, 
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Pisum, Vicia y Lens; Rhizobium trifolii en Trifolium; Rhizobium phaseoli en 

Phaseolus; Rhizobium meliloti en Melilotus, Medicago, Trigonella; Rhizobium 

japonicum en Glycine max y Rhizobium lupin en Lupinus. 

 

A partir de la segunda década del siglo XX, se propuso por Dangeard (1926) el 

género Sinorhizobium, segregado a partir de subgrupos de Rhizobium meliloti con 

características fisiológicas que lo distinguen claramente. Más tarde, se descubre a 

Sinorhizobium fredii (1984) el cual puede formar nódulos efectivos en Glycine max, 

Vigna unguiculata y Cajanus cajan, aunque algunas cepas no nodulan 

efectivamente la soya, constituyendo una estrecha base genética. (Young, 1996). 

 

El género Mesorhizobium, como su nombre lo indica, agrupa aquellas especies 

que crecen en un rango intermedio entre Rhizobium (rápido crecimiento) y 

Bradyrhizobium (lento crecimiento) aunque esto no constituye una regla inviolable 

(Young, 1996). Por primera vez, Jarvis et al. (1982) propusieron la especie 

Mesorhizobium loti, la cual provoca nódulos efectivos en Lotus, Lupinus y 

Anthyllis. Los genes de nodulación y de fijación del nitrógeno se encuentran 

usualmente en los cromosomas de esta especie. 

 

La investigación avanzó y se descubrió que en todos los casos, para que haya 

nodulación, debe establecerse una simbiosis entre las leguminosas y rhizobios 

específicos para cada especie de leguminosas. Se denomina simbiosis a la 

asociación entre dos seres vivos con dependencia fisiológica estricta entre uno y 

otro. 

 

La familia de las leguminosas es una de las más extensas y diversificadas. Son 

Angiospermas del orden Rosales y se dividen en tres subfamilias: Mimosoideas, 

Caesalpinoideas y Papilonoideas. Una característica importante es su capacidad 

de establecer simbiosis con bacterias del grupo Rhizobium., en estas tres 

subfamilias, el   porcentaje de especies que nodulan son bastante diferentes. Se 

ha confirmado la nodulación radicular en 520 especies de árboles y arbustos, 
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pertenecientes a las subfamilias Mimosoideae (321 especies), Papilionoideae (173 

especies) y Caesalpinioideae (26 especies) (Marugán Hernández, 1999). 

 

 Las especies de Parasponia en la familia Ulmaceae  forman nódulos que fijan 

nitrógeno en la legumbre con una variedad de cepas del rhizobio que  también  

nodulan  otras legumbres. Las plantas leguminosas son muy diversas en la 

morfología, en hábitat,  y ecología, yendo desde los anuarios de Ártico a los 

árboles tropicales,  (de Faria et al., 1989), la simbiosis con el rhizobio no es al 

parecer una adaptación  a un nicho ecológico especializado, más bien, depende  

en un poco de peculiaridad genética de leguminosas (Spaink et al., 1991).   

 

Fig. 1 Erythina americana  http://www.arbolesornamentales.com/Erythrina.htm). 
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Erythrina americana Millar (Fig. 1) es un árbol que naturalmente se ubica entre los 

1180 y 1900 m sobre el nivel del mar y se ha introducido a otros países o zonas 

como planta ornamentaría.  Tiene varios nombres comunes que se usan en 

diferentes zonas: cáscara  de chompantle, chocolin, colorín grande, equimite, 

pichoco, pito, piñón espinoso, quimite, patol, tusavi mixteco, parensuri, puregue, 

zompantli, náhuatl, laktnga, totonaco, pemoch, tenek. En China, se llama 

“Xiangyahong” (diente roja de elefante) por la forma de su flor. El árbol de colorín 

se considera  como una planta cultivada en huertos familiares o solares, cerca de 

ríos o terrenos de viga o cultivos abandonados, este árbol se asocia a un bosque 

tropical caducifolio y matorral xerófilo y de 

bosque encino.  

 

  
 

 

 

El colorín es un árbol  de 3 a 10 m de altura, de ramas espinosas, sus hojas están 

divididas, son de coloración verde pálido y tienen grupos de flores  rojas como 

arillos. Su floración y fructificación se presenta en los meses de Marzo a Abril. Las 

hojas son de tamaño grande, trifoliadas y con muchas espinas, largamente 

pecioladas y alternadas entre si, con 3 foliolos  3 anchos y 3 grandes, en el cual el 

central es el mas grande que los laterales, hasta 14cm de longitud y 13 cm. de 

ancho. Las flores son en racimos piramidales, terminales de una coloración roja 

Fig. 2. Foto de flores (A) y frutos (B) de

E. americana. (http://www.arboles.org/

paginas/erythrina americana.html) 
A

B
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muy llamativa, alargada, zigomorfa, apretadamente dispuestas. Sus frutos son 

unas vaínas comprimidas y contraídas entre semilla y semilla de coloración rojo 

escarlata con una línea negra.  

 

Sin duda alguna resulta ser el colorín o zompantle una de nuestras  plantas 

mexicanas mas reconocida, no solo por sus propiedades medicinales, si no como 

un gran y degustador sabor para el paladar, debido a sus flores que utilizan hoy en 

día en la preparación de platillos del arte culinario. La capacidad tóxica de sus 

semillas, amerita el máximo de cuidados en su manejo medicinal. 

 

  

  

Usos tradicionales 
  

El zompantle o colorin presenta varios usos por nuestros hierberos y curanderos 

tradicionales, como  los siguientes: 

  

Medicinal: la semilla molida cura el dolor  de muelas, presenta propiedades 

narcóticas, sus hojas en una infusión se utilizan para aliviar las molestias de la 

erisipela, actuando también como antipirético, antivaricoso, hipnótico y sedante. 

Tan bien se utiliza como controlador de convulsiones tónico clónicas, y en la 

medicación  preanestésica ya que permite relajar la pared muscular abdominal  y 

de esta manera facilitar el trabajo de la cirugía. 

  

Si se hierve un trozo de la corteza se puede aplicar  en forma de vaporizaciones 

para el dolor de las muelas,  en la mejilla,  la decocción de la corteza si se le 

agrega un trozo de raíz de raspa y se bebe como agua de tiempo ayuda a 

hemorragias vaginales anormales, así la misma cocción de la corteza pero con 

raíz de zapote prieto, flores de azahar  y lima real bebiéndose  como agua de uso 

ayuda al insomnio, también coadyuva al mal de orín, mal de ojo, y para la 

infertilidad en la mujer. 
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Otros usos: Se usa en la agricultura como cerca viva y en algunas regiones se 

cultiva como planta de sombra sobre todo en plantaciones de cacao y café; como  

planta ornamental, en parques y jardines; y como materia de artesanías, por su 

fácil acceso y manejo, la madera es muy utilizada en la elaboración de artesanías 

mexicanas, en Guerrero se elaboran mascaras para las principales danzas de 

fiestas religiosas de los santos patrones del pueblo, también en Michoacán, y 

Oaxaca, entre otros Estados con grandes tradiciones, además se elaboran 

cucharas, fruteros, y figuras de animales policromadas. 

  

 

  

 

  

Toxicidad: Se conoce que esta planta tiene acciones toxicas, producidas por la 

presencia en la planta, principalmente en las semillas y luego en la corteza y las 

hojas de una serie de compuestos tóxicos. Los principales síntomas tóxicos que 

se han reportado por el consumo de esta planta son la paralización de los 

músculos esqueléticos, inhibición en la transmisión de los impulsos nerviosos, 

dilatación de la pupila, trastornos visuales, hipotensión arterial y parálisis 

respiratoria. 

  

Este tipo de efectos son a causa de uno de los alcaloides según estudios muy 

parecido al de la d-tubocuranina (curare); es por eso que se presentaron en 

algunos individuos tetanización y semiparálisis bajo los efectos del alcaloide y una 

sobredosis de este, producirá una parálisis muscular afectando primero a los 

músculos mas finos, como lo son: los músculos peri orbitales  y por último a los 

músculos respiratorios (como el diafragma) y provocar muerte por asfixia.  
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Se reportó hace muchos años que colorín es una leguminosa nodulada por los 

rhizobios (Allen & Allen 1981). Pero no hubo  ningún estudio taxonómico sobre sus 

bacterias simbióticas. Solo Parker (2001) reportó 6 cepas aisladas de 

Bradyrhizobium de especies crecidas en Costa Rica, incluyendo Erythrina 

costaricensis. Estas 6 cepas se dividieron en 3 ETs (electophoretic types) juntos 

con otras cepas aisladas de Clitoria javitensis, Desmodium axillare y Rhynchosia 

pyramidalis y se relacionaron a B. japonicum en filogenia del gen rRNA 16S. Otro 

trabajo relacionado es que se reportó la nodulación de unas cepas de 

Sinorhizobium fredii, microsimbiontes de soya, en las especies E. variegata y E. 

vespertilio (Bellato y col., 1997; Krishnan y Pueppke, 1994).  

 

 

A partir de 1980’s, Chen y col. (1988) reportaron el tercer género, Sinorhizobium 

para los rhizobios que nodulan soya, pero crecen rápidamente. Después del 

estudio de secuencias de rRNA 16S, se amplió este género a la especie de 

Rhizobium meliloti (Dangeard 1926) y otras especies nuevas. Los reportes de las 

especies nuevas de rhizobios estimaron más investigaciones de estas bacterias y 

diferentes métodos se usaron en estudios taxonómicos  de estas bacterias.  

 

Hasta la fecha, se reportaron casi 50 especies de bacterias simbióticas en los 

géneros Allorhizobium, Azorhizobium, Agrobacterium, Bradyrhizoboium, 

Blastobacter, Devosia, Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum, 

Phyllobacterium, Rhizobium y Sinorhizobium en clase Alfaproteobacteria, y 

Burkholderia y Ralstonia en Betaproteobacteria. Todos los rhizobios reportados 

son bacilos, algunas veces pleomorficos, Gram negativos, aerobios, no forman 

esporas, móviles por flagelos perítricos, polares o un solo flagelo lateral o polar 

(FAO, 1995). Pertenecen a varias familias, incluyendo Rhizobiacea. Los rhizobios 

son comunes en el suelo, su temperatura óptima de crecimiento en condiciones 

artificiales es de 25°C y su rango de pH para crecer es de 4  a 11. Aunque la 

investigación  sobre la diversidad de rhizobios ya se avanzó mucho, las especies y 
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los géneros definidos no son muchos, en comparación con el gran número de las 

leguminosas y sus diversas distribuciones. 

 

La asociación que se establece entre leguminosas y rhizobios cobra gran 

importancia,   donde los rhizobios realizan la fijación del nitrógeno atmosférico a 

compuestos utilizables por la planta. En los últimos años el aislamiento de los 

rhizobios asociados a leguminosas  ha revelado una diversidad mucho mayor de 

la esperada, que refleja la complejidad de los ecosistemas naturales. Por otra 

parte, aunque una característica importante de la simbiosis rhizobios-leguminosas 

es su especificidad, existen distintos grados de promiscuidad simbiótica 

dependiendo de las especies consideradas. En este sentido, las leguminosas 

altamente promiscuas parecen poseer una gran capacidad  de ser colonizadas. 

 

En condiciones de baja concentración de nitrógeno, las plantas leguminosas 

pueden formar los nódulos en la raíz,  en que los rhizobios se organizan el 

intracelularmente. Allí  ellos encuentran las condiciones apropiadas por reducir el 

nitrógeno atmosférico a amoníaco (Geurts y Bisseling, 2002). 

 

Los tres géneros de rhizobia, Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium durante 

muchos años se agruparon con el   Agrobacteria y Phyllobacteria en una familia,la 

Rhizobiaceae  (Jordan, 1984), el uso de métodos modernos, como la taxonomía 

numérica, la hibridación nucleica ácida,  y el análisis 16S del rRNA, ha demostrado 

la existencia de  la diversidad genética marcada dentro de esta familia (Young et 

al., 1991). Estos géneros se definieron principalmente por la filogenia del gen 

rRNA 16S (Fig. 3). Y la definición de especies se realiza por método polifasico 

“polyphasic approach”, incluyendo caracterización fenotípica, geonómica y 

filogenética (Tabla 1). 
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Tabla 1. Algunos métodos usados frecuentemente en estudios de taxonomía y 
diversidad de rhizobios 

Método Análisis de Define 
Taxonomía numérica Características 

fenotípicas  
Especie y diversidad 
fenotípica 

MLEE (multilocus enzyme 
electrophoresis) 

Enzimas metabolíticas Especie y diversidad 
genética 

Hibridación de DNA total Similitud del genoma 
entre dos cepas 

Especie  

RFLP y secuenciación del 
IGS ribosomal 

Filogenia del fragmento 
DNA evolucionado 
rápidamente 

Especie y diversidad 
genómica 

RFLP y secuenciación del 
gen rRNA 16S basado a 
PCR 

Filogenia del gen 
reservado  

Género y rengos 
taxonómicos arribas del 
género 

Rep-PCR (Eric-PCR, 
BOX-PCR) 

Características del 
cromosoma 

Diversidad en población 

SDS-PAGE de proteínas Características 
proteomicos 

Especie y diversidad 
genetica 

Inoculación de plantas Característica simbiótica Rango de huéspedes 
RFLP y secuenciación del 
gen nifH 

Característica del gen 
simbiótico conservado 

Género o especie 

RFLP y secuenciación del 
gen nodA, nodC o nodD 

Característica de genes 
simbióticos más variables 

Especie y cepas, rango 
de huéspedes 
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Methylobacterium nodulans  LMG21967(AF220763) 
B. elkanii USDA76 (U35000) 

B. betae PL7HG1 (AY372184) 

B. canariense BC-C2 (AY577427) 

B. yuanmingense CCBAU10071 (AF193818)

B. japonicum LMG6138 (X66024)

CCBAU23210 (DQ202331) 

CCBAU43102 DQ993277) 
CCBAU33141 (DQ202334) 

CCBAU33219 (DQ993275) 

CCBAU23171 (DQ202330) 

CCBAU43218 (DQ993276) 

CCBAU23135 (DQ993278) 

CCBAU23019 (DQ993279) 

B. liaoningense LMG18230 (AJ2500813)

R. loessense CCBAU7190B (AF364069) 

R. galegae ATCC43677 (D11343) 
R. huautlense S02 (AF025852) 

R. hainanense I66 (U71078) 

R. sullae IS123 (10170) 
CCBAU33017 (DQ993274) 

R. indigoferae CCBAU71042 (AY34027) 
R. mongolense USDA1844 (U89817) 

R. gallicum R602sp (U86343) 
R. yanglingense SH22623 (AF003375) 

CCBAU33046 (DQ993272) 

R. Leguminosarum USDA2370 (U29386)

R. etli CFN42 (U28916) 
Ag. rhizogenes IF013257 (D14501) 

CCBAU43112 (DQ993273) 
R. tropici CIAT899 (U89832) 

CCBAU65102 (DQ993268)           
CCBAU61381 (DQ993269) 

CCBAU43201 (DQ993270) 
CCBAU43054 (DQ202335) 

CCBAU33060 (DQ993271) 

CCBAU65011 (DQ993281) 

S. morelense Lc 04 (AY024335) 
S. arboris HAMBI152 (Z78204) 

S. medicae A-321 (L39882)
S. meliloti LMG6133 (X67222) 

CCBAU65010 (DQ993280) 
S. kostiense HAMBI 1489 (Z78203) 

S. terangae LMG7834 (X68388) 
S. saheli LMG7837 (X68390) 

S. kummerowiae CCBAU71714 (AY034028)
S. fredii USDA205 (AY260149) 

S. americanum CFNEI156 (AF506513) 
S. xinjiangense CCBAU110 (AF250354) 

R. giardinii H152 (U86344)

Ag. vitis NCPPB3554 (D14502) 
Ag. alhertimagni AOL15 (AF316615) 

Ag. rubi IFO13261 (14503)    
Ag. tumefaciens IAM 13129 (D12784) 

CCBAU31104 (DQ202333) 
CCBAU65185 (DQ202332) 

CCBAU65096 (DQ993282) 
M. tianshanense A-IBS (AF 041447)

M. chacoense PR5 (AJ278249)
M. ciceri UPM-Ca7 (U07934) 

CCBAU23027 (DQ993283)
M. loti LMG 6125 (X67229) 

M. mediterraneum UPM-Ca36 (L38825) 
M. temperatum SDW 018 (AF508208) 

M. plurifarium LMG11892 (Y14158)

CCBAU43154 (DQ993284) 
M. huakuii IFO15243 (D13431) 

M. sepentrionale SDW014 (AF508207) 
M. amorhphae ACCC19665 (AF041442) 

 

R. daejeonense strain L61T (AY341343) 
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Fig. 3. Definición de géneros de rhizobios por la filogenia de los genes rRNA 16S (citado de 
Liu y col. 2006, Comunicación personal) 
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La rizosfera es la zona del suelo que está modificada por la presencia y actividad 

de las raíces de las plantas. En ella se establece un microclima cuyas condiciones 

están alteradas por la presencia de estas raíces. Así, por ejemplo, se produce un 

cambio en la composición química del suelo debido a exudados radiculares, tales 

como aminoácidos, ácidos orgánicos, azúcares, factores de crecimiento, 

nucleótidos, flavonoides y enzimas, que pueden suponer hasta un 20 % del 

fotosintato de la planta, siendo la exudación mayor en los ápices radicales. 

Algunos de los compuestos exudados que aparecen en la rizosfera no sólo son 

utilizados por los microorganismos como nutrientes sino que además tienen gran 

importancia en la atracción de microorganismos hacia la raíz. La rizosfera es 

fundamentalmente heterogénea, existiendo zonas más o menos ricas en 

determinados compuestos y está condicionada por diversos factores como son el 

tipo de planta, edad de la raíz y tipo de suelo. Es precisamente en la rizosfera 

donde tiene lugar el inicio de la interacción Rhizobium – Leguminosa que dará 

lugar a la formación de nódulos radicales. 

Esta asociación, que conecta la capacidad fotosintética de la planta con la 

capacidad de las bacterias de reducir el nitrógeno atmosférico, es el resultado de 

un complejo proceso de desarrollo que requiere la expresión coordinada en el 

espacio y en el tiempo de un gran número de genes, tanto de la planta como de la 

bacteria. La simbiosis es altamente específica, y su establecimiento comienza por 

un intercambio de señales químicas entre ambas partes (Downie, 1994) que 

permite el reconocimiento e invasión de la leguminosa hospedadora apropiada por 

el rhizobio, seguido por la proliferación y diferenciación de una estructura 

altamente especializada denominada “nódulo”. Estos nódulos están localizados en 

las raíces, salvo en el caso de Azorhizobium que también es capaz de inducir 

nódulos en los tallos. En su interior, las bacterias, transformadas en bacteroides, 

como se denomina la forma simbiótica de los rhizobios, fijan nitrógeno, para lo 

cual reciben fuentes de carbono y energía suministradas por la planta. Figura 4 
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1 Los rhizobios se multiplican 

en la rizosfera e invaden los 

pelos radicales. 

2 Luego, forman un hilo de 

infección hacia el interior de 

la raíz. 

3 Ciertas células de la raíz y 

los rhizobios  se     multiplican 

y forman un nódulo.. 

4 Los rhizobios dentro de los 

nódulos se transforman en 

bacteroides, forma en la          

que son capaces de fijar 

nitrógeno atmosférico. 

Fig. 4 Esquema representativo de la simbiosis entre rhizobio y leguminosa 

(Martínez-Viera, 1986) 

La fijación biológica del nitrógeno atmosférico, consiste en la reducción de N2 a 

NH4
+, por la enzima nitrogenasa, es, después de la fotosíntesis, la ruta metabólica 

más importante para el mantenimiento de la vida en la biosfera. Curiosamente, 

este proceso crucial solo puede ser llevado a cabo por unos pocos grupos de 

seres vivos, y todos ellos son procariotas y solo se observa cuando la bacteria 

reconoce a su hospedero, lo coloniza a través de los pelos radicales para que en 

la matriz de las células corticales induzca una meiosis y mitosis acelerada que da 

lugar a un tejido hipertrofiado denominado  nódulo en el sistema radical de la 

leguminosa, Rhizobium ha perdido su pared celular y se ha transformado en un 

bacteroide, mientras que por la enzima llamada nitrogenasa fija el N2 y lo convierte 

en amonio. 
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Se considera que la fijación biológica del nitrógeno (FBN) es una de las 

alternativas mas viables para recuperar N2 en el ecosistema (Kimball, 1980), se ha 

estimado que 175 millones de toneladas/año se fijan biológicamente, del cual el 

70% va al suelo (Burity et al., 1989) y de éste, el 50% proviene de asociaciones 

nodulares como las causadas por Rhizobium (Carrera et al., 2004; Long, 1989). 

La FBN es una ventaja para las leguminosas ya que pueden tomar nitrógeno del 

aire a través de la simbiosis con Rhizobium (Luna y Sánchez-Yáñez, 1991; 

Sanaratne et al., 1987). Esta es una manera de reducir la cantidad del N derivado 

de fertilizantes al incrementar la proporción de N2 fijado vía Rhizobium. Por eso se 

asegura el máximo beneficio de la asociación mediante el establecimiento de una 

bacteria que reúna cualidades de competencia y efectividad para fijar N2 en las 

raíces de la leguminosa. En los suelos agrícolas la asociación Rhizobium-

leguminosa es la más importante fuente de N2, pues se ha reportado que en las 

leguminosas noduladas, bajo determinadas condiciones ambientales (suelos 

pobres en este elemento), pueden fijar hasta los 100 kg N2/Ha/año (FAO, 1995). 

Este mecanismo provee la demanda del N2 para satisfacer las necesidades 

nutricionales más importantes de la planta.           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



III. PLANTEAMIENTO DEL PHOBLEMA'

En Méxfco la planta Erythrina americana ss encuentra ampliamente dletrlbuida

siendo en el estado de Moreloe donde se desarrolla meJor, aunque este árbolüene

múltlples ugos dentro de los Cuales Se encugntra el COnsumo humano y mediCinal,

€n algunas comunldades; el completo desconoclmiento de las especles

bacterianas impllcada en la simblosls con dlcha planta eB notabls, ya que no se

encuentra repoilado algún eetudio que revlee la dlversidad bacterlana que

presenta este árbol gn sus nÓdulos'

El presente trabaJo 66 el prlmer estud¡o que Investlga cual ee el génaro prlnclpal

en la slmbiosis mediante la caracterizaclón fenotfplca de las bacterlas slmblontes

de ésta especie de árbol natlvo en Méxlco, además de conocer sl la zona donde

crece el árbol tiene relación con el slmbionte encontrado'

Conslderando el gran número de leguminosas en dlstlntoe ecosistsmas, la

dlversidad bacteriana no s6 conoce muy blen y se necesitan más investlgaciones

para meJorar el conoclmlento de gsa8 bacterlas. Méxlco tlene muchas

legumlnosas natlvas que son impoilantes recursos blológlcos, pero su nodulación

de algunas de ellas aún no se ha lnvestlgado, el colorfn es una de ellas, la

investlgación de su slmbiosle puede ofrecsr las caracterfstlcas de dlchoe

mlcroorganlsmos slmbiontes de eea planta, también puede eer útil para entender

los efectos de los factores amblentales eobre el eletema slmblótico anallzado-

l 6
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IV. OBJETIVO GENERAL. 
 
 

• Encontrar el principal  simbionte bacteriano en el árbol de Colorín. 
 
 
 
 
 
 
V. OBJETIVOS PARTICULARES. 
 

•  Cultivar  plantas de Colorín en el laboratorio con el fin de obtener las 
bacterias presentes en sus nódulos. 

 
• Caracterizar fenotípicamente la simbiosis  entre el árbol de leguminosa 

Erythrina americana (colorín)  y su simbionte bacteriano utilizando muestras 
de suelo obtenidas del Estado de México, Morelos y en el Distrito Federal e 
investigar sus efectos sobre el crecimiento del árbol mencionado. 

 
 
 
 
 
VI. HIPÓTESIS. 
 

Si se obtienen las bacterias presentes en los nódulos de las plantas de Erythrina 
americana, entonces se podrá conocer el género  de las bacteria(s) simbionte(s) 
mediante caracterización fenotípica. 
 



VII. MATERIALES Y MÉTODOS. 
 

1. Muestreo.  
Materiales  

 

Bolsas plásticas negras con capacidad de 1 kg. 

Guantes 

Pala de jardinería 

 

Método 

Se reportó que el centro de diversificación de una leguminosa tiene diversos 

rhizobios asociados a esta planta y los rhizobios en las zonas donde la leguminosa 

es introducida pueden ser diferentes que los en el lugar de origen de la planta, 

como se evidencio en los rhizobios de frijol (Gaworzewska, E. T 1982). 

 Considerando que Morelos es el centro de diversificación de colorín y el 

Metropolitano (México D. F. y estado de México) es la zona donde colorín se 

cultiva como planta introducida, se escogió suelos rizosféricos de colorín en 

ambas zonas; en cada zona, se tomaron 5 a 6 muestras de suelo, en el mismo 

lugar, también se tomaron semillas y plántulas de colorín con suelo y nódulo en el 

momento de muestreo.  

Las muestras de suelos y plántulas se guardarán en bolsas plásticas de color 

negro para transportar a laboratorio.  

En laboratorio, las plántulas muestreadas se crecieron en la bolsa hasta hacer 

aislamiento de las bacterias. 

• Se utilizaron suelos obtenidos de Cuernavaca, Ciudad de México (Periferia 

de la escuela) y  Edo. México (Ixtapaluca) para inocular las semillas. 

• Tomar de cada tipo de suelo 7 muestras, de éstas  se utilizara 1g  para 

sembrar por triplicado las semillas germinadas  de cada grupo. 
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2.  Caracterización de suelo.  
 

Las muestras de suelo se analizaron sobre su pH, humedad y contenido de 

materiales orgánicos y nutrientes, por métodos recomendados. Para determinar la 

humedad y el pH del suelo se usaron los métodos de Lemos et al. (2002).  

 

a)pH 
 
Materiales 

 

Balanza de dos platos 

Potenciómetro 

Espátula 

Pipetas graduadas de 5 mL 

Vasos de precipitado 50 mL 

Varilla de vidrio (para agitar) 

Solución de CaCl2  0.01M 

 

Método 

 

1) Pesar  5 gramos de suelo y se añadió  5 ml de solución de CaCl2 0.01M, se 

agito para homogenizar y se dejar que sedimente. 

2) Con el sobrenadante medir el pH en el potenciómetro. 
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b)Humedad 
 
Materiales 
 
Horno 

Desecador 

Balanza analítica 

Cajas petri 

pinzas 

 

Método 

1.- Poner a peso constante una caja de petri de vidrio en un horno a 180°C 

durante dos horas. 

2.- Pasar la caja de petri a un desecador y dejar enfriar, para posteriormente 

pesar. 

3.- Pesar 10 gramos de la muestra de suelo tamizada en la caja de petri a peso 

constante. 

4.- Secar el sistema en un horno a 60°C hasta peso constante ( Aproximadamente 

24 horas). 

5.- Una vez alcanzado el peso constante, pasar el sistema a un desecador y dejar 

enfriar. 

6.- Pesar nuevamente el sistema. 

7.- Calcular el porcentaje de humedad de la muestra de la siguiente manera: 

% Humedad = [ (Pi - Pf) / 10 ] x 100 

Donde: 

 Pi es el peso de la caja con 10 gramos de suelo húmedo. 

Pf Peso de la caja con el suelo seco. 
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c) Textura 
Materiales 

 

Balanza de dos platos 

Placa de calentamiento 

Frascos de vidrio 250 mL 

Pipetas de 10 mL 

Batidora 

Cilindro 1000 cc 

Hidrómetro 

Termómetro 

Peróxido de hidrógeno 

Calgón (hexametafosfato de sodio al 5% en agua destilada). 

Alcohol amílico 

 

Método 

a) Pesar 50 gramos de suelo  y colocarlo en un frasco de vidrio con capacidad 

de 250 mL. 

b)  Eliminar la materia orgánica adicionando 15 mL de peróxido de hidrógeno y 

calentando la muestra en una placa de calentamiento. 

c) Una vez eliminada la materia orgánica adicionar 10ml de calgón 

(hexametafosfato de sodio al 5% en agua destilada) y se coloco en el vaso 

de la batidora con agua suficiente para que llegue hasta unos 10 cm del 

vaso. 

d) Dispersar por 20 minutos. 

e) Vaciar la muestra en un cilindro de 1000cc, con cuidado de no perder 

material de suelo, completar  el volumen  con el hidrómetro adentro. 

f) Una vez completado el volumen,  agitar la suspensión con el embolo unas 10 

veces para lograr homogeneidad en la suspensión. Si se produce espuma 

que impida leer en el hidrómetro  adicionar 5 gotas de alcohol amílico, en 
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cada lectura efectuada  tomar la temperatura para obtener el factor de 

corrección. 

g) Tomar la primera lectura a los 20 segundos y la segunda lectura a las 2 

horas. 

h) los cálculos se efectúan  mediante la fórmula 

 

% de arena = 100 – 1ª lectura corregida   

                                       peso de la muestra      X 100 

 

% de arcilla = 100 – 2ª lectura corregida   

                                       peso de la muestra      X 100 

 

% de limo = 100 – (% de arena + % de arcilla) 

 

 3. Obtención nódulo. 
 
Materiales 

 
Vasos de precipitado de 250 mL 

Pipetas graduadas de 10 mL 

Paño 

Lima metálica triángular 

Cajas petri 

Papel filtro 

Incubadora 

Vasos de unicel 1 L 

Tijeras  

Pinzas de disección 

Agua Destilada 

Agua destilada Estéril 

Hipoclorito de sodio 25% 

 26



Alcohol etílico 95% 

Vermiculita 

Solución de nutritiva libre de nitrógeno 

 

Método 

En este trabajo, se emplearon las semillas de  E. americana (color rojo) obtenidas 

de Morelos y la ciudad de México.  

 

1) Esterilización por superficie: 

    a) Lavar las semillas  con agua destilada para eliminar el exceso de suelo. 

    b) Secar con un paño. 

    c) Limar por el centro para favorecer la germinación. 

    d) Sumergir en una solución de etanol al 95% durante 30 segundos. 

    e) Decantar la solución de etanol y se sumergen en una solución de            

hipoclorito de sodio al 25% por 5 minutos 

    f) lavar con agua destilada estéril por lo menos 6 veces. 

2) Germinar las semillas 

 a)en cajas de petri estériles a las cuales se les coloca en el fondo papel filtro y   

agua destilada estéril, sobre el papel filtro  colocar de 6 a 8 semillas y  colocar  

en incubación a 28°C por 8 días aproximadamente. 

      b)Cuando las semillas presentan una raicecilla de  aproximadamente 1 cm.    

colocar en vasos de unicel con capacidad de 1 litro que contienen vermiculita y 

aproximadamente 1g de suelo y  regar con solución nutritiva libre de nitrógeno. 

4) Dejar transcurrir aproximadamente 3 meses hasta  observar los nódulos en 

las raíces de las plantas. 

5) De cada planta  extraer 3 nódulos con ayuda de tijeras y pinzas. 
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7. Aislamiento de los nódulos.  
 
Materiales. 

 

Tijeras 

Pinzas de disección 

Vasos de precipitado de 250 mL 

Pipetas graduadas de 10 mL 

Asas bacteriológicas 

Mechero bunsen 

Portaobjetos 

Microscopio 

Placas de medio PY 

Cristal violeta 

Safranina 

Alcohol-acetona 

Agua corriente 

glicerol (20% w/v)  

 

Método 

a) Extraer los  nódulos (3 por planta). 

b)  Esterilizar por superficie de la misma forma que se esterilizan las semillas. 

c)  Aplastar con una pinza  cada nódulo sobre una placa de medio PY 

(Caseína 5g; Extracto de levadura 3g; CaCl2 0.6g; agar 18g; agua destilada 

1 L). 

d)   Sembrar por estría, incubando a 28° C, hasta su crecimiento (3 a 14 días).  

e) Usar las colonias obtenidas para purificar por estría cruzada tres veces en 

mismo medio de cultivo. 

f) Realizar tinción de Gram para verificar que las bacterias obtenidas son 

gram negativas. 

g) Guardar Los aislados purificados se en glicerol (20% w/v) a -20°C.  
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8. Caracterización fenotípica. 

Materiales 

 

Placas de medio Básico (K2HPO4 0.5 g; MgSO4 0.2 g; NaCl 0.1 g; extracto de 

levadura 0.02 g; agua destilada 1 L; pH 7.2),  a las cuale se les adicionó NH4NO3 y 

0.1% de cada compuesto problema (azúcares, alcoholes ácidos orgánicos, 

aminoácidos como fuentes de carbono y nitrógeno). 

Placas de medio PY modificado con diferentes concentraciones de sales. 

Placas de medio PY modificado con diferente pH. 

NaOH 5% 

HCl concentrado 

Placas de medio PY 

Asas bacteriológicas 

Mechero Bunsen 

 

El Rango de temperatura  

 

Sembrar por triplicado en placas de medio PY las cepas obtenidas a distintas 

temperaturas (4, 10, 28, 37, 44ºC). 

 

Rango de pH  

 

Sembrar por triplicado en placas de medio PY modificando el pH (4, 4.5, 5.0, 5.5, 

6, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 10.5, 11),  con HCl concentrado o NaOH concentrado. 

 

Resistencia a Salinidad   

 

Sembrar por triplicado en placas de medio PY modificando la concentración salina 

(0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0%) con NaCl. 
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De los datos obtenidos se realizo una taxonomía numérica usando coeficiente 

Ssm y método de UPGMA (Sneath y Sokal, 1973). 
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VIII. RESULTADOS. 
 

1. Caracterización de los suelos.  
 

Para la caracterización del suelo, se determinaron la textura, pH, porcentaje de 

humedad y porcentaje de materia orgánica a través de métodos estandarizados. 

Los resultados obtenidos para el análisis del suelo se presentan en Tabla 2. 

 

Tabla 2. Características de los suelos muestreados: 

  

 

2. Extracción y aislamiento de rhizobios 

 

De las plantas noduladas que se recolectaron en el muestreo de campo, como 

obtenidas en el laboratorio en condiciones de invernadero se extrajeron los 

nódulos radicales (Figura 5) con lo que se consiguió un total de 63 nódulos. Los 

cuales presentaron color que varió desde rosa pálido hasta púrpura intenso y su 

tamaño fue de 1 hasta 12 mm de diámetro.  

 

Cuando en una misma caja se logró identificar más de un tipo de colonia 

bacteriana, se sometió a purificación, a través del método de estría cruzada (en 

medio PY) hasta obtener cepas puras, para asegurar lo anterior, se realizó tinción 

Lugar de 
muestreo 

Textura del 
suelo pH % humedad 

% materia 
orgánica 

Estado de 
Morelos 

Arcillo 
arenoso 4.8 45.0 17.45 

Ciudad de 
México 

Arcillo 
arenoso 4.5 22.5 14.95 

Estado de 
México 

Arcillo 
arenoso 6.5 31.5 8.72 
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de Gram, en éste caso se buscaba observar que todas las bacterias  tuvieran 

aproximadamente la misma magnitud en cuanto a ancho y que fueran bacilos 

Gram negativos.  

 

Se logró obtener 51 aislados puros (Tabla 3) de los cuales 29  se aislaron de suelo 

de Morelos, 15 del distrito y 7 del estado de México. Del total 61.2% crecen 

lentamente, el 34.6% es de crecimiento rápido, el 4.2% restante no  su morfología 

colonial fue muy diversa entre sí. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efecto de nodulación sobre el crecimiento de colorín (A) y  (B) morfología 

de los nódulos de colorín 

 

La figura 5A muestra dos plantas obtenidas en el laboratorio, la primera de ellas 

no presenta desarrollo de nódulos y se caracteriza por poseer hojas de color 

amarillo debido a la clorosis ocasionada por  falta de nutrientes, mientras que la 

segunda planta si desarrolló nódulos y su aspecto es básicamente el de una 

planta sana. En la figura 5B se observa la planta que si tiene nódulos, de los 

cuales se extraen las bacterias fijadoras de Nitrógeno. 

 

 

 

Figura A. Figura B. 
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Tabla 3. Aislados usados en el estudio 

 
Aislado Crecimiento Origen pH de suelo 

1, 4, 5, 12, 21, 
26, 34, 35 L 

11, 48 R 
16, 31, 36, R 
6, 10, 15, 43 L 
8, 23, 39, 40, 
45, 47 L 

13 R 

Cuernavaca 4.8 

2, 25, 30, 41, 
42, 46, 49 L 

3, 20, 50 R 
7, 14, 17, 32, 44 R 
9, 29, R 

Mexico D. F. 4.5 

33 R 
24, 27 L 
18, L 
19, 28 R 
22, 37, 38, 51 R 

Edo. de Mexico 6.5 

 
L= Lento crecimiento de 8 a 11 días 
R= Rápido crecimiento de 4 a 6 días 
 
 
 
3.Caracterización fenotípica 
 
En cuanto a la morfología colonial se agruparon en 2 grupos: 1) De lento 

crecimiento es decir de 8 a 11 días, las cuales presentaron  colonias puntiformes, 

de color beige, butirosas, de aspecto húmedo, redondas y 2) de rápido 

crecimiento, es decir de 4 a 6 día, redondas, de 1 a 3 mm, mucoides, de color 

beige, lisas, convexas. 

 

Las cepas se sembraron por triplicado para medir cada parámetro de las cuales se 

tomo positivo cuando se observó crecimiento en dos de las tres placas 

sembradas. Los resultados se presentan en las Tablas 4 a 7. 
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Tabla 4. Crecimiento de los aislados de nódulos de colorín en medio PY a  

distintas temperaturas 

Temperatura °C  

Colonia 

 

Crecimiento 

 

Origen 4 10 28 37 44 

1 L C - - + + - 

2 L DF - - + - - 

3 R DF - - + + - 

4 L C - + + - - 

5 L C - + + - - 

6 L C - + + + - 

7 R DF - + + - - 

8 L C - + + - - 

9 R DF - + + - - 

10 L C - - + + - 

11 R C - + + - - 

12 L C - + + - - 

13 R C - + + - - 

14 R DF - + + - - 

15 L C - - + + - 

16 R C - - + + - 

17 R DF - - + - - 

18 L EM - - + - - 

19 R EM - + + + - 

20 R DF - + + + - 

21 L C - + + + - 

22 R EM - + + + - 

23 L C - + + + - 

24 L EM - + + - - 

25 L DF - + + - - 

26 L C - - + + - 
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27 L EM - - + + - 

28 R EM - - + + - 

29 R DF - - + + - 

30 L DF - - + + - 

31 R C -- + + - - 

32 R DF - + + - - 

33 L EM - - + - - 

34 L C - + + + - 

35 L C - + + + - 

36 R C - + + - - 

37 R EM - - + - - 

38 R EM - - + + - 

39 L C - - + + - 

40 L C - - + + - 

41 L DF - - + + - 

42 L DF - - + + - 

43 L C - + + - - 

44 R DF - + + - - 

45 L C - + + - - 

46 L DF - - + + - 

47 L C - + + - - 

48 R C - - + - - 

49 L DF - + + + - 

50 R DF - + + + - 

51 R EM - + + + - 

 
L= Lento crecimiento de 8 a 11 días 
R= Rápido crecimiento de 4 a 6 días 

C= Cuernavaca 
DF= Distrito Federal 
EM= Edo. México 
 



 36

Tabla 5. Crecimiento de los aislados de nódulos de colorín a  en medio PY a 

diferentes pHs 

pH  

Colonia 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0

1 - - +  +  +  + + - + + - - - - - 

2 - - + + + + + - + + - - - - - 

3 - - + + + + + - + + - - - - - 

4 - - + + + + + + + + - - - - - 

5 - - + + + + + + + + - - - - - 

6 - - + + + + + - + + - - - - - 

7 - - + + + + + + + + - - - - - 

8 - - + + + + + - + + - - - - - 

9 - - + + + + + - + + - - - - - 

10 - - + + + + + + + + - - - - - 

11 - - + + + + + + + + - - - - - 

12 - - + + + + + + + + - - - - - 

13 - - + + + + + - + + - - - - - 

14 - - + + + + + + + + - - - - - 

15 - - + + + + + + + + + - - - - 

16 - - + + + + + + + + - - - - - 

17 - - + + + + + + + + - - - - - 

18 - - + + + + + + + + - - - - - 

19 - - + + + + + + + + + - - - - 

20 - - + + + + + + + + + - - - - 

21 - - + + + + + + + + + - - - - 

22 - - + + + + + - + + - - - - - 

23 - - + + + + + - + + - - - - - 

24 - - + + + + + + + + - - - - - 

25 - - + + + + + + + + - - - - - 

26 - - + + + + + + + + + + - - - 
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27 - - + + + + + + + + + - - - - 

28 - - + + + + + - + + - - - - - 

29 - - + + + + + - + + - - - - - 

30 - - + + + + + + + + - - - - - 

31 - - + + + + + + + + + + - - - 

32 - - + + + + + + + + - - - - - 

33 - - + + + + + + + + - - - - - 

34 - - + + + + + + + + - - - - - 

35 - - + + + + + + + + + - - - - 

36 - - + + + + + + + + + - - - - 

37 - - + + + + + - + + + - - - - 

38 - - + + + + + - + + - - - - - 

39 - - + + + + + - + + - - - - - 

40 - - + + + + + - + + - - - - - 

41 - - + + + + + + + + - - - - - 

42 - - + + + + + + + + - - - - - 

43 - - + + + + + + + + - - - - - 

44 - - + + + + + + + + - - - - - 

45 - - + + + + + - + + - - - - - 

46 - - + + + + + + + + - - - - - 

47 - - + + + + + - + + - - - - - 

48 - - + + + + + + + + - - - - - 

49 - - + + + + + + + + - - - - - 

50 - - + + + + + + + + - - - - - 

51 - - + + + + + - + + - - - - - 
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Tabla 6. Crecimiento de los aislados de nódulos de colorín  en medio PY 

adicionado con NaCl de diferentes concentraciones  

Concentración NaCl  (%)  

colonia 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 

1 + + + + + + - - 

2 - + + + + - - - 

3 - + + + + - - - 

4 - + + + + - - - 

5 - + + + + - - - 

6 - - + + + + + - 

7 - - + + + + + - 

8 - - - - - - - - 

9 + + + + + + - - 

10 + + + + + + + - 

11 - + + + + - - - 

12 - + + + + - - - 

13 - - + + + + - - 

14 + + + + + + - - 

15 + + + + + + + - 

16 + + + + + + + - 

17 - + + + + + + - 

18 - - + + + + + - 

19 + + + + + + + - 

20 - + + + - - - - 

21 - + + + - - - - 

22 + + + + + + - - 

23 + + + + + + + - 

24 - + + + + - - - 

25 - - + + + - - - 

26 - - + + - - - - 
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27 - - + + + - - - 

28 + + + + + + - - 

29 + + + + + + - - 

30 - + + + - - - - 

31 + - + + + + - - 

32 + + + + + + + - 

33 - + + + - - - - 

34 - + + + + - - - 

35 - + + + + - - - 

36 + + + + + + + - 

37 - + + + + - - - 

38 - + + + - - - - 

39 + + + + + + - - 

40 - + + + - - - - 

41 - + + + - - - - 

42 - + + + - - - - 

43 + + + + + + - - 

44 + + + + + + + - 

45 - + + + + - - - 

46 - + + + + - - - 

47 - + + + + - - - 

48 - + + + + - - - 

49 - + + + - - - - 

50 - + + + - - - - 

51 + + + + + + - - 
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Tabla 7. Crecimiento de los aislados de nódulos de colorín  en medio Básico con 
distintas fuentes de carbono y nitrógeno. 
 

      Fuente de carbono o nitrógeno  

Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

1 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

2 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

3 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

4 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

5 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

6 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

7 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

8 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

9 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

10 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

11 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

12 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

13 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

14 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

15 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

16 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

17 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

18 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

19 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

20 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

21 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

22 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

23 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

24 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

25 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

26 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +
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27 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

28 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

29 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

30 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

31 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

32 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

33 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

34 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

35 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

36 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

37 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

38 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

39 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

40 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

41 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

42 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

43 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

44 - + - - + - + - - - - - - - + - - - - - + - - - - 

45 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

46 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

47 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

48 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

49 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

50 - + + + - - + + - + + - - + + - + + - - + + - + +

51 + - + + - + - + + + + + + + - + + + + + - + + + +

 
1. D-alanina 

2. N-acetilglucosamina 

3. adonitol 

4. D-arabinosa 

5. D-fucosa 

6. L-leucina 

7. L-lisina 

8. Malonato 

9. L-ornitina}piruvato 

10. piruvato 

11. D-rafinosa 

12. D-tartrato 

13. L-tartrato 

14. L-tirosina 

15. L-valina 

16. L-xilosa 

17. L-fenilalanina 

18. D-fucosa 
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19. Arginina 

20. L-aspartato 

21. Citrato 

22. L-glutamato 

23. glutarato 

24. L-isoleucina 

25. D-lactato
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4. Análisis de agrupación 
 

Con los resultados obtenidos de las características fenotípicas estudiadas se 

construyó una matriz binaria dando el valor de 1 a las características positivas esto 

es las cepas que presentaron crecimiento bajo la condición estudiada y el valor de 

0 cuando no se observo crecimiento, los valores estudiados fueron 28 y se 

encuentran enlistadas en forma vertical, el numero de cepa se  encuentra 

enlistado de forma horizontal (Tabla 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 8. Resultados de crecimiento de los aislados presentados en forma binario 

Caracte- Cepas 
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rísticas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 25 26
4˚C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0

10˚C 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 11 0 1 1 1 1 11 1 1 1 0
28˚C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1
37˚C 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 11 1 0 0 1
44˚C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0
pH4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0

pH 4.5 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 00 1 1 1 0
pH 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1

pH 5.5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1
pH 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1

pH 6.5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1
pH 7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1

pH 7.5 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 10 0 1 1 1
pH 8 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 10 0 1 1 1

pH 8.5 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 00 0 1 1 1
pH 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 00 0 1 0 1

pH 9.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 00 0 0 0 1
pH 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0

pH 10.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0
pH 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0
NaCl 
0.5% 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 01 1 0 0 0

NaCl 1% 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 11 1 1 0 0
NaCl 
1.5% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1

NaCl 2% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1
NaCl 
2.5% 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 01 1 1 1 0

NaCl 3% 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 01 1 0 0 0
NaCl 
3.5% 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 00 1 0 0 0

NaCl 4% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0

 

 

 

 

Tabla 7. (Continuación) 
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 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 
4˚C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
10˚C 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0  0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 
28˚C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
37˚C 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 
44˚C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
pH4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
pH 4.5 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 
pH 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
pH 5.5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
pH 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
pH 6.5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
pH 7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
pH 7.5 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 
pH 8 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 
pH 8.5 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 
pH 9 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 
pH 9.5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
pH 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
pH 10.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
pH 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
NaCl 
0.5% 

0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 

NaCl 1% 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
NaCl 
1.5% 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

NaCl 2% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
NaCl 
2.5% 

1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 

NaCl 3% 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
NaCl 
3.5% 

0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

NaCl 4% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

Una vez elaborada la matriz, los datos obtenidos se agruparon mediante el 

programa NTSYS lo que nos dio por resultado el siguiente dendograma (Fig. 6). 

Con base en este dendrograma, solo 4 pares de cepas tenían características 

idénticas y todas además fueron diferentes. Estos resultados indicaron que las 

bacterias aisladas fueron muy diversas. Todos los aislados en el estudio se 

agruparon conjunto en la similitud de 0.76 y pueden dividir en 3 grupos (phena) en 

la similitud de 0.8.  
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El primer grupo que incluye las cepas 1, 2, 26, 3, 4, 5, 48, 33, 11, 49, 24, 50, 25, 

20, 21, 34, 27, 46, 30, 41, 42. El segundo grupo incluye las cepas 6, 17, 18, 7, 32, 

36, 10, 16, 14, 43, 19, 28, 44, 15, 31. El tercer grupo incluye las cepas 8, 9, 22, 51, 

23, 29, 13, 45, 47, 37, 38, 40, 39. En cada de los tres grupos, se incluyeren 

aislados de los tres sitios de muestreo y de crecer rápido y lento (Tabla 8, Fig. 6). 

 

 

Tabla 8  

Aislado Crecimiento Grupo Origen pH de suelo 
1, 4, 5, 12, 21, 
26, 34, 35 L I 

11, 48 R I 
16, 31, 36, R II 
6, 10, 15, 43 L II 
8, 23, 39, 40, 
45, 47 L III 

13 R III 

Cuernavaca 4.8 

2, 25, 30, 41, 
42, 46, 49 L I 

3, 20, 50 R I 
7, 14, 17, 32, 44 R II 
9, 29, R III 

Mexico D. F. 4.5 

33 R I 
24, 27 L I 
18, L II 
19, 28 R II 
22, 37, 38, 51 R III 

Edo. de Mexico 6.5 

 
 
L= Lento crecimiento de 8 a 11 días 
R= Rápido crecimiento de 4 a 6 días 

C= Cuernavaca 
DF= Distrito Federal 
EM= Edo. México 



 35

 

Fig. 6 Dendrograma indicando la diversidad fenotípica entre los aislados de nódulos de 

colorín. El dendregrama se construyó por método UPGMA con coeficiente de similitud 

simple.  

I 

II 

III 
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De forma general las cepas se observa que las cepas crecen mejor a 28° C pero 

que muestran un rango de crecimiento de 10-37 ° C. 

 

En cuanto a pH ninguna de las cepas creció a un pH menor de 5.0 y solo algunas 

crecieron a un pH superior a 9.0. 

Con respecto a la concentración de NaCl se observa que la mayoría de las cepas 

toleran concentraciones de 1.5-2 % de dicha sal. 

De acuerdo a las distintas fuentes de carbono y nitrógeno las bacterias presentan 

el mismo comportamiento, es decir que se agrupan en tres grupos como lo 

muestra el dendograma. 
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IX. DISCUSIÓN. 

En cuanto a los resultados del análisis del suelo se nota un pH más cerca de 

neutral en el estado de México en comparación con las otras dos muestras (con 

pH ácido) lo que se ve reflejado en la obtención de aislados ya que se ha 

encontrado que el  pH en el cual crecen los rhizobios es más bien ácido . 

 

Se sabe que en la rizosfera se encuentra una gran cantidad de microorganismos 

de forma nativa pero son pocos los que tienen la capacidad de nodular con las 

plantas, entre las especies más importantes encontramos a los rhizobios, 

bradyrhizobios  y mesorhizobios los cuales poseen características fenotípicas muy 

parecidas entre si, la diferencia entre unos y otros radica principalmente en el 

tiempo de crecimiento de ahí que los rhizobios presenten un tiempo de crecimiento 

entre 4 a 6 días, los Bradyrhizobios un tiempo de crecimiento mas largo de entre 8 

y 11 días y los Mesorhizobios un tiempo intermedio entre ambas especies, es por 

eso que se considera un factor importante  el tiempo de crecimiento para la 

identificación presuntiva de dichas especies; en cuanto a la concentración salina y 

pH se utilizaron estos rangos debido a que son los rangos manejados (Chen et al., 

1991; 1995) en investigaciones anteriores donde la leguminosa estudiada fue 

distinta pero las especies encontradas fueron de la familia de los Rhizobiacea 

como presuntamente se encontró en el estudio. 

Se lograron obtener 51 aislados puros de los cuales 29 son se aislaron de suelo 

de Morelos, 15 del distrito y 7 del estado de México. En cada muestra, se 

encontraron ambos aislados de crecimiento rápido y lento. En total, 17 aislados 

fueron bacterias que crecieron rápido y 35 fueron bacterias que crecieron lento, 

indicando que Bradyrhizobium fue principal  género en los nódulos de colorín. En  

general se observó que  6 tipos de rhizobio se encontraron en Cuernavaca (por la 

combinación de grupos y velocidad de crecimiento). Y solo 4 y 5 tipos de rhizobio 

se encontraron en México D. F. y en estado de México. 
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 Considerando que Morelos es el centro de diversificación de colorín y el 

Metropolitano (México D. F. y estado de México) es la zona donde colorín se 

cultiva como planta introducida, los resultados concuerdan, es decir que los suelos 

de los sitios donde los árboles fueron introducidos no contienen las mismas 

condiciones del sitio de diversificación por lo en la obtención de aislados en el 

estado de Morelos era más diversa.  

 

Por los resultados de caracterización fenotípica,  parece que los aislados fueron 

más resistentes a pH ácido que alcalino. El rango pH para crecer fue 5-9, cual fue 

corresponde al pH de suelo. Este rango fue un poco más restringido que los 

reportados para unas especies de rhizobio (pH 4 a 11) (Jordan, 1984). 

 

Con respecto a la concentración de NaCl se observa que la mayoría de las cepas 

toleran concentraciones de 1.5-2 % de dicha sal. Este rango esta dentro el rango 

para otras especies de rhizobia (Jordan, 1984). 

 

En los trabajos anteriores, 80% de similitud se usaron como el valor para definir 

las especies bacterianas (Chen et al., 1991; 1995). En esta trabajo, la agrupación 

de los aislados fue diferente a los trabajos reportados, porque los aislados con 

diferentes velocidad de crecimiento se juntaron en los mismo grupos. 

Normalmente, estos dos tipos de rhizobio se separaron en diferentes grupos. Esta 

diferencia  se podría relacionar a que las características fueron muy pocas en el 

presente trabajo y los grupos no son muy confiables. 
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X. CONCLUSIONES. 

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir  que: 

1. El árbol colorín nodula con rhizobios que crecen lento y rápido, pero 

principalmente con Bradyrhizobium; 

Al inicio del trabajo se esperaba encontrar especies de la familia Rhizobiacea ya 

que en otras leguminosas son las especies que más predominan lo que se 

desconoce para ésta planta en particular es que género es el principal simbionte, 

lo que se observó con el estudio es que presuntamente se encuentra en su 

mayoría bacterias del género Bradyrizhobio esto lo determinó el tiempo de 

crecimiento, obviamente se requiere de más pruebas fenotípicas que permita 

agrupar de manera más confiable las bacterias simbiontes 

2. Las poblaciones de rhizobios asociados a colorín fueron diferentes en su 

centro de diversificación y en otras zonas. 

Esto debido a que las bacterias presentes en el suelo de las distintas zonas varía 

esto dependiendo de sus características físicas y químicas de la muestra, lo que 

se puede observar es que si hay una diferencia entre el simbionte con respecto al 

lugar de muestreo del suelo 

 

3. Se menciona nuevamente que los resultados obtenidos son presuntivos 

para confirmar el género se requiere un análisis no solo fenotípico también 

genotípico que permita conocer la especie de el principal simbionte pata el 

árbol de colorín. 
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