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Artículo científ ico

Molecular characterization of Bradyrhizobium 
japonicum J-01, J-96 and J-98, rep-PCR using 

protocols

Caracterización molecular de las 
cepas de Bradyrhizobium japonicum 
J-01, J-96 y J-98, mediante  
protocolos rep-PCR

Ruben A. Valencia R.1, Linda Y. Gómez A.2

R E S U M E N

El cultivo de la soya (Glycinemax (L.) Merril), en oxisoles 
de la Orinoquia colombiana presenta restricciones por la 
alta saturación de aluminio y en general, baja capacidad 
de intercambio catiónico (CIC) y de materia orgánica 
(MO), que afectan la fijación biológica del nitrógeno (N) 
y el crecimiento normal de las plantas. Una alternativa 
ambiental, a este problema es inocular las plantas con 
diferentes cepas de Bradyrhizobium japonicum. Las cepas 
de B. japonicum J-96 y J-98 se constituye en una opción de 
fijación biológica de nitrógeno altamente efectivas para las 
variedades de soja, en la Orinoquia colombiana. En este 
trabajo se determinaron los patrones moleculares de cepas 
J-01, J-96 y J-98, a partir de los primers Box-PCR y Eric-
PCR. Se logró establecer diferencias genéticas entre estas, 
las cuales pueden ser de utilidad para complementar 
futuros programas de identificación de individuos, 
estudios poblacionales y selección asistida. Las cepas de 
B. japonicum J-96 y J-98, constituyen nuevas opciones de 
variedades biológicas para fijación de nitrógeno de soya 
altamente eficaces en el Orinoco colombiano.

Palabras clave: variedad, polimorfismo, oxisol, iniciador

I N T R O D U C C I Ó N

El cultivo de la soya (Glycine max (L.) Merril), en oxisoles 
de la Orinoquia colombiana presenta restricciones, 
debido a la condiciones propias de estos suelos, es decir, 
un pH promedio de 4,5, baja la disponibilidad de P, Ca, 
Mg, K (Amézquita et al., 2005; Rivas et al., 2004; Molina 
et al., 2003), baja capacidad de intercambio catiónico,  
materia orgánica y alta fijación de fosfatos (Borkert y 
Sfredo, 1995). Además poseen fuertes  problemas de 
fitotoxicidad por  aluminio (Bianchi et al., 2000), todo 
estos factores limitan el crecimiento de las plantas, su 
productividad agrícola (Von y Mutert, 1995) y la fijación 
biológica de nitrógeno. Este último requerimiento  es 
suplido a partir de asociaciones simbióticas con cepas de 
Bradyrhizobium japonicum, ofertadas en pequeña escala 
por empresas  privadas, las cuales fueron adoptadas 
por los agricultores para su uso en este tipo de suelos. 
La soya tiene la habilidad de asociarse en forma 
simbiótica con estas bacterias para obtener a través de 
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la fijación biológica del nitrógeno (FBN) gran parte del 
N que requiere para su crecimiento (Hungria et al., 1998; 
Perticari et al., 2003), con aportes hasta del 94% del N 
en los cultivares más productivos (Hungria et al., 2006). 
Sin embargo esta situación puede estar restringiendo la 
expresión del potencial genético de las nuevas variedades 
por la baja efectividad simbiótica de las cepas. Fernández 
(2003), asegura que la ocurrencia de factores ambientales 
adversos (estrés por temperatura, humedad, acidez, 
etc.) afecta la supervivencia del rizobio, disminuyendo 
el número y peso de nódulos de la población de cepas, 
reduciendo la producción de biomasa vegetal.

La especificidad del  Rhizobium por un determinado 
genotipo varietal está determinada en su código gené-
tico. En la evaluación de cepas de Rhizobium se ha su-
gerido la existencia de una amplia variación genética 
intraespecífica. Se ha encontrado que el 70% del ADN 
es común entre cepas, mientras que el resto es variable 
de cepa a cepa (López et al., 2009). La variación intraes-
pecífica está relacionada con la capacidad de las cepas 
para adaptarse y sobrevivir en distintas condiciones. 
Numerosos estudios han demostrado que la transferen-
cia horizontal juega un papel importante en la evolu-
ción y grado de especificidad de los rizobios (López et 
al., 2009). Además, la diversidad genómica y la transfe-
rencia horizontal de genes en las poblaciones del suelo 
incrementan la plasticidad de adaptación y la supervi-
vencia de rhizobacterias en el medio ambiente, en com-
paración con la cepa inoculada, que es normalmente un 
solo genotipo (López et al., 2009).

El uso de técnicas moleculares ha provisto una descripción 
precisa de Rhizobium. Los estudios de identificación de 
individuos y diversidad genética basados en las técnicas 
de PCR, se logran generalmente con iniciadores o 
cebadores universales que generan fragmentos que con 
frecuencia son llamadas huellas dactilares genómicas o 
fingerprints genómico. Tres protocolos para la generación 
de huellas genómicas, han sido comúnmente empleados 
en bacterias, incluidos los preparados arbitrariamente 
AP-PCR o los RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic), 
los AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y las 
secuencias repetidas basadas en rep-PCR. Cada uno de 
estos protocolos genera una colección de fragmentos del 
genoma a través de PCR, que se visualizan como patrones 
de bandas que ofrecen un alto nivel de resolución 
taxonómica (Louws et al., 1999).  

La utilidad del método rep-PCR, desarrollado para cla-
sificar a las bacterias con base en sus patrones de hue-
llas dactilares genómicas, se fundamenta en el uso de 
iniciadores de ADN correspondientes a los elementos 
repetitivos naturales intercalados en las bacterias, como 

el REP (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC (Entero-
bacterial Repetitive Intergenic Consensus) y BOX (Entero-
bacterial Repetitive Sequences), y la reacción de PCR, que 
colectivamente reciben la denominación de rep-PCR. 
Estas secuencias repetitivas conservadas en diversos gé-
neros de bacterias, han sido estudiadas en más detalle 
por Versalovic et al. (1994) y sus secuencias parecen es-
tar situadas en distintas posiciones intergénicas de todo 
el cromosoma y en ambas orientaciones. 

Estudios realizados por De Bruijn et al. (1996), 
demostraron que el método de huellas digitales rep-PCR, 
es simple, altamente reproducible y no es absolutamente 
dependiente de ADN puro para distinguir cepas 
estrechamente relacionadas, o para deducir las relaciones 
filogenéticas entre cepas bacterianas y estudiar su 
diversidad en una variedad de ecosistemas. Igualmente, 
Judd et al. (1993) y Schloter et al. (2000), determinaron 
que las secuencias repetidas REP y ERIC utilizadas 
en conjunto con la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (REP y ERIC-PCR) son altamente eficaces 
para diferenciar y clasificar genéticamente cepas de B. 
japonicum relacionadas. La amplificación por PCR de 
regiones genómicas entre copias REP o ERIC produce 
una colección de fragmentos distintos o patrón de huella 
digital típico, en un gel de agarosa (De Bruijn, 1992). 
Similares propiedades han sido observadas con las 
secuencias repetidas tipo BOX, las cuales son de gran 
utilidad para realizar discriminaciones a nivel de cepa 
(Giongo et al., 2008). Las secuencias repetidas REP, ERIC 
y BOX, son altamente conservadas en los genomas de 
rizobios. Xue et al. (1999), encontraron que las regiones 
intergénicas 16S y 23S ADNr pueden ser usadas para 
caracterizar rizobios de soya a nivel de especie, subespecie, 
respectivamente. Sin embargo, para la diferenciación 
intraespecífica de B. japonicum, las secuencias repetidas 
rep-PCR han demostrado ser de mayor utilidad (Ferreira 
y Hungria, 2002; Giongo et al., 2008). 

La falta de nuevas alternativas de fijadores biológicos de 
nitrógeno, el escaso conocimiento de la capacidad simbiótica 
de las cepas de rizobio en suelos de la Altillanura y el 
incremento progresivo de las aplicaciones de fertilizantes 
nitrogenados para abastecer los requerimientos de la 
planta, hacen necesario la caracterización molecular de 
las cepas de B. japonicum J-01, J-96 y J-98, de esta forma, 
poder establecer las diferencias y similitudes moleculares 
entre estas y construir los perfiles moleculares. Lo anterior 
es de gran utilidad para futuros estudios de diversidad 
y selección de cepas superiores en la fijación simbiótica 
de N.  Los nódulos de donde fueron aisladas las bacterias 
de estudio,  fueron obtenidas en oxisoles de la Orinoquia 
colombiana, en latitudes entre 04° 03’ N y 73° 29’ O, con 
altitudes entre 150 y 336 msnm.
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M A T E R I A L E S  Y  M É T O D O S 

Cepas de B. japonicum

Las cepas de Bradyrhizobium en estudio pertenecen a la 
siguiente nomenclatura: ICA J-98 o SEMIA 5079, también 
denominada CPAC 15 y conocida en algunos serogrupos 
como SEMIA 566; la cepa J-96 o SEMIA 5080 o variante 
CPAC 7; la ICA J-01 o variante de USDA 110, denominada 
también 3I1b110, TAL102, RCR3427, 61A89 o SEMIA 
5032 (Chen et al., 2000). ICA J-01 fue generada por el ICA 
(Salamanca y Ramírez, 2000) y las cepas J-96 y J-98 del 
banco de germoplasma de Corpoica fueron introducidas 
del Brasil. Las dos primeras cepas son utilizadas como 
inoculante comercial en Brasil (Boddey y Hungria, 1997) 
y la ICA J-01 de uso comercial en Colombia (Salamanca y 
Ramírez, 2000). 

Aislamiento de rizobios y de ADN bacteriano

Para el aislamiento de rizobios de las cepas de B. 
japonicum ICA J-01, J-96 y J-98 y crecimiento bacteriano, 
se siguió el protocolo estandarizado por el Laboratorio 
de Microbiología de suelos del Centro de Biotecnología 
y Bioindustría (CBB) de Corpoica en el Centro de 
Investigación Tibaitatá. Se usaron tres nódulos tomados de 
campo por cepa para extraer el contenido nodular mediante 
maceración, estos fueron previamente desinfectados con 
etanol al 95% por 30 s e hipoclorito de sodio al 3,25% por 
2 min y luego enjuagados cinco veces con agua destilada 
estéril. El contenido nodular en suspensión con agua 
estéril se sembró en cajas de Petri con extracto de levadura 
y manitol (YEM) suplementado con rojo congo 0,0025% 
(Vincent, 1970). Las cepas aisladas se purificaron después 
de repiques sucesivos y se almacenaron en tubos inclinados 
con medio YEM a 4°C. El procedimiento anterior se hizo 
en condiciones asépticas de laboratorio. Para la extracción 
del ADN genómico de las cepas de referencia del banco 
de germoplasma y sus correspondientes aislamientos a 
partir de nódulos, se utilizó el método del fenol cloroformo 
descrito por Rakhi et al. (2006). 

rep-PCR 

Las reacciones PCR con secuencias repetidas altamente 
conservadas se realizaron con los iniciadores ERIC1R 
(3’-CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA-5’), ERIC2(5’-AAGTA  
AGTGACTGGGGTGAGCG-3’), y BOXA1 (CTACGGC 
AAGGCGACGCTGACG), descritos por Versalovic et al. 
(1994). Estas fueron realizadas a un volumen final de 25 µL, 
que contenían 50 ng de ADN, 1 U de Taq ADN polimerasa, 
1,5 mM de MgCl2, 2,0 mM de dNTPs y 0,1 µM de cada 
iniciador. El proceso de amplificación de los iniciadores 
BOX y ERIC consistió de 1 ciclo inicial de desnaturalización 
95oC por 6 min, 35 ciclos de desnaturalización con la 

siguiente secuencia: 94°C por 1 min, 50°C por 1 min y 
65°C por 8 min, y un 1 ciclo final de extensión de 65oC 
por 16 min. La PCR fue corrida en un termociclador PT100 
(MJ-Research, Watertown, MA) y los fragmentos fueron 
visualizados por electroforesis sobre un gel de agarosa al 
1,5% (P/V) teñido con bromuro de etidio al 0,1 µg mL-1 y 
corrido a 100 V por 3 h. El tamaño de las bandas generadas 
fue establecido con base en el marcador de peso molecular 
1 kb Plus DNA ladder (Gibco® BRL). Cada amplificación 
y visualización se realizó por triplicado para verificar su 
reproducibilidad y la consistencia del patrón de bandas.

Análisis de la información

Las bandas obtenidas por cada iniciador fueron 
transformadas en una matriz binaria basada en la presencia 
(1) o ausencia (0) de cada fragmento amplificado. Con el 
paquete estadístico NTSYpc versión 2.02 (Rohlf, 1997), se 
determinó el índice de similitud de Dice (1945).

R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N

Se obtuvieron perfiles o patrones moleculares de las cepas 
de referencia del Banco de Germoplasma de Corpoica de 
B. japonicum J-01, J-96 y J-98 y de aislamientos de nódulos. 
Cada perfil obtenido mediante los protocolos BOX y 
ERIC-PCR, presentó múltiples bandas de amplificación 
con resultados reproducibles en diferentes pruebas. Las 
diferencias moleculares entre cepas se hicieron evidentes 
con los dos protocolos de rep-PCR. 

Para las cepas de referencia, el patrón más complejo se 
obtuvo con ERIC-PCR al generarse 16 fragmentos totales. 
Resultados similares fueron obtenidos por Ferreira y 
Hungria (2002), quienes encontraron un promedio de 15 
bandas en cepas de B. japonicum. Las bandas amplificadas 
tuvieron tamaños entre 420 y 3.500 pb, con la presencia 
de una banda común de 1.200 bp, entre cepas. El mayor 
bandeo se presentó en la J-96 y el menor en la J-01 (Figura 
1A). El mayor polimorfismo se observó entre 3.000 y 3.500 
pb y entre 420 y 900 pb.

Con BOX-PCR las bandas presentaron un tamaño entre 
1.900 pb y 3.800 pb, en un patrón molecular de seis 
fragmentos. Las cepas J-01 y J-96 compartieron cuatro 
de las seis bandas, mientras que J-98 solo compartió una 
banda de 2.500 pb con las otras dos cepas (Figura 1B). 

Aunque ERIC presentó mayor fragmentación y polimor-
fismo que BOX, los dos sistemas permitieron establecer 
diferencias genéticas intraespecíficas entre cepas de B. 
japonicum. Sin embargo, los patrones moleculares ERIC-
PCR obtenidos a partir de nódulos con respecto a las 
cepas de referencia del Banco de Germoplasma fueron 
diferentes. Las mayores diferencias se observaron con la 
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cepa J-96, seguida por la J-01, mientras que la J-98 fue 
muy estable. Estos resultados concuerdan con los resul-
tados obtenidos por Batista et al. (2007), quienes encon-
traron que la variabilidad entre B. japonicum y B. elkanii 
puede ser tal que incluso dentro de un grupo genética-
mente más estable (como la CPAC 15), sólo el 6,4% de 
los aislamientos mostraron una alta similitud a la cepa 
inoculante, mientras que ninguno fue similar a la CPAC 
7. La variabilidad genética parece ser el resultado de una 
variedad y combinación de eventos, incluyendo la dis-
persión de la cepa, la recombinación genómica y la trans-
ferencia horizontal de genes. Además, la variabilidad 
genética de las cepas parece que se asocia principalmente 
con la adaptación, capacidad saprofita y competitividad, 
y no con la eficacia simbiótica, ya que la similitud de los 
genes simbióticos fue superior a la de regiones conser-
vadas del ADN.

Con la combinación de los patrones moleculares producidos 
por ERIC y BOX, se determinaron los índices de similitud 
entre cepas. Se observó una mayor cercanía entre J01 y J96, 
con un índice de Dice de 0,45 y distantes de J98, con una 
similitud de 0,33 y 0,27, respectivamente. Investigaciones 
realizadas por Batista et al. (2007), demuestran mediante 
perfiles rep-PCR menor variabilidad genética en cepa CPAC 
15 (origen de la cepa J-98) y mayor en CPAC 7 (origen de la 
cepa J-96). La alta capacidad saprofita y competitiva de la 
cepa CPAC 15 después de varios años de cultivo, contrastó 
con la pobre supervivencia y competitividad de la cepa 
CPAC 7. Existe evidencia de las diferencias genéticas entre 
cepas parentales y las aisladas a partir de sus rizobios en 
campo, como consecuencia de largos períodos con alta 
temperatura y estrés hídrico (Hungria y Vargas, 2000), 

aunque la trasferencia horizontal de genes 
puede también estar obrando en esta 
diversidad (Barcellos et al., 2007).

El presente estudio permitió encontrar 
diferencias moleculares entre cepas y 
con capacidad diferencial para nodular, 
ratificando que los análisis de variabilidad 
genética usando los marcadores BOX y ERIC-
PCR son útiles para genotipificar bacterias, 
siendo aplicados con éxito para caracterizar 
intraespecíficamente a B. japonicum (Judd et 
al.,1993; Xue et al., 1999; Ferreira y Hungria, 
2002; Giongo et al., 2008).  

Estos resultados podrían ser útiles para la 
identificación de nuevas cepas y formulación 
de nuevos inoculantes con mayor capacidad 
para fijar N, lo que permitirá incrementar 
la productividad en el cultivo de la soja 
en oxisoles de la Orinoquia colombiana. 
Varios trabajos de investigación (Hungria 

et al., 1996; Santos et al., 1999), reportan la existencia de 
diferencias entre cepas parentales y sus variantes, en 
formación de moco, síntesis de IAA, perfil del factor Nod 
y el patrón molecular de ADN obtenido con iniciadores 
arbitrarios o específicos. Godoy et al. (2008), encontraron 
en estudios genómicos diferencias genéticas notorias entre 
las cepas CPAC 15 y USDA 110, de las cuales se derivaron 
las cepas J-98 e ICA J-01, respectivamente, en aspectos de 
nodulación, relación planta huésped y adaptación, y genes 
relacionados con el sistema de secreción y transporte.  

Es importante considerar que, no existen cepas indígenas 
o nativas en Brasil (Ferreira, y Hungria, 2002), ni en 
Colombia, por no ser centros de origen. Sin embargo, 
la siembras sucesivas de soyas inoculadas con rizobios 
introducidos, han generado en estos países cepas 
naturalizadas que han logrado adaptarse a las nuevas 
condiciones edafoclimáticas y que se constituyen en 
fuente de diversidad biológica para procesos de selección 
de cepas más efectivas para fijar N. 

C O N C L U S I O N E S

El método de genotipificación basado en secuencias ERIC 
y BOX presentes en bacterias de B. japonicum, mediante 
procesos de PCR fue altamente efectivo para diferenciar 
cepas estrechamente relacionadas. Por ello, se constituye 
en una herramienta genética de alto valor para estudios de 
identificación y diversidad de B. japonicum.  

El sistema ERIC-PCR, generó mayor polimorfismo que 
BOX-PCR en las cepas bajo estudio, lo que le confirió 
mayor precisión en la diferenciación de capas B. japonicum.

Figura 1. Perfiles moleculares obtenidos por ERIC y BOX-PCR en cepas de B. japonicum, a 
partir de cepas de referencia y aisladas de nódulos de campo.
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