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RESUMEN 

Los métodos para la identificación de microorganismos se valen de sus características morfológicas, 

fisiológicas, proteómicas y genómicas. En la identificación tradicional se emplean técnicas 

dependientes de cultivo que pueden presentar inconvenientes según el tipo de microorganismo a 

identificar, su capacidad de crecimiento, su parecido con algún otro microbio y el tiempo total para su 

identificación. El uso de PGPB en la agricultura ha repercutido positivamente reduciendo costos de 

producción, disminuyendo el impacto negativo sobre el medio ambiente y la salud humana. G. 

diazotrophicus es una bacteria diazótrofo-endofítica con características de PGPB que tiene un tiempo 

de crecimiento más extenso en comparación con otras bacterias, y presenta características fenotípicas 

y genéticas similares a bacterias fijadoras de nitrógeno de su mismo género, por tanto, su identificación 

empleando únicamente métodos tradicionales puede ser algo laboriosa e inespecífica. En la presente 

revisión se analizaron algunos de los métodos de identificación molecular utilizados para G. 

diazotrophicus. 

Palabras clave: Identificación molecular, Gluconacetobacter diazotrophicus, ARNr 16S, ARNr 23S, 

ITS 16S-23S. 

 

ABSTRACT 

The methods for identifying microorganisms are based on their morphological, physiological, 

https://eoi.citefactor.org/10.11235/BUAP.06.21.03
https://orcid.org/0000-0002-1513-3995
https://orcid.org/0000-0002-1151-9778
mailto:joymerre@yahoo.com.mx


AyTBUAP 6(21):28-44 

Molinares-Pacheco et al., 2021  

29 

Artículo de revisión 

proteomic, and genomic characteristics. Under traditional identification, culture-dependent techniques 

are used, but they may present drawbacks depending on the type of microorganism to be identified, its 

growth capacity, its resemblance to some other microbe and the total time for its identification. The 

use of PGPB in agriculture has had a positive impact by reducing production costs, reducing the 

negative impact on the environment and human health. G. diazotrophicus is a diazotrophic-endophytic 

bacterium with PGPB characteristics that have a longer growth time compared to other bacteria, and it 

presents phenotypic and genetic characteristics like nitrogen-fixing bacteria of the same genus, 

therefore, its identification using only traditional methods can be somewhat laborious and unspecific. 

In this review, some molecular methods for identification of G. diazotrophicus were analysed. 

Keywords: Molecular identification, Gluconacetobacter diazotrophicus, rRNA 16S, rRNA 23S, ITS 

16S-23S. 

 
INTRODUCCIÓN 

Para la identificación de un microorganismo 

nos valemos de sus características 

morfológicas, fisiológicas, proteómicas y 

genómicas, para ello existen una gran variedad 

de métodos dirigidos a una o a la combinación 

de estas características y varían en su 

especificidad, sencillez, sensibilidad y rapidez 

[1]. 

Las técnicas de identificación tradicional 

generalmente se enfocan en características 

morfológicas y fisiológicas y son dependientes 

de cultivo. Estas técnicas incluyen a las pruebas 

bioquímicas, la colorimetría, y pruebas de 

sensibilidad/resistencia antimicrobiana, la 

serotipificación y las denominadas técnicas de 

quimiotaxonomía (que analizan la composición 

de la pared celular, exopolisacáridos, ácidos 

micólicos, análisis de proteínas celulares 

totales, etc.) [2]. El principal inconveniente con 

este tipo de métodos es el tiempo que se 

requiere para dar con la identidad del 

microorganismo en cuestión, sin mencionar las 

dificultades que surgen cuando se trata de un 

microbio de crecimiento lento, uno poco 

reactivo o muy similar a otro microorganismo 

[3]. El estudio de bacterias, estaba sujeto a 

técnicas dependientes de cultivo, sobre todo 

para su identificación, sin embargo, en los 

últimos años, han sido desplazadas por técnicas 

de identificación molecular para superar los 

inconvenientes de dichos métodos, ya que se 

obtiene una mayor precisión [2,4]. 

Las técnicas de biología molecular ayudan a 

esclarecer la identidad de un organismo en poco 

tiempo, estos métodos se valen de 
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procedimientos como la amplificación de genes 

conservados mediante la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR) [5] y secuenciación de 

los genes [6,7]. Por ejemplo, la amplificación 

de los genes gyrB, recA, rpoB, o el que codifica 

para el ARNr 16S, se han usado como pruebas 

rutina para la identificación molecular de las 

bacterias [6,8]. El análisis de fragmentos de 

restricción, la hibridación de ADN-ADN, son 

otras dos técnicas ampliamente usadas para la 

identificación molecular de bacterias [7,9]. En 

general, la aplicación de los métodos 

moleculares permite la obtención de resultados 

más rápidos y confiables [1]. En la presente 

revisión se analizaron algunos de los métodos 

de identificación molecular utilizados para G. 

diazotrophicus. 

 

Las bacterias promotoras del crecimiento 

vegetal 

En respuesta a la búsqueda de alternativas para 

tener cultivos libres de fertilizantes químicos, 

plaguicidas, o cualquier agroquímico que pueda 

atentar contra el bienestar del medio ambiente 

o del ser humano y con el objetivo de abaratar 

costos de producción, la biotecnología se ha 

dispuesto a diseñar métodos para aprovechar las 

características favorables que pueden brindarle 

las Bacterias Promotoras del Crecimiento 

Vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés) a los 

cultivos. Tales características pueden ser muy 

variadas, dependiendo así del microorganismo 

en cuestión y su interacción con la planta que se 

desee inocular [10]. Dentro de los mecanismos 

de promoción de crecimiento vegetal, se 

pueden incorporar aquellos que permiten la 

biodisponibilidad de nutrientes como los 

fosfatos o el zinc, la fijación biológica de 

nitrógeno, producción de fitohormonas que 

intervienen en el desarrollo de la planta, la 

actividad antagónica contra fitopatógenos y la 

degradación de sustancias contaminantes 

(tóxicas para las plantas) [11,12]. 

La diversidad de PGPB descritas es enorme, 

este grupo incluye bacterias que habitan en la 

rizósfera (área del suelo que abarcan los 

exudados de las raíces), y en el interior de las 

plantas (o endófitos). Estos últimos pueden 

encontrarse a nivel intercelular (entre los tejidos 

de las plantas) e intracelular (en el interior de la 

célula vegetal) [12]. 

Considerando las capacidades promotoras de 

crecimiento vegetal particulares de cada 

microorganismo, se pueden crear inoculantes 

para satisfacer distintas necesidades en los 

cultivos. Por ejemplo, Azospirillum brasilense 

es capaz de producir fitohormonas, de ejercer la 

fijación biológica de nitrógeno y de inhibir el 

crecimiento de fitopatógenos mediante 

sideróforos; Bacillus sp. LMA5 produce 

fitohormonas y solubiliza fosfatos; y diferentes 

especies de Pseudomonas se han visto 

implicadas en el antagonismo de fitopatógenos 
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y degradación de compuestos tóxicos para las 

plantas [13]. De igual manera, se han formulado 

multi-inoculantes que buscan potenciar su 

efecto sobre las plantas mediante interacciones 

sinérgicas que se dan entre los 

microorganismos que los componen [14,15]. 

Para desarrollar métodos que permitan utilizar 

los beneficios de las PGPB sobre los cultivos, 

es necesaria la identificación correcta del (los) 

microorganismo(os) presente(s) en los 

inoculantes, para afirmar con certeza que una 

bacteria o un grupo de ellas, es capaz de 

potenciar el crecimiento de una planta. 

 

Gluconacetobacter diazotrophicus, una 

bacteria endófita con alto potencial 

biotecnológico 

G. diazotrophicus es una bacteria diazótrofo-

endofítica con mecanismos promotores de 

crecimiento vegetal, lo que la clasifica como 

una PGPB [16–18]. Durante su colonización en 

plantas de caña de azúcar, esta bacteria 

contribuye significativamente a la demanda de 

nitrógeno de su huésped mediante el 

mecanismo de fijación biológica de nitrógeno 

[19]. Sin embargo, se han reportado diferentes 

mecanismos PGPB en G. diazotrophicus 

adicionales a la fijación biológica de nitrógeno, 

como la solubilización de compuestos 

insolubles de zinc como ZnO, ZnCO3 y 

Zn3(PO4)2, la producción de fitohormonas 

promotoras de crecimiento como ácido 

indolacético, el aumento de la tolerancia al 

estrés por sequía, la solubilización de fosfatos y 

la actividad antagónica contra patógenos; de 

tipo fúngico (Colletotrichum falcatum, 

Fusarium spp.), bacteriano (Xanthomonas 

albilineans) y nemátodo (Meloidogyne 

incognita) [15,18,20]. Este microorganismo se 

ha aislado de diferentes plantas ricas en 

azúcares y almidón, como arroz, camote y caña 

de azúcar (de donde fue aislada inicialmente), y 

de otras plantas de las familias Poaceae, 

Rubiaceae, Bromeliaceae, Rosaceae y 

Malphigiaceae alrededor de todo el mundo 

[18]. 

Las técnicas moleculares facilitan los estudios 

que buscan comprender los mecanismos de 

promoción de crecimiento, de colonización e 

interacción microorganismo-planta [7,19]. 

La identificación precisa de especies del grupo 

de las bacterias ácido acéticas (BAA), incluidas 

las especies de los géneros Acetobacter, 

Gluconobacter y Gluconacetobacter, es difícil, 

pues presenta especies con un alto grado de 

similitud en su secuencia del ARNr 16S (de 

entre 91.7 a 99 %). Esto constituye un problema 

para discernir entre los integrantes de este 

grupo, sobre todo a nivel de especie, pues el gen 

que codifica para el ARNr 16S es una de las 

dianas moleculares más utilizadas para la 

identificación bacteriana [21]. En el género 

Gluconacetobacter se han identificado 3 
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especies fijadoras de nitrógeno (G. johannae, 

G. azotocaptans y G. diazotrophicus), éstas 

presentan un alto grado de similitud en la 

secuencia de su gen ARNr 16S [16]. No es 

recomendable basarse solo en pruebas 

fenotípicas para la identificación de especies de 

este grupo, por tanto, se ha recomendado 

emplear técnicas de identificación molecular 

para las BAA [22]. 

 

Dianas moleculares para la identificación 

bacteriana 

Existen diferentes genes que han sido utilizados 

como dianas moleculares para la clasificación 

taxonómica de las bacterias, siendo el ARNr 

16S el más empleado, llegando a obtener 

identificaciones precisas en muchas ocasiones. 

Sin embargo, presenta inconvenientes por la 

alta homología en la secuencia que comparten 

ciertos géneros bacterianos, diversas copias con 

polimorfismos dentro de una cepa o su reciente 

reclasificación taxonómica, lo que impide 

utilizar este marcador para la identificación a 

nivel de especie o de género en aquellos casos 

[23]. Es por ello, que se han propuesto otros 

genes o secuencias como dianas moleculares 

para clasificación taxonómica de las bacterias 

[5,24]. 

rrs (ARNr 16S). Es el gen que codifica el 

polirribonucleótido ARNr 16S, que forma parte 

estructural de la subunidad menor del ribosoma 

bacteriano. Tiene una distribución universal en 

organismos procariotas por ser un componente 

esencial para su maquinaria celular, al estar 

implicado en la síntesis de proteínas. Este gen 

es útil como un “cronómetro molecular” por su 

alta conservación y presencia de regiones 

variables (V1 a V9) que contienen 

polimorfismos que pueden ser específicos para 

las especies [5]. En su secuencia se pueden 

encontrar sitios para la unión de 

oligonucleótidos específicos para un grupo 

filogenético, lo que permite realizar marcadores 

moleculares para la identificación en todos los 

niveles taxonómicos (con diferente 

especificidad). La secuencia de este gen 

contiene aproximadamente 1500 pb, tamaño 

suficiente para proporcionar polimorfismos 

interespecíficos para establecer diferencias 

estadísticamente significativas. La base de 

datos GenBank almacena más de 2 millones de 

secuencias de este gen. El análisis de la 

secuencia completa no es necesaria en todos los 

casos, pues se pueden analizar fragmentos de 

500 pares de bases (pb) para abaratar costos, 

logrando una identificación correcta, aunque se 

pierde especificidad, ya que al ser una 

secuencia más corta, disminuye su diversidad 

de polimorfismo [24]. 

El número de copias del operón ribosómico 

(rrn), por genoma bacteriano puede ser muy 

variable (entre 1 y 15). Al existir varias copias 
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del ARNr 16S en un genoma, se puede intuir 

que existe un pequeño grado de heterogeneidad 

(microheterogeneidad), debido a mutaciones en 

las secuencias, que puede verse reflejado en una 

identificación bacteriana incorrecta [25]. 

ARNr 16S-23S. Es el espaciador transcribible 

interno (ITS) entre los genes codificantes del 

ARNr 16S y 23S, ha sido utilizado en estudios 

de relaciones filogenéticas. Al existir un 

número variable de copias del operón rrn al que 

pertenece, pueden encontrarse varias de estas 

ITS en el genoma de una bacteria, que pueden 

variar a nivel de especies, esto es lo que permite 

su uso para identificación bacteriana [23], 

filogenia y tipificación [5,24]. 

ARNr 23S. Es poco preferido para estudios 

filogenéticos en comparación con el ARNr 16S 

debido a los costos. Sin embargo, los avances 

en las técnicas de Secuenciación de Nueva 

generación (NGS por sus siglas en inglés) han 

logrado reducir sus costos. Su mayor longitud 

(3000 pb), en comparación con el ARNr 16S, 

contribuye a una mejor resolución debido a una 

mayor variación en su secuencia, inserciones 

y/o deleciones únicas [26]. 

rpoB. Es el gen codificante de la subunidad β 

de la ARN polimerasa, enzima que se encarga 

del proceso de transcripción de ARNt, ARNm 

y ARNr, tiene una distribución universal en 

bacterias y posee un buen potencial para ser 

utilizado como cronómetro molecular. Puede 

tener una longitud de entre 3411 pb 

(Staphylococcus aureus) a 4185 pb (Neisseria 

meningitidis), su secuenciación ha sido muy 

utilizada en identificación de bacterias por su 

alta robustez, por ser un gen monocopia, por la 

calidad de las secuencias depositadas en las 

bases de datos (debido a que han sido 

secuenciadas con técnicas de nueva generación) 

[27], sustituyendo en algunos casos el ARNr 

16S para diferenciar especies del género 

Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, entre 

otras. Permite la identificación a nivel de 

género, especie y en ocasiones a nivel de 

subespecie [28,29]. En la figura 1 se indican 

recomendaciones para el análisis del gen rpoB 

y ARNr 16S en la identificación bacteriana. 

gyrB. Es otro de los genes que se utilizan para 

identificación bacteriana, sobre todo para 

grupos de bacterias estrechamente relacionados 

como por ejemplo aquellas de los géneros 

Bacillus, Pseudomonas, Vibrio, 

Mycobacterium, entre otras (donde llega a tener 

mejor fidelidad que el ARNr 16S). Codifica la 

subunidad β de la ADN girasa o también 

llamada topoisomerasa II, es imprescindible 

para la duplicación del ADN y es un gen 

monocopia y presente en todas las bacterias 

[5,30]. Tiene una longitud de alrededor de 

2.400 pb en bacterias de tipo ácido acético [21]. 

recA. Codifica una proteína recombinasa que 

funciona en la reparación del ADN 
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recombinacional en las bacterias [31]. Es 

empleado como diana molecular para la 

identificación bacteriana y también es utilizado 

para tipificación molecular cuando el ARNr 

16S no otorga la información necesaria para dar 

con una identificación precisa, sobre todo en 

niveles inferiores a la especie donde es 

utilizado, por ejemplo, para distinguir 

genomovares de Burkholderia cepacia, en estos 

genomovares la longitud de este gen es de 

alrededor de 1050 pb [32]. 

 

 

 
Figura 1. Recomendaciones para la utilización del análisis del ARNr 16S y del gen rpoB en la 

identificación bacteriana [5]. 

 

Métodos para la identificación molecular 

para el género Gluconacetobacter 

La secuenciación es una técnica que permite 

conocer el orden específico de los nucleótidos 

que componen una secuencia de ADN, esto se 

logra mediante la previa amplificación de 

alguna de las secuencias diana mencionadas 

anteriormente [24]. 

Las técnicas NGS, han sido muy útiles para los 

análisis metagenómicos y poblacionales de 
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comunidades bacterianas del medio ambiente e 

incluso endófitos como G. diazotrophicus [33]. 

Los avances en la plataforma de secuenciación 

Illumina han logrado adquirir una longitud de 

lectura mayor y a bajo costo, lo que ha 

permitido caracterizar comunidades 

microbianas relacionadas con plantas, por 

ejemplo, se ha caracterizado la microbiota 

endófita de raíces y tallos de arroz 

secuenciando la región V3-V4 de ARNr 16S 

[34], de la misma manera, se ha logrado 

conocer la comunidad bacteriana endofítica en 

4 especies del género Allium [35]. 

Zhang y colaboradores [36] identificaron a 

Gluconacetobacter xylinus mediante 

taxonomía polifásica, a partir de aislados de 

Kombucha, “un té japonés en el que se 

desarrollan levaduras y bacterias del tipo ácido 

acético”, esclareciendo que se trataba de esta 

especie al encontrar una alta homología en sus 

secuencias de ARNr 16S al realizar 

alineamientos en ClustalX y la relación 

filogenética que exhibió al comparar la 

secuencia con las de las bases de datos. De igual 

manera, se aislaron 5 cultivos de G. 

diazotrophicus de caña de azúcar en Perú, que 

fueron identificadas por su secuencia de ARNr 

16S, su posterior análisis en bases de datos y 

perfil bioquímico que coincidía con el de la 

cepa de referencia [17]. Asimismo, se usó la 

secuenciación del ARNr 16S para identificar 3 

cepas del género Gluconacetobacter aisladas de 

diferentes frutas, realizando el análisis de la 

secuencia en BLAST y utilizando el algoritmo 

de Neighbor joining para establecer relaciones 

filogenéticas [37]. Torija y colaboradores [38] 

elaboraron pruebas para la identificación de dos 

especies de Gluconacetobacter a partir de la 

secuencia de su ARNr 16S. Estos autores 

encontraron que una de las pruebas arrojaba un 

falso positivo al identificar otras 4 especies del 

mismo género (con una homología del 100%) 

que no hacían parte de su objetivo, resaltando la 

alta similitud que tiene la secuencia de este gen 

para este género de bacterias. 

La identificación específica para las especies 

fijadoras de nitrógeno del género 

Gluconacetobacter (G. johannae, G. 

azotocaptans y G. diazotrophicus), es posible 

mediante la amplificación del gen ARNr 16S 

utilizando los oligonucleótidos AC (5’-

CTGTTTCCCGCAAGGGAC-3’) y D1 (5’-

GCGCCCCATTGCTGGGTT-3’), que generan 

un producto de 445 pb [39], estas especies 

crecen de manera idéntica en medio LGI 

(exhibiendo colonias de color naranja intenso 

después de 5 días de incubación a 30 °C). Sin 

embargo, G. diazotrophicus forma colonias de 

color café obscuro con bordes claros al 

sembrarla en un medio de cultivo a base de 

extracto de papa adicionado con 10% de 

sacarosa (5 a 7 días de incubación a 30 °C), G. 
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johannae y G. azotocaptans exhiben colonias 

de color beige o crema incluso después de 10 

días de incubación [16]. 

La secuenciación de la región ITS 16S-23S 

también ha sido utilizada para la identificación 

de BAA. Esta región no es demasiado larga en 

este grupo de bacterias, tiene una longitud de 

entre 759 y 778 pb, posee elementos 

conservados, pero también segmentos variables 

con menor similitud entre especies 

estrechamente relacionadas que la secuencia 

del ARNr 16S (que tiene una similitud de entre 

91,7 a 99 % en BAA), como resultado de una 

mayor tasa evolutiva [21]. La secuenciación de 

esta región ITS puede permitir la distinción de 

bacterias a niveles inferiores de especie, y 

parece que las copias de esta región espaciadora 

(se han reportado un mínimo de 4 copias del 

locus rrn en especies del género 

Gluconacetobacter) no difieren tanto en 

longitud y en secuencia en las BAA, pues en el 

estudio realizado por Ruiz y colaboradores 

[40], se obtuvo solo una banda al amplificar la 

ITS 16S-23S de varias cepas del grupo BAA 

(incluyendo algunas del género 

Gluconacetobacter). Además, al sumar las 

longitudes de los fragmentos de restricción 

obtenidos al digerir estas secuencias con 8 

endonucleasas de restricción (TaqI, CfoI, 

HaeIII, AluI, HinfI, MboI, MspI y RsaI), se 

observó que la longitud era equivalente a la 

secuencia amplificada por PCR, lo que 

confirma que las copias de estas ITS dentro de 

cada cepa tienen secuencias muy similares. 

Al amplificar el gen que codifica para el ARNr 

23S de G. diazotrophicus, se puede lograr su 

identificación, empleando los oligonucleótidos 

1440 (5’-GTTGGCTTAGAAGCAGCC-3’) y 

AD (5’-TGCGGCAAAAGCCGGAT-3’), los 

cuales generan una banda de 411 pb [41]. Sin 

embargo, es necesario determinar si tales 

oligonucleótidos permiten diferenciar a G. 

diazotrophicus de G. johannae y G. 

azotocaptans. La secuencia complementaria al 

oligonucleótido AD ha sido empleada como 

sonda de hibridación para la identificación de 

G. diazotrophicus [16]. Los oligonucleótidos 

1440 (que también es nombrado como 

HerbaGd) y AD han sido utilizados en 

diferentes estudios para la identificación 

molecular de G. diazotrophicus [41–43]. 

Mehnaz y colaboradores [44] emplearon 

diferentes métodos para la identificación de 

cepas bacterianas aisladas de la rizósfera de 

maíz, entre ellos, la secuenciación del ARNr 

16S, el análisis de restricción de ADNr 

amplificado (ARDRA) y análisis bioquímicos. 

Para la secuenciación utilizaron los cebadores 

U475 (5’-AATGACTGGGCGTAAAG-3’) y 

L923Ga (5’-AATGCTCAATCTGAACA-3’), 

obteniendo una secuencia de 469 pb que 

presentó una homología del 100% (con una 
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identidad de secuencia de 467/467 posiciones) 

con G. azotocaptans, 99,1% con G. johannae 

(identidad 467/461 posiciones) y para G. 

diazotrophicus presentó una identidad de 

448/449 posiciones. El ARDRA se llevó a cabo 

empleando los cebadores FGPS4-281 bis (5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 

FGPS1509′-153 (5’-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’), 

obteniendo un producto de 1500 nucleótidos 

que fue sometido a digestión enzimática por 

RsaI, obteniendo 4 fragmentos de restricción 

que variaron entre 500 y 150 pb. La 

secuenciación, el ARDRA y las pruebas 

bioquímicas, indicaron que los aislados eran 

cepas de G. azotocaptans. Este trabajo es un 

ejemplo de que se requiere de diferentes 

métodos para dar con la identificación precisa 

de un microorganismo, pues con solo uno, se 

pueden obtener resultados inconcluyentes. 

Se han llevado a cabo trabajos que buscan 

oligonucleótidos “acetiespecíficos” basados en 

genes diferentes a los convencionales, tal como 

el gen adhA (que codifica la subunidad 

deshidrogenasa de la quinohemoproteína 

alcohol deshidrogenasa o ADH), que está 

presente en la mayoría de las BAA (excepto en 

el género Asaia que exhibe poca o nula 

actividad de este gen) y que presenta regiones 

conservadas y variables que le permite ser un 

candidato para la clasificación a nivel de este 

grupo [45]. 

 

Técnicas de tipificación molecular en G. 

diazotrophicus 

La tipificación molecular consiste en comparar 

los ácidos nucleicos de dos o más 

microorganismos para conocer sus 

polimorfismos genéticos. La tipificación 

molecular comprende diferentes técnicas que se 

fundamentan en estudios del ADN 

cromosómico y extracromosómico, el análisis 

del número de copias en secuencias de 

inserción o secuencias que se repiten en el 

genoma, al igual que de regiones entre 

secuencias de inserción y secuencias repetitivas 

adyacentes (como REP-PCR, ERIC-PCR y 

BOX-PCR), o amplificación aleatoria de 

secuencias (como AP-PCR) [2,46]. Este grupo 

de técnicas permiten conocer la relación 

existente entre un grupo de microorganismos 

para ser empleadas en su distinción e 

identificación rápida [46,47]. 

El análisis de polimorfismo de longitud de 

fragmento de restricción (RFLP por sus siglas 

en inglés) es útil para la diferenciación de cepas 

[19], consiste en amplificar la secuencia de un 

gen para someterlo a digestión por enzimas de 

restricción determinadas, y posteriormente 

visualizar el patrón de bandas obtenido 

empleando una electroforesis en gel de agarosa. 

Se le conoce como ARDRA al RFLP del ARNr 

16S [1]. El RFLP de la región espaciadora 16S-
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23S puede afiliar directamente a una bacteria al 

grupo de las BAA [45], además, ha permitido 

identificar nuevas especies de este grupo de 

bacterias [21]. 

Ruiz y colaboradores [40] obtuvieron el mismo 

grado de diferenciación a nivel de especie luego 

de comparar los RFLP del ARNr 16S y de la 

ITS 16S-23S en bacterias del género 

Gluconacetobacter. Estos autores afirmaron 

que el ARDRA con las enzimas TaqI y RsaI 

permite la diferenciación de colonias de BAA 

(al observar que éstas distinguieron el mayor 

número de especies BAA, pero sin variaciones 

intraespecíficas). Además, reportaron los 

tamaños de los RFLP obtenidos del ARNr 16S 

de G. diazotrophicus DSM 5601 exhibidos en 

la figura 2. 

 

 
Figura 2. Tamaño (pb) de los RFLP del ARNr 16S de G. diazotrophicus DSM 5601 con diferentes 

enzimas de restricción. Los cebadores utilizados para la amplificación del gen fueron: Directo (16Sd, 

5’-GCTGGCGGCATGCTTAACACAT-3’) y Reverso (16Sr, 5’-

GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT-3’) [40]. 

 

Se han realizado análisis de cepas de G. 

diazotrophicus donde se obtienen dos grupos 

con 68% de similitud al hacer un análisis 

filogenético con información obtenida a partir 

de los RFLP del ARNr 16S y del ITS 16S-23S, 

revelando una variabilidad intraespecífica en 35 

cepas de esta bacteria, que fueron aisladas de 

diferentes variedades de caña de azúcar en 

distintos países [48]. En el mismo estudio se 

observó una diferencia en el uso de 

carbohidratos como fuente de carbono, lo que 

puede permitir la selección de cepas con mayor 

potencial biotecnológico. 

Las secuencias palindrómicas extragénicas 

repetitivas (REP), pueden ser amplificadas por 

PCR (REP-PCR), empleando oligonucleótidos 
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diseñados según las secuencias repetidas en el 

genoma. Tales secuencias se encuentran en 

distintas localizaciones en el cromosoma, 

cuando dos secuencias están lo suficientemente 

cerca, la secuencia en su interior es amplificada, 

dado que el número y localización de estas 

repeticiones entre cepas son variables, los 

productos de la REP-PCR también variarán, el 

polimorfismo obtenido es útil para la 

diferenciación de especies [46]. Se ha estudiado 

este método con el cebador (GTG)5 para la 

identificación y clasificación de una amplia 

gama de BAA, incluyendo la identificación 

precisa de géneros como Acetobacter y 

Gluconacetobacter [49]. De manera similar, se 

ha estudiado la técnica de polimorfismo de 

longitud de fragmento amplificado (AFLP), por 

su alta reproducibilidad, se obtuvo una precisa 

identificación y clasificación de BAA a nivel de 

especie, empleando las enzimas de restricción 

Apa I, Taq I y la combinación de cebadores A03 

y T03, parece ser muy útil para determinar la 

diversidad genética intraespecífica, esta técnica 

puede considerarse valiosa para la taxonomía 

de BAA [22]. 

 

CONCLUSIONES 

Existe una gran variedad de métodos 

moleculares que permiten la identificación de 

G. diazotrophicus, cada uno con diferentes 

grados de reproducibilidad, robustez, fidelidad 

y costos. El análisis del ARNr 16S es el más 

empleado en la identificación de esta bacteria a 

pesar de la similitud en la secuencia con G. 

azotocaptans y G. johannae. En cuanto a las 

técnicas de tipificación molecular, se destacan 

las que analizan la secuencia o polimorfismos 

mediante los RFLP del gen ARNr 16S e ITS 

16S-23S. Se recomienda la selección del 

método según las necesidades y recursos con 

los que cuente el laboratorio y en medida de lo 

posible, el uso de más de un método para la 

confirmación de los resultados. 
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