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Resumen

Se realizo el aislamiento y caracterizacion de dos cepas de Rhizobium colectadas de
plantaciones de lupino (Lupinus mutabilis) de localidades de las provincias de Tungurahua y
Cotopaxi, Ecuador. Las cepas obtenidas se prepararon en una suspensiony se encapsularon
en alginato de sodio para luego ser inoculadas en semillas de lupino. Se evalu6 e efecto de
las cepas, método de inoculacion y sustratos sobre el desarrollo vegetativo de las plantas,
bajo condiciones semicontroladas en suelos agrestes en la provincia de Tungurahua. Para la
identificacion molecular, se realiz6 la extraccion de ADN, amplificacion de la region 16S con
primers especificos, purificacion y secuenciacion. El desarrollo vegetativo estuvo influenciado
principalmente por el sustrato utilizado para la germinacion de semillas inoculadas. Las
caracteristicas hidroldgicas del sustrato suelo negro andino permitieron la migracién de los
bacteroides hacia las raices aprovechando el agua capilar retenida en el sustrato. El sustrato
suelo franco arcilloso determiné el menor desarrollo vegetativo de la planta, ya que fue mas
susceptible a la deshidratacion en las condiciones bajo cubierta en las que se llevé a cabo la
investigacion. El origen de la cepa también influy6 en el desarrollo vegetativo, aunque no fue
evidente en la nodulacién. La cepa originada en Tungurahua produjo plantas mas vigorosas,
especialmente en interaccion con el sustrato suelo negro andino. La nodulacion fue
influenciada significativamente por los sustratos arena (S1) y suelo negro andino (S2),
resultando en un nimero de nddulos.

Palabras clave: Aislamineto, inoculacién, suelos.



Abstract

The isolation and characterization of two strains of Rhizobium collected from lupine
plantations (Lupinus mutabilis) located in the provinces of Tungurahua and Cotopaxi,
Ecuador, was carried out. The strains obtained were prepared in a suspension and
encapsulated in sodium alginate and then inoculated in lupine seeds. It was evaluated the
effect of the strains, inoculation method and substrates on the vegetative development of the
plants, under semicontrolled conditions in rugged soils in the province of Tungurahua. For
molecular identification, DNA extraction, amplification of the 16S region with specific primers,
purification and sequencing were performed. Vegetative development was mainly influenced
by the substrate used for germination of inoculated seeds. The hydrological characteristics of
the Andean black soil substrate allowed the migration of the bacteroides towards the roots
taking advantage of the capillary water retained in the substrate. The loamy loam soil substrate
determined the lower vegetative development of the plant, as it was more susceptible to
dehydration in the conditions under cover in which the research was carried out. The origin of
the strain also influenced vegetative development, although it was not evident in nodulation.
The strain originated in Tungurahua produced more vigorous plants, especially in interaction
with the Andean black soil substrate. Nodulation was significantly influenced by the substrates

sand (S1) and Andean black soil (S2), resulting in a higher number of nodules.

Keywords:isolation, incoculation, sails.



Introduccion

Los lupinos (Lupinus mutabilis), cominmente llamados altramuces en Europa, lupino
andino o chocho en América del Sur, son un género de leguminosas que pertenece a la tribu
Genisteae de la subfamilia Faboideae y abarca mas de 280 especies de hierbas anuales y
arbustos herbaceos y lefiosos perennes distribuidos principalmente en el sur y oeste de
América del Norte, los Andes, las regiones mediterraneas y Africa (Duran Wendt et al., 2013).
Los lupinos se adaptan a suelos &cidos y pobres, ademas son altamente resistentes a las
bajas temperaturas con algunas especies capaces de resistir hasta -9 ° C. También son
tolerantes a la salinidad en diferentes grados dependiendo de la especie (Atchison et al.,
2016). La presencia de alcaloides en sus semillas permite que se utilice como un control de
plagas. Los lupinos también se pueden utilizar para remediar suelos contaminados por
métodos de fitorremediacion y fitoextraccion (Nigussie, 2012).

El impacto positivo de los lupinos en la fertilidad del suelo hace que sea mas
importante como planta de cultivo. Dado que el lupino andino tiene la capacidad de crecer en
tierras pobres, su cultivo es de gran importancia para la produccion en suelos marginales de
la serrania ecuatoriana, aportando con una fuente de proteina de bajo costo a la seguridad
alimentaria de los campesinos (Atchison et al., 2016).

Los miembros del género Lupinus tienen la capacidad de establecer una asociacion
simbidtica con los rizobios y fijar eficazmente el nitrdgeno atmosférico en los nodulos
radiculares. Estas bacterias del suelo pertenecen a los géneros Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium. Los lupinos son principalmente
nodulados por bacterias del suelo clasificadas en el género Bradyrhizobium, aunque también
se han identificado algunas otras cepas de rapido crecimiento (Beligala, 2015).

Rhizobium lupini se incluy6é en las Listas Aprobadas de Nombres Bacterianos de
Skerman. Se considera un rizobios de crecimiento lento, pueden nodular miembros del
género Lupinus. Cuando los rizobios de crecimiento lento fueron reclasificados en un género
diferente, Bradyrhizobium, la especie R. lupini no se incluy6 en este género ya que la principal

diferencia con respecto a la nueva y Unica especie reconocida en ese momento,



Bradyrhizobium japonicum , era un alto grado de afinidad de nodulacion por miembros de los
géneros Lupinus y Ornithopus. Sin embargo, como esta especie no fue rechazada
especificamente en la publicacién original o en trabajos posteriores, se ha mantenido con el
nombre original de Rhizobium lupini en la lista de nombres procariéticos validamente
publicados. Ahora se considera a Rhizobium lupini como un basénimo de la reclasificacion
propuesta como Bradyrhizobium lupini comb. Nov (Peix etal., 2015). Para efectos de
concordancia con los estudios revisados y las técnicas de identificacion, en la presente
investigacion se referira al bacteroide en estudio como Rhizobium lupini.

Las bacterias simbiéticas dentro de los nddulos radiculares reducen el dinitrdgeno
presente en la atmdsfera a amonio, que se aporta a la planta a cambio de un compuesto de
carbono y una fuente de energia. El proceso de nodulacién en los lupinos difiere de muchas
otras legumbres en que las bacterias acceden a la raiz del huésped a través de los espacios
intercelulares en la raiz e ingresan en las células de la corteza radicular sin formar un hilo de
infeccion (Ferchichi et al., 2020).

A pesar de las marcadas ventajas de la asociacion de lupinos y rizobios, la poblacion
de rizobios nativa es generalmente insuficiente para alcanzar una relacion benéfica con la
leguminosa (Cabrera Romero et al., 2017). Es importante la utilizacion de un Rhizobium
infectivo (capacidad de nodular) y efectivo (eficiente para la fijacién de N), en la leguminosa,
lo que implica determinar la necesidad de inoculacién y utilizacion de cepas de diferente
origen (Fernandez-Pascual et al., 2007). La inoculacion de raices de lupino con diferentes
cepas de Rhizobium mejora los niveles y disponibilidad de nitrégeno y carbono de los suelos
y por ende el desarrollo vegetativo de la planta (Taco & Zuiiga, 2017). Las herramientas
biotecnoldgicas prestan alternativas en el manejo sostenible de los cultivos de lupino (Felipe,
2009). El crecimiento en masa y peso en Lupinus mutabilis se incrementa hasta en un 50 %
en condiciones semicontroladas con la inoculacién de Rhizobium spp. aislado y caracterizado
(Taco & Zuiiga, 2017).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la inoculaciéon de dos cepas

Rhizobium spp. aislado y caracterizado, sobre el desarrollo vegetativo de lupino andino



Lupinus mutabilis en condiciones semicontroladas. Para ello, se aislaron cepas de Rhizobium
de nédulos de raiz de Lupinus mutabilis cultivados en suelos agrestes de las provincias de
Tungurahua y Cotopaxi. Se evalué la capacidad de nodulacién de las cepas de Rhizobium
spp. aisladas y caracterizadas y se determiné el efecto de la inoculacién sobre el crecimiento

en Lupinus mutabilis bajo condiciones semicontroladas.

La hipétesis planteada trata de demostrar si la inoculacion de cepas de Rhizobium sp.
aislado y caracterizado influye significativamente en el crecimiento de lupino andino Lupinus

mutabilis, bajo condiciones semicontroladas.



Capitulo uno

Marco Teérico

1.1 Distribuciony centros de diversidad del género Lupinus

Lupinus es un género relativamente grande, siendo uno de los mas extendidos
geograficamente con una rica diversidad de especies dividida en dos grupos principales: las
especies mediterraneas del norte y este de Africa o del "Viejo Mundo", y el grupo del "Nuevo
Mundo", el cual incluyen a América del Norte y América del Sur, conformado por el mayor
namero de especies. Los lupinos silvestres y variedades nativas se distribuyen entre los
rangos climaticos de las regiones subarticas (Alaska), el Mediterrdneo, ademas de climas
semidesérticos; las regiones montafiosas de Africa oriental, México, las Andes y las Altas
Rocosas; los climas templados calidos del sureste de EE.UU. hasta las regiones subtropicales
del este de América del Sur (Atchison et al., 2016). Incluyen tipos de plantas de hojas simples
y compuestas, herbaceas anuales y herbaceas a arbustivas perennes. El grupo del Viejo
Mundo sélo tiene especies anuales. En general, los lupinos son plantas de habitats abiertos
y bien iluminados, que no toleran el sombreado (Carvajal-Larenas, 2013), y prefieren suelos
bien drenados con pH de &cido a neutro con distribucion limitada en el rango alcalino (las
especies de semillas en bruto que muestran cierta tolerancia al pH neutro anterior). Una
excepcion reciente con respecto a la preferencia de pH de suelo es la recién descrita 13™
especie del Viejo Mundo, Lupinus mariae-josephae, que prefiere suelos calcareos (Laguna
et al., 2009). En base a estudios que han evaluado las similitudes genéticas, los centros de
diversidad de Lupinus son: (1) América del Norte y Central y América del Sur andina, (2)
América del Sur atlantica, y (3) la region mediterranea y norte y este de Africa (Eastwood &
Hughes, 2008).

En términos de distribucién geografica del género Lupinus, la region sudamericana se
divide en la subregién atlantica (ATL) y subregion andina (AND). El grupo ATL consiste de un
gran nimero de especies perennes, de hojas simples o compuestas, y un pequefio grupo de

especies anuales variables. En estos grupos se incluye al complejo L. gibertianus C.P. Sm, y



L. linearis Desr. El grupo se distribuye por el este de Brasil, Uruguay, Paraguay, hasta el
centro y este de Argentina. El grupo AND cubre la region geogréfica desde las laderas de las
montafias a ambos lados de los Andes, desde Venezuela a través de Colombia, Ecuador,
Peru, Bolivia, Chile y el noroeste de Argentina hasta las llanuras de la Patagonia en el sur,
abarcando una diversa gama de topografia y microclimas que ha creado una gran diversidad
ecoldgica de tipos de Lupinus. En el grupo se encuentran especies perennes y anuales de
hojas compuestas (Wolko et al., 2011).
Figura 1

Regiones aproximadas de distribucion de las especies de lupinus del nuevo

mundo, incluyendo a L. mutabilis

Especies Occidentales
de Norte América
Especies Orientales de
Norte América

. .| Especies Occidentales
‘| de Sudamérica

# Especies Orientales de
@ Sudamérica

Lupinus mutabilis

Nota: Tomado de Wolko et al. (2611)

Dentro del grupo AND se encuentra L. mutabilis Sweet, la Gnica especie cultivada en
la regidn. Esta especie ha sido domesticada independientemente de los altramuces de los
cultivos del Viejo Mundo en el Mediterraneo. Las poblaciones de L. mutabilis existen en forma

semi-domesticada, con vainas no rompedoras, semillas grandes y permeables, pigmentacion



reducida de la capa de semillas y un ciclo de vida mas o menos anual. Los informes de su
cultivo son desde tan al norte como Venezuela a través de Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia,
hasta Chile y el norte de Argentina (Eastwood & Hughes, 2008). No se ha encontrado
accesiones de L. mutabilis en vegetacion natural, lo que sugiere que la especie sélo puede
encontrarse en el cultivo con individuos ocasionales que persisten en los campos de barbecho
y sus margenes después del cultivo anterior. Basandose en datos de campo, herbario y
secuencia de ADN, sugieren a L. piurensis C.P.Sm., como la especie con una morfologia
similar, pero con diferencias particularmente con frutos y semillas, como el progenitor silvestre
mas probable de L. mutabilis domesticado. Se distribuye en las laderas occidentales de los
Andes entre 1.650 y 3.300 m en el norte de Perl y en los Andes ecuatorianos (Atchison et al.,
2016).

Jacobsen et al. (2006), sefiala que en la regién andina, el tarwi, lupino andino o chocho
Lupinus mutabilis, Sweet, muestra una amplia diversidad genética con gran variabilidad en la
arquitectura de la planta, adaptacion a suelos, precipitacion, temperatura, altitud y periodo
vegetativo. Asi mismo, presenta variabilidad en precocidad, contenido en proteinas, aceites,
alcaloides, rendimiento y tolerancia a plagas y enfermedades. El color del grano, planta y flor
es muy variable. Su centro de origen esta ubicado en la regiéon andina de Bolivia, Ecuador y
Perd, ya que en ellas se encuentra la mayor variabilidad genética. En esta regién se han
identificado 83 especies del género Lupinus.

La especie leguminosa Lupinus mutabilis (tarwi), se cultiva tradicionalmente en los
Andes por encima de los 1.500 m, desde Venezuela hasta Chile y Argentina. Las semillas se
utilizan para la alimentacion, estando entre las mas importantes a nivel mundial con respecto
al contenido de proteinas y aceite. Sin embargo, las semillas necesitan un procesamiento
antes de su consumo debido a las sustancias anti nutricionales que trabajan en la
autodefensa quimica de las plantas contra los insectos. Las mas importantes de estas
sustancias son los alcaloides esparteina, lupinina y lupanidina, que en realidad se utilizan
para controlar insectos y gusanos gastrointestinales en animales domésticos.

Industrialmente, la harina de tarwi se afiade con hasta un 15% a la elaboracion del pan,



mejorando el valor energético y proteico, asi como la conservacion del pan debido a la
retrogradacion del almidén. Debido al alto contenido de aceite y proteinas, el cultivo se
considera la soja de los Andes. A estas cualidades se suman la facil preparacion y el bajo
coste. Un conjunto de recetas se dan para platos y bebidas que incluyen al lupino andino
(Tapia, 2015).
1.2 Clasificacion taxonOmica

Lupinus mutabilis es una especie de lupino o chocho cultivada en los Andes,
principalmente por su frijol comestible. Los nombres vernaculos incluyen tarwi (en quechua
pronunciado tarhui), chocho, altramuz, altramuz andino, altramuz sudamericano, altramuz de
campo peruano y altramuz perla. Sus semillas, altamente nutritivas, son ricas en proteinas,
asi como una buena fuente de aceite de cocina. Sin embargo, su sabor amargo ha hecho que
L. mutabilis sea relativamente desconocido fuera de los Andes, aunque la tecnologia moderna
hace que sea mas facil eliminar los alcaloides amargos (Mercado & Davalos, 2018).

El tarwi incluye 2 descendientes, Lupinus mutabilis var. Mutabilis y Lupinus mutabilis
var. roseus Vargas (Smithsonian Institution’s National Museum of Natural History, 2014).
Reino: Vegetal
Division: Faner6gama
Clase: Dicotileddnea
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Tribu: Genisteae
Género: Lupinus

Especie: Lupinus mutabilis Sweet
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1.3 Morfologia del lupino andino
1.3.1 Raiz

La raiz desempefia una funcién de soporte y conduccién de la savia, organica o
inorganica, desde el suelo hasta los demas drganos. Se caracteriza por ser de bastante
grosor y pivotante (Figura 2).

Figura 2

Morfologia de la raiz de L. mutabilis

Nota: Tomado de Clements et al. (1993)

El aspecto mas resaltante es la presencia de un gran nimero de nodulos nitrificantes
gue se considera que pueden llegar a pesar 50 g por planta, como resultado del proceso de
simbiosis entre la raiz y las bacterias del género Rhizobium, con la especie R. lupini, puede

fijar el elemento nitrégeno que seria un aporte para el proximo cultivo. Aunque no se tienen
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datos precisos de la cantidad de nitrégeno que es aportado al suelo después de un afio de
cultivo, en suelos suficientemente profundos y con buena materia organica se calcula entre
60 a 80 kg / ha (Cowling et al., 1998).
1.3.2 Tallo

El tallo es unico de forma cilindrica a veces ligeramente aplanado. Existe una alta
variacion en cuanto a la estructura de la planta sea con un tallo principal prominente o no asi
como desde un tallo casi sin ramificaciébn a uno con pocas ramas secundarias 0 con mucha
ramificacién (Tapia, 2015).
1.3.3 Hojas

Las hojas estan constituidas por una lamina de tipo digitada con un nimero variable
de foliolos de 5 a 12 de forma oblonga con pequefias hojas estipulares en la base del peciolo.
Los foliolos pueden ser elipticos 0 ensanchados hacia el extremo y variar de glabras a
tenuemente pubescentes.
1.3.4 Laflor

La inflorescencia es un racimo terminal, con las flores dispuestas verticiladamente.
Cada flor mide en promedio 1.2 cm de longitud y es tipicamente con la forma de las
papiloneadas. La corola presenta cinco pétalos, uno el estandarte dos quillas y dos alas. La
quilla envuelve al pistilo y a los 10 estambres monodelfos (Figura 3). En una sola planta se
puede llegar a contar mas de mil flores, cuyos pétalos varian desde el blanco, crema, azul,
hasta el parpura (Cowling et al., 1998). Los pétalos son de 1 a 1.5 cm de longitud y los
peciolos miden de 4 a 30 cm, acanalados, con un engrosamiento en la insercién en la rama
y la presencia de un par de glandulas. La inflorescencia se presenta en forma de racimos, de
10 a 15 cm de longitud. El racimo esta conformado por flores tubulares, delgadas, de corola

violeta vistosa y caliz envolvente, de 2 a 5 cm de longitud.
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Figura 3

Detalle del tallo, hojas y flores de Lupinus mutabilis Sweet

Nota. Tomado de llustraciones florales de las estaciones.
Havell,1831 biodiversitylibrary.org/page/7436354

1.3.5 Elfruto

El fruto esté distribuido dentro de una vaina poco dehiscente. Las semillas presentan
un tamafio que varia de 4 hasta 15 mm y se acomodan en la vaina en una hilera Unica. La
forma de las semillas es elipsoidal, lenticular, algunas redondeadas y otras mas bien con
bordes mas definidos y forma semi cuadrada (Figura 4). El color de las semillas es muy
variable, entre blanca, gris, baya, marrén, negra e incluso de color marmoleado. Algunas
semillas blancas tienen una pinta de color que puede estar distribuida como una ceja, bigote,

creciente o media luna, hasta punteada e incluso marmoleada (Tapia, 2015).
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Figura 4

Formas del grano de tarwi, Lupinus mutabilis.
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Nota. Tomado de Tapia (2015).

1.4 Importancia de lupino andino como cultivo

La especie del Nuevo Mundo L. mutabilis, ha sido domesticada, pero adn no se ha
utilizado a gran escala como una planta de cultivo. Esta especie sin embargo, posee atributos
de adaptacion, planta y calidad de semillas que hacen del género un recurso valioso para la
practica agricola, la produccién y el uso en las industrias establecidas de piensos y alimentos
y salud. El papel del lupino en los sistemas agricolas modernos comenzé en el siglo XX con
la domesticacion de las tres principales especies, particularmente a través del desarrollo de
lineas de alcaloides bajas y menos dehiscentes. Si bien histéricamente los lupinos han
desempefiado un papel importante como piensos para animales, alimentos de subsistencia y
enmiendas del suelo, el uso actual y futuro ha entrado en el &mbito de los alimentos
saludables y los ingredientes funcionales, asi como su papel continuo en la nutricion animal
y los piensos para acuicultura. La produccion mundial de lupinos alcanz6 su punto maximo
durante la Gltima parte del periodo 1990, en gran medida como resultado de la expansion de
su cultivo en Australia. En los dltimos tiempos también se han producido rapidos aumentos

en Chile y Alemania, mientras que en Polonia, ltalia y el sur de Africa se han producido
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descensos en el area cultivada. Una gran proporcién de lupinos en Chile se dirigen a la
acuicultura del salmon en el sur del pais. En 2007, los principales paises productores fueron
Australia (a pesar de las disminuciones desde 1996-2000), Alemania, Chile y Polonia,
seguidos de niveles mas bajos sostenidos en Sudafrica, Marruecos y Francia. Entre las
razones de la reduccion del area cultivada de altramuces en Europa figuran las enfermedades
como antracnosis y la marchitez por Fusarium y la competencia con las importaciones de
soja. La antigua URSS tenia grandes areas (mas de medio millon de ha en la década de 1950
como forraje y vegetacion) de principalmente de L. luteus, pero esto disminuyé debido a la
extension de la marchitez por Fusarium. Una mejor resistencia a enfermedades se ha
registrado en en regiones como Ucrania y Belarus. En los Andes de América del Sur, L.
mutabilis contintia siendo utilizado como cultivo tradicional, mientras que en Argentina, hay
interés en expandir L. albus (Wolko et al., 2011).

Lupinus mutabilis todavia se cultiva bajo sistemas agricolas tradicionales en parcelas
muy pequefias generalmente no mayores de 2000 m2, especialmente en las zonas
montafiosas de los Altos Andes. Su valor en la rotacion de cultivos ha sido conocido en la
agricultura campesina durante miles de afios. Por lo general se cultiva en monocultivo, pero
a veces dos o tres hileras de chocho o tarwi se intercalan con maiz, y el tarwi se puede
mezclar con quinua (Chenopodium quinoa). Es posible encontrar L. mutabilis amarga como
cultivo fronterizo para proteger otros cultivos de los dafios causados por el pastoreo de
ganado. La tasa de siembra varia de 60 a 100 kg/ha segun el tamafio de la semilla, la
viabilidad de la semilla y las precipitaciones. La densidad media de las plantas puede ser de
200 000-300 000 plantas /ha, ya sea en condiciones secas o0 mas himedas. En las zonas con
condiciones ecoldgicas menos favorables, se pueden cultivar 400 000 plantas en una
hectarea (Cowling et al., 1998).

Las semillas de Lupinus mutabilis no necesitan ser inoculadas con rhizobium si se
siembra en suelos donde se lo ha cultivado en los ultimos 6 o 7 afios. La nodulacion
inadecuada puede surgir de diversas causas, ya sea inOculo insuficiente en las semillas,

condiciones secas después de la siembra con semillas inoculadas o baja viabilidad del
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in6culo. Varios estudios encontraron que las plantas infectadas con rhizobium produjeron mas
materia seca, nitrégeno y contenido de proteinas en comparacion con las plantas que no
fueron inoculadas. Los valores medios de materia seca fueron cercanos al doble en las
plantas inoculadas, en comparacion con las plantas no inoculadas (Carvajal-Larenas, 2013).
1.5 Procesos de fijacién de nitrégeno

La nutricion nitrogenada de los lupinos se produce tanto a través de la fijacion de N»
de manera similar en la que el nitrato o el amonio son asimilados por las raices de las plantas.
Dentro del nédulo radicular, las bacterias (bacteroides) reducen el dinitrdgeno a amonio, que
se secreta a la planta a cambio de una fuente de carbono y energia. Los lupinos transportan
la mayor parte del nitrdgeno en la planta en el xilema y floema principalmente en forma de
asparaginay en cantidades mas pequefias, de glutaminay, por lo tanto, se consideran plantas
de produccion de amida ureida en temporada calida. Esta reduccion del N tiene lugar en las
raices y en el tallo inferior. Los lupinos tienen un requisito rizobial relativamente especifico y
estan nodulados principalmente por Bradyrhizobium sp. Lupinus es de crecimiento lento,
aunque se han identificado cepas de crecimiento rapido asociadas con este género (Carvajal-
Larenas, 2013). Lupinus, sin embargo, es conocida por ser una leguminosa promiscua como
anfitrion ya que es nodulada por rhizobia con una amplia gama de genotipos cromosémicos,
gue podrian incluso pertenecer a varias especies de Bradyrhizobium. La iniciacién de la
nodulacién en el lupino difiere de muchas otras simbiosis en que las células bacterianas
acceden a la raiz del huésped a través de espacios intercelulares en la raiz y la entrada en
las células de la corteza radicular sin evidencia de un hilo de infeccion. Los nédulos son
indeterminados y se describen como "lupinoides" porque difieren de otras morfologias de
ndédulos indeterminados (Beligala, 2015).

Se ha empleado una serie de practicas para mejorar la eficacia de la nodulacion en
los cultivos de lupino, incluidos diversos recubrimientos de semillas, inoculantes a base de
turba y arcilla, el uso de bacterias que aumentan los nédulos, la colocacion de fertilizantes
debajo de la semilla y el uso de cepas mas tolerantes a los apositos de semillas fungicidas.

Los cultivos de lupino que dependen Unicamente de N simbiéticamente fijos con frecuencia
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producen rendimientos que son similares a los cultivos fertilizados con alto N. En plantas de
L. angustifolius, fertilizados adecuadamente con N mineral presentaron un mayor nimero de
flores y un mayor crecimiento de ramas y biomasa en comparacion con las plantas fijadoras
de N3, pero los rendimientos de conjuntos de vainas y semillas eran similares, las plantas
alimentadas con N presentaron un indice de cosecha mas bajo. El porcentaje de N en la
semilla fue similar tanto en las plantas fijadoras de N como en las plantas a las que se les
suministré nitrégeno, pero el porcentaje de N en los brotes fue 50% menor en las plantas
fijadoras de N, en comparacién con las plantas a las que se suministré N (Wolko et al., 2011).
La fijacion de N esta altamente correlacionada con la produccién total de biomasa para las
leguminosas de cultivo y pastoreo. Esto contribuye a un mayor contenido de proteina en la
semilla de lupino, asi como proporciona N residual para los cultivos posteriores, en particular
los cereales y los cultivos de Brassica (Ferchichi et al., 2020).
1.6 Lasimbiosis Rhizobium - Lupinus

La simbiosis Rhizobium-leguminosa es una de las interacciones beneficiosas mas
prominentes de microbios vegetales; por medio de esta asociacién las plantas leguminosas
obtienen nitr6geno directamente de la atmésfera y esta fijacion de nitr6geno tiene un efecto
positivo sobre la fertilidad del suelo. La fijacion de nitr6geno se lleva a cabo en érganos
altamente especializados llamados nédulos que se forman por la interaccién entre las
bacterias fijadoras de nitrdgeno (rizobios) y la raiz de la leguminosa. La formacién de nédulos
en la planta huésped es un proceso complejo regulado tanto por la planta como por las
bacterias. El establecimiento de simbiosis, la formaciéon de nédulos y el desarrollo posterior
requieren una serie de interacciones complejas entre dos organismos muy diferentes que
implican cambios estructurales y bioquimicos. El micro simbionte rizobial crece activamente
en la rizésfera debido a los exudados de las raices de las leguminosas. La interaccion para
el reconocimiento de los socios simbidticos correctos comienza con un didlogo molecular
representado por el intercambio de sefiales mudultiples entre legumbres (flavonoides,
hormonas) y rizobios (factores nod, exopolisacaridos y lipopolisacaridos). Los flavonoides

secretados por las plantas huésped inducen los genes de cabeceo rizobiano en las bacterias
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gue codifican los factores de nodulacion. Estas sefiales moleculares son esenciales para
iniciar cambios morfogenéticos y organogenéticos de la raiz, llevando a la formacién de
nodulos (Beligala, 2015).

Ademds, los factores de nodulacién inducen la formacién de proteinas ndédulos
especificas o mejoradas por nédulos (nodulinas tempranas), que participan en la infeccion y
organogénesis de nodulos. Las Ultimas nodulinas se expresan alrededor del inicio de la
fijacion de nitrégeno. La ruta de infeccion mas comudn es a través de pelos de la raiz por la
formacion de hilos de infeccién. Después del reconocimiento, los rizobios se adhieren a la
superficie de una célula epidérmica, generalmente un pelo de la raiz. La entrada de las
bacterias es proporcionada por la hidrélisis enzimatica de la pared celular (Duran Wendt et al.,
2013). La planta reacciona contra la invasién desarrollando invaginaciones de la pared celular
y el plasmalema que encierran los rizobios. Estas invaginaciones, ahora llamadas hilos de
infeccién, crecen, forman ramas y atraviesan las células raiz adyacentes liberando bacterias
(Fernadndez-Pascual et al., 2007).

Al mismo tiempo, los primordios de nédulos comienzan a formarse dentro de la raiz.
Los rizobios se liberan de los hilos de infeccién en las células centrales de los primordios del
ndédulo y luego comienzan a dividirse, multiplicarse y diferenciarse para formar bacteroides.
Estos estan separados del citoplasma de las células de la planta huésped por una membrana
peribacteroidea especializada, formando una estructura similar a un organulo denominada
simbionte. La membrana peribacteroidal y las membranas bacteroidales estan en estrecho
contacto, lo que permite un intercambio de metabolitos entre los bacterioides y la célula de la
planta huésped. Las células dentro del centro del nédulo se agrandan debido a la presencia
de numerosos simbiontes y se diferencian para formar una zona infectada donde la
nitrogenasa se expresa dentro de los bacterioides y la leghemoglobina se expresa en el tejido
de la célula huésped (Taco & Zufiiga, 2017). La enzima nitrogenasa requiere altas tasas de
ATP de fosforilacion oxidativa, un proceso que requiere oxigeno como receptor de electrones
al final de la cadena respiratoria. Sin embargo, la nitrogenasa (componente Il) es inactivada

por un exceso de oxigeno, que acalla la expresion de la fijacién de N, por lo que la expresion
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de genes fijadores requiere de un ambiente microaerobio. Esto implica un control muy preciso
del suministro de oxigeno a los bacterioides. Este control se establece en la corteza del
nodulo por una barrera de difusion de oxigeno y en las células infectadas por la
leghemoglobina que transporta oxigeno y la respiracién de los bacterioides.

La barrera cortical de la difusion de oxigeno (ODB) es variable y capaz de equilibrar
la entrada del oxigeno contra el consumo por la actividad metabdlica. Permite el
mantenimiento de niveles muy bajos del oxigeno en la zona infectada. La ODB esta formada
por capas de células donde los espacios intercelulares pueden ser llenados con agua o0 una
matriz de glicoproteinas y los nédulos son capaces de modificar el espesor de la ODB
dependiendo de las condiciones ambientales. En las células infectadas, la distribucion del
oxigeno se alcanza con la leghemoglobina gue es la proteina mas abundante de los n6dulos
(aproximadamente 25% de peso seco del n6dulo). La leghemoglobina es una hemoproteina
monomeérica que esta codificada por una familia multigénica. Se localiza en el citoplasma de
las células infectadas y consiste en un grupo prostético hemo y solamente un polipéptido
(globina) del kDa 16 (Martinez et al., 2005).

El género Bradyrhizobium esta compuesto por bacterias en forma de varilla, que son
moviles debido a flagelos polares o subpolares, no forman esporas, y por lo general contienen
el compuesto de almacenamiento de carbono poliB-hidroxibutirato. Bradyrhizobium pertenece
a la clase de a-Proteobacteria, al igual que muchos otros rizobios que nodulan leguminosas.
Durante mas de un siglo se consideré que la nodulacién era una capacidad exclusiva de
microorganismos pertenecientes a la clase a-Proteobacterias. Sin embargo, cuatro especies
no rhizobiales, pertenecientes a las clases a- y B-Proteobacteria, se han identificado
recientemente como bacterias leguminosa-nodulantes. Los Bradyrhizobium que nodulan
Lupinus no son reconocidos como una especie separada, pero, al igual que con algunos otros
Bradyrhizobium, se les da el nombre del género seguido del nombre de la leguminosa
huésped, en este caso Bradyrhizobium sp. (Lupinus). Tiene la caracteristica de crecimiento
lento comparado con otras especies del género Bradyrhizobium, pero es diferente en ser

tolerante al 4cido y capaz de crecer en suelos con altos niveles de aluminio libre (Taco &
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Zuiiga, 2017). La caracterizacion de las cepas bradyrhizobiales ha demostrado que son
fenotipicas y genotipicamente diversas, y los datos obtenidos de aislados de lupinus de
México han indicado una relacion muy estrecha con las cepas tipo Bradyrhizobium japonicum.
Ademads, la diversidad genética en Bradyrhizobium sp. (Lupinus) se ha estudiado mediante la
caracterizacion de grupos de genes hup (para la asimilacién de hidrégeno) con el objetivo de
definir el grado de diversidad en la composicion y regulacion del gen hup en bacterias
endosimbidticas. Los hibridaciones genomicas de la DNA demostraron una diversidad de
perfiles intraespecificos del hup dentro de especies de Bradyrhizobium de lupino (Fernandez-
Pascual et al., 2007).

La division de las células externas de la corteza de la raiz del lupino puede ser
detectada varios dias después de la inoculacion bradyrizhobial. La célula inicialmente
infectada se divide rapida y repetidamente y las células recién divididas (6-8) albergan pocas
bacterias que se pueden observar dentro de la pared celular inicial. Las bacterias luego se
dividen activamente dentro de sus células huésped, mientras que simultdneamente, las
células corticales que rodean la célula infectada inicial también se dividen, para formar el
origen de la corteza del nddulo. La divisién celular en capas mas profundas de la raiz tiene
lugar mas tarde. En etapas posteriores del desarrollo del nédulo, la zona infectada central es
rodeada parcialmente por el meristemo situado en regiones basolaterales, que ahora se
denomina zona meristematica lateral (LMZ). Esta LMZ esta compuesta por células no
infectadas e infectadas (con bajo numero de bacterias) que conservan su capacidad de
dividirse durante varios ciclos. En cada ciclo celular, se puede observar la reorganizaciéon
intracelular de los rizobios. Las bacterias parecen estar distribuidas igualmente entre las
células de la raiz, y la dindmica de la conformacion del citoesqueleto durante la divisién de
las células infectadas aparece relativamente normal. Las células huésped pueden ahora
reconocer el microsimbionte como sus propios organulos celulares (Felipe, 2009).

1.7 Caracterizacion molecular de Rhizobium lupini
La caracterizacion de microorganismos es de vital importancia para los estudios de

ecologia microbiana. La clasificacién, identificacion y diferenciaciéon de microorganismos



20

tradicionalmente se ha basado en las caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, los métodos
moleculares basados en la reaccion en cadena la polimerasa (PCR) se han convertido en las
alternativas mas rapidas, fiables y sencillas para caracterizar y diferenciar los
microorganismos. Al tipificar el material biolégico, el objetivo es revelar la diversidad dentro
de los taxones. Los taxones o unidades taxondmicas son grupos dispuestos sobre la base de
similitudes o relaciones definidas que los distinguen de otros organismos en un proceso
llamado clasificacion. La identificacion se refiere a la asignaciéon de aislados desconocidos a
una unidad taxonomica distinta y nombrarla en consecuencia. La clasificacion, la
nomenclatura y la identificacion conforman la taxonomia con la 'especie’ como unidad
taxonémica central. Como complemento de la taxonomia, la tipificacion permite la
diferenciacion de aislados dentro de especies o subespecies, es decir, a nivel de cepa. Una
variedad de métodos fenotipicos y genotipicos se emplean para la tipificacion, identificacion
y clasificacion microbiana (Huasasquiche, 2018). Cada método presenta sus ventajas y
desventajas, en términos de facilidad de aplicacion, reproducibilidad, necesidad de equipos
sofisticados, modo de accién y nivel de resolucion filogenética y taxondmica. La tipificacion
basada en DNA puede implicar la amplificacion especifica o inespecifica de la polimerizaciéon
en cadena, la digestion de la enzima de restriccion y el analisis de la longitud del fragmento.
Los métodos de tipificacion basados en PCR permiten la exploracion de parte o de la totalidad
de la estructura genémica del microoganismo. Los métodos de tipificacion producen perfiles
de bandas que son objeto de andlisis asistidos por ordenador y de tipificacién por bases de
datos (Beligala, 2015).
1.7.1 Amplificacion de elementos Box

Se han desarrollado varias técnicas moleculares basadas en PCR, las cuales
mediante la generacion de perfiles de ADN permiten agrupar, a la vez que establecen
diferencias entre dos cepas cercanamente relacionadas. Los perfiles moleculares se obtienen
por métodos como la rep-PCR, en la que se amplifican regiones repetitivas a lo largo de todo
el genoma bacteriano. Dentro de esta técnica encontramos a tres tipos, los cuales aparecen

en la bibliografia como REPPCR (PCR sobre elementos palindrémicos extragénicos
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reiterativos), ERIC-PCR (PCR sobre elementos consenso intergénicos reiterativos de
enterobacterias) y BOX-PCR (PCR sobre elementos box), dependiendo del tipo de cebador
gue se esté usando. Para el andlisis cepas mediante sus perfiles BOX. Se describen en un
inicio tres subunidades para los elementos box: boxA, boxB y boxC, sin embargo, sélo boxA
se conserva muy bien en las bacterias (Ruben et al., 2013). La técnica de BOX-PCR ha sido
utilizada en el estudio de poblaciones enddfitas de tarwi.
1.7.2 Secuenciamiento del gen ribosémico 16S

El operon ADNr, rrn, es una entidad genética de amplio interés por encontrarse tanto
en organismos procariotas como eucariotas. La utilidad de la secuencia del ADNr como
herramienta taxondmica ha sido ampliamente demostrada en bacterias, pues se ha llegado a
redefinir relaciones filogenéticas que anteriormente eran dependientes del metabolismo
celular. Dentro de este operon, se encuentra el ADNr 16S, quien ademas de tener regiones
altamente conservadas para el estudio de las relaciones entre taxones distantes, contiene
regiones muy variables que se utilizan en la diferenciacion de géneros y especies. Es por ello
gue la clasificacion actual de las bacterias se basa en el gen ribosémico 16S (rrs), pues
gracias a su analisis se ha podido agrupar a las bacterias en diferentes phyla, clases, érdenes,

familias, géneros y especies (Rademaker et al., 2006).
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Capitulo dos
Disefio metodoldgico
2.1 Localizacion del estudio
El estudio se realizé en la parroquia Huachi Chico, cantbn Ambato, provincia de
Tungurahua, Ecuador. La propiedad se encuentra ubicada en las coordenadas M17

762413.17 E, 985683.013 N (Figura 5).

Figura 5

Localizacién geografica del sitio del estudio

Nota. Adaptado de Direccion de Planificacion. GADP Tungurahua. Google Earth.
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2.2 Seleccion de nodulos radiculares y aislamiento de Rizhobium

El proceso de aislamiento y determinacion de nédulos en Lupinus mutabilis, se realizd
bajo los lineamientos dados en el PROTOCOLO 882 PSL-RHIZOBIUM de PlantSphere
Laboratories (Falconi, s.f.).

2.2.1 Prospeccién de labusqueda de nodulos.

Se seleccionaron 2 localidades para la recoleccién de nédulos de la raiz de lupino. La
primera localidad fue un cultivo de la provincia de Tungurahua (762289.59 E, 9856984.48N)
y la segunda un cultivar de la provincia de Cotopaxi (17M 770397.45 E 9898067.25 S).

En cada localidad se recolectaron nodulos de 10 plantas de Lupinus mutabilis, var.
Sweet, durante el periodo normal de siembra, asegurando que haya habido poca o ninguna

aplicacion de fertilizantes quimicos, en especial fertilizantes minerales (Figura 6).

Figura 6

Planta tipo para la recoleccion de nédulos radiculares
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Se seleccionaron plantas jévenes y vigorosas en floracidbn a base de un muestreo
aleatorio simple en X, de cada lote cultivado . Se seleccionaron 2 plantas por cada punto de
muestreo, con un total de 10 plantas por lote. El muestreo se realizé en forma estratificada,
con divisiones de la poblaciébn en 5 puntos con muestreo aleatorio simple en Zig-zag,
tomando, 2 plantas/punto, para un total de 10 plantas. Se extrajeron las plantas con ayuda
de palas evitando dafos en el sistema radicular.

Se realiz6 el conteo de nddulos segun la estructura, la abundancia, el tamafio, el color
interno y la nodulacion en la raiz principal. Los nédulos con las mejores caracteristicas se
transportaron en bolsas de polietileno con cierre hermético y a temperatura ambiente hasta
el Laboratorio para su procesamiento el mismo dia.

Nota. Imagen capturada en el cultivo muestreado
2.2.2 Procesamiento de los nédulos en laboratorio.

Los ndédulos se desinfectaron por inmersion sucesiva en alcohol al 70% por 60
segundos en hipoclorito de calcio al 2.5% por cuatro minutos y luego enjuague con agua
destilada estéril. Se midi6 la viabilidad del bacteroide en el nédulo, tomando nddulos al azar,
gue luego se seccionaron con un bisturi, y posteriormente se realizé un extendido en fresco
sobre placas porta objeto con tincién de Gram.

2.2.3 Aislamiento primario de Rhizobium spp.

Los nodulos se seccionaron con un bisturi estéril, luego ser transferidos a placas con
medio de cultivo Levadura Manitol Agar con Azul de Bromotimol como indicador (YMA + AB),
para luego incubarlos a 30°C, por 7 dias hasta observar crecimiento abundante alrededor de
los nédulos. Para el recuento de las colonias crecidas y para determinar el porcentaje de

ndédulos obtenidos se aplico la siguiente férmula:

NNC
%R =

NS x 100

Donde:

%R = porcentaje de recuperacion
NNC = niimero de nédulos con crecimiento
TNS = total de nédulos sembrados
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2.2.4 Aislamiento secundario para la obtencion de cepas puras.

Se realiz6 mediante siembra por agotamiento en cajas estériles con YMA + AB
suplementado con con cycloheximida a partir de las colonias obtenidas en el aislamiento
primario. Las cajas se incubaron a 30°C por 7 dias. Se observé crecimiento tipico de la
morfologia de las colonias, y de las células por tincion de Gram.

Las observaciones se realizaron cada 24 horas repicando las colonias tipicas de
Rhizobium spp. Las cepas que presentaron crecimiento en el segundo aislamiento fueron
codificadas para hacer posible la diferenciacion tipica de Rhizobium.

2.2.5 lIdentificacion de las cepas de Rhizobium sp.

Para este proceso, se tomaron colonias del aislamiento secundario. El criterio para
esta seleccion se hizo en base a las caracteristicas de colonias con reaccion acida en el
medio de cultivo YMA + AB y morfologia bacilar Gram negativa. Se sembrd posteriormente
por agotamiento en cajas con agar YMA sin Azul de Bromotimol e incub6 a 30°C durante 7
dias. Durante el periodo de incubacion se verificaron las caracteristicas de las colonias como
forma, tamafio, color, textura y la tasa de crecimiento. Se verifico el diametro de minimo 10
colonias por placa, calculando las medias.

Para la evaluacion en invernadero se seleccionaron los in6culos de acuerdo a las
caracteristicas planteadas. Ademas se evalud el crecimiento de las cepas en diferentes
medios para lograr la caracterizacion de las cepas. Se tomaron inGculos a partir de cada cepa
y sembraron por agotamiento en cajas con PGA + PB (Peptona Glucosa Agar + Parpura de
Bromocresol). Luego se incubaron a 30°C. Los resultados se valoraron de acuerdo al
crecimiento, como (+) o (-). Las cepas se evaluaron segun la metodologia aceptada, tomando
inoculos y realizando siembra por agotamiento en medio YMA + RC (Levadura Manitol Agar
+ Rojo Congo), posteriormente las colonias se evaluaron en base a la absorcién de rojo
congo.

Posteriormente se sembraron las cepas en cajas con LLA (Levadura Lactosa Agar) e
incubaron a 30°C durante 72 horas; luego fueron extendidas y se les afiadi6 el reactivo de

Benedict. Los resultados se evaluaron por la produccion de cetolactosa, como (+) o (-).
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Posteriormente se sembrd indculo por agotamiento en placas con agar XLD (Xilosa Lactosa
Desoxicolato) y Hektoen, para determinar la especificidad de crecimiento de bacterias Gram
negativas. Luego se realizaron pruebas de motilidad.

2.2.6 Tolerancia de las cepas a factores abioticos.

Las cepas seleccionadas fueron evaluadas en relacion con la habilidad para crecer
bajo diferentes niveles de pH (4.5; 6.8; 9.0 y 11), concentraciones de NaCl (0.01%; 1% y 2%)
y ademas a diferentes temperaturas (4.5°C, 30°C, 37 y 44°C). Para la prueba de pH, se debe
ajustar el medio YMA, con NaOH y HCI 1N. Para las concentraciones de NaCl, se prepararon
tubos con caldo Levadura- Manitol, incubando a 30°C por 72 horas en ambos casos. Para la
prueba de tolerancia a diferentes temperaturas, se realizaron siembras por agotamiento en
cajas con YMA, lluego se incubaron a diferentes temperaturas.

2.2.7 Pruebas de resistencia de las cepas a antibioticos.

Las cepas seleccionadas se sometieron a pruebas de resistencia frente a antibiéticos
como Tetraciclina (5,0 pg/ml) y Cloranfenicol (10,0 pug/ml). Los antibiéticos se obtuvieron
comercialmente y las soluciones se prepararon con agua destilada estéril. Posteriormente se
adiciond el vial al medio de cultivo YMA y se realiz6 la siembra por agotamiento. Se incubaron
las placas a 30°C durante 7 dias, posteriormente se evaluaron la formacién de colonias;
tomando el criterio de resistencia como resistente (+), 0 no resistente (-).

2.2.8 Conservacion de las cepas de Rhizobium sp.

Las cepas se cultivaron en YMA + AB en plano inclinado y en caldo Levadura Manitol.
Se incubaron a 30°C por 120 horas. Luego fueron ubicadas en una nevera a 4 y 5°C. Se
realizaron las pruebas de viabilidad cada 30 dias, por medio de siembra por agotamiento en
placas con YMA.

2.3 Identificacion molecular de los aislados
2.3.1 Extraccion de ADN

El ADN de cada cepa se extrajo por el método del fenol-cloroformo. Las cepas

bacterianas cultivadas en caldo YEM se centrifugaron y el pellet se re suspendié en 400 pl de

tampon TE, se afadieron 5 pl de 20 mg/ml de proteinasa K y 40 ul de SDS al 10% y se
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incubaron a 560 C durante 45 min. Se afiadieron 400 pl de fenol saturado con tris y se
centrifugaron durante 10 min. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo. A la mezcla se
afnadieron 200ul de fenol tris saturado y 200 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se
tomé el sobrenadante después de la centrifugacion y se afiadié 0,1 volumen de acetato de
sodio 3M y 2 volumenes de etanol absoluto refrigerado y se incub6 de nuevo durante 2 horas
a 20C. Tras la centrifugacion, el pellet se lavé con etanol al 70% y se resuspendié en 50 pl
de tampén TE (Girija et al., 2020).

2.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa

La secuencia parcial del gen 16S rRNA se amplificé utilizando los cebadores
universales, 616V: 5-AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG -3, 699R: 5-RGG GTT GCG CTC
GTT -3’. Las condiciones de amplificacion consistieron en 94°C durante 90 s
(desnaturalizacion), 55°C durante 40 s (recocido) y 72°C durante90s (extension). La PCR se
llevé a cabo durante 34 ciclos, ademas de una extension final a 72°C durante 10 minutos. Las
bandas de ADN separadas por electroforesis se observaron bajo iluminador UV. El producto
de la PCR se purificd y se secuencidé en Scigenom Pvt. Cochin (Girija et al., 2020).

Los cebadores indicados para la amplificacién por PCR y secuenciaciéon se eligieron
mediante una cuidadosa inspeccion de las secuencias bacterianas del ARNr 16S publicadas
y disponibles en la biblioteca de datos EMBL/GenBank Data Library. La regién amplificada es
una parte relativamente parte variable de la molécula y, por tanto, tiene una alta densidad de
informacion, especialmente para las comparaciones de parientes cercanos (Huasasquiche,
2018).

2.4 Identificacion de aislado de rhizobiumb sp. por secuenciacion del gen 16s RRNA

La identidad de la secuencia del ARNr 16S se establecio realizando una busqueda de
similitud con la base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). El é&rbol
filogenético se construy6 con las secuencias existentes del gen 16S rRNA de eubacterias
relacionadas obtenidas de la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology
Information NCBI, mediante el método de union de vecinos utilizando el software MEGA 7.0

con 1000 réplicas bootstrap (Tamura et al., 2007).
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2.4.1 Multiplicacion de cepas de Rhizobium sp.

El aislado de Rhizobium a multiplicarse se tom6 de un tubo de ensayo donde estaba
conservado. Se procedié a incrementar la cantidad del aislado mediante sucesivos pasajes
en frascos de volumenes crecientes hasta alcanzar un numero de Rhizobium de
aproximadamente 10° bacterias/g de inoculante
2.4.2 Teécnicas deinoculacion

Se prepard una solucién de alginato de sodio (Sigma-Aldrich, Inc., St Louis, USA) de
20 g L por solubilizacién en agua desionizada a 60°C. La mezcla se mantuvo en constante
agitacion constante hasta la completa solubilizacion del alginato. A continuacion, la solucion
se esterilizo en autoclave durantel5 minutos a 121°C.

Un volumen de 100ml de los cultivos de las dos cepas de Rhizobium se concentraron
por centrifugacion a 3500 r.p.m durante 15min. Las células se resuspendieron en 100ml de
la solucion de alginato de sodio preparada previamente, la cual estuvo a temperatura
ambiente.

La matriz de alginato con las bacterias en suspension se polimerizé en una solucién de CaCl,
0,1 M. Para ello, la matriz de alginato se dejo caer gota a gota en la solucién de CaCl, en
agitacion constante. El CaCl, se mantuvo bajo agitacién constante durante 30 minutos. Las
perlas se recuperaron finalmente en un tamiz y se enjuagaron con agua destilada esteril
(121°C durante 15 minutos).

En el caso del método de inmersién, los cultivos de las dos cepas de rhizobium se afiadieron
a la suspensiéon semillas de lupino preseleccionadas y esterilizadas. Se recuperaron las
semillas con la ayuda de un tamiz.

2.5 Evaluacion en campo de lainoculacion con cepas de Rhizobium sp.

La evaluacion en campo de las dos cepas de Rhizobium, (A1 Tungurahua y A2
Cotopaxi) en el crecimiento de (Lupinus mutabilis) se realiz6 en la parroquia Huachi Chico
(17M 762413.17 E, 985683.013 N), cantén Ambato, provincia de Tungurahua. Se establecio
un disefio factorial en el que se evaluaron 3 factores: proveniencia de los aislados, métodos

de inoculacion y tipo de sustrato (ver tabla 3).
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La siembra se realiz6 en fundas plasticas para vivero, las cuales fueron previamente
desinfectadas con amonio cuaternario de quinta generacion al 10%. Los sustratos se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 30 minutos. Una vez colocado el sustrato en la
fundas y etiquetadas de acuerdo a los tratamientos descritos en la tabla 4, se colocaron dos
semillas de lupino andino por funda y se aplicé el tratamiento correspondiente. Estas semillas
fueron seleccionadas en funcion de su tamafo, forma y color, que correspondieron a las
caracteristicas ideales de la especie (Caicedo et al., 2010). Las labores culturales fueron
limitadas a deshierbas del sustrato expuesto y riego.

2.5.1 Factores en estudio
En el experimento se evaluaron tres factores, como se detalla en la Tabla 1:

Tabla 1

Factores experimentales del estudio

Factor Niveles Descripcion de los niveles

Proveniencia 2 Tungurahua. (A1)

de los Cotopaxi (A2)

Aislados

Método de 2 Método de inmersion (11)

inoculacidn Método de encapsulamiento en alginato (I2)

Tipo de 3 Arena (S1)

sustrato Suelo franco arcilloso (52)
Suelo negro andino (S3)

Los tratamientos Testigo consistieron en semillas sin inoculacion de Rhizobium, en los

3 sustratos. La Tabla 2 muestra los tratamientos aplicados en el ensayo.

Tabla 2

Estructura de los Tratamientos Evaluados en el Estudio

Tratamiento Origen del Aislado  Método de Inoculacion Sustrato
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All1S1 Tungurahua Inmersion Arena
A1l1S2 Tungurahua Inmersion Suelo franco arcilloso
A1l1S3 Tungurahua Inmersion Suelo negro andino
Encapsulamiento en
All2S1 Tungurahua alginato Arena
Encapsulamiento en
All2S2 Tungurahua alginato Suelo franco arcilloso
Encapsulamiento en
Al1I2S3 Tungurahua alginato Suelo negro andino
A211S51 Cotopaxi Inmersion Arena
A211S2 Cotopaxi Inmersion Suelo franco arcilloso
A2I1S3 Cotopaxi Inmersion Suelo negro andino
Encapsulamiento en
A21251 Cotopaxi alginato Arena
Encapsulamiento en
A212S52 Cotopaxi alginato Suelo franco arcilloso
Encapsulamiento en
A212S3 Cotopaxi alginato Suelo negro andino
TOS1 Arena
T0S2 Suelo franco arcilloso
TOS3 Suelo negro andino

2.5.2 Diseflo experimental y analisis estadistico

Se aplicé un disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones. En ellos se

incluyeron las 12 interacciones correspondientes a los factores en estudio y se afiadieron 3

tratamientos testigo a cada repeticiéon. Los tratamientos totales por repeticion fueron 15.

El analisis estadistico se realizé en el lenguaje estadistico R Studio (GitHub, 2020).

Se calculé el analisis de varianza, en funcion del disefio experimental planteado y se aplicé
la prueba de Tukey al 5%, para determinar similitudes estadisticas entre los promedios de
todos los tratamientos evaluados, y para los promedios de las combinaciones de factores en
estudio (Montgomery, 2013).
2.5.3 Variables evaluadas

Se recopilaron datos de las siguientes variables:

Dias a la emergencia. Se contabilizaron los dias transcurridos desde la siembra a la

emergencia del 50% de semillas sembradas que presentaban las hojas cotiledonares



31

rompiendo la superficie del suelo. Se consideré como planta emergida, aquella cuyas hojas
cotiledonares podian apreciarse en la superficie del sustrato.

Desarrollo vegetativo. El crecimiento de la planta de defini6 como el volumen de un
cono, conformado como base por el radio del tallo, tomado sobre el cuello de la raiz, y la
altura de tallo, tomada desde el cuello de la raiz hasta el 4pice de la planta. Se aplico la

siguente férmula:

Donde:

V = Volumen del tallo

r = radio en la base del tallo
h = Altura del tallo

La altura del tallo se tomé con la ayuda de un flexdmetro y se registré en cm. El registro
se lo hizo alos 15, 30 y 45 dias después de la siembra (DAS). La medicion se la realiz6 desde

el cuello de la raiz hasta el 4pice de la planta (Figura 7).

Figura 7

Medicion de la altura de tallo
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El diametro de tallo se determind utilizando un calibrado Vernier, se registré el
diametro de tallo en cm (Figura 8). El registro se lo hizo a los 15, 30 y 45 dias después de la

siembra (DAS). La medicidn se la realizd sobre el cuello de la raiz de la planta.

Figura 8

Toma de didmetro de tallo con calibrador Vernier

Numero de nddulos por planta. Fueron contabilizados a los 45 dias, en cada planta de

la unidad experimental y reportado un promedio por tratamiento.
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Capitulo tres
Resultados y discusion
3.1 Aislamiento e identificacion molecular de cepas de Rhizobium de nddulos de raiz
de Lupinus Mutabilis
3.1.1 Aislamiento primario de Rhizobium
Las pruebas de viabilidad de los bacteroides presentes en los nédulos se realizaron
con tincion Gram, observandose la presencia de rizobios viables Gram negativos

(Figura 9).

Figura 9
Bacteroides de Rhizobum viables, vistas al microscopio
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La transferencia de los bacteroides a placas con Agar Levadura Manitol con Azul de
Bromotimol como indicador (YMA + AB), se realizé indpendientemene para cada muestra de
acuerdo con el protocolo, encontrandose los crecimientos correspondientes.

3.1.2 Aislamiento secundario o auxiliar.

De los cultivos obtenidos de cada localidad se seleccionaron dos aislados, uno por
cada localidad de acuerdo a las caracteristicas morfologicas tipicas para este género. Luego
de realizada la siembra por agotamiento en cajas estériles con YMA + AB con cycloheximida
a partir de las colonias obtenidas en el aislamiento primario, las cajas se incubaron a 30°C
por 7 dias. Se observo crecimiento tipico de la morfologia de las colonias, y de las células por

tincion de Gram. Las observaciones se realizaron cada 24 horas repicando las colonias tipicas
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de Rhizobium spp. Las cepas que presentaron crecimiento en el segundo aislamiento fueron

codificadas para hacer posible la diferenciacion tipica de Rhizobium. De Cotopaxi se

obtuvieron siete aislamientos y de Tungurahua ocho. La morfologia de las colonias

bacterianas de cada sitio mostraron caracteristicas consistentes y homogéneas por lo cual se

decidié hacer un pool de los aislados por localidad. La descripcién del morfotipo de los dos

aislados se detalla en la Tabla 3

Tabla 3

Descripcién morfolégica de las colonias y bacterias aisladas

Caracteristicas

Aislado Al Tungurahua

Aislado A2 Cotopaxi

Colonias
Didmetro (mm)
Color:

Forma:

Borde:
Elevacion:

Consistencia:

Bacterias
Forma:
Largo:

Ancho:

Determinacidon taxonomica:

Observaciones adicionales:

2-2.5

Translucidas brillantes
Redonda

Liso

Pulvinada

Mucilaginosa

Células bacilares alargadas
2.0m-2.5u
10

Género: Rhizobium

Células que presentan septos
transversales tefiidos positivamente
con la tincién de Gram. Tiempo de

incubacion de 5 a 7 dias.

1.8-2.0
Beige
Redonda
Liso
Pulvinada

Suave

Células esferoidales
0.9m-1.0m
0.9m-1.0m

Género: Rhizobium

Tiempo de incubacioén 6 dias

3.1.3

Identificacion molecular de Rhizobium

Los aislamientos obtenidos mostraron caracteristicas tipicas del género Rhizobium,

debido a las limitaciones de recursos se decidié hacer el andlisis molecular Unicamente del

pool de cepas de Tungurahua.
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La electroforesis horizontal muestra las bandas diferenciadas de fracciones de ADN,
comprendida entre los 1000 y 1500 pares de bases (Figura 10). El fragmento de ADN de la

muestra observa en el carril 2.

Figura 10

Electroforesis horizontal de los productos de PCR convencional

La secuenciacibon SANGER se realizé para las hebras de ADN molde y
complementaria. Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas usando los
programas bioinformaticos FinchTV v1.5.0 y Geneious v11.1.5. A partir de una extraccion
satisfactoria de ADN se amplificé el barcode 16S de la muestra MBOO y se logr6 identificar

molecularmente una especie del género Rhizobium (Tabla 4).
Tabla 4

Identificacion molecular de bacteroides

Cadigo Long (pb)  Calidad Barcode Organismo Identidad No Acceso
BioSin (%) (%) GenBank

MBOO 1307 97.4 16S Rhizobium sp.  99.77 MT271224.1
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3.2 Variables de desarrollo vegetativo
3.2.1 Dias alaemergencia

La Tabla 5, muestra el analisis de varianza de tres vias para la variable “dias a la
emergencia’, encontrdndose diferencias altamente significativas para la fuente de variacién
tratamientos (p=0.003). Asi mismo, se observa un efecto altamente significativo para el factor
sustratos (p=0.001). Las interacciones entre los factores no mostraron diferencias
significativas (p>0.05).

Tabla 5

Andlisis de Varianza para Dias a la Emergencia

Fuente de Variacion P valor
Repeticiones 0.764
Tratamientos 0.003**
Aislado (A) 0.607
Inoculacion (1) 0.757
Sustrato (S) 0.001**
Ak 0.263
AXxS 0.594
* S 0.547
AxI%kS 0.464

Nota. La tabla muestra el valor p para cada factor. Valores con ** muestran valor

** significativo al 1% y con * valor significativo al 5%.

La prueba de Tukey para tratamientos en la variable dias a la emergencia, muestra
gue el testigo con suelo franco arcilloso como sustrato permiti6 una germinacién mas
temprana. Asi mismo, las interacciones que incorporan tanto arena (S1) como suelo franco
arcilloso fueron significativamente mas cortas de acuerdo a la prueba de Tukey al 5%. El
sustrato con sustrato franco arcilloso (S2) y todas las interacciones que incluyen este sustrato,

muestran una demora significativa en la emergencia de las plantulas (Figura 11).
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Figura 11
Prueba de al 5% para tratamientos en la variable dias a la emergencia
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Nota. Las barras muestran las medias de 12 repeticiones por tratamiento + SE (Error

estandar).

La prueba de Tukey para tratamientos en la variable dias a la emergencia, muestra
qgue el testigo con suelo franco arcilloso como sustrato permiti6 una germinacion mas
temprana. Asi mismo, las interacciones que incorporan tanto arena (S1) como suelo franco
arcilloso se ubican en el primer rango dado por la prueba de Tukey al 5%. El sustrato con
suelo negro andino (S3) y todas las interacciones que incluyen este sustrato, muestran una
demora significativa la emergencia de las plantulas. Estos resultados se pueden deber a que
el lupino tiene una emergencia "epigea". Una plantula epigea se desarrolla con sus
cotiledones sobre el suelo. Mientras todavia esta bajo tierra, el apice del hipocotilo se dobla
para formar un gancho. Este gancho protege el meristemo (o punto de crecimiento) y facilita
su paso por el suelo. A medida que el hipocétilo crece hacia la superficie del suelo, tira de los
cotiledones con él, que estan dirigidos hacia abajo y asi protegidos. A menudo, la cubierta de
la semillas también se arrastra a la superficie. La obstruccién del crecimiento de las plantulas

(por ejemplo, mediante la formacién de costras superficiales en el suelo) mantiene el gancho
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cerrado y promueve la expansion lateral del tallo para fortalecer el brote emergente. El
hipocatilo es la primera parte que emerge del suelo, seguida de los cotiledones. Mientras que
la plantula estd debajo de la superficie del suelo, permanece pdlida o casi blanca y los
cotiledones no se expanden (Walker et al., 2011). El sustrato con suelo negro andino (S3),
debido a su alto contenido de materia organica, tiende a generar endurecimiento de la
superficie, en condiciones de alta temperatura y baja humedad como es el caso de las
condiciones experimentales bajo invernadero del presente estudio, retardando la emergencia
de las plantulas.
3.2.2 Desarrollo vegetativo

La Tabla 6 muestra el andlisis de varianza de tres vias con los tres factores evaluados
sobre el desarrollo vegetativo de las plantas. Se observa un efecto significativo del factor
“sustrato” (S) en todos los tiempos de evaluacion. El factor “aislado” también muestra un
efecto significativo a los 15 y 45 dias de evaluacion. También se observa que aquellas
interacciones de los sutratos que incluyen suelo negro de paramo son significativas.

Tabla 6

Andlisis de Varianza para Desarrollo vegetativo a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra

(dds)

Fuente de DV15dds DV130dds DV45dds
Variacion

Repeticiones 0.066 0.648 0.942
Tratamientos <.001** <.001** <.001**
Aislado (A) 0.022* 0.533 <.001**
Inoculacion (1) 0.153 0.325 0.979
Sustrato (S) <.001** <.001** <.001**
A K 0.354 0.001%* <.001**
Ak 0.018* 0.387 <.001%**
| 3k 0.216 0.924 0.039*
AR |k 0.082 0.073 <.001**

Nota. Se muestra el valor p para cada tiempo de evaluacién de desarrollo vegetativo.
** significativo al 1%. * significativo al 5%.

DV15dds: Desarrollo vegetativo a los 15dias después de la siembra.

DV30dds: Desarrollo vegetativo a los 30dias después de la siembra.

DV45dds: Desarrollo vegetativo a los 45dias después de la siembra.



39

Al comparar el crecimiento de las plantas a los 15 dias después de la siembra entre
los diferentes tratamientos, se observa que las plantas de aquellos tratamientos que incluyen
el sustrato suelo negro de paramo (S3) son significativamente mas grandes (Tukey al 5%)
Figura 12A. En general, los tratamientos con sustratos arena y suelo franco arcilloso

resultaron en un desarrollo vegetativo estadisticamente menor.

Figura 12

Desarrollo vegetativo de lupino después de la siembra
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Para el factor Aislado, el Aislado proveniente de Cotopaxi (A2), promovié un desarrollo
vegetativo significativamente superior. Se conoce que cepas de rizobios aisladas de zonas
aridas, al ser inoculadas en semillas de diferente variedad de la que fueron aisladas puede
provocar en las plantulas una mejor reacion vegetativa y en general contribuye a mejorar su
capacidad para responder a los factores estresantes ambientales considerando el desarrollo
temprano de la planta (Herron et al., 2020).

A los 30 dias de evaluacion, las plantas de los tratamientos que incluyen suelo franco
arcilloso mostraron un menor desarrollo (Figura 12B). De hecho, el testigo con este tipo de
suelo demostré la menor altura de planta registrada hasta esta etapa de evaluacién. La
limitaciones del desarrollo inicial se vieron reflejadas hasta esta etapa, siendo consistentes
con las condiciones de retenciéon de humedad del sustrato. Al comparar los tratamientos
testigo, se dedujo que el tipo de sustrato que menos favorecié el desarrollo de la planta es el
suelo franco arcilloso. La tendencia a la compactacion de la arcilla sumada a la preferencia
de las plantas de chocho a un suelo mas bien franco arenoso, deterrminé este tipo de
respuesta (Falconi, 2012).

Se conoce que la elongacién del tallo principal de las plantas de lupino esta controlada
en gran medida por la temperatura acumulada (tiempo térmico). Los entrenudos se alargan
de 0,1 a 0,2 mm por grado-dia, dependiendo de su ubicacion en el tallo. Todos los entrenudos
del tallo comienzan y terminan su crecimiento en secuencia, desde la base del tallo hasta la
parte superior de la planta (apice). El sustrato suelo negro andino (S3) demostr6 tener una
gran capacidad de retencion de humedad, lo que incrementa la masa térmica y por tanto, la
temperatura del sustrato que influencia directamente el desarrollo temprano de la planta
(Wolko et al., 2011). Aunque el lupino o chocho se adapta a suelos pobres, la menor
disponibilidad de agua en el sustrato arenoso puede ser la razén para el menor desarrollo
inicial de la planta. A pesar de que el chocho es una especie que tolera la escasez de agua,
es importante que exista humedad a la siembra para una buena germinacién y emergencia
de plantulas (Peralta et al., 2012). Estas respuestas se tratan de explicar considerando que

los suelos son un componente clave del ciclo del carbono y los suelos negros andinos
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representan el mayor sumidero de carbono organico. Los factores ambientales y bioldgicos
son determinantes en el control de la dinamica de carbono en el suelo, antes que la estructura
molecular del suelo o sus parametros fisicos. Esta cambio en el paradigma enfatiza la
necesidad de entender como las condiciones ambientales y los microorganismos interactdan
para modificar la dinAmica de Carbono, Nitrégeno y Fosforo en el suelo. Los microorganismo
tienen un rol importante en los procesos biogeoquimicos en general y de los nutrientes en
particular. Los hongos y baterias del suelo representan una increible diversidad de
capacidades bioquimicas para desdoblar los compuestos organicos, lo que los transforma en
componentes clave en el funcionamiento del agroecosistema. Microorganismos heterotréficos
de vida libre asi como mutualistas (micorrizas, bacterias fijadoras de N) guian la dindmica del
carbono, la mineria de nutrientes a partir de los minerales del suelo, transformacién y
mineralizacioén de nutrientes (Camenzind et al., 2018).

Al analizar el desarrollo de las plantas a los 45 dias después de la siembra, se observa
una clara tendencia de las interacciones y testigo con Suelo negro andino a facilitar un mejor
desarrollo vegetativo (Figura 12 C). EI mayor aporte y retencion de humedad de la materia
organica en el suelo andino da mejores condiciones para el crecimiento de la planta asi como
para el mejor funcionamiento de los simbiontes nitrificantes. El desarrollo de la planta
observado para los tratamientos con suelo negro andino durante las anteriores
observaciones, resultaron en plantas mas robustas al final del experimento. Hasta este
estadio de desarrollo de planta, el factor sustrato el que mostro el efecto mas evidente sobre
el desarrollo de las plantas, de los tres sustratos evaluados, el sustrato suelo negro andino
favoreci6 el desarrollo de la planta.

La difusion de los rhizobios depende de los niveles de humedad del medio de
crecimiento o sustrato. Los medios liquidos homogéneos y los porosos difieren en aspectos
clave. En los medios liquidos homogéneos, la difusién de sustancias atrayentes o repelentes
es rapida; sin embargo, los medios porosos tienen canales tortuosos que, segun su diametro
y el contenido de humedad del medio, pueden contener agua o aire, con lo cual la difusion

tanto de bacterias como de sustancias atrayentes o repelentes ocurre a una tasa mucho
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menor (Fernandez-Pascual et al., 2007). El suelo negro andino retiene mayores proporciones
de agua capilar que determinan tanto la velocidad como el alcance de difusion del indculo,
ademas de proveer de agua suficiente para el desarrollo de la planta. La deficiencia de
humedad del suelo tiene un efecto pronunciado en la fijacion de N2 porque la iniciacion, el
crecimiento y la actividad de los nodulos son mas sensibles al estrés hidrico que el
metabolismo general de las raices y los brotes. La respuesta de la nodulacién y la fijacién de
N2 al estrés hidrico depende de la etapa de crecimiento de las plantas. Se encontré que el
estrés hidrico impuesto durante el crecimiento vegetativo fue mas perjudicial para la
nodulacion y la fijacion de nitrégeno que el impuesto durante la etapa de reproduccion. Hubo
pocas posibilidades de recuperacion del estrés hidrico en la etapa reproductiva. Las
concentraciones de P del ndédulo y la eficiencia del uso de P disminuyeron linealmente con el
contenido de agua del suelo y la raiz durante el periodo de cosecha de la simbiosis
leguminosa-Bradyrhizobium. Mas recientemente, se ha reportado que el N derivado de la
fijacion de N2 se redujo en aproximadamente un 26% como resultado de la deficiencia de
agua (Fernandez-Pascual et al., 2007).

Respecto a los dos aislamientos evaluados, el aislado proveniente de Cotopaxi, en
interaccion con el método de inoculacién por encapsulamiento (A212), resulté en un desarrollo
vegetativo estadisticamente superior, mientras que la combinacion factorial Aislado de
Cotopaxi e inoculacion por inmersion (A211), presentd plantas de menor desarrollo hasta los
30 dias de evaluacion. Aparentemente las metodologias de inoculacion determinaron el
comportamiento del desarrollo de las plantulas. La inoculacion por encapsulamiento provee
de una mejor distribucion de bacteroides en la zona radicular, y su migracion activa en los
capilares del sustrato. Una nodulacion mas efectiva determina la provision de nitrégeno a la
planta para su temprano desarrollo. La capacidad de las bacterias de colonizar tejidos
internos de las plantas puede ser més probable al tener una distribucion inicial en los capilares
del suelo, en donde pueden migrar activamente por movimientos flagelados, en tanto que la
migracion de los bacteroides desde la superficie de la semilla hacia la rizosfera requiere mas

tiempo y se reduce la probabilidad de infeccion. Este efecto del método de inoculacion se ha
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reportado en varios estudios que utilizaron un aislamiento de coleccién, un aislamiento
comercial y testigo sin inocular, obteniendo como resultado un efecto diferenciado por parte
de los aislamientos, en la altura de planta hasta la etapa de floraciéon (Huasasquiche, 2018).
Esto indicaria que aun cuando las semillas se inoculen y se siembren enseguida, el tiempo
gue transcurre desde la inoculacién hasta que las semillas germinan permitiria que ocurra la
adhesion irreversible. Sin embargo, el porcentaje de rizobios que llegan a adherirse de esta
manera puede ser bajo. Se ha estimado que solo del 10 al 15 % de las células de un cultivo
de Rhizobium son capaces de adherirse a las raices, y de ellas, menos de una cuarta parte
llegan a manifestar la adhesion irreversible. La mayor superficie de adherencia y la mejor
distribucion del in6culo en el proceso de encapsulamiento define el comportamiento
observado, siendo mas alto el potencial de nodulacién y provision temprana de nutrientes a
la planta en desarrollo (Lodeiro, 2015).

Por otra parte, los rizobios provenientes de zonas aridas se muestran una mejor
capacidad para infectar las raices de las plantulas e iniciar la provisién de nitr6geno. La
aparicion de poblaciones rizobiales en suelos éaridos y la nodulacién efectiva de las
leguminosas que crecen en ellos enfatizan el hecho de que los rizobios pueden existir en
suelos con niveles de humedad limitantes; sin embargo, las densidades de poblacién tienden
a ser mas bajas en las condiciones mas desecadas y a aumentar a medida que se alivia el
estrés por humedad. Es bien sabido que algunos rizobios de vida libre (sapréfitos) son
capaces de sobrevivir bajo estrés por sequia o0 bajo potencial de agua. Las cepas de rhizobia
aislada del suelo del desierto pueden sobrevivir en el suelo del desierto durante 1 mes,
mientras que una cepa comercial ho puede sobrevivir en estas condiciones. Por ejemplo, la
supervivencia de cepas de Bradyrhizobium en un suelo franco arenoso es muy pobre, cuando
el contenido de humedad fue de aproximadamente 2.0 a 15.5%. La supervivencia y la
actividad de los microorganismos pueden depender de su distribucion entre los microhabitats
y de los cambios en la humedad del suelo (Zahran, 1999).

El origen del aislado (A), también determind un crecimiento de planta estadistiamente

diferente. El aislado proveniente de Tungurahua (A1) favorecio el desarrollo vegetativo de las
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plantulas de chocho hasta los 45 dias, mientras que el proveniente de Cotopaxi (A2) presentd
plantas con menor desarrollo. Se ha reportado una gran variabilidad en la capacidad de
infeccidn, proporcién de fijacion de N atmosférico y resistencia a condiciones particulares de
suelo, en las cepas de Rhizobium de regiones contiguas, aun en diferentes secciones del
mismo campo. En los rizobios, también se han propuesto su amplia distribucion geografica 'y
los diferentes hospedadores y nichos vegetales que ocupan como casos de su diversificacion.
En la actualidad, se reconoce que los rizobios son acuaticos y enddfitos ademas de ser
bacterias del suelo. Parece que algunos ocupantes de nédulos pueden verse favorecidos por
las condiciones ambientales o incluso por la profundidad de las raices. La domesticacion
humana de las leguminosas puede haber seleccionado linajes rizobiales particulares que eran
adecuados para su nodulacion en condiciones locales de suelo (Sessitsch et al., 2002). Las
cepas recuperadas en Cotopaxi provienen de zonas aridas, con regimenes de precipitacion
menores a los observados en el sitio de recoleccién de Tungurahua.

La utilizacion del sustrato con Suelo negro andino en la variable desarrollo vegetativo
alos 45 dias result6 en plantas de una altura significativamente mayor. La presencia de arcilla
en el sustrato Suelo franco arcilloso limit6 el desarrollo de la planta, con el menor crecimiento
registrado. Los organismos del suelo (biota), incluyendo los microorganismos, usan los
residuos de las plantas y los animales y los derivados de la materia organica como alimentos.
A medida que descomponen los residuos y la materia organica, los nutrientes en exceso
(nitr6geno, fosforo y azufre) son liberados dentro del suelo en formas que pueden ser usadas
por las plantas. Los productos de deshecho producidos por los microorganismos contribuyen
a la formacioén de la materia organica del suelo negro andino. Los materiales de desecho son
mas dificiles de descomponer que el material original de las plantas y los animales, pero
pueden ser usados por un gran numero de organismos. Mediante la descomposicion de los
residuos y el almacenamiento del carbono dentro de su propia biomasa o mediante la
reconstruccion de nuevas estructuras de carbono, la biota del suelo tiene una funcién muy

importante en los procesos de reciclaje de nutrientes y, por lo tanto, en la capacidad de un
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suelo para proveer al cultivo con suficientes nutrientes para un buen desarrollo vegetativo y
eventualmente la produccion (Swanepoel et al., 2011) .

Probablemente los sustratos con menor contenido de materia organica como son la
arena (S1) y el suelo franco arcilloso (S2), presentaron una menor retencién de humedad,
bajo las condiciones de invernadero en las que se llevd a cabo este experimento. Esto
explicaria el menor desarrollo de la planta, considerando que la fijacion simbidtica de N; de
las leguminosas también es altamente sensible a la deficiencia de agua del suelo. Varias
leguminosas templadas y tropicales exhiben una reduccion en la fijacion de nitrégeno cuando
estan sujetas a un déficit de humedad del suelo (Taco & Zufiiga, 2017).

La inoculacién por inmersién del aislado de Tungurahua resulté en la mayor altura de
planta. La mejor adaptabilidad de la cepa de Rhizobium es evidente y se ve potencializada
por la mejor distribucién y migracion de los bacteroides, determinado por la inmersién de las
semillas en la suspension inoculante que tiene la potencialidad de formar una biopelicula. Por
otro lado, si los rizobios deben moverse mediante sus flagelos, necesariamente van a
encontrarse en estado plancténico, el cual es mucho méas susceptible de ser afectado por
predadores y sustancias antibacterianas que el estado de biopelicula. Eso reduciria el tamafio
de la poblacién movil. Asi, no hay certeza de que la poblacion de rizobios inoculados podra
duplicarse antes de iniciar la infeccién de las raices. Es necesario establecer la adhesion
reversible y la supervivencia de los rizobios sobre las semillas, la liberacion de los rizobios
luego de la siembra y la dispersion, supervivencia y multiplicacion de los rizobios en el suelo
(Lodeiro, 2015). Se evidencia de esta manera que Rhizobium sp es robusta y adaptable en
muchas condiciones del suelo, aunque en condiciones de alto carbono organico de suelo las
cepas autéctonas pueden formar nédulos, pero aun pueden ser ineficaces para suministrar N
a la planta. La materia organica del suelo es el contribuyente mas importante a la salud del
suelo, y los rizobios se consideran uno de los indicadores bioldgicos més importantes de un
suelo sano. Sin embargo, la salud del suelo no puede estimarse Unicamente mediante
recuentos rizobiales, sino que otros indicadores deben evaluarse junto con estos indicadores

rizobiales (Swanepoel et al., 2011).
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Las interacciones con sustrato suelo negro andino (S3), mostraron promedios
estadisticamente superiores para desarrollo vegetativo. Cuando se lo asocia con la cepa
colectada en Tungurahua (Al), el crecimiento de la planta es significativamente superior. La
cepa Al proveniente de Tungurahua ha mostrado consistentemente un mejor respuesta en
la evaluacon de desarrollo vegetativo. El sustrato suelo negro andino, al presentar una mayor
capilaridad por su alto contenido de materia organica, dio un adecuado ambiente
microscopico y laminas de agua para que los bacteroides infecten eficientemente las raices
de las plantas en estudio. Esta tendencia se corrobora, al observar con el segundo mas alto
valora para la interaccion aislado de Cotopaxi con sustrato suelo negro andino (A2S3). El
sustrato menos adecuado para el desarrollo vegetativo es el suelo frando arcilloso. Este tipo
de suelo presenta la menor disponibilidad de agua, debido a su alto contenido de arcilla. Este
mineral no permite la disponibilidad de agua en condiciones, provocando condiciones de
stress hidrico, al que son susceptibles los procesos de fijaciébn de N y sobrevivencia de los
bacteroides en general. Varias condiciones ambientales son factores limitantes para el
crecimiento y la actividad de las plantas fijadoras de N, (Diaz-Franco & Mayek-Pérez, 2008).

Un principio de factores limitantes establece que "el nivel de produccién de cultivos no
puede ser superior al permitido por el factor limitante maximo". En la simbiosis Rhizobium-
leguminosa, que es un sistema fijador de N2, el proceso de fijacion de N esta fuertemente
relacionado con el estado fisiol6gico de la planta huésped. Por lo tanto, no se espera que una
cepa rizobial competitiva y persistente exprese su plena capacidad de fijacion de nitr6geno si
los factores limitantes (por ejemplo, salinidad, pH desfavorable del suelo, deficiencia de
nutrientes, toxicidad mineral, temperaturas extremas, humedad insuficiente o excesiva del
suelo, fotosintesis inadecuada, enfermedades de las plantas y pastoreo) imponen
limitaciones al vigor de la leguminosa huésped (Zahran, 1999).

La interaccion método de inoculacién por sustrato (I*S), muestra que ambos métodos
de inoculacion responden en forma significativamente similar. La presencia de humedad
suficiente en los capilares del sustrato determiné que los bacteroides puedan migrar e infectar

las raicillas de las plantulas de chocho. El método de inoculacion por encapsulamiento provee
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una mejor distribucidén espacial de los bacteroides, promoviendo una interaccion rhizobium
lupino més efectiva. Se ha observado un significativo incremento en la tasa de sobrevivencia
en comparacion con células no encapsula-das, después de tres meses (Zahran, 1999). La
adicion de arcilla y leche descremada a las esferas aumenta significativamente la
sobrevivencia bacterial en comparacion con esferas de alginato solamente. Estos estudios
proporcionan clara evidencia de que las esferas de alginato son eficientesportadores para la
inoculacion de plantas, proporcionando un ambiente protector enel suelo (Felipe, 2009).
3.2.3 Numero de nédulos por planta

La aplicaciéon de tratamientos en la variable nimero de nédulos por planta, muestra
significacion al 5% para el factor sustrato en el nimero de nddulos por planta. Las restantes
fuentes de variacion no presentan un efecto significativo sobre la respuesta de la variable en
estudio (Tabla 7).

Tabla 7

Andlisis de Varianza para nimero de nédulos por planta (NNP) a los 45 dias después de la

siembra (dds)

Fuente de Variacién NNP
Repeticiones <.001
Tratamientos 0.108
Aislado (A) 0.734
Inoculacion (1) 0.158
Sustrato (S) 0.015 *
A 0.630
A 0.152
*S 0.275
Ak %S 0.181

Nota. La tabla muestra el valor p para cada uno de los tiempos de evaluacion del
desarrollo vegetativo. Valores con ** muestran valor significativo al 1% y con * valor
significativo al 5%.

NNP: numero de nédulos por planta
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Los sustratos arena (S1) y suelo negro andino (S2), permitieron un nimero de nédulos
estadisticamente mayor (Figura 13). Una vez que los bacteroides se liberan de las capsula
de alginato o de la pelicula creada por la inmersién, se mueven a infectar las raices, donde
se multiplican en las células del nédulo huésped en crecimiento a una cierta densidad celular,
se adaptan al estilo de vida endosimbiético y a las condiciones microaerébicas y maduran en
bacteroides fijadores de nitrégeno. La formay la fisiologia de los bacteroides pueden ser, sin
embargo, sorprendentemente diferentes en las diversas legumbres. Algunos tipos de
bacteroides pueden volver a la forma de vida libre. En otras asociaciones, los bacteroides se
transforman irreversiblemente en endosimbiontes poliploides, agrandados y no cultivables.
Estos bacteroides diferenciados terminalmente pueden ser alargados e incluso ramificados y
de 5 a 10 veces mas largos que las células de vida libre o pueden ser esféricos de 8 a 20

veces el genoma amplificado dependiendo del huésped (Sessitsch et al., 2002).

Figura 13

Prueba de Tukey al 5% para sustrato en la variable nimero de nédulos por planta
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La diferenciacion terminal de los bacteroides esta controlada por el huésped,

evolucionada en multiples ramas de la familia Leguminosae, lo que indica una ventaja del
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huésped y un probable mayor rendimiento simbidtico. EI mayor nimero de nédulos en el
sustrato arena puede se explicado por la respuesta de las plantas al nitrato del suelo tanto
local como sistémico. Los transportadores de nitratos tienen un papel importante en la
deteccién de nitratos y la sefializacion de la demanda de nitrégeno en leguminosas afecta la
regulacion dependiente de nitratos del crecimiento primario de la raiz a través de la
sefalizacién de acido abscisico, lo que sugiere su papel como un nitratosensor (Chaulagain

& Frugoli, 2021).
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Conclusiones

Luego de realizados los procesos de purificacion, aislamiento y extraccion del material
genético de Rhizobium recolectados, se realizd la electroforesis horizontal de los productos
de PCR convencional de las muestras. A partir de una extraccion satisfactoria de ADN se
amplifico el barcode 16S de la muestra MBOMBOO y se logré identificar molecularmente una
especie del género Rhizobium, asociada al cultivo de chocho, Lupinus mutabilis.

El desarrollo vegetativo estuvo influenciado principalmente por el sustrato utilizado
para la germinacion de semillas inoculadas. Las caracteristicas hidroldgicas del sustrato suelo
negro andino permitieron la migracion de los bacteroides hacia las raices aprovechando el
agua capilar retenida en el sustrato.

El sustrato suelo franco arcilloso determiné el menor desarrollo vegetativo de la planta,
ya que fue més susceptible a la deshidratacion en las condiciones de invernadero en las que
se llevd a cabo la investigacion.

El origen de la cepa también influyé en el desarrollo vegetativo, aunque no fue
evidente en la nodulacién. La cepa originada en Tungurahua produjo plantas mas vigorosas,
especialmente en interaccion con el sustrato suelo negro andino.

La nodulacién también fue influenciada por el sustrato utilizado, asi, el mayor niumero

nodulos se registrd para el suelo negro andino.
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Recomendaciones

Utilizar las técnicas PCR para la identificacion y caracterizacion de cepas locales de
Rhizobium de varias especies de leguminosas cultivadas en la regién andina central del
Ecuador.

Establecer protocolos para conservacion de cepas de Rhizobium locales, con el fin de
establecer programas de biofertilizacién en cultivos de alto valor de mercado.

Establecer la influencia de la inoculacion de chocho con cepas de Rhizobium en las
expresiones fenoldgicas del cultivo de chocho, llegando a determinar la productividad y los

niveles de fertilizacién nitrogenada residual del cultivo.
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Apéndice

Apéndice 1. Datos de Campo para Dias a la Emergencia

Repeticiones

Tratamiento

Dias a la Emergencia

1

W W W W W W WwWwwWwWwWwwWwwwwwWwWNNNNNNNDNNNNNNNNNRRRRRRRRRRR R R B

All1S1
All1S2
All1S3
All251
All12S2
Al12S3
A2l11S1
A211S2
A211S3
A2|1251
A212S2
A212S3
TOS1
TOS2
TOS3
All1s1
All1S2
All1S3
All2s1
All2S2
A112S3
A2l11S1
A2|1S2
A2l11S3
A2|1251
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3
All1S1
All1S2
A111S3
All2s1
All12S2
All12S3
A2|1S1
A211S2
A211S3
A2|1251
A212S2
A212S3
TOS1
TOS2
TOS3

10
13
8
12
13
8
13
12
9
11
13
13
11
12
9
11
13
9
14
11
10
12
14
13
10
14
9
12
14
8
14
12
9
12
12
14
12
13
9
12
12
9
11
15
8

58



Apéndice 2. Datos de Campo para Altura de Planta (cm)
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Repeticiones

Tratamiento

Altura planta 15

Altura planta 30

Altura planta 45

1

W W W W wwwwwwwwwwwiNNNNNNNNNNNNNNNRRRRRPRRPRPRPRRPRRPRPRRPR PR

All1S1
All1S2
All1S3
All251
AllI2S2
Al12S3
A211S1
A211S2
A211S3
A2|1251
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3
All1s1
All1S2
A111S3
All2s1
All2S2
A112S3
A2l11S1
A2|1S2
A211S3
A2|1251
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3
All1S1
All1S2
A111S3
All2s1
All12S2
All2S3
A2|1S1
A211S2
A211S3
A2|1251
A212S2
A212S3
TOS1
TOS2
TOS3

5.41
4.44
9.68
4.33
4.50
8.60
5.17
4.60
8.11
5.00
5.30
8.06
6.79
3.63
8.00
5.28
4.08
10.00
5.00
4.25
9.20
6.45
4.64
7.33
5.56
4.33
8.25
6.61
3.47
7.88
6.13
4.94
9.74
5.34
5.51
7.79
5.97
5.27
8.13
6.80
5.35
9.26
6.38
5.76
7.44

17.28
15.03
29.61
13.80
13.43
22.02
14.76
12.50
21.09
20.17
13.34
21.23
12.99
11.55
18.28
17.00
13.23
23.93
12.81
10.49
19.54
16.05
11.11
20.50
15.76
10.63
21.18
18.00
11.02
19.13
18.76
12.16
23.76
12.78
10.72
16.15
13.16
10.22
18.87
17.80
13.41
16.67
17.76
9.12
21.24

27.74
18.99
40.82
15.31
17.68
39.99
17.04
20.84
24.44
29.80
16.38
27.59
20.91
15.00
30.91
27.30
17.03
35.08
14.31
14.69
34.09
19.05
19.21
22.60
20.36
13.63
27.48
30.00
14.22
32.13
28.96
16.26
34.56
16.08
17.19
35.04
19.05
22.03
21.52
24.08
16.01
25.53
23.46
15.61
30.52




Apéndice 3. Datos de Campo para Diametro de tallo (cm)
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Repeticiones

Tratamiento

Didmetro tallo 15

Didmetro tallo 30

Didmetro tallo 45

1

W W W W W WwWwWwWwWwWwwWwwwwwwwNNNNNNNNNNNNNNNRRRRRRRRRRRR R R

All1S1
All1S2
All1S3
All251
All12S2
A1l12S3
A2l11S1
A211S2
A211S3
A2]251
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3
All1S1
All1S2
A111S3
All2s1
All12S2
A112S3
A2l11S1
A211S2
A211S3
A2]251
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3
All1S1
All1S2
A111S3
All2s1
All12S2
All12S3
A2|1S1
A211S2
A211S3
A21251
A2|2S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3

0.27
0.35
0.38
0.31
0.28
0.35
0.35
0.34
0.35
0.34
0.34
0.36
0.29
0.31
0.35
0.31
0.34
0.35
0.28
0.30
0.31
0.37
0.35
0.37
0.30
0.42
0.34
0.30
0.32
0.36
0.32
0.37
0.36
0.30
0.33
0.41
0.46
0.38
0.38
0.32
0.44
0.39
0.36
0.37
0.37

0.38
0.31
0.51
0.36
0.44
0.50
0.41
0.36
0.40
0.57
0.41
0.57
0.51
0.41
0.51
0.51
0.39
0.51
0.48
0.41
0.61
0.41
0.41
0.51
0.59
0.39
0.59
0.61
0.31
0.50
0.51
0.39
0.48
0.39
0.31
0.46
0.46
0.41
0.53
0.45
0.41
0.58
0.55
0.38
0.51

0.53
0.41
0.69
0.43
0.39
0.65
0.41
0.41
0.49
0.53
0.41
0.61
0.51
0.41
0.59
0.51
0.41
0.71
0.41
0.41
0.61
0.41
0.41
0.48
0.54
0.41
0.61
0.51
0.41
0.58
0.54
0.41
0.68
0.45
0.38
0.68
0.41
0.41
0.48
0.54
0.41
0.61
0.51
0.41
0.58




Apéndice 4. Datos Calculados de Desarrollo Vegetativo (ml)

61

Desarrollo vegetativo 15 Desarrollo vegetativo Desarrollo vegetativo 45

Repeticiones Tratamiento dias 30 dias dias
1 All11S81 0.10 0.64 2.04
1 A111S2 0.14 0.38 0.84
1 A111S3 0.37 2.02 5.11
1 A11251 0.11 0.46 0.74
1 A112S2 0.09 0.69 0.70
1 A112S3 0.28 1.43 4.49
1 A2]11S1 0.17 0.65 0.76
1 A211S2 0.14 0.43 0.92
1 A211S3 0.26 0.87 1.55
1 A21251 0.15 1.70 2.18
1 A212S2 0.16 0.58 0.71
1 A212S3 0.27 1.79 2.73
1 TOS1 0.15 0.89 1.43
1 T0S2 0.09 0.51 0.66
1 TOS3 0.26 1.24 2.85
2 A111S1 0.13 1.16 1.87
2 A111S2 0.12 0.54 0.76
2 A111S3 0.32 1.63 4.65
2 A11251 0.10 0.76 0.63
2 A112S2 0.10 0.46 0.64
2 A112S3 0.23 1.92 3.36
2 A211S1 0.23 0.71 0.85
2 A211S2 0.15 0.49 0.85
2 A211S3 0.26 141 1.35
2 A21251 0.13 1.45 1.56
2 A212S2 0.20 0.43 0.59
2 A212S3 0.25 1.96 2.72
2 TOS1 0.16 1.76 2.05
2 T0S2 0.09 0.28 0.63
2 TOS3 0.27 1.24 2.83
3 All11S1 0.16 1.28 2.24
3 A111S2 0.18 0.49 0.72
3 A111S3 0.33 1.42 4.17
3 A11251 0.12 0.52 0.83
3 A112S2 0.16 0.27 0.63
3 A112S3 0.34 0.90 4.26
3 A211S1 0.33 0.73 0.85
3 A211S2 0.20 0.45 0.97
3 A211S3 0.31 1.37 1.29
3 A21251 0.18 0.93 1.84
3 A212S2 0.28 0.59 0.70
3 A212S3 0.36 1.45 2.52
3 TOS1 0.22 1.38 1.61
3 T0S2 0.20 0.34 0.69
3 TOS3 0.27 1.45 2.68




Apéndice 5. Datos de campo para Numero de Nédulos or planta

Repeticiones

Tratamiento

Numero Nédulos

1

W W W W W WwWwWwWwWwWwwwwwwwwNNNNNNNNNNNNNNNRRRRRRRRRRRR R R

All1S1
A1l1S2
A1l1S3
All2S1
AlI2S2
A112S3
A211S1
A211S2
A211S3
A212S1
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3
All1S1
A1l1S2
A111S3
All281
Al12S2
A112S3
A21181
A211S2
A211S3
A212S1
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3
All1S1
A1l1S2
A111S3
All2S1
A1l2S2
A112S3
A211S1
A211S2
A211S3
A21281
A212S2
A212S3
TOS1
T0S2
TOS3

70.00
14.00
64.50
25.50
19.50
45.50
52.00
62.00
43.50
52.50
17.50
54.50
69.50
47.00
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83.00
114.00
27.00
94.00
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