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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue caracterizar endéfitos microsimbiontes aislados de tres macrosimbiontes
de la familia Fabaceae: Inga edulis C. Mart., Desmodium adscendens (Sw.) D.C. y Ormosia coccinea
(Aubl.) Jacks, procedentes de la Amazonia peruana. Estos microsimbiontes fueron identificados
genotipicamente mediante la secuenciacion de su ADN 16S. Empleando leguminosas hospederas
similares a las de donde se les aisl6, se determinaron su capacidad infectiva (Cl) y efectiva (CE), en
funcion del namero de nédulos que formaban, asi como por el peso seco de la planta cultivada sin
fuente de nitrégeno combinado, respectivamente. Se reporta por primera vez a Burkholderia como
microsimbionte de leguminosas nativas de la Amazonia peruana y estas pueden interactuar con
diferentes especies de bacterias enddfitas. Durante el periodo inicial de crecimiento, las plantulas
poseen similar peso seco estando o no en presencia del microsimbionte.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterize micro symbionts endophytes isolate of three macro symbionts
of Fabaceae family: Inga edulis C. Mart., Desmodium adscendens (Sw.) D.C. and Ormosia coccinea
(Aubl.) Jacks, from the Peruvian Amazon. The micro symbionts were identified phenotypically by the
16S DNA sequencing. Using similar host legumes from they were isolate, their infectivity (IC) and
effectivity (EC) capacity of the micro symbionts, were determined, according to the number of nodules
(NN) and dry weight of the plant (DWP) grown without combined nitrogen source, respectively. This is
the first report of Burkholderia as micro symbiont of native legumes of the Peruvian Amazon and these
can be interrelated with different endophyte bacteria. During the initial period of growth, young plants
have similar dry weight with or without the presence of the micro symbiont.

Key words: macro symbiont, micro symbiont, endophyte, legume.

INTRODUCCION escasos los estudios a nivel microbiano

realizados en paises en desarrollo como el

La selva baja peruana representa actual-
mente para el Perd y el mundo una de las
mas ricas formaciones de vida de la Tierra;
sin embargo, el conocimiento cientifico de
su flora, fauna y ecologia es insuficiente
(Kalliola, 1998). En la Amazonia, son

Pert, debido mayormente al costo que
significa su realizacién. La fijacion biologi-
ca del nitrégeno (diazotrofia), es un proceso
muy antiguo y por lo general, ampliamente
conocido. En el caso de los rizobios, el
nitrégeno es fijado dentro de estructuras
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especializadas, los nédulos, que se desa-
rrollan en la raiz o raramente en el tallo de
las leguminosas.

Las leguminosas (actualmente familia
Fabaceae) conforman un taxén muy grande
y diverso de plantas con flores; constituyen
la segunda familia en importancia alimenti-
cia humanay animal. Son las Gnicas plantas
superiores (macrosimbiontes) capaces de
establecer asociaciones simbidticas con
bacterias (microsimbiontes) del orden
Rhizobiales. Dentro de este contexto, las
especies del género Desmodium son herba-
ceas de uso medicinal, las especies del
género Inga sirven como fuente de alimen-
tacion de un gran namero de especies
animales. El género Ormosia tiene una
importancia econémica considerable en el
poblador amazénico debido al empleo de
sus semillas en artesanias. Ademaés, estos
tres géneros ayudan a enriquecer con nitro-
geno a los suelos en los cuales se desarrollan
(Lloret y Romero, 2005). Los suelos amazé-
nicos no son aptos para la practica de una
agricultura intensiva, es por esto que la
simbiosis Rhizobium-leguminosa es una de
las alternativas mas promisorias para la
agricultura de bajos insumos en regiones
tropicales como subtropicales por la capa-
cidad de fijar nitrégeno, contribuyendo con
el balance de nutrientes en los diferentes
ecosistemas (Haray Oliveira, 2004).

Ante las caracteristicas propias de los
ecosistemas amazoénicos, se planted aislar
endoéfitos simbidticos a partir de nddulos
formados en las leguminosas nativas antes
mencionadas, a fin de ser caracterizados
mediante bioensayos de inoculacién en
plantulas. Es asi que, el objetivo del presente
estudio fue caracterizar endofitos simbio-
ticos aislados de leguminosas nativas de la
Amazonia peruana, determinando su
capacidad infectiva y efectiva respecto de la
fijacion de nitrégeno.

MATERIAL Y METODO

Plantas de Inga edulis, Desmodium
adscendens y Ormosia coccinea fueron
recolectadas en el km 31,5 de la carretera
Iquitos-Nauta y en la comunidad bora de
Padrecocha, rio Nanay. Muestras de raices
con noédulos fueron colocadas en bolsas de
plastico y transportadas al laboratorio
dentro de una caja térmica. Para el
aislamiento de los endéfitos microsimbion-
tes se recolectaron los nédulos y se lavaron
varias veces con agua destilada estéril, se
desinfecté su superficie introduciéndolos
durante 30 segundos en etanol al 70% y un
minuto en HgCl, al 0,25%, luego se lavaron
hasta 5 veces con agua destilada estéril. Los
nédulos estériles fueron triturados emplean-
do morteros estériles y la suspension
resultante fue sembrada en placas con agar
YEM (extracto de levadura, manitol), las
cuales se incubaron a 28 °C de 24 a 48
horas, obteniéndose de este modo cultivos
puros de los microsimbiontes.

Posteriormente, las cepas fueron
sembradas en 3 ml de caldo YEM para su
identificaciéon genotipica mediante el
andlisis de la secuencia de su ADN que
codifica a su ARNr 16S (Lammel et al.,
2007), para lo cual un gran fragmento de
ADNFr 16S de cada cepa fue amplificado por
PCR empleando los oligonucleétidos 5'
AGG AGG TGA TCC AAC CGC A 3'y 5!
AAC TGG AGG AAG GTG GGG AT 3,
preparandose una mezcla de 50 ul de la
reaccion, incluyendo 5 a 10 ng de ADN, 1
UM de cada oligonucleétido, 1 U de Taq
polimerasay 100 uM de dNTPs, entre otros.
El producto de la PCR fue purificado vy
secuenciado. Posteriormente, se realizé un
analisis empleando la base de datos
EMBL/Gen Bank/DDBJ/PDB y el algoritmo
BLAST (blastn), con la finalidad de
establecer la identidad de las cepas.
Mdltiples alineamientos fueron realizados
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con CLUSTALX y asi, fue posible determinar
el mayor grado de similaridad de las cepas
de los microsimbiontes en estudio.

La infectividad de los microsimbiontes se
determiné sobre la base de la capacidad de
nodulacién de las cepas frente a su
respectiva planta hospedera (namero de
nédulos), mientras que la efectividad se
determiné sobre la base del peso seco de su
respectiva planta hospedera, para lo cual,
trabajando por quintuplicado semillas de
cada especie vegetal, fueron lavadas con
agua destilada estéril y se les desinfectd
empleando etanol al 96% durante 30
segundos y luego, con peréxido de hidroge-
no al 15% durante 8 minutos; finalmente,
fueron lavadas 5 a 6 veces con agua desti-
lada estéril. Se expusieron en oscuridad a 28
°C hasta su germinacioén. Las semillas germi-
nadas fueron colocadas en una maceta con
vermiculita estéril e inoculadas con 1 ml de
una suspension de su respectivo microsim-
bionte (6,0 x 10° bact/ml, aproximada-
mente). Como control se emplearon
semillas germinadas no inoculadas. Las
macetas se colocaron en un ambiente
abierto a fin de que estén expuestas bajo

condiciones climaticas naturales. En ade-
lante, las macetas fueron regadas diaria-
mente con una solucién mineral descrita por
Rigaud y Puppo (1975), constituida por
macroelementos y microelementos, pero
carente de nitrogeno combinado, a fin de
asegurar que las plantas crezcan depen-
diendo de la capacidad fijadora de
nitrégeno realizada por el microsimbionte.
Las plantas fueron cosechadas segin su
especie (D. adscendens a los 50 dias, I.
edulis a los 70 dias y O. coccinea a los 120
dias) y se registraron los parametros relacio-
nados con la infectividad y efectividad del
microsimbionte. En cuanto al analisis
estadistico se empled un analisis de varianza
(Anova), mediante la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de endoéfitos
microsimbiontes de leguminosas nativas de
la Amazonia peruana

Se aisl6 un total de 10 cepas bacterianas: 4
cepas a partir de D. adscendens, 4 cepas a
partir de I. edulis y 2 cepas a partir de O.
coccinea.

Tabla 1. Presencia de especies de microsimbiontes aislados de nédulos de leguminosas de la Amazonia peruana.

Leguminosa hospedera

(macrosimbionte) Procedencia Especie de microsimbionte Cepa
Desmodium adscendens Km 31,5 Iq.-Nauta Rhizobium sp. Da-C1
Desmodium adscendens Km 31,5 Iq.-Nauta Burkholderia sp. Da-C2
Desmodium adscendens Km 31,5 Iq.-Nauta Rhizobium sp. Da-C3
Desmodium adscendens Km 31,5 Iq.-Nauta Rhizobium sp. Da-C4

Inga edulis Padrecocha Rhizobium tropici le-C1
Inga edulis Padrecocha Rhizobium gallicum le-C2
Inga edulis Km 31,5 Iq.-Nauta Burkholderia sp. le-C3
Inga edulis Km 31,5 Iq.-Nauta Rhizobium sp. le-C4
Ormosia coccinea Padrecocha Burkholderia tropicalis Oc-C1
Ormosia coccinea Padrecocha Burkholderia mimosarum Oc-C2
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Determinacion de la infectividad y efectividad de endoéfitos microsimbiontes de plantas

leguminosas nativas de la Amazonia peruana

Tabla 2. Capacidad infectiva (n.° de nédulos/planta) y efectiva (peso seco de planta) de microsimbiontes aislados
de leguminosas nativas de la Amazonia peruana.

Infectividad Efectividad

Macrosimbionte Microsimbionte Cepa (n.° de nédulos por (peso seco de
planta) planta)
Desmodium adscendens Rhizobium sp. Da-C1 D) 0,0209
Desmodium adscendens Burkholderia sp. Da-C2 2 0,0089
Desmodium adscendens Rhizobium sp. Da-C3 1 0,0210
Desmodium adscendens Rhizobium sp. Da-C4 2 0,0243
Planta control 0,0189
Inga edulis Rhizobium ftropici le-C1 1 0,4954
Inga edulis Rhizobium gallicum le-C2 2 0,6796
Inga edulis Burkholderia sp. le-C3 1 1,2186
Inga edulis Rhizobium sp. le-C4 1 1,4333
Planta control 0,5410
Ormosia coccinea Burkholderia tropicalis Oc-C1 3 0,7155
Ormosia coccinea Burkholderia mimosarum Oc-C2 2 0,7824
Planta control 0,6584

DISCUSION

El clima tropical que presenta nuestra
Amazonia condiciona muchos de los
procesos fisicoquimicos que se realizan
dentro de esta. El presente estudio no estuvo
ajeno a este condicionamiento, puesto que
hasta donde fue posible se traté6 de dar al
tratamiento y control de cada especie de
leguminosa seleccionada, las condiciones
ambientales Optimas para su normal
desarrollo, evitando la incidencia directa de
la luz solar y lluvia a través de la colocacion
de un techo de hojas de irapay, y moderando
la humedad del sustrato a través de la
aplicacion de la solucién nutritiva. Sin
embargo, las condiciones ambientales que
presenta la Amazonia (humedad, lluvia,
nubosidad, elevadas temperaturas),

posiblemente tuvieron influencia directa en
los procesos que engloba el sistema
simbiético leguminosa-simbionte, tales
como: infeccién, nodulacién y fijacion de
nitrégeno. Al respecto, Acuna (1996) afirma
que una buena inoculacién puede resultar
en un fracaso debido a la interferencia de
factores ambientales en la formacién de los
noédulos.

Después de ubicar los macrosimbiontes
en sus respectivos habitats, se procedi6 a
contar y seleccionar los noédulos viables
empleados para aislar los microsimbiontes,
teniendo como referencia los criterios
considerados por Perticari (2005), quien
afirma que el color rojizo de los nédulos es
indicativo de la forma activa de la fijacion
biol6gica de nitrégeno (FBN), el color



Conoc. amaz. 5(2): [2014] 119

blanco es indicativo de nédulos no fijadores
(ineficientes) y el color verde es indicativo de
paralizaciéon de la FBN y comienzo de la
senescencia.

Para esterilizar y desinfectar los nédulos
se uso agua destilada, etanol al 95% y HgCl,
al 0,25%, tratando de eliminar de esta
manera cualquier otro microorganismo
presente alrededor del nédulo. El presente
protocolo presenté algunas modificaciones
respecto del empleado por Pandey et al.
(2004), quienes utilizaron etanol al 70% vy
0,1 de HgCl, para la esterilizacion de los
nédulos. Para la seleccion de colonias puras
se consideraron algunos aspectos: forma,
color y apariencia de las colonias, propias
del orden rizobial. El repicaje de las colonias
caracteristicas se hizo con la finalidad de
eliminar cualquier tipo de contaminantes,
para asi obtener elevadas probabilidades
visibles de cultivos puros, siguiendo las
recomendaciones de Diaz y Souza (1985),
quienes mantuvieron la pureza de sus cepas
eliminando cualquier posible brote de
contaminacién, mediante el repicaje de las
cepas en medios recién preparados hasta
obtener el desarrollo libre de contaminantes.
Las colonias aisladas en el presente estudio
tuvieron un crecimiento rapido y todas eran
pequenas, translicidas, circulares, blanque-
cinas y mucosas, resultados que coinciden
con aquellos reportados por Holt et al.
(1994), quienes mencionan que las bacterias
del género Rhizobium presentan colonias
circulares, convexas, semitransltcidas,
rizoides y mucilaginosas.

En la tabla 1 se muestran los nombres de
los microsimbiontes luego de haber sido
identificados molecularmente y llama la
atencién la presencia de dos especies de
Burkholderia (B. tropicalis y B. mimosarum),
asociadas con O. coccinea y dos cepas de
Burkholderia sp. asociadas con D.
adscendens e I. edulis. Este género bacteria-

no ha sido descrito como bacteria diazé6tro-
fa, pero, al parecer este constituiria el primer
registro de Burkholderia como microsim-
bionte de plantas nativas de la Amazonia
peruana. Por otro lado, un hecho a destacar
es la “promiscuidad” mostrada por algunas
plantas hospederas para ser infectadas por
diversos microsimbiontes, tal es el caso de
D. adscendens que puede desarrollar
simbiosis con Rhizobium sp. y con
Burkholderia sp., I. edulis que puede ser
infectada por R. tropici, R. gallinarum,
Rhizobium sp. y Burkholderia sp. y la
especie O. coccinea que interacciona con B.
tropicalis y B. mimosarum.

La infectividad esta representada por los
valores promedio del nimero de noédulos de
la planta (NN). El bajo namero de nddulos
registrados en los bioensayos podria susten-
tarse en el hecho de que las condiciones a las
cuales fueron expuestas en los ensayos,
difieren mucho de las condiciones a las
cuales fueron aisladas. Magalhaes y Da Silva
(1984), afirman que si una especie esta
pobremente nodulada o no esta nodulada en
determinada condicion ambiental, no se
debe considerar como incapaz de nodular
hasta que su ausencia de nodulaciéon sea
confirmada en condiciones propicias para
que esto ocurra. No obstante que el nimero
de nédulos presentes en estas ha sido muy
bajo (tabla 2), no se debe descartar a las
cepas como eficaces o eficientes en el
proceso de nodulacién y fijacion de
nitrégeno. Magalhdes y Da Silva (1984) asi
como Gomes y Franco (1984) refuerzan
nuestras interpretaciones; asi, los primeros
mencionan que los factores edaficos pueden
limitar el establecimiento o el desenvolvi-
miento de la simbiosis Rhizobium-
leguminosa, y los segundos que el estableci-
miento y el desenvolvimiento de las diversas
etapas de interaccion Rhizobium-legumino-
sa dependen directa o indirectamente de las
condiciones ambientales del suelo.
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La efectividad estd representada por los
valores promedio de peso seco de la planta
(PSP), unidades de comprobacion de fijacion
de nitrogeno (FN), considerando un
intervalo de confianza del 95%. Al comparar
los valores de PSP de muchas de las plantas
inoculadas con las cepas de sus respectivos
microsimbiontes frente al valor promedio de
su correspondiente planta control (no
inoculada), no se encontré diferencias
significativas, lo cual indica que durante el
periodo inicial de crecimiento, las plantulas
poseen la misma capacidad de FN con o sin
la presencia de los microsimbiontes.
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