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RESUMEN

El Lupinus alopecuroides es una leguminosa nativa de zonas alto andinas, de gran
importancia. Este cultivo tiene caracteristicas ventajosas en el sector agricola, debido
a la microflora asociada con él. Hay pocos estudios que aborden la interrelacion
microorganismo - planta en la Ccera. En el presente trabajo se planted, en primer lugar,
con el aislamiento de los rizobios de nddulos radicales de Lupinus alopecuroides
crecida en la zona alta andina de Castrovireyna — Huancavelica. Y la identificacion de
las bacterias endosimbioticas de nodulos radicales de Lupinus alopecuroides mediante
el gen 16S Rrna, se llevado a cabo mediante las técnicas moleculares, de modo que la
amplificacion y secuenciacion esencial gen 16S rRNA, ha permitido establecer que
Bradyrhizobium sp. corresponde a los Alphaproteobacteria comprometido en la
formacion de los nddulos radicales en Lupinus alopecuroides. Finalmente, se realizo
un esfuerzo extraordinario para tratar sobre la diversidad de bacterias en los nédulos
radicales del Lupinus alopecurodies, se analizé la diversidad utilizando métodos
dependientes del cultivo y mediante metagendmica. Mientras que solo se aislan 14
géneros diferentes con el primer método, la metagendmica permitio identificar 200
géneros, el trabajo de investigacion realizado tiene una continuacion social que les
interesara de gran manera a los campesinos de los Andes. Es previsible que la labor
realizada sirva para mejorar las situaciones econémicas y sobre todo alimentarias de
las comunidades. Con los datos obtenidos podrian definirse diferentes formulaciones
de muchos bioinoculantes para poder empleos en la reparacion de suelos de escasa

fertilidad o reparar aquellos que persistido en descanso.

Palabras clave: Lupinus alopecuroides, rizobios, endosimbidticas, 16S rRNA,

metagendmica, Bradyrhizobium sp.
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ABSTRACT

Lupinus alopecuroides is a legume native to high Andean areas, of great importance.
This crop has advantageous characteristics in the agricultural sector, due to the
microflora associated with it. There are few studies that address the microorganism -
plant interrelation in the Ccera. In the present work it was proposed, first, with the
isolation of the rhizobia from radical nodules of Lupinus alopecuroides grown in the
high Andean zone of Castrovireyna - Huancavelica. And the identification of
endosymbiotic bacteria of radical nodules of Lupinus alopecuroides by means of the
16S Rrna gene, was carried out by molecular techniques, so that the essential
amplification and sequencing of the 16S rRNA gene, has allowed Bradyrhizobium sp.
corresponds to the Alphaproteobacteria involved in the formation of radical nodules
in Lupinus alopecuroides. Finally, an extraordinary effort was made to deal with the
diversity of bacteria in the radical nodules of Lupinus alopecurodies, diversity was
analyzed using culture-dependent methods and by metagenomics. While only 14
different genders are isolated with the first method, the metagenomics allowed 200
genders to be identified, the research work carried out has a social continuation that
will be of great interest to the peasants of the Andes. It is foreseeable that the work
carried out serves to improve the economic and especially food situations of the
communities. With the data obtained, different formulations of many bioinoculants
could be defined to be able to use jobs to repair low fertility soils or repair those that

persisted at rest.

Key words: Lupinus alopecuroides, rhizobia, endosymbiotics, 16S rRNA,

metagenomics, Bradyrhizobium sp.
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INTRODUCCION

En la regién Suni o Jalca de los Andes peruanos, localizada entre los 3500 y 4100 m
sobre el nivel del mar, los campesinos contintian con sus practicas agricolas heredadas
de sus antepasados para sus diferentes cultivos agricolas que teniendo pequefias y
también dispersas chacras. Cuyas extensiones de sus chacras son pequefias (80 - 1000
m?) que, por lo general, se afirman en suelos superficiales, en donde la sostenibilidad
y la dinamica de su fertilidad natural es muy débil. Los campesinos suelen sembrar
con semillas propias de su comunidad, y se también abonan con estiércol de sus
ganados, especialmente el del ovino, y no utilizan riego tecnificado en casos

mayoritarios.

Generalmente estos suelos se encuentran en pendientes pronunciadas y son de baja
fertilidad, lo que hace que los campesinos realizan rotacion de sectores de siembra,
porque los suelos pierden rapidamente su capacidad productiva; lo que nos induce
buscar estrategias que permitan restablecer la fertilidad del suelo y seguir logrando

cosechas para la seguridad alimentaria de las familias campesinas.

Las leguminosas como el Lupinus spp. son los mejores aliados para restablecer la
capacidad productiva de los suelos. Dada su abundancia de Lupinus alopecuroides en
la region Suni y Jalca de Castrovirreyna, nos propusimos a conocer el endosimbionte

de la planta que permite la formacidn de nddulos y fijacion del N atmosférico.

En esta Memoria de ingeniero, en primer lugar, se presenta las bacterias
endosimbioticas aisladas de nddulos radicales de Lupinus alopecuroides obtenidas con
cultivo dependiente y en segundo lugar se presenta la lista de bacterias endosimbidticas
obtenidas mediante el método independiente de cultivo celular, obtenidos mediante
técnicas moleculares, de manera que la amplificacion y secuenciacion del gen esencial
16S rRNA, ha permitido establecer que Bradyrhizobium sp. es la Alphaproteobacteria
responsable de la formacion de nddulos en Lupinus alopecuroides y que por
limitaciones econémicas no se ha llegado completar a identificar a nivel de especie.
Sin embargo, tiene una prolongacion social de gran interés para los campesinos de
Castrovirreyna, porque Lupinus alopecuroides seria la fuente mas barata para
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restablecer la capacidad productiva de dichos suelos, ya que repercute en la seguridad
alimentaria y economica de las familias. Asimismo, en el futuro las bacterias halladas
se podrian emplearse para en diferentes bioinoculantes para el empleo en la reparacion
de suelos que tiene escasa fertilidad o renovar aquellos que siempre permanecido en
descanso cada cierto tiempo después de las cosechas.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

El tarwi, ccera, chocho o lupino (Lupinus alopecuroides.) es una leguminosa, su
centro de origen se halla en los Andes y crecen en los diversos nichos ecologicos
como Castrovirreyna-Huancavelica. Alguno de los parientes de lupino se cultiva
desde la epoca prehispanica (Lupinus mutabilis) que tiene también relevancia
gastronomia algunos de los géneros de lupinus, debido a su alto contenido en
proteinas y otras bondades. Por otro lado, el tarwi sea silvestre o domesticada, es
una planta de interés por poseer potencial nutritivo, medicinal, insecticida,
ornamental, biocombustible, contribuye al restablecimiento de suelos degradados

y se emplea en biorremediacion.

En la zona andina, debido al cambio global, los suelos de la region Suni y Jalca,
que antafo se destinaban principalmente a la produccion de pastos naturales y a
la crianza de camélidos, actualmente, vienen siendo incorporando para uso
agricola. La mayoria de estos suelos se encuentran en pendientes pronunciadas,
por lo que pierden rapidamente su capacidad productiva. Asimismo, la tendencia
actual de la promocion de Huancavelica Organica induce a desarrollar
estrategias de adaptacion tanto al cambio global como a las actividades de impacto
que desarrollan los campesinos en el entorno local en la produccion de sus

cosechas, al poner en uso los suelos fragiles (suelos de proteccion).

17
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Las experiencias sobre restablecimiento de suelos indican que las leguminosas
como Lupinus spp. son los mejores aliados para el restablecimiento de la
capacidad productiva de los suelos, debido a sus diversas bondades: mejor
adaptadas para la revegetacion de suelos degradados, poseen capacidad para fijar
nitrégeno atmosférico mediante simbiosis Bradyrhizobium - Lupinus. Ademas,
son tolerantes al estrés abidtico como: sequia, suelos &cidos, nitratos, salinidad y
metales pesados.

Los rizobios que nodulan al lupino como simbionte comin y grupo dominante
corresponden al género Bradyrhizobium; sin embargo, se han encontrado otros
géneros bacterianos como simbiontes, tales como: Microvirga, Rhizobium,
Brevibacillus y Ochrobactrum, Phyllobacterium. Cabe indicar, que Lupinus
alopecuroides es una de las especies de leguminosas mejor adaptadas a las
condiciones de la region Suni y Jalca (sobre los 4000 msnm), pero, aun se
desconoce su simbionte.

Por otro lado, esta planta tiene un potencial para su uso en el futuro, sea como
planta medicinal, insecticida, ornamental, biocombustible, restablecimiento de
suelos degradados y en la biorremediacion, de alli el interés por conocer el

endosimbionte mediante técnicas moleculares.
Formulacién del problema
¢Qué especie de rizobios es el endosimbionte de Lupinus alopecuroides crecidas

en zonas alto andinas de Castrovirreyna-Huancavelica?

Objetivos:
1.3.1. Objetivo general

Evaluar los rizobios de nddulos radicales de Lupinus alopecuroides

crecidas en zonas alto andinas de Castrovirreyna-Huancavelica

18
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1.3.2. Objetivo especifico:

> Aislar los rizobios de n6dulos radicales de Lupinus alopecuroides.
> Identificar las bacterias endosimbidticas de nddulos radicales de Lupinus
alopecuroides mediante el gen 16S rRNA empleando el método

dependiente e independiente de cultivo celular.

Justificacion
Cientifico
La presente investigacion permitio, ademas de conocer el endosimbionte de

Lupinus alopecuroides, generar protocolos validados para estudios de diversidad

de rizobios en otras leguminosas de interés agropecuario.

Socioeconémico

Actualmente, la poblacién requiere con urgencia alimentos producidos
ecoldgicamente, porque se ha desvirtuado la produccion de alimentos a base de
sobre uso de agrotdxicos, posiblemente ante esta necesidad desde las oficinas del
Gobierno Regional de Huancavelica, se promueve convertir a Huancavelica como
primera regién organica del Peru Organica, cuyas bases de produccion se
encuentra en las chacras andinas, por lo que es de urgencia contribuir en generar
propuestas sostenibles a fin de lograr mejores ingresos por la venta de las cosechas
saludables y ademas de reducir los gastos que ocasionan al agricultor por la

compra de los fertilizantes sintéticos y pesticidas.

Ambiental

El lupino, como abono verde, se convierte en una especie con grandes cualidades
para el restablecimiento de la fertilidad natural de los suelos de las chacras
campesinas de la regién, por tanto, contribuira en el ahorro de energia fésil
(petroleo) y pesticidas, asi como también en la reduccion de la contaminacion del

ambiente.
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1.5. Limitaciones

En el transcurso de la ejecucién del proyecto de tesis se presentaron limitaciones:

e La falta de recursos economicos. El apoyo del programa 066 de nuestra
casa superior de estudios, no fue suficiente.

e La falta de programas bioinformaticas para el procesamiento de datos.

® | a calidad del internet con que cuenta nuestra Universidad es limitante

para procesar datos de secuencias numerosas

20
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CAPITULO II
MARCO TEORICO

Antecedentes

Lupinus es una planta con alto potencial nutritivo, ornamental, insecticida y
medicinal. Por estas y otras bondades fueron empleadas desde nuestros ancestros
como parte de su dieta diaria y usos en la vivencia campesina (Gladstones, 1984;
Gladstones, 1998; Camarena et al., 2012; Chirinos-Arias, 2015).

El lupino establecido como abono verde incorporada al suelo al estado de
floracion, aporta entre 36 a 66 t/ha de abono verde, o 7 a 11,69 t/ha de materia
seca y, aporta entre 288,4 a 501,12 kg de N por ha. Convirtiéndose de esta manera

en una alternativa agroecologica (Barrera, 2015).

Las leguminosas del género Lupinus tienen como simbionte comun al grupo
dominante del género Bradyrhizobium (Barrera et al., 1997), sin embargo,
utilizando secuencias del gen 16S rRNA se han encontrado otros géneros
bacterianos como simbiontes de Lupinus, con una identidad del 99%, entre ellos:
Microvirga zambiensis strain WSM3693 (Banasiewicz et al., 2016). Asimismo,
en nodulos de Lupinus montanus se han identificado tres géneros de bacterias:
Rhizobium sp., Pseudomona ssp. y Brevibacillus sp. y no se identificaron al género
Bradyrhizobium sp (Corona et al., 2006); igualmente, se ha confirmado la
nodulacién y Ochrobactrum lupini en el Lupinus albus (Trujillo et al., 2005) y
Lupinus albus, Trifolium repens por Phyllobacterium trifolii (Valverde et al.,
2005).
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En el distrito de Corongo - Ancash, en diez especies del género Lupinus L.
subtomentosus C.P. Sm, L. mutabilis Sweet., L. brachypremnon C.P Sm, L.
carazensis Ulbr., L. lindleyanus J. Agardh, L. affmutabilis, L. eriocladus Ulbr, L.
aridulus C.P. Sm, L. weberbaueri Ulbr., L. paniculatus Desr, (Lezama, 2010)
reportd sus correspondientes bacterias simbidticas, siete de las cuales pertenecen

al género Bradyrhizobium y tres a Mesorhizobium.

Igualmente (Arone et al., 2013), al evaluar las bacterias endosimbiontes en
nodulos radiculares de Medicago hispida mediante el gen 16S rRNA y otros,
genes como atpD, gInll, recA y nodC encontr6 como endoéfitos a los géneros
Kaistia, Pseudomonas, Achromobacter, Stenotrophomonas, Xhanthomonas,
Sphyngopyxis, Duganella y Rheinheimera. Estos resultados muestran que el
analisis de la comunidad bacteriana dentro de los nédulos es esencial para mejorar
nuestro conocimiento sobre las poblaciones bacterianas endofitas como un paso
previo para estudiar las actividades y aplicaciones de endofitos en la agricultura,

la proteccion del medio ambiente y la biotecnologia.

Bases tedricas
2.2.1. EIl Lupinus

El género Lupinus es diverso, se distribuye en diferentes partes del mundo
incluyendo América del Sur, Europa y Australia (Coloma, 2009; FAO,
2010) y comprende alrededor de 200 especies que crecen en un amplio
rango de condiciones ecoldgicas, tales como en suelos acidos pobre de
nutrientes y en climas aridos (Gladstones, 1984; Gladstones, 1998). Por su
amplia distribucion, el tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) es conocida
comunmente en las distintas lenguas y culturas. En Aymara: tauri
(Bolivia); quechua: tarwi, tarhui (Bolivia, Peru), chuchusmuti (Bolivia),
chocho, chochito (Ecuador y Norte del Pert), chuchus (Bolivia), ccequella
(Azangaro Pert); Castellano: altramuz, lupino, chocho; inglés: Andean

lupine, Pearl lupin (Jacobsen y Mujica., 2006).
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2,241,

2.2.1.2.

El Lupinus como abono verde

La influencia y exigencia del mercado a la vida de los campesinos
andinos, vienen induciendo producir cosechas apartadas de su
propia cosmovision y en su afan de producir mas, vienen
descuidando las précticas agronémicas tradicionales, pasando a la
sobreexplotacion de las chacras empleando tecnologias importadas
e inadecuadas, causando con el correr del tiempo el deterioro y
empobrecimiento del suelo, lo que se ha traducido en la baja
fertilidad y escasa produccion de cosechas (Hernandez et al.,
1996). Frente a los suelos degradados, es necesario encontrar
alternativas sostenibles a fin de restableces la capacidad productiva
de las chacras, siendo una de ellas el empleo de los abonos verdes
(Garcia-Hernandez, 2010).

La planta de tarwi, como abono verde, se emplea en plena floracion
para recuperar suelos pobres, cansados, esquilmados, carentes de
nutrientes y de materia organica, y tiene buenos resultados en las
cosechas, porque mejoran considerablemente la cantidad de
materia organica, estructura y retencion de humedad del suelo;
ademas, aporta cantidades superiores a 100 kg de N por ha (Barrera
et al., 1997). Ademas, debido a sus raices pivotantes el tarwi
incrementa la infiltracion del agua en el suelo y disminuye la
velocidad de escurrimiento en terrenos en pendiente (Saravia,
2015). En el caso del tarwi silvestre, cuando las plantas llegan a la
madurez, las hojas se secan y caen al suelo, éstas al ser
incorporadas se descomponen con la humedad, formando un
mantillo café oscuro, que servira como nutrientes para la proxima
campafa agricola, practica empleada desde épocas preincaicas
(Jacobsen y Mujica, 2006).

El Lupinus como biocombustible
Los troncos secos del Lupinus sean cultivadas o silvestres se

emplean como lefia desde tiempos antiguos. Las familias
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2.2.1.3.

2.2.1.4.

campesinas trasladan estos tallos de la chacra a la vivienda y lo
emplean como lefia. El tallo seco, posee gran cantidad de celulosa
y alto poder calorifico, por lo que se emplea como biocombustible
(Jacobsen y Mujica, 2006; Sato et al., 2010). Asimismo, las cenizas
producto del quemado de los tallos secos de tarwi constituyen un
excelente repelente de insectos chupadores, rapadores,
perforadores y cortadores de plantas tiernas en los cultivos andinos
(Jacobsen y Mujica, 2006).

Lupinus en la biorremediacion

Las diferentes especies de Lupinus se pueden emplear en la
fitorremediacion, porque tienen la capacidad de extraer y secuestrar
metales pesados. Igualmente, el Lupinus se emplean en la
fitoestabilizacion (Vazquez et al. 2006; Dary et al., 2010), asi como
también en la fitoextraccion y fitoacumulacion de metales pesados
(Pastor et al., 2003; Vara Prasad y de Oliveira Freitas 2003;
Zornoza et al., 2010), se han reportado también que el Lupinus se

puede emplear en la captacion del Hg (Paisio et al., 2012).

El Lupinus y su uso en la sanidad

La planta de lupino (Ccera) en la vivencia campesina es medicinal,
porque presenta compuestos fitoestrogenos no esteroidicos como
las isoflavonas, las cuales poseen anillos fendlicos que se unen a
los receptores de estrogeno (Galvez et al., 2008), como tamoxifen,
usado para el tratamiento de cancer de mama (Davies et al., 2013),
por lo que ayudaria a la prevencion de cancer. Asi como de
enfermedades cardiovasculares, osteoporosis y  sintomas
menopausicos (Galvez et al., 2008). En las hojas como en las
semillas de tarwi se han probado la actividad del extracto acuoso y
etanolico observandose la actividad antileishmanial (Leishmania
sp.) y antitripanosomial (Trypanosoma cruzi) (Huaman et al.,
2013).
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Por otro lado, debido a su contenido en alcaloides, el tarwi se
siembra a menudo como cerco vivo 0 para separar parcelas de
diferentes cultivos, aspecto que actla como repelente o evita el
dafio que pudieran causar los animales. Asimismo, los suelos que
en la campafia anterior hayan sido sembrados con tarwi e
incorporados, disminuyen significativamente el nimero de nédulos
de nematodos (Nacobus, Globodera) en el cultivo de la papa, esto
debido a la presencia de alcaloides (esparteina, lupinina,
lupanidina, etc.) que contiene el tarwi, los que controlan la sanidad
de las plantas (Jacobsen y Mujica, 2006; Saravia, 2015).
Igualmente, los alcaloides (esparteina, lupinina, acido lupinico,
lupinidina, entre otros), son toxicos y otorgan un sabor amargo a la
planta y dificultan su consumo directo por los humanos (Jacobsen
et al., 2006), pero se emplean estos alcaloides para controlar
ectoparésitos y parasitos intestinales de animales domésticos.
Ocasionalmente, los agricultores utilizan el agua de coccion del
tarwi como laxante y como biocida en el control de plagas de las

plantas (Gross y Tuesta, 1977).

2.2.2. Lupinus alopecuroides
Lupinus alopecuroides llamado chocho, sacha o rabo de zorro; es un
arbusto pubescente con inflorescencia grande y vistosa, crece sobre los
4000 m en zonas humedas y frias (Barney, 2011). Es una planta perenne,
herbacea, de 60-100 cm de altura, erecta no ramosa; tallo muy corto,
grueso, fistuloso, lanoso-pubescente y velloso, pelos de 3-8 mm de largo.
Hojas densamente reunidas en la base, largamente pecioladas, abundante
y densamente vellosas por ambas caras; estipulas lanceolado-lineares, de
40-50 mm de largo. Presenta inflorescencias en racimos de 20-30 flores,
muy densamente dispuestas en el eje de un solo internudo, de 10-30 mm
de grosor. Su fruto en legumbre mide 45 mm de longitud y 7 mm de

anchura, de color palido-rojizo, densamente lanoso-velloso, con pelos de
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color blanco lechoso; cuatro o cinco 6vulos; semillas de 3 mm de longitud
y 2 mm de anchura, rojo-negruzcas, sin manchas (Jussie, 1792).

EL Lupinus alopecuroides pertenece al género Lupinus de la subfamilia
Faboideae y de la familia Fabaceae que corresponden al orden Fabales,
clase Magnoliopsida y a la division: Magnoliophyta (Coloma, 2009;
FAO, 2010).

2.2.3. Simbiosis de rizobio-leguminosa y su aporte de N>

La fijacion biolégica del Nitrogeno (FBN) es el proceso responsable para la
reduccion del N2 a amonio (NHz) (Franche et al., 2009), y es llevado a cabo
por microorganismos diazétrofos, particularmente por bacteria y arquea
(Dixon y Kahn, 2004). La enzima encargada de la fijacion del N2 es la
nitrogenasa que constituye, tipicamente, de la ferroproteina (Fe-proteina
nitrogenasa reductasa,) asi como también de molibdoferroproteina (MoFe-
proteina, nitrogenasa). Cuando no se encuentra la disponibilidad del
molibdeno en el medio, las bacterias como Rhodobacter capsulatus o
Azotobacter vinelandii incitan a la sintesis de las nitrogenasas alternativas
los cuales contienen hierro o vanadio en remplazandole al molibdeno (Rubio
y Ludden, 2008; Dixon y Kahn, 2004; Bellenger et al., 2008;).

También se estima que el importe total del N que se afiade al suelo es de
unos 275 millones de toneladas métricas por afio, por lo cual 30 son de
causadas por la naturaleza, como erupciones volcanicas o también las
descargas eléctricas, 70 provienen de sintesis industrial debido a que
producen muchos fertilizantes nitrogenados por el proceso Haber-Bosch, y
175 es causan de la fijacion bioldgica del N (Galloway et al., 2008, De
Felipe, 2006). La fijacion biologica de N: es, por tanto, un proceso de
enorme interés en el ciclo biogeoguimico del N en la naturaleza a si repone
el contenido de N total en la biosfera y asi indemniza las que se pierden por
causa de la desnitrificacion (Philippot et al., 2007). Como ejemplo, baste
decir que el empleo de alfalfa como cultivo en rotacion incorpora al suelo
entre 127 y 500 kg de N/ha/afio (Altieri y Nicholls, 2000). El manejo de
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2.2.4.

leguminosas constituye, por lo tanto, una forma de disminuir la utilizacion
de los fertilizantes nitrogenados, lo que provoca una disminucion reveladora
en los términos econdmicos como tambien en la contaminacion ambiental.

Las bacterias del orden Rhizobiales, conocidas genéricamente como
rizobios, son a-Proteobacterias, Gram-negativas, que pertenecen a los
géneros  Rhizobium,  Ensifer  (Sinorhizobium),  Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium, Blastobacter,
Methylobacterium, Devosia, Phyllobacteriumy Ochrobactrum (Sawada et
al., 2003; Willems, 2006; Zakhia y de Lajudie, 2006; Velazquez et al., 2006;
Graham 2008). Estos rizobios estimulan en las raices de las plantas
hospedadoras en la formacion de los nddulos, que son los 6rganos donde
tiene lugar el proceso de fijacion de N.. La mayoria de los rizobios forman
los nodulos en las raices, aungue en caso del Azorhizobium los origina tanto
en las raices como también en los tallos del Sesbaniarostrata, y
Phyllobacterium forman las hojas generalmente en plantas que pertenecen
a las familias Rubiaceae y Myrsinaceae. Ademas de los rizobios, existen
otras bacterias capaces de fijar nitrogeno en simbiosis con leguminosas,
como son las la B-Proteobacterias de los géneros Burkholderia y Ralstonia
(Veldzquez et al., 2006, Bontemps et al., 2010, Elliot et al., 2010).

En el interior de los nodulos, los rizobios se transforman en células
especializadas, los bacteroides, que se caracterizan por sintetizar la enzima
nitrogenasa que es la que reduce el N2 a amonio (NHs+). Estudios de campo
han demostrado que L. mutabilis es capaz de fijar alrededor de 200 kg de

nitrégeno por hectarea (Altieri y Merrick, 1994).

Comunidades microbianas que se encuentran el suelo

El suelo es una entidad vivo, ininteligible como también heterogéneo, que
su variedad se convierte en distintos microhabitats que colonizan los
microorganismos en una estrecha asociacion que son las particulas del suelo
como otros mecanismos del mismo (Daniel, 2005; Foster, 1988; Mocalli y

Benedetti, 2010). En el suelo encontramos el habitad de la mayor riqueza en
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especies como el de los hongos, algas, protozoos y bacterias (Siciliano,
2001; Buée et al., 2009; Usher et al., 1979; Giller, 1996; Germida y
Anderson, 1975). Estas algas como las bacterias son mas abundantes y muy
diversas, probablemente por su capacidad de crecer rapidamente ya que
poden utilizar una mayor variedad de los compuestos como lo son las
fuentes nitrégeno y carbono. El dinamismo y ecologia de las poblaciones
microbianas que conforman las comunidades edéficas se conmueven por las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo por los mismos organismos
(Hinsinger et al., 2009; Stotzky, 1989).

La fase sélida y el volumen, del suelo ocupa un aproximado del 50%, y lo
restante es ocupado por las fases gaseosa como también la fase liquida
(Jordan, 2005). Por lo cual la fase sélida lo conforman las particulas de
arena, limo y arcilla de distintos tamafios, y la materia organica originario
de los residuos vegetales, animales y los microorganismos que se
encuentran en diferentes fases en descomposicion, y también la microbiota
viva (Dennis et al., 2008; van Elsas et al., 1998). En caso de la fase acuosa,
encontramos las sustancias organicas y como también las inorganicas que
se aprovechan como nutrientes o pueden ser inhibidores de
microorganismos, estd diluida y se encuentra disponible de forma
interrumpida en el suelo, exclusive se encuentra saturado. Y los espacios
que, no ocupado la fase acuosa, se satura con aire y otros gases (O2, COg,
CH4, CO, NOX), los &cidos grasos con cadena corta, aldehidos, alcoholes o
también compuestos aromaticos, que son unos desplazados por otros,
dafando a la estructura y el dinamismo de los microorganismos. Las
concentraciones del O, como del CO, es variable en el suelo ya que
dependen de la temperatura como de la humedad (He Singer et al., 2009),
también el contenido de la materia organica (Revut, 1964y Abrosimova), lo
mismo en la profundidad del suelo y el tipo de cultivo (Buyanovsky y
Wagner, 1983).

Las diversidades de comunidades bacterianas edaficas son enormes por lo

que en un gramo de suelo se pudria contener entre 1 x 10% y 1 x 10° muchas
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especies Unicas de bacterias (Gans et al., 2005, Torsvik et al., 2002, Tringe
et al., 2005, Fierer et al., 2007). La Microbiologia actual se encuentra en un
desafio para estudios de diversidad de la vida microbiana y el papel que

juegan los microbios en el suelo son todavia muy poco conocido.

Los factores que afectan su desarrollo de la comunidad bacteriana edafica
(Stotzky, 1989)

Factores Medidas
Carbono y nitrégeno.

Genética de los microorganismos.
Bioldgicos y nutricionales Factores de crecimiento.
Nutrientes minerales
Interacciones entre los microorganismos.
pH.

Temperatura.

Composicién atmosférica.
Radiacion electromagnética,
Presion.

Potencial rédox.

Conductividad.

Composicidn ionica.
Disponibilidad hidrica.

Fisicos Superficie.

Relaciones espaciales.

Fisico-quimicos

Quimicos

Empleando los métodos dependientes de cultivos se han descrito entre
0,001-0,1% de los microorganismos del agua de mar, 0,25% de las aguas
dulce, 0,25% de sedimentos y por ultimo 0,3% de microorganismos de los
suelos (Singh, et al., 2008; Amann, et al., 1995). Esto involucra que la gran
mayoria de bacterias no se pueden cultivar y por consecuentemente, pocas
conocidas para el hombre. Por ello se deba al desconocimiento de sus
requerimientos nutricionales y también fisiolégicos para su buen
crecimiento que no permita facil cultivo en los medios usuales que se
utilizan en el laboratorio (Rondon et al. 1999; Ovreas y Torsvik, 1998; Peix
etal., 2011).
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2.2.5. Importancia de los microorganismos que se encuentran en el

suelo

Bacterias y hongos son esenciales para el funcionamiento fundamental de
los ciclos biogeoquimicos y como también la transferencia de la energia a
los niveles principales de las cadenas troficas (llustracion 1). Tanto en el
suelo natural lo mismo en el agricola, son imprescindibles los
microorganismos para su mantenimiento y su empleo ya que estan
implicados en los ciclos del C, S, P y, N e intervienen en procesos
principales como es la formacion estructural del suelo, descomposicion de

la materia organica y la supresion de toxinas (van Elsas y Trevors. 1998).

Red alimenticia del suelo

e ﬁ: /_\
7] Artrépodos
Trituradores
Nematodos
Comedores
/’ de raices

Artrépodos

Depredadore

Nematodos \
Comedores de

hongos y bacterias.

. Nematodos
/—N Depredadores

‘Hongos
Sapréfitos

y formadores

de micorrizas,

‘ = Yo »
= . ——\ 5
Materia organica * \_/ Protozoos
Restos, residuos . & Amebas, flagelados y ciliados Mamiferos y
y metabolitos de plantas, L otros vertebrados
animales y micrébios. Bacterias

llustracion 1. Red alimenticia en el suelo.

Fuente: http://soils.usda.gov/sqi/concepts/soil_biology/images/A-3.jpg.
Los microorganismos, tienen una funcion definitiva para defender de las
enfermedades, en desarrollar el crecimiento de las plantas, y en cambios de
la vegetacion (Doran et al., 1996), el cual ayudan al sustento de la calidad
del suelo en los sistemas agricolas (Kennedy et al., 1995). Las
caracteristicas microbianas del suelo mostrar cambios en la degradacion de
los recursos, pérdida del suelo, y contaminacion pueden representar cifras
importantes que se conoceria de impacto ambientales y antropogénicos
(DeLong y Pace, 2001, Pankhurst et al., 1996, Tiedje et al., 1999).
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2.2.6. Bacterias endofitas

Tomada literalmente, la palabra endofito significa: (adentro de la planta)
(endon, en griego, adentro de; phyton, planta) como (Bacon y White, 2000),
ya que endéfito es un microorganismo, aquellos que colonizan en los tejidos
vivos internos de algunas plantas, sin ocasionar ningun dafio negativo
inmediato ni efecto opuesto. De esta manera, dichas bacterias endéfitas se
les consideran como aquellas aisladas de tejidos de las plantas esterilizadas
superficialmente, también se extrae del tejido interno de las plantas, y que
no muestran sintomas perceptibles de enfermedades en dichas plantas
(Hallmann et al., 1997 y Kloepper et al., 1992). Estas bacterias se hallan
primariamente en los espacios intercelulares de tejidos y, en poca
frecuencia, intracelularmente y en los tejidos vasculares, lo que no causan
sintomas de las enfermedades (Hurek et al., 1994; Bell et al., 1995).

Bacterias como las enddfitas proceden de semillas (Mclnory y Kloepper,
1995), material vegetativo de la siembra (Sturz, 1995), en los tubérculos
(Trevet y Hollis, 1948), también en raices (Philipson y Blair, 1957), de igual
modo en tallos y las hojas (Henning y Villforth, 1940), se hallan en frutos
(Samish et al., 1961; Sharrock et al., 1991), en suelos rizosferico (Patriquin
et al., 1983) en la filosfera (Beattie y Lindow, 1995). Con la singularidad de
las bacterias que se trasmiten por las semillas (Mclnory y Kloepper, 1995),
que se encuentran dentro de la planta, los permisibles endofitos localizan a
su hospedador por electrotaxis, quimiotaxis, o encuentro accidental, y deben
establecerse primero la superficie de la raiz antes de enterarse a la planta.
En lo general, la introduccidn al interior de la planta se ejecuta a través de
grietas naturales como son las de las estomas de hoja o las lenticelas que se
encuentran en los tallos (Kluepfel, 1993), en las flores (Sharrock et al.,
1991), en heridas, en las uniones epidermales, también en puntos de
emergencia de raices laterales o por aberturas provocadas en la emergencia
de las raices. Las heridas de las plantas, producidas por los factores bi6ticos
0 abidticos, son posiblemente un factor muy importante el ingreso de las

bacterias end6fitas. Las heridas en las raices, ademas de facilitar una via de

31



entrada, también ocasionan favorables condiciones al liberar los exudados
radicales a la superficie, lo cual sirven como fuente energética para las
bacterias (Hallmann et al., 1997).

Se definen diversos tipos de endofitos (llustracion 2.). Los endofitos por
casualidad, también llamados endéfitos temporales, llegan a colonizan en
heridas producidas naturalmente. En cambio, los endofitos oportunistas
colonizan en el rizoplana consecutivamente, penetran a los tejidos internos
través de grietas formadas por emergencia en raices laterales de la planta y
también en el apice radical. Igual a los endofitos pasajeros, los endofitos
oportunistas se definen a invadir los tejidos de la corteza de la raiz. Los
endofitos competentes atacan al tejido vegetal, se adecuan al entorno
ambiental de la planta, pueden también colonizar diversas partes de la
misma forma y, mantienen el equilibrio integral con la planta hospedante,

inclusivamente cuando se encuentran en abundancia (Hardoim et al., 2008).

llustracion 2. Tipos de enddfitos. Color rojo: Enddfitos casuales, los colonizan en las
heridas producidas naturalmente. El Color azul: Enddfitos oportunistas, que colonizan la
rizoplana. Color amarillo: Endéfitos convenientes, los cuales invaden al tejido vegetal
(Hardoim et al., 2008).

En la consistencia de las poblaciones de bacterias endo6fitas son variable el
cual depende de especies bacterianas, las planta hospederas en su estado de
desarrollo y de sus condiciones medioambientales (Ladygina y Hedlund
2010, Hallmann et al., 1997). Por lo habitual, poblaciones bacterias son las
mas cuantiosos no en los tallos y hojas como en las raices (Hallmann y Berg,

2006). Las poblaciones de endofitos que estan en el mismo tejido se
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modifican con el tipo planta. (Kobayashi y Palumbo, 2000) hallaron
diferenciaciones entre 10? y 10° unidades formadoras de colonia por gramos
de raiz en la alfalfa, remolacha, maiz dulce, algodon, papa y. calabaza.

Diversidad bacteriana del suelo y sistemas de estudios

En cuanto a la diversidad en poblaciones de bacterias edaficas son enorme,
que en un gramo de suelo se puede encontrar entre 1 x 10% y 1 x 10° Gnicas
especies bacterianas (Gans et al., 2005, Torsvik et al., 2002, Fierer et al.
2007, Tringe et al. 2005).

Disertacion de diversidades bacterianas fundamentada en el método
dependientes de cultivo

constituye de diversos medios de cultivo de laboratorios para cultivar y
aislar bacterias (van Elsas et al. 1998). Se han prescrito una amplia
diversidad de medios de cultivo de tal forma que se puedan conseguir el
mayor numero de diferentes unidades formadoras de colonias. Para un
ambiente determinado, pero, se ha apreciado en numeros bacterianos que se
pueden aislarse de muestras ambientales no ha superado el 10% de los que,
en la realidad, conseguirse en ese entorno (Singh et al. 2008, Torsvik y
Ovreas 2002, Peix et al., 2011). En estas condiciones se han asociado a la
necesidad de reproducir, en el laboratorio, con las exigencias nutricionales
y condiciones fisico y quimicas que suceden en condiciones naturales. Las
permisibles toxicidades del medio, como la auxotrofia producida por la
pérdida de los nutrientes, el bajo crecimiento de las bacterias y lento por las
gue crecen mas rapido, es un problema al reproducirlas en condiciones del
laboratorio por la ausencia de sus ambientes habituales que se encuentran
en la naturaleza también se han apreciado como factores que delimitan el
cultivo bacteriano en condiciones de laboratorio (Stams et al., 2006, Schink,
2002, Water y Bassler, 2005). Las condiciones naturales, de comunidades
bacterianas evolucionaron en millones de afios de la seleccién natural y se
han determinado, de las multiples interacciones, numerosos consorcios

microbianos dificultosos de representar en manera artificial (Giovannoni et
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al., 2007, Keller y Zengler, 2004). Ya aisladas las bacterias en las
condiciones de laboratorio, su caracterizacion y su clasificacion taxonémica
se realizan con diversas técnicas, como son fenotipicas y genotipicas,
posteriormente, se procede a su conservacion y almacenamiento (Winters y
Winn 2010, Morales-Garcia et al., 2010).

Aun habiendo limitaciones, la utilizacién en medios de cultivo para el
aislamiento bacteriano es una instrumento Util e incrementada los métodos
independientes de cultivo para estudiar la fisiologia, genética microbiana y
bioguimica (Ben-Dov et al., 2009). Este método también sirve para ratificar
los datos procedentes de la observacion de técnicas ecologicas y para
justipreciar hipotesis originadas de estudios genomicos y también

metagenomica (Giovannoni et al., 2007).

Métodos independientes de cultivo para el estudio de la diversidad
bacteriana

La severa resistencia de la cadena de polimerasa, (PCR), es un método de
Biologia Molecular descrito por K. B. Mullis en los 1983 y 1986 siendo su
objetivo la obtencion de grandes nimeros de copias de determinado
fragmento de ADN dividiendo, Unica la copia de ese ADN (Mullis, 1990).
Ya que le interesaba la Ciencias Forenses, Medicina, Biotecnologia,
Biologia, entre otros K. B. Mullis gano el premio N6bel en Quimica el 1993.
En sus variados estudios acentlan la clonacion de ADN para su
secuenciacién, el estudio funcional de genes, la filogenia de ADN, el
analisis de los trastornos hereditarios, la identidad de huellas genéticas
utilizados en las técnicas forenses y la prueba de paternidad, el
descubrimiento y determinacion de enfermedades infecciosas. Usando el
termociclador, imprescindible para transportar a la PCR. La secuenciacion
de ADN, la funcién de polimerasas resistentes a altas temperaturas, también
los programas informaticos que aprueban las lecturas y manejos de datos
que suministra la secuenciacion, es fundamental para el empleo que se
realiza actualmente con la PCR. Es importancia para la realizacion de esta

practica el uso de cebadores (primers), oligonucleétidos sintetizados que
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2.2.8.

hibridan en regiones incrementada al ADN modelo que desea amplificar e
inician en la reaccion de la extension del ADN remplazando ADN

polimerasa.

El Gen 16S rRNA

El ARN ribosomal 16S (0 16S rRNA) es el componente de la subunidad 30S
de los ribosomas procariontes que se une a la secuencia de Shine-Dalgarno.
Los genes que lo codifican son conocidos como genes del 16SrRNA, y se
utilizan para la reconstruccion de filogenias debido a sus bajas tasas de
evolucion (Woese, 1987).

Pequefia subunidad que compone los ribosomas, esta codifica al gen 16S
rRNA (rrn16S), polirribonuclettido con aproximadamente 1500 pares de
bases (Woese y Fox, 1977; Woese, 1987; Amaral-Zettlera et al., 2008). El
gen conserva una serie de las caracteristicas que lo hace excelente para
emplearlo en identificacion bacteriana, como son:

1) La mantienen todas las bacterias, lo cual tiene una ocupacion comdn
en todas ellas.

2) En su secuencia presentan distinto grado de versatilidad en
diferentes regiones de moléculas de ADN, lo cual permite
asimilaciones con desemejantes niveles de la resolucion.

3) Se Traslada de forma vertical.

4) Y su longitud de secuencia permite su facil manipulacion “in silico”
Millones de secuencias de ADN se depositan de los genes 16S rRNA que
permite el andlisis comparativo en la Bases de Datos de este tipo de
secuencias. (Weisburg et al., 1991) son los primeros en disefiar el par de
cebadores con capacidad de amplificar en la secuencia completada del gen
16S rRNA en un extenso numero de las bacterias filogenéticamente
apartadas.

Hoy por hoy, se hallan una amplia coleccidn de cebadores que permiten la
amplificacién de distintos fragmentos del ADN del gen 16S rADN (; Kumar
et al., 2011, Guo y Milewicz 2003, Nossa et al., 2010).
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Asimismo, el gen rrnl6S, el operdn rrn esta formado por los otros dos genes,
rrn23S y rrn5S que recopilan las subunidades 23S y 5S de los ribosomas,
individualmente. En forma equivalente al gen rrnl16S, el rrn23S tiene
regiones almacenadas que se pueden utilizarse para la identificacion de
procariotas (Hunt et al. 2006). En los estudios del ADN intergénico entre
ellos los genes rrn16S y rrn23S (ITS) empleados ampliamente en la
taxonomia y filogenia molecular integro a su elevado grado de diferencias
incluso en especies coherentes, posiblemente debido a la escasa evolucion
que se ejercen sobre sus secuencias no utilizables.

Los ITS muestran una dominante heterogeneidad en tamafio y en sucesion
de su analisis compone una técnica es con alta resolucion que permite
determinar filogenéticamente a los segmentos de la comunidad o en una
poblacion bacteriana a las subespecies (Peix et al., 2011)

El ADN aislado de las muestras ambientales se han perfeccionado una serie
de técnicas moleculares para poder identificar los microorganismos y sus
estudios de biodiversidad. La electroforesis y los geles desnaturalizantes
(Muyzer et al., 1993) o pendientemente temperatura (Muyzer y Smalla,
1998), observaciones del polimorfismo de longitud de fragmentos de
limitacion (RFLP), lo mismo en el polimorfismo del fragmento terminal (T-
RFLP) (Liu et al., 1997) fueron utilizados en cuantiosos estudios de
biodiversidad. Demas otra metodologia, de analisis del polimorfismo de la
clasificacion de las cadenas sencillas de ADN (Schwieger y Tebbe, 1998)
genes determinados amplificado mediante la PCR proporcionan excelentes
consecuencias en los ADN analisados de los aislado a partir de muestras
ambientales (Smalla et al., 2007).

La Metagenomica

Ha cambiado radicalmente nuestro conocimiento la PCR, del mundo
microbiano por lo que ha reconocido el estudio de poblaciones bacterianas
gracias la obtencion del ADN de las muestras ambientales, fuera de la

necesidad de aislarlas y cultivarlas. La metagendmica se utiliza por primera
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vez en una investigacion que publico Handlesman et al. (1998), para relatar
un método que trataba de analizar una recopilacién de genes secuenciados
de un ambiental muestreado como si se fuera de un solo genoma.
Consecutivamente, Handlesman (2004) con Riesenfeld et al. (2004)
concretaron que la metagenoma como todo ADN que se pudiera hallar en
ambiental muestreados cual quiera que el ecosistema del quien se trate.
posteriormente, Chen con Pachter (2005) definen que la metagendémica
como el empleo de metodologias gendmicas modernas para su estudio
espontaneo de las asociaciones microorganismos en entorno natural donde
se encuentren, impidiendo asi la necesidad de aislar y cultivarlas cada uno
de las variedades de especies que forman la comunidad.

16S rRNA es el gen marcador molecular utilizado mas en los estudios de la
metagenomica para la identificacion de microorganismos llegan a ocupar un
ambiente definitivo. El problema que muestra el estudio de la metagenoma
es de aislamiento el ADN de muestras medioambientales. Esto se debe a la
presencia de compuestos inhiben la combinacion de los cebadores con el
ADN modelo, el dinamismo de la polimerasa, entre otros. Entre los cuales
los acidos humicos, nucleasas y metales pesados, convienen eliminarlos
durante este proceso del aislamiento y la purificacidn. Por ello, desarrollaron
muchos protocolos que han permitido la obtencion del ADN utilizando, en
mayoria de casos, los kits comerciales. De tal forma, la metagendmica
permiti6 conocer al metagenoma de las muestras ambientales como
numerosos el de los ambientes marinos (Jensen y Lauro, 2008, Sogin et al.,
2006), superficies mineras (Edwards et al., 2006), endofitos de la papa
(Manter et al., 2010), los suelos de forestaria (Uroz et al., 2010) y también
la rizosfera del maiz (Pereira et al., 2011). Asimismo, es posible saber el
metagenoma de la Buchnera, que es un endosimbionte de los afidos (Pérez-
Brocal et al., 2006) y asi como también bacterias intestinales (Gill et al.,
2006) también en la dentadura humana (Rudney et al., 2010).

Con relacion al sector agricola, la metagenémica permite explicar como, a
un con la presencia de patdgenos en el suelo, no desarrollan enfermedades.

También se contrasta en conceptos de suelos supresores, el cual se concreta
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como si el que no permite el progreso de las enfermedades por su presencia
de los microorganismos favorables que anulan la emanacion del patdgeno
(Van Elsas et al., 2008). El resultado puede varia de acuerdo a compuestos
inhibitorios implicados en el crecimiento, antibidticos, y otros. El cual
sintetizan los microorganismos en el suelo (Van Elsas et al., 2008).

2.3. Bases conceptuales

23.1

2:8.2:

. Nodulos de Lupinus alopecuroides.

Los nddulos de Lupinus alopecuroides son un desarrollo indeterminado, y
el por lo cual mantienen uno de los meristemos activos. Pero, sin embargo,
no exponen las caracteristicas propias de nddulos indeterminados son de:
caracter cilindrico, de un meristemo apical, y en el lugar de infeccion,
muestra un gradiente con direccion desde el inicio del meristemo hasta el
pie del nddulo. Por este conocimiento, clasifican como un subtipo
especifico y unico designado ndédulo lupinoide (Gonzélez-Sama, et. al.,
2006).

En los nédulos jévenes los meristemos, compuesto por células enquistadas
y no enquistadas, se localiza envolviendo a la zona enquistada. Conforme
los nddulos maduran el lugar meristematico queda reducida a la region
basal-lateral, y el nddulo sigue con su creciendo, rodeando totalmente a la
raiz, tiempo en que decae su desarrollo. EI nédulo maduro del lupino esta
formado por zonas infectadas. la corteza presenta caracteristicas
estructurales unicas. La zona central nodular corresponde a la region
infectada y, a discrepancia de mayoria de nodulos de leguminosas,
constituyen Unicamente por células infectadas (Gonzalez-Sama, et. al.,
2006).

Lupinus alopecuroides crecidas en zonas alto andinas

Es una planta propia de tierra fria y subparamo. En Castrovirreyna lo
encontramos superior a los 3950 m sobre el nivel del mar, Se dice que es

la reina de los "Lupinus" en la alta montafia. En las zonas alto andinas en
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las regiones jalca y puna crece el Lupinus alopecuroides, siempre lo pude
ver desde mi infancia has hasta ahora; crecer, echar flores, formar frutos y
hasta recoger como combustible cuando se seca. Al respecto, Hurtado
(2012), sugiere que son dos géneros los "verjonensis® y los
"alopecuroides” porque son tan distintos en las hojas y sobre todo en la
inflorescencia. La flor del "alopecuroides™ es una mazorca alargada y
puede alcanzar medio metro. De la mazorca brotan unas florecitas azules
que se convierten en una especie de algodén blanco que cubre todo el
cuerpo de la flor; de esta manera la mazorca queda convertida en un copo
blanquisimo. Y si este "Lupinus™ crece en medio de las formaciones
redondas y duras que son los cojines, el espectaculo vegetal puede ser, lo
aseguro, el mas bello del mundo (Hurtado, 2012).

Rizobios en los nddulos de Lupinus alopecuroides

El género de las leguminosas como el del Lupinus forman simbiosis con
bacterias con los del género Bradyrhizobium en los nddulos
indeterminados de forma lupinoide. La infeccion tiene lugar via
intercelular (Gonzalez-Sama et al., 2006). Las raices de la planta se
comunican intricadamente con las bacterias en su estadio de vida libre,
produciéndose la nodulacion de las raices, en las cuales la bacteria se
multiplica. En los nddulos de las raices de leguminosas la bacteria inicia
la conversion bioldgica del nitrégeno inerte del aire (N2) a amoniaco y
aminodacidos dentro de los noddulos. Este proceso requiere de energia que
obtiene de la planta (Pommeresche & Hansen, 2017). Invaden la célula
subepidérmica despreciable del pelo radical las bacterias, y mediante
sucesivas segmentaciones de células infectadas y no infectadas que las
rodean se forman los primordio nodulares. La reparticion de las células
enquistadas son peculiaridad de estos nddulos. MAP-quinasas,
Glicoproteinas, citoesqueleto y aldehido oxidasas, genes inhibidores
mitotico ccs52A estan comprometidos a etapas iniciales de la nodulaciéon

y en el proceso de los nédulos (Gonzalez-Sama et al., 2006).
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2.3.4. Factores que afectan la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)

en el Lupinus alopecuroides

La FBN representa un ahorro importante de nitrégeno del suelo (Cicore et
al., 2005). Esta caracteristica es muy ventajosa ya que con pequefias
cantidades de fertilizantes nitrogenados es posible obtener altos
rendimientos, con el derivado impacto econdémico y ecolégico (Garcia et al.,
1996). Sin embargo, para que ocurra una eficiente fijacion, las raices deben
interactuar en el suelo con cepas compatibles de Rizobios, por lo que los
factores que afecten el crecimiento de las raices o la actividad de la planta
hospedera, como las condiciones del suelo y factores ambientales, afectan
la formacion de nodulos y, por tanto, limitan la simbiosis y la FBN
(Alexander, 1980; Hungria & Neves, 1987; Graham, 1990; Garcia et al.,
2003).

Las altas temperaturas inhiben la FBN y la nodulacion puede fallar si las
temperaturas del suelo alcanzan 40 °C o mas en los primeros cinco cm de
profundidad, temperatura que mata a muchas bacterias reduciendo su
poblacion en el suelo. Las altas temperaturas también inhiben la formacion
de pelos radicales (Hungria y Vargas, 2000). En otra parte, se reporta la
disminucion en la FBN cuando la concentracion de humedad en el suelo es
de bajo al 50% de agua util (Serraj et al., 1995), debido a que la tolerancia
a la sequia es influenciada por la capacidad de las plantas para captar el agua
del suelo, las leguminosas de raices profundas lo extraen de mayores
profundidades para mantener su potencial hidrico y evitar una reduccion en
el indice de FBN (Valles et al., 2003). Desde el punto fisioldgico, diversos
estudios consideran que una de las principales limitantes del proceso de
FBN es la disponibilidad de fotosintatos hacia los nddulos (Mahon, 1977;
Hungria y Franco, 1988), por lo que consume de tres a cuatro veces mas
energia metabdlica que la absorcion y asimilacion de nitrégeno mineral.
Durante algunos periodos de crecimiento activo de la planta, del 30 al 50%
de los carbohidratos producidos en la fotosintesis neta diaria son

consumidos por las raices noduladas. Con respecto al suelo las limitaciones
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2.4,

por acidez son importantes, la supervivencia en un medio de pH bajo y
cambios quimicos en el suelo causados por acidez alta, como una alta
proporcién de aluminio y hierro-manganeso. En suelos &cidos disminuye la
disponibilidad de fésforo, Molibdeno y hay deficiencia de Calcio, esto
conlleva a que la acidez afecta las primeras etapas del proceso de infeccion
para la nodulacion (Giller y Wilson, 1991). Por otro lado, la magnitud de
dicho transcurso se reduce cuando el cultivo se expone en ambientes con
superior disponibilidad de los nitratos (NOz -) (Imsande, 1989), existiendo
un efecto inhibitorio del nitrato sobre la FBN, ya que la FBN resulta mas
costosa en términos energeéticos, por lo que la planta utiliza preferentemente

el nitrégeno inorganico del suelo, (Becana y Bedmar, 1991).

Definicion de términos

Comunidad microbiana. - Suma de todos los microorganismos y los factores
abidticos de un ambiente particular. Poblaciones de microorganismos: por

crecimiento celular (Torsvik et al., 2002).

Diazotrofos: son bacterias con la capacidad de fijar dinitrégeno (N2) atmosférico

cono el amonio (Postgate, 1998).

Endofita. - Son microorganismos unicelulares que viven sin causar dafio en el

interior de células o tejidos de plantas. Bacterias endéfitas (Arnold, 2005).

Endosimbiosis. — Es la asociacion del organismo que reside en el interior de otro.
El término etimologicamente podria usarse para designar a cualquier simbionte
que habitara en el interior del organismo de otro ser vivo, si bien también pueda
utilizase el vocablo endosomatico (simbionte endosomatico). En caso, por
ejemplo, en muchas de las bacterias que constituyen la microbiota intestinal (Starr,
1975).
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Exudado radicular: Son los compuestos organicos redimidos al exterior por las
raices de plantas sanas e intactas. Las causas que pueden conmover en la edad de
la planta, son: la temperatura, nutricion, luz, enfermedades radiculares y medio de
cultivo (Arone, 2012).

Nodulos radicales. — Se trata asociaciones simbioticas de bacterias y las plantas
superiores. Las mas distinguidas son los del Rhizobium con especies de las
leguminosas. El cual las plantas suministran a la bacteria los compuestos
carbonados como su fuente de energia y un ambiente protector, que recibe
nitrégeno en una forma aprovechable para la formacion de proteinas. Simbiosis
en las especies de leguminosa y de Rhizobium es definida. Como ejemplo del,
Glycinemax, la soya, se relaciona con bacterias de Bradyrhizobium japonicum
(Ellmore, 1981).

Los organulos de origen endosimbiotico aparecen muy transformados, pero
conservan un genoma propio y se multiplican autonomamente, revelando su

origen como organismos distintos (Burr . y Barthlott, 1991).

Primordio nodular. - es un nédulo en proceso de formacion. Normalmente la
bacteria deberia de estar distribuida en toda la parte obscura del 6rgano, sin
embargo, debido a la ausencia de PI3P, se detiene el proceso de infeccion durante

la formacidn del hilo de infeccion (Schultze y Kondorosi, 1998).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR): Son aquellas
bacterias beneficiosas que encontramos en suelos (rizosférico y no rizosférico)
como también los endofitos en las raices de las plantas. Capaces de incitar el

crecimiento y desarrollo e las plantas de modo directa e indirecta (Arone, 2012).

Rizobios. - son bacterias que se hallan en el perfil de suelo que fijan nitrdgeno
diazotrofico después de haberse instaurado endosimbidticamente dentro de
nodulos radiculares en las leguminosas. Los cuales no pueden

independientemente fijar nitrégeno atmosférico: requieren necesariamente una
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2.6.

planta hospedante. Morfolégicamente son, con frecuencia son, gram - negativas,

moviles y no esporulan (Sawada et al., 2003).

Rizosfera. - Es la parte del suelo inmediata a las raices vivas y que esta bajo la
directa influencia de estas. En donde las raices tienen lugar dominante de

interaccion dindmica con microorganismos (April et al., 2014).

Simbionte. - Es un organismo que tiene una relacion de ayuda con otro
organismo. Especie animal o vegetal que vive en simbiosis con otra especie
diferente. Organismo que vive habitualmente en el espacio corporal de otro, pero
sin perjudicarlo (https://www.ecured.cu/Simbionte).

Hipotesis
Los rizobios endosimbiontes aislados de nddulos de Lupinus alopecuroides,

crecidas en zonas las alto andinas de Castrovirreyna-Huancavelica y evaluadas

mediante el gen 16S rRNA, corresponden al género Bradyrhizobium.

Variables
2.6.1. Variable N° 1

Nodulos de Lupinus alopecuroides crecidas en zonas alto andinas de

Castrovirreyna-Huancavelica.

2.6.2. Variable N° 2

Rizobios localizadas en los nddulos de Lupinus alopecuroides.

2.6.3. Variable intervinientes
- Clima
- Propiedades del suelo
- Sanidad de las plantas de Lupinus alopecuroides

- Medio de cultivo
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2.6.4. Variables evaluadas

— Rizobios de nddulos radicales de Lupinus alopecuroides.
— Bacterias endosimbidticas de nddulos radicales de Lupinus

alopecuroides mediante el gen 16S rRNA.
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2.7. Operacionalizacion de variables.

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Indicador Escala

Variable N° 1: Nodulos de Lupinus tienen crecimiento | Los nodulos se obtuvieron | Presencia de nddulos | Tamafio y sanidad de
No6dulos de Lupinus | indeterminado, por lo cual mantiene un | de las raices de las plantas | Numero de no6dulos | nédulos.
alopecuroides. meristemo activo. Por ello, no muestran las | de Lupinus alopecuroides, | efectivos e infectivos. | Contados.

peculiaridades tipicas de nédulos
indeterminados: son cilindricas, el meristemo
apical, y en la franja infectada, un gradiente
diferente desde los meristemos hasta el pie del
nédulo. El cual catalogan como un subtipo

especial y inico nombrado nédulo lupinoide.

en la etapa de floracion.

Variable N° 2:
Rizobios localizadas en los
nédulos de Lupinus

alopecuroides.

Son bacterias que fijan el nitrégeno diazotréfico

a continuacion de tener establecido el
endosimbidticamente adentro de los nddulos
radicales de las legumbres (Lupinus).
independientemente los rizobios no pueden fijar
nitrégeno de la atmosférico, lo requieren plantas
hospedantes y morfolégicamente son, en
frecuente, gram negativas, no esporulan y son

moviles.

Los endosimbionte, aislados
de nddulos de Lupinus

alopecuroides,

Concentracion de

bacterias Aislados.

En una escala de 10° a
1010

bacterias por ml.

niimero  de
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CAPITULO I

METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1. Ambito temporal y espacial

3.1.1. Ubicacion politica

Departamento : Huancavelica

Provincia : Castrovirreyna
Distrito : Castrovirreyna
Lugar . Castrovirreyna.

3.1.2. Ubicacion geografica

Latitud sur :13°17°11.00”
Longitud Oeste : 75°18°56.79”
Altitud : 3956 msnm
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Departamento de Huancavelica Distrito de Castrovirreyna
y sus provincias Y sus distritos.

lustracidon 3. Localizacion del distrito y provincia de Castrovirreyna-Huancavelica.
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3.1.3. Factores climaticos

Temperatura promedio 3 6.3 °C.
Humedad relativa » 57% hasta 73%
Precipitacién promedio anual 766 mm al afio.

3.1.4. Localizacion geografica

3.2

S

Nuestro pais esta conformado por 24 departamentos y entre ellos esta el
departamento de Huancavelica, donde se halla la provincia y distrito de
Castrovirreyna, localizada a una altitud media de 3956 m. s. n. m. Su clima
s seco, con una temperatura que presenta fuertes variaciones entre el dia y la
noche. Se conoce por ser una provincia destacadamente en la agropecuaria.
Sus cultivos agricolas son la papa, cebada, mashua, haba, maiz y oca
(Municipalidad provincial de Castrovirreyna, 2004).

En la provincia de Castrovirreyna se encuentra la comunidad campesina de
Castrovirreyna, ubicada a 3956 m.s.n.m.

(http://www.castrovirreyna.hca.mp.gob.pe/indextur.html).

Tipo de investigacion

Este trabajo de investigacion es aplicada ya que el proposito fundamental es dar
soluciones a problemas préacticos la fertilidad natural de las chacras en la region,
por tanto, contribuira en el ahorro de energia fosil (petrdleo), asi como también en

la reduccidn de la contaminacion del medio ambiente.

Nivel de investigacion

El actual trabajo de investigacién corresponde a un nivel de investigacion
descriptiva, orientada a la caracterizacion de los rizobios endosimbiontes en
nodulos de Lupinus alopecuroides. crecidas en zonas alto andinas de

Castrovirreyna-Huancavelica.
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3.4.

218,

Poblacion, muestra y muestreo
3.4.1. Poblacion:

La poblacion estuvo conformada por 240 nédulos procedentes de 30 plantas
de Lupinus alopecuroides crecidas en el sector de Chogra Pucro,

Castrovirreyna, Huancavelica.

3.4.2. Muestra:

Se tomaron 5 nédulos por cada planta

3.4.3. Muestreo:

El tipo de muestreo utilizado fue el simple — aleatorio

Método de investigacion

Se fundament6 en el Método Cientifico y utilizo como procesos logicos la

induccion y la deduccion.

a) Toma de muestras de suelo para andlisis de sus propiedades
fisico-quimicas
Se han utilizado el suelo donde crecen Lupinus alopecuroides, cuyas
georreferencias de altitud, latitud y longitud de Choccra Pucro (Lugar donde
crecen plantas de choccra, llamado asi por los habitantes de zona), se indican
en la tabla 1. Se tomaron al azar las muestras, de 0 a 20 cm de calado, en 3
zonas diferentes del lugar, persiguiendo la metodologia que propuso USDA
(2009) y Guerrero (1998). Para su analisis se enviaron a la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM-Lima), al laboratorio de Analisis de
Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes, el cual emplea la sistematica definida
por Chapman y Pratt (1973).

Tabla 1. Localizacion de Choccra Pucro lugar donde crece la Ccera.

Georeferencia Suelo de Lupinus alopecuroides
Altitud (m.s.n.m.) 3996 m.s.n.m.
Latitud Sur 13°17°11.00”
Longitud Oeste 75°18°56.79”
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b) Toma de muestras de Lupinus alopecuroides para el analisis

foliar

En cuanto la toma de muestras se empled el método de Barbazan (1998) y
Piaggesi (2004) que se utilizan los tallos y hojas del tercio medio de las
plantas en una fase fenoldgica de floracion. Los analisis se ejecutaron en el
Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes en la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM-Lima), que utiliza las
técnicas descritas por Chapman y Pratt (1973).

Aislamiento de endosimbionte utilizando el método
dependiente de cultivo celular.

- Recoleccion de plantas
Se recolectaron 30 plantas de Lupinus alopecuroides crecidas en el sector
de Choccra Pucro, Castrovirreyna, Huancavelica.

- Recoleccion de nodulos
Para la recoleccion de nddulos, se seleccionaron 15 plantas vigorosas de
las 30 recolectadas con hojas verdes y sanas, los cuales se muestrearon
alrededor de 35 nddulos vivos e inmunes, que preservaron en frascos de
vidrio con material desecante (en gel silica) hasta la siembra
correspondiente, aislamiento e identificacion en el Laboratorio (Talbi,
2011).

- Esterilizacion de nédulos
Los nddulos de cada planta se combinaron y 12 de ellos se esterilizaron
en HgCl> al 0.25% por 5 minutos. Consecutivamente, se lavaron
abundante agua destilada estéril. Cada uno de los nédulos se colocaron
en una placa Petri, el cual se le adiciond 2 gotas de agua estéril y se trituro
con una varilla de vidrio también estéril. El extracto resultante se utilizo
para inocular placas Petri con medio YEM (Vincent, 1970). Para
demostrar la eficacia de la esterilizacion, 3 nddulos sin triturar, se
rodaron sobre placas rellenas de medio YEM. Todos los cultivos se

incubaron a 30 °C durante 8 d. Las unidades formadoras de colonias
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(UFCs) con diferente morfologia que surgieron en las placas se
seleccionaron mediante reconocimiento con una lupa de aumento 10X y
cada una de ellas se volvieron a sembrar en placas Petri con medio YEM
hasta obtener colonias morfolégicamente uniformes.

Medio de cultivo bacteriano
Medio YEM (Yeast Extract Mannitol) (Vincent, 1970)

Se empleé como medio de practica para el cultivo de las bacterias
manejadas en este estudio. El cual esta compuesta de la siguiente manera:

e Manitol 10 g
o KoHPO4 059
e MgSOs X 7TH,0 0,29
e NaCl 0,1¢g
e Extracto de levadura 0,5¢
e Agua destilada b |

e pH 7.0

Para disponer con medios solidos, se afiadio agar bacteriologico (15 g/l).
seguramente el medio se esterilizd en autoclave a 120 °C durante 20
minutos.

Conservacion de cepas bacterianas

Para la preservacion amplia de las distintas cepas se emplearon criotubos
que aguantaban glicerol estéril (concentracion final 20%) al que se
adiciona alicuotas de los diferentes cultivos bacterianos en fase
logaritmica de incremento (aprox. 108 células/ml). Consecuentemente se
almacenaron en criotubos a -80 °C.

Cultivo bacteriano

Las cepas derivadas, se sembré en tubos de vidrio con 3 ml de medio
liguido YEM vy se incub6 a 30 °C, en agitacion a 120 r.p.m. durante 48 a
72 horas, tiempo preciso para que la consistencia celular de las diferentes
cepas bacterianas, determinada espectrofotométricamente a 600 nm de
longitud de onda, fuera ~ 0.6. Posteriormente, las células se recogieron
mediante centrifugacién de los cultivos en una microfuga a 12.000 r.p.m.

durante 3 minutos, a temperatura ambiente. Cuando una de las cepas
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producia abundante polisacarido, las células se lavaron con sarkosil al
0,1% en solucién tampon TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0).

Obtencion de ADN genémico

Para la obtencion de ADN gendmico se utilizd el producto comercial

Real Pure Genomic ADN Extraction, de Durviz, siguiendo las

instrucciones del fabricante. En esencia:

Sedimentar las células (3 ml de cultivo) por centrifugacion a 12.000
r.p.m. durante 3 minutos en microtubos.

Eliminar el sobrenadante y pesar el sedimento (20-40 mg).
Resuspender el sedimento en 500 ul de tampdn de extraccion®.
Adicionar 100 pl de solucion de PVP® y agitar en vortex durante 20
segundos.

Adicionar 60 pl de solucion de lisis y 3 pul de ARNasa. Agitar la
mezcla vigorosamente mediante vortex e incubar a 37 °C durante 30
minutos.

Enfriar las muestras a temperatura ambiente y adicionar 250 ul de
tampén de precipitacion de proteinas®. Agitar vigorosamente
mediante vortex durante 20-30 segundos, e incubar a -20 °C durante
10 minutos.

Centrifugar a 14.000 r.p.m. durante 5 minutos. Comprobar la
aparicion de precipitado proteico.

Recoger el sobrenadante, que contiene el ADN, en un microtubo con
600 pl de isopropanol conservado a -20 °C. Mezclar suavemente por
inversion y centrifugar de nuevo a 14.000 r.p.m. durante 3 minutos.
Eliminar el sobrenadante y lavar el sedimento con 600 pl de etanol
al 70%. Mezclar de nuevo por inversion. Centrifugar de nuevo a
14.000 r.p.m. durante 2 minutos.

Eliminar el etanol y secar al aire mediante inversion del tubo sobre
papel absorbente.

Resuspender el precipitado en 50 ul de agua destilada estéril o

tampdn de hidratacion®. Favorecer la resuspension del ADN
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mediante inmersion del tubo en agua durante 30 minutos a 65 °C.
Agitar manualmente de vez en cuando para asegurar la total
resuspension.

Almacenar a -20 °C hasta su uso.

- Cuantificacion del ADN

Con

la ayuda del espectrofotometro NanoDrop, modelo ND21000

(Thermo Fisher Scientific, USA), el cual se emple6é para estimar la
calidad y cantidad del ADN.

- Envio de muestras al exterior para su amplificacion y secuenciacion

e Preparacion de los in6culos

Se obtuvieron a partir de cultivos frescos en medio solido YEM los

indculos bacterianos que se pudo recoger con 5-10 ml del mismo

medio liquido utilizando una espatula de Drigalsky hasta obtener una

suspension bacteriana de, aproximadamente, 108 células viables por

ml. El conjunto de células viables se estimo deduciendo el nimero de

UFCs. Cada semilla se inocul6 con 7 ml de la correspondiente

suspension bacteriana

d) Esterilizacion de semillas, germinacion e inoculacién de

plantas

e Esterilizacion de semillas y germinacion

Las semillas de Ccera (Lupinus alopecuroides) se esterilizaron de la

siguiente manera:

1)

2)
3)

4)

5)

Las semillas se sumergieron en una solucion de HgCl, al 2,5%
durante 10 minutos en agitacion.

Se lavé con abundante agua destilada estéril.

Se embebi6 en agua destilada estéril durante 1-2 horas a
temperatura ambiente, en agitacion.

Se lavo abundantemente con agua estéril y se coloco sobre placas
Petri con agar al 1%.

Se germino en oscuridad a 30 ° C hasta que las radiculas alcancen

1-2 cm de longitud.
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Cultivo de plantas en jarra Leonard

En cuando la jarra Leonard (Leonard, 1943) consiste en un sistema de dos
recipientes independientes, lo cual el superior se satura con vermiculita y
el inferior se llena con solucion nutritiva mineral. Entrambas partes estan
acopladas por un pabilo hecho con papel de filtro. En conjunto se llevaron
a esterilizar en la autoclave a 120 °C hasta los 20 minutos. En la superficie
de la vermiculita se realizan unas aberturas con la varilla estéril de vidrio
donde se colocan las plantas ya geminadas. Cada planta se inocula con 10
ml de la suspension bacteriana. La capa de la superficie de la vermiculita
se resguarda con perlita estéril, el cual evita en posible la contaminacion
ambiental y el reflejo de la luz, por lo que previene el calentamiento
excesivo de las raices de las plantas. Cada jarra se envolvio con papel
aluminio para evitar que la luz alcance las raices.

Solucion nutritiva para el cultivo de plantas

Se empleo la solucién mineral (Rigaud y Puppo, 1975), cuya constitucion
se narra a continuacion:

Macroelementos (para un litro de agua)

«  KH2PO4 68 mg
*+  K:HPO4 44 mg
 SO4sMg x 7TH20 123 mg
«  K2SO4 174 mg
+ SO4Ca 173 mg
« EDTA férrico (forma comercial Secuestrene) 25 mg

Microelementos (para un litro de agua):

+  MoOsNaz x 2H20 0,11 mg
« BOsH3 2,85 mg
*  SO4Mn x 4H0 3,07 mg
e S04Zn x TH20 0,55 mg
¢ S0O4Cu x 5H20 0,2 mg

La solucién se esteriliz6 en autoclave a 120 °C durante 20 minutos.
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e) Obtencion de ADN metagendémico de nodulos de Lupinus

alopecuroides.

Para la obtencion del ADN metagendmico procedente de los nddulos de L.

alopecuroides, una vez esterilizado el nédulo, este se corté por el medio con

la ayuda de un scalpel estéril y se extrajo con una pinza estéril la masa de los

bacteroides de la zona media del nédulo que es de color rosa oscuro. Una vez

puesto esta masa el microtubo del kit de extraccion PowerSoil® DNA

Isolation Kit Mo Bio, se continu6 con la extraccion del ADN metagendémico

siguiendo el protocolo establecido por el fabricante, que a continuacion se

detalla:

Pesar 0.25 g de muestra aprox. y adicionar al microtubo de 2 ml.
Mezclar la muestra con ligero vortex y adicionar la solucion C1, 60 pl (si
este precipitado es de color blanco lechoso, calentar a 60 °C hasta
disolver).

Invertir manualmente varias veces los microtubos para mezclar.

Utilizar el homogenizador por 90 segundos a 1600 rpm.

Centrifugar en una microfuga a 12200 rpm por 30 segundos (no exceder
los 10000xg los tubos se pueden romper).

Retirar el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml aproxim. de 400 a 500
ul.

Adicionar la solucion C2, 250 pl y dar vortex por 5 segundos.

Incubar a 4 °C por 5 minutos.

Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

Retirar el sobrenadante, aproxm. 600 pl a un nuevo tubo de 2 ml.
Adicionar la solucion C3, de 200 pl y dar vortex ligero.

Incubar a 4 °C por 5 minutos.

Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

Retirar el sobrenadante hasta 750 pl a un nuevo microtubo de 2 ml.
Adicionar solucién C4 (mezclar bien antes de utilizar), 1200 ul y dar
vortex por 5 segundos.

Cargar dentro del SPIN FILTER aproximadamente 650 pl.
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Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto, volver a cargar 650 pl, centrifugar
y cargar otra vez; realizar solo 3 cargadas y desechar el eluido.

Lavar con la solucion C5, adicionar 500 pl, al SPIN FILTER.
Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos. Desechar el eluido.

Volver a centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

Retirar el filtro y colocar en un nuevo tubo eppendorf.

Adicionar 50 pl de agua MLQ estéril a la membrana.

La membrana se debe rehidratar por mas de un minuto.

Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos.

El ADN est4 listo en el eluido.

Almacenar el ADN a -20 °C hasta usarse.

Una vez cuantificado la calidad y cantidad del ADN se envio a la Fundacion

para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Comunitat

Valenciana (FISABIO), Valencia, Espafia, para su amplificacion vy

secuenciacion del gen 16S rRNA en la plataforma de Illumina-Miseq.

3.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

- Técnicas de recoleccion de datos. - Para la recoleccion de datos se

empled el método dependiente e independiente de cultivo celular, segun la
metodologia descrita por Talbi (2011) y Arone (2012).

- Instrumentos de recoleccion de datos. - Los instrumentos utilizados

en la recoleccién de datos, fueron entre otros el empleo de cabina de flujo

laminar, termociclador, cubetas de electroforesis, fotodocumentador,

secuenciador, software de bioinformética, etc.

3.7. Técnicas y procedimiento de analisis de datos

Para el analisis de la diversidad bacteriana se utilizé el gen 16S rRNA. Para el

procesamiento de secuencias se emple6 programas bioinformaticos como el

Chromas 2.6.6 y MEGA X 10.0.5. Las secuencias limpias se contrastaron con las

almacenadas en GenBank mediante el programa BLASTn disponible en National

Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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CAPITULO IV

PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1. Analisis de informacion

4.1.1. Propiedades fisico-quimicas de los suelos de Choccra Pucro -
Castrovirreyna
Con concordancia al Manual de Interpretacion de Analisis de Suelos (Guerrero,
1998), el cual los suelos de Choccra Pucro en la provincia y distrito de
Castrovirreyna, donde crecen las plantas de Lupinus alopecuroides
corresponden a suelos sin problemas de sales, acidos, bajo contenido en
carbonatos, contenido alto en materia organica y elevada concentracion de P y
una concentracion medio de K. Segun el porcentaje de arena, limo y arcilla,
corresponde a textura franco-arenosa.
El suelo reine escenarios edafoldgicos convenientes para el crecimiento y

desarrollo de la Ccera (Lupinus alopecuroides) (Barney, 2011).
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Tabla 2. Analisis fisico-quimico del suelo de Choccara Pucro, Castrovirreyna.

Parametros Ccera (L. alopecuroides)
Andlisis | Arena 60
Mecanic|  Limo % 30
0 Arcilla 10
Clase Textural Fr.A.
pH (1:1) 5,96
C.E. (1:1dS/m) 0,10
CaCO3 % 0,00
M.O. % 8,53
P ppm 183
K ppm 368

CIC 29,12
Ca+2 13,60
28 Mgz | S 207
e S ’
2 5 K+ - 081
8 % Na+ E 0,15

il FYTE TR 0,05
Suma de cationes 16,67
Suma de Bases 16,62

% Sat. De Bases 57

Fr. A. =Franco Arenoso
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4.1.2. Andlisis foliar de la Ccera (Lupinus alopecuroides).
El anélisis foliar interpretado del macro y micronutrientes de las hojas y tallos
de Lupinus alopecuroides se presenta en la Tabla 3. El cual la concentracion del
N, P, K, S, Mg, Ca, Fe Mn, B y Na se encuentran en el rango caracteristico para
el contenido de nutricional de estos elementos, los valores de Cu y Zn son
inferiores a las congregaciones normales (5-20 ppm para el Cu y 25-150 ppm
para el Zn) (Piaggesi 2004; Barbazan 1998).

Tabla 3. Analisis foliar de L. alopecuroides crecida en Choccara Pucro, Castrovirreyna.

Parametro Valor
Materia seca (%) 19,50
N (%) 4,47
P (%) 0,28
K (%) 2,29
Ca (%) 1,30
Mg (%) 0,36
S (%) 0,17
Na (%) 0,02
Zn (ppm) 30
Cu (ppm) 5

Mn (ppm) b3

Fe (ppm) 302
B (ppm) 36
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4.1.3. Identificacion de endosimbiontes aislados de nddulos de Lupinus
alopecuroides
Después de la incubacion en medio YEM del extracto obtenido de los nddulos
del L. alopecuroides se obtuvieron 30 UFCs lo cual 14 fueron morfolégicamente
diferentes.
Después de la amplificacion y secuenciacion parcial del gen 16 rRNA de cada
una de las cepas representativas de cada grupo, se realizé la busqueda mediante
el programa BLASTN de secuencias homélogas depositadas en los Bancos de
Datos y se establecié que sdlo 8 aislados son miembros del orden Rhizobiales de
las Alphaproteobacteria (Tabla 5 e llustracion 4). Los géneros mas abundantes
fueron Bradyrhizobium y Phyllobacterium cada uno con 03 representantes,
seguido de Rhizobium con 02 representantes. Se detectd, ademas, la presencia
de bacterias no incluidas en el orden Rhizobiales, que representaron el 74% del
total de cepas aisladas (Tabla 4 e llustracion 4). De ellas, el 13% corresponde al
género Pseudomonas, el 10% al género Rhodococcus, el 7% a los géneros
Bacillus, Arthrobacter, Paenibacillus, Rahnella, Serratia, Stenotrophomonas, y
el 3% a los géneros Pantoea, Erwinia y Staphylococcus, (Tabla 4 e Ilustracion
4).
lustracién 4. Representacion grafica del porcentaje de bacterias aisladas de nédulos de Lupinus

alopecuroides crecidas en Choccara Pucro.

B Bradyrhizobium
B Phyllobacterium
m Rhizobium

m Pseudomonas

® Rhodococcus

B Bacillus

W Arthrobacter

m Pgenibacillus

m Rahnella

W Serratia

B Stenotrophomonas
B Pantoea

® Erwinia

Staphylococcus
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Tabla 4. Identificacion de cepas aisladas de nddulos de Lupinus alopecuroides crecidas en Choccara Pucro, Castrovirreyna.

GQEFF),O Cepas Especie filogenética Familia Orden Clase
| V1 Erwinia rhapontici Enterobacteriaceae Enterobacteriales | Gammaproteobacteria
I V2,V3 Rahnella aquatilis Enterobacteriaceae enterobacteriales | Gammaproteobacteria
11 V4, V5 Serratia grimesii Enterobacteriaceae enterobacteriales | Gammaproteobacteria
v V6, V7,V23 Rhodococcus jialingiae Nocardiaceae Actinomicetales Actinobacteria
Arthrobacter
v V8, V17 nitroguajacolicus Micrococcaceae Actinomicetales Actinobacteria
V9, M9, V13, i .
VI V14 V19 Pseudomonas putida Pseudomonadaceae | Pseudomonadales | Gammaproteobacteria
VIl V10, V15 Rhizobium sp. Rhizobiaceae Rhizobiales Proteobacteria alfa
VIII V11, V12 Stenotrophomonas sp. Xanthomonadaceae Xanthomonadales | Gammaproteobacteria
IX V16 Bacillus megaterium Bacillaceae Bacillales Bacilos
X V18, V21, V26 | Bradyrhizobium sp Bradyrhizobiaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria
XI V20, V22, V27 | Phyllobacterium sp Phyllobacteriaceae Rhizobiales Alphaproteobacteria
Paenibacillus
Xl V24,25 amylolyticus Paenibacillaceae Bacillales Bacilli
X1 M8 Staphylococcus succinus | Staphylococcaceae Bacillales cocci
XIV M7 Pantoea agglomerans Enterobacteriaceae Enterobacteriales | Gammaproteobacteria
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4.1.4. Caracterizacion simbio6tica de las cepas aisladas de Lupinus alopecuroides
Para confirmar la capacidad de las cepas V18, V21, V26 (Bradyrhizobium sp),
para nodular la planta hospedadora de las que se aislaron originalmente, se
inocularon plantas del L. alopecuroides con cada una de ellas. Las plantas que
formaron nddulos presentaron plantas vigorosas, en cambio las plantas que no
formaron nddulos llegaron a secarse, lo que confirmaria que se trata del

endosimbionte de L. alopecuroides (llustracion 5).

lustracion 5. Plantas de L. alopecuroides inoculadas con los aislados V18, V21 'y V26

sp.
V21

20804

En la ilustracion 6 se muestra L. alopecuroides inoculada con el aislado V18,
V21 y V26 formaron nodulos en sus raices.

lustracion 6. Planta de L. alopecuroides inoculada con el aislado V26.
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4.15.

Identificacion de endosimbionte de noédulos de Lupinus alopecuroides

empleando el método independiente del cultivo celular.

Obtenida las secuencias se procedieron con el andlisis bioinformético y se

empled FastQC y SEED2 para el procesamiento de secuencias, lo que permitié

obtener 67235 secuencias con una longitud de 430 a 470 nucleétidos.

La clasificacion de las secuencias se realizé empleando el comando “Classifier”

de RDP 11, que permite asignar las secuencias de ADN a nivel de dominio y en

las categorias taxondmicas de phyla, clase, orden, familia y género (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion taxonémica de secuencias de ADN procedente de nodulos de L.

alopecuroides.

Categoria taxonomica NuUmero de taxa
Phyla 19
Clase 41
Orden 48
Familia 95
Genero 200

Tabla 6. Géneros bacterianos endosimbiontes de nddulos de L. alopecuroides y nimero de

secuencias determinado por el método independiente de cultivo celular.

GENERO N° de secuencias promedio
Streptophyta 26053.25
Bradyrhizobium 11699.75
Pseudomonas 9869.75
Serratia 562.25
Rhizobium 365.5
Aeromonas 1415
Flavobacterium 130.25
Mycobacterium 123.25
Mucilaginibacter 117.5
Pantoea 86.5
Anoxybacillus 62.25
Pedobacter 45.25
Geobacillus 27
Phyllobacterium 23.75
Duganella 23
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Granulicella 21
Aeribacillus 20.5
Hydrogenophilus 16.25
Brevibacillus 15.25
Janthinobacterium 15
Gemmatimonas 14.75
Gp6 14.75
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis 14.75
Labrys ALh74s)
Sphingomonas 13
Stenotrophomonas 12.75
Gaiella 12
Subdivision3_genera_incertae_sedis 11.5
Acinetobacter 11.25
Rhodococcus 11.25
Gp4 10.5
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 10
Segetibacter 8.75
Herbaspirillum 8.25
Mesorhizobium 8
WPS-1 genera_incertae_sedis 7.75
Carnobacterium 725
Rhizorhabdus 7
Arthrobacter 6.25
Rahnella SO,
caldibacillus 55
Bosea 5.25
Massilia 5.25
Rhizobacter 5.25
Caulobacter 5
Chryseobacterium 4.75
Sphingobacterium 4.75
Streptomyces 4.75
Rubrobacter 4.5
Variovorax 4.5
Kribbella 4.25
Pseudonocardia 4.25
Chthonomonas / Armatimonadetes_gp3 4
Corynebacterium S¥15
Dyadobacter 3.75
Hymenobacter 3.75
Nocardioides 3.75
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Opitutus 35
Staphylococcus SHTA5)
Labilithrix 315
Tepidisphaera 3.5
Microlunatus 3.25
Sphingobium 3.25
Novosphingobium 3

Pirellula 3

Chitinophaga 2.75
Skermanella )
Aquabacterium 25
Dokdonella 2.5
Inquilinus 2.5
Prevotella 2.5
Angustibacter 2.25
Gpl6 2.25
Reyranella 2.25
Angustibacter 2

Pseudoxanthomonas 2

Adhaeribacter 1.75
Aeromicrobium 1.75
Brevundimonas S
Devosia 7%
Luteolibacter 1.75
Nitrospira %5
Asticcacaulis 1.5
Burkholderia 1.5
Kaistia 1.5
Nitrobacter 1.5
Parafilimonas 1.5
Phenylobacterium 1.8
Terrimonas 1.5
Atopostipes 1.25
Enhydrobacter 1.25
Enterococcus 1.25
Gpl 1525
Gpl0 1.25
Parcubacteria_genera_incertae_sedis (525)
Propionibacterium =25
Spirosoma 1.25
Terrimicrobium 1.25
Actinomyces 1
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Anaeromyxobacter 1

Arenimonas 1

Gp7 1

Lysinibacillus 1

Methylobacterium 1

Micromonospora 1

Microvirga 1

Neisseria 1

Ohtaekwangia 1

Rubellimicrobium 1

Streptococcus 1

Aridibacter 0.75
Candidatus Solibacter 0.75
Clostridiumsensustricto 0.75
Deinococcus 0.75
Epilithonimonas 0.75
Ferruginibacter 0.75
Flavisolibacter 0.75
Ilumatobacter 0.75
Intrasporangium 0.75
Lacibacter 0.75
Niastella 0.75
Paenibacillus 0.75
Sanguibacter 0.75
Solirubrobacter 0.75
Taibaiella 0.75
Terrabacter 0.75
Veillonella 0.75
Xanthomonas 0.75
Acinetobacter 0.5
Alcaligenes 0.5
Algoriphagus 0.5
Blautia 0.5
Cellulomonas 0.5
Cellvibrio 0.5
Chryseolinea 0.5
Cytophaga 0.5
Delftia 0.5
Dongia 0.5
filifactor 0.5
Geodermatophilus 0.5
Glycomyces 0.5
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Gp3 0.5
GpS 0.5
Hyphomicrobium 0.5
Kallotenue 0.5
Kytococcus 0.5
Lactococcus 0.5
Luteibacter 0.5
Lysinibacillus 0.5
Meiothermus 0.5
Microbacterium 0.5
Oxalicibacterium 0.5
Phycicoccus 0.5
Prosthecobacter 0.5
Raoultella 0.5
Sphingopyxis 0.5
Terriglobus 0.5
Thauera 0.5
Achromobacter 0.25
Amycolatopsis 0.25
Aquicella 0.25
Aquipuribacter 0.25
Armatimonas / Armatimonadetes_gpl 0.25
Bacillariophyta 0.25
Bacillus 0.25
Bacteriovorax 0.25
Blastocatella 0.25
Blastococcus 0.25
Buttiauxella 0.25
Candidatus Koribacter 0.25
Catenulispora 0.25
Collinsella 0.25
Gemmata 0.25
Gp20 0.25
Gp25 0.25
Herminiimonas 0.25
Jatrophihabitans 0.25
Lentzea 0.25
Luteococcus 0.25
Methylophilus 0.25
Methylotenera 0.25
Micrococcus 0.25
modestobacter 0.25
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Moheibacter 0.25
Neorhizobium 0.25
Nitrosospira 0.25
Paracoccus 0.25
Pedomicrobium 0.25
Peredibacter 0.25
Pigmentiphaga 0.25
Povalibacter 0.25
Pusillimonas 0.25
Rhodoferax 0.25
Rufibacter 0.25
Schlesneria 0.25
Sediminibacterium 0.25
Sphaerochaeta 0.25
Tardiphaga 0.25
Vulcaniibacterium 0.25
Zavarzinella 0.25

4.1.6. Geéneros bacterianos implicados en actividad PGPR.
En este apartado se relacionan las bacterias implicadas con actividad PGPRs, los
que se clasifican de acuerdo a la literatura de acuerdo a su posible funcion en el
biocontrol, las fijadoras del N2, solubilizadoras de fosfato, las productoras de
hormonas vegetales, productoras de sideréforos y los de la actividad ACC-

deaminasa e inductoras de resistencia sistémica.

Tabla 7 Géneros bacterianos implicados en biocontrol.

Género N° de secuencias promedio
Bradyrhizobium 11699.75
Pseudomonas 9869.75
Rhizobium 365.5
Flavobacterium 130.25
Pantoea 86.5
Phyllobacterium 23.75
Sphingomonas 13
Stenotrophomonas 255
Herbaspirillum 8.25
Arthrobacter 6.25
Massilia 5.25
Streptomyces 4.75
Corynebacterium 3.75
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Staphylococcus 3335
Burkholderia 15
Methylobacterium 1

Cellulomonas 0.5
Delftia 0.5
Microbacterium 0.5
Bacillus 0.25

Tabla 8. Géneros bacterianos implicadas en fijacion bioldgica de nitrégeno

Género N2 de secuencias promedio
Bradyrhizobium 11699.75
Pseudomonas 9869.75
Rhizobium 365.5
Flavobacterium 130.25
Mycobacterium 123.25
Pantoea 86.5
Phyllobacterium 23.75
Mesorhizobium 8
Arthrobacter 6.25
Corynebacterium 3.78
Novosphingobium 3
Devosia 1.75
Nitrospira 1.75
Burkholderia 15
Propionibacterium 1.25
Methylobacterium 1
Clostridiumsensustricto 0.75
Paenibacillus 0.75
Acinetobacter 0.5
Delftia 0.5
Bacillus 0.25
Nitrosospira 0.25
Rhodoferax 0.25

Tabla 9. Géneros bacterianos implicados como solubilizadoras de fosfatos.

Género N2 de secuencias promedio

Bradyrhizobium 11699.75

Pseudomonas 9869.75




Rhizobium 365.5
Aeromonas 141.5
Flavobacterium 130.25
Brevibacillus 15.25
Janthinobacterium 15
Labrys 13.75
Sphingomonas 13
Stenotrophomonas 12.75
Herbaspirillum 8.25
Mesorhizobium 8
Chryseobacterium 4.75
Streptomyces 4.75
Variovorax 4.5
Staphylococcus 35
Burkholderia 155
Xanthomonas 0.75
Acinetobacter 0.5
Bacillus 0.25
Micrococcus 0.25

Tabla 10. Géneros bacterianos implicadas como productoras de fitohormonas.

Género N2 de secuencias promedio
Bradyrhizobium 11699.75
Pseudomonas 9869.75
Rhizobium 365.5
Aeromonas 141.5
Flavobacterium 130.25
Mycobacterium 123.25
Pantoea 86.5
Pedobacter 45.25
Sphingomonas 13
Stenotrophomonas 12.75
Rhodococcus 11.25
Herbaspirillum 8.25
Mesorhizobium 8
Arthrobacter 6.25
Chryseobacterium 4.75
Streptomyces 4.75
Variovorax 4.5
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Burkholderia 15
Methylobacterium 1
Clostridium sensu stricto 0.75
Paenibacillus 0.75
Xanthomonas 0.75
Acinetobacter 0.5
Microbacterium 0.5
Bacillus 0.25

Tabla 11. Géneros bacterianos implicadas como productoras de sideréforos.

Género N2 de secuencias promedio
Bradyrhizobium 11699.75
Pseudomonas 9869.75
Rhizobium 365.5
Aeromonas 141.5
Flavobacterium 130.25
Mycobacterium 123.25
Pantoea 86.5
Sphingomonas 13
Stenotrophomonas 12.75
Rhodococcus 11895
Mesorhizobium 8
Chryseobacterium 4.75
Streptomyces 4.75
Variovorax 4.5
Novosphingobium 3
Burkholderia 1.5
Paenibacillus 0.75
Xanthomonas 0.75
Acinetobacter 0.5
Microbacterium 0.5
Bacillus 0.25

Tabla 12. Géneros bacterianos implicadas en la actividad ACC-Deaminasa.

Género N de secuencias promedio
Pseudomonas 9869.75

Rhizobium 365.5

Mycobacterium 123.25
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4.2,

Pantoea 86.5
Phyllobacterium 286
Rhodococcus 11.25
Mesorhizobium 8
Caulobacter 5
Variovorax 4.5
Burkholderia #5
Methylobacterium 1
Bacillus 0.25

Tabla 13. Géneros bacterianos implicados como inductoras de resistencia sistémica.

Género N2 de secuencias promedio
Pseudomonas 9869.75

Rhizobium 365.5

Streptomyces 4.75

Burkholderia 1.5

Paenibacillus 0.75

Bacillus 0.25

Prueba de hipotesis.

Los rizobios endosimbiontes aislados de nddulos de Lupinus alopecuroides,
crecidas en zonas las alto andinas de Castrovirreyna-Huancavelica y evaluadas
mediante el gen 16S rRNA, efectivamente corresponden al género
Bradyrhizobium.

Para comprobar la hipdtesis se emple6 el método del 16S rRNA, que se utilizo
para la secuenciacion, también se utilizd la metagendmica que también nos
servido para comprobar que Bradyrhisobium sp es el endosimbionte que nodulan
en el L. alopecuroides mediante los programas bioinformaticos como el Chromas
2.6.6 y MEGA X 10.0.5. Las secuencias limpias se compararon con las
depositadas en GenBank mediante el programa BLASTn disponible en el National
Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nIm.nih.gov/).

Por lo cual la hip6tesis queda demostrada la ilustracion 4, y también en la tabla 4.
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4.3. Discusion de resultados

En este trabajo de investigacion se ha llevado a cabo la caracterizacion de
bacterias endosimbioticas aisladas de nodulos de plantas de Lupinus
alopecuroides (Ccera) crecidas, como cultivo espontaneo en las zonas alto
andinas de la comunidad de Castrovirreyna-Huancavelica.

A partir de los extractos de nddulos se obtuvieron 30 cepas, pero solo 14 cepas
fueron los que presentaron las diferentes morfologias en las unidades formadoras
de colonias que aparecieron en las placas de cultivo. y una vez amplificada se
secuencio parcialmente con el gen 16S rRNA de los aislados, lo que demostrd la
presencia de 3 especies Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp. y Phyllobacterium
sp, implicitas en el orden Rhizobiales de las Alphaprotebacteria, que
constituyeron el 26% de las cepas aisladas (Tabla 4 e Ilustracion 4). Lo que
también pudieron encontraron Banasiewicz et al., (2016); Barrera et al., (1997);
Corona et al., (2006); Trujillo et al., 2005 y Valverde et al., (2005),

La asociacion simbidtica del Bradyrhizobium sp. entre el Lupinus alopecuroides
que son rizobios nativos es el principal sistema de aportacion de N al suelo como
lo manifestaron anteriormente Barrera et al., (1997) como también Corona et al.,
(2006).

Las especies de rizobios capaces de formar asociaciones simbidticas con plantas
del género Lupinus pertenecen a la especie estrechamente relacionada del género
Bradyrhizobium y Microvirga, la especie de Bradyrhizobium sp. (Barrera et al.,
1997), y Microvirga zambiensis strain WSM3693 (Banasiewicz et al., 2016),
entre ambas especies hay diferencias ya que tienen propiedades bioguimicas
distintos, sin embargo también se pueden distinguirse por sus diferentes
caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

La cepa tipo Bradyrhizobium sp se aisld6 de ndédulos de Lupinus montanus
(Corona et al., 2006); y que, a nivel genético, son iguales que del Lupinus
alopecuroides que obtuvimos con el gen 16S rRNA. Hasta donde nosotros
pudimos llegar con el trabajo de investigacion ya que no pudimos identificar la

especie especifica ya que no cantdbamos con mas recursos econémicos
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Conclusiones
Bradyrhizobium sp. es el microsimbionte especifico de la ccera (Lupinus

alopecuroides) que crece en las zonas alto andinas de Castrovirreyna -
Huancavelica.

Existen bacterias ineptas que forman nédulos en el Lupinus alopecuroides que
pueden encontrarse en su interior como endosimbiontes. Su funcién es
desconocida.

Las plantas incitan el crecimiento de determinados géneros bacterianos, la
mayoria de ellos con capacidad para promover el crecimiento vegetal, y cuya
exuberancia depende del tipo de planta.

Las raices de la ccera (Lupinus alopecuroides) contienen numerosas bacterias

endofitas, la mayoria de ellas no descritas como tales hasta la fecha.
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Recomendaciones
Replicar el trabajo de investigacion empleando la metodologia descrita para
Bradyrhizobium sp. y evaluar su presencia en los nodulos del Lupinus

alopecuroides.

Estudiar con mayor profundidad en las diferentes fases fenoldgicas del Lupinus
alopecuroides y ver la dinamica poblacional bacteriana por cada fase.

Se recomienda realizar estudios similares en otros cultivos de sierra a nivel de
la region Huancavelica.

En el futuro aspirar a producir inoculantes de los aislados

Evaluar actividad PGPR de los endosimbiontes de nddulos de Lupinus
alopecuroides
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Anexo 1. Phylas identificados, y su numero de secuencias promedios determinadas en
los nddulos radicales del Lupinus alopecuroides.

PHYLA PROMEDIO
Proteobacteria 66249.5
Cyanobacteria / Chloroplast 32034.75
Bacteroidetes 325.5
Actinobacteria 280.75
Firmicutes 191.5
Acidobacteria 78.75
Verrucomicrobia 36
Gemmatimonadetes 14.75
Saccharibacteria 9
bacteriaceae 7.75
WPS-1 7.25
Planctomycetes 55
Chloroflexi 4.75
Armatimonadetes 4.5
Parcubacteria 1.25
Candidatus Saccharibacteria 0.75
Chlamydiae 0.75
Nitrospirae 0.25
Spirochaetes 0.25

Anexo 2. clases identificados, y su nimero de secuencias promedios determinadas en los
nodulos radicales del Lupinus alopecuroides.

CLASE promedio
Gammaproteobacteria 41759.5
Chloroplast 26073.5
Alphaproteobacteria 23789.25
Actinobacteria 286.75
Sphingobacteriia 233
Bacilli 185.5
Betaproteobacteria 157.5
Flavobacteriia 136.5
Acidobacteria_Gpl 42
Deltaproteobacteria 19.25
Cytophagia 17.75
Acidobacteria_Gp6 14.75
Acidobacteria_Gp4 14
Spartobacteria 12.25
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Subdivision3 11.2§
Planctomycetia 7.75
Bacteroidia 4.25
Chthonomonadetes 4
Opitutae 4
Phycisphaerae 3.5
Verrucomicrobiae 3.5
Clostridia 2.5
Acidobacteria_Gpl6 2.25
Acidobacteria_Gp3 2
Nitrospira 1.75
Caldilineae 1.5
Deinococci 1.5
Acidobacteria_Gp10 1.25
Acidobacteria_Gp7 1
Anaerolineae 0.75
Chlamydiia 0.75
Cyanobacteria 0.75
Negativicutes 0.75
Acidobacteria_Gp5 0.5
Chloroflexia 0.5
Cianobacterias 0.5
Erysipelotrichia 0.5
Acidobacteria_Gp20 0.25
Acidobacteria_Gp25 0.25
Armatimonadia 0.25
Spirochaetia 0.25

Anexo 3. Orden identificados, y su numero de secuencias promedios determinadas en los
nodulos radicales del Lupinus alopecuroides.

ORDEN N° de secuencias promedio
Enterobacteriales 31095.25
Rhizobiales 23687.5
Pseudomonadales 10386.25
Bacillales 156.5
Aeromonadales 144825
Actinomycetales 119.5
Sphingobacteriales 98.25
Burkholderiales 78.25
Sphingomonadales 52.25
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Xanthomonadales 37
Myxococcales 18.5
Flavobacteriales 18
Hydrogenophilales 16.25
Cytophagales 14.75
Gemmatimonadales 14.75
Rhodospirillales 12.25
Gaiellales 12
Lactobacillales 11.75
Planctomycetales 1:18
Acidimicrobiales 6.75
Caulobacterales 6
Rubrobacterales 4.5
Opitutales 4
Chthonomonadales 3.75
Bacteroidales 3.5
Tepidisphaerales 3.5
Verrucomicrobiales 35
Methylophilales 2.25
Solirubrobacterales 2.25
Neisseriales 2
Caldilineales 1.5
Clostridiales 1.5
Rhodobacterales 195
Anaerolineales 0.75
Deinococcales 0.75
Nitrospirales 0.75
Selenomonadales 0.75
Thermales 0.75
Erysipelotrichales 0.5
Kallotenuales 0.5
Armatimonadales 0.25
Bdellovibrionales 0.25
Coriobacteriales 0.25
Legionellales 0.25
Nitrosomonadales 0.25
Rhodocyclales 0.25
Spirochaetales 0.25
Vibrionales 0.25
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Anexo 4. Familias identificados, y su nimero de secuencias promedios determinadas en

los nddulos radicales del Lupinus alopecuroides.

FAMILIA N° de secuencias promedio
Bradyrhizobiaceae 79277.25
Enterobacteriaceae 31095.25
Cloroplasto 19168
Pseudomonadaceae 10370.5
Chloroplast 6900.5
Rhizobiaceae 406.75
Sphingobacteriaceae 180.25
Aeromonadaceae 141.75
Flavobacteriaceae 136.25
Mycobacteriaceae 1123.78
Oxalobacteraceae 98.25
Chitinophagaceae 52.75
Sphingomonadaceae 50.75
Xanthomonadaceae 35.25
Phyllobacteriaceae 29.75
Bacillaceae 1 28.75
Micrococcaceae 24
Streptomycetaceae 22.5
Caulobacteraceae 75
Comamonadaceae 16.5
Hydrogenophilaceae 16.25
Paenibacillaceae 1 16.25
Gemmatimonadaceae 1EL 75
Nocardioidaceae 14
Xanthobacteraceae 13.75
Moraxellaceae 12.5
Cytophagaceae 12
Gaiellaceae 12
Nocardiaceae L5155
Carnobacteriaceae 8.5
Planctomycetaceae WS
Pseudonocardiaceae 7.25
Microbacteriaceae 6.5
Intrasporangiaceae )
Propionibacteriaceae 4.75
Rubrobacteraceae 4.5
Micromonosporaceae 4.25
Chthonomonadaceae 4

95



Opitutaceae 4

Prevotellaceae 3.18
Staphylococcaceae 3B
Labilitrichaceae 3%
Tepidisphaeraceae 3th
Verrucomicrobiaceae 3.5
Corynebacteriaceae 3

Hyphomicrobiaceae 2.75
Burkholderiales_incertae_sedis 2.5
Kineosporiaceae 25
Methylocystaceae 2:5
Rhodospirillaceae 2.25
Alcaligenaceae 2

Methylobacteriaceae 2

Neisseriaceae 2

Burkholderiaceae s
Enterococcaceae 1.75
Nitrospiraceae 1.75
Sinobacteraceae 1.75
Acetobacteraceae 1.5
Caldilineaceae 1.5
Cyclobacteriaceae 1.5
Rhodobacteraceae 1.5
Streptococcaceae 15
Actinomycetaceae 1.25
Deinococcaceae 1.25
Cryptosporangiaceae i

Geodermatophilaceae 1

Planococcaceae 1

Polyangiaceae 1

Anaerolineaceae 0.75
Clostridiaceael 0.75
Nannocystaceae 0.75
Parachlamydiaceae 0.75
Solirubrobacteraceae 0.75
Thermaceae 0.75
Veillonellaceae 0.75
Bacteriovoracaceae 0.5
Beijerinckiaceae 0.5
Cellulomonadaceae 0.5
Erysipelotrichaceae 0.5
Glycomycetaceae 0.5
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Kallotenuaceae 0.5
Lachnospiraceae 0.5
Peptostreptococcaceae 0.5
Ruminococcaceae 0.5
Armatimonadaceae 0.25
Brucellaceae 0.25
Catenulisporaceae 0.25
Coriobacteriaceae 0.25
Coxiellaceae 0.25
lamiaceae 0.25
Nitrosomonadaceae 0.25
Rhodocyclaceae 0.25
Sanguibacteraceae 0.25
Spirochaetaceae 0.25
Vibrionaceae 0.25

Anexo 5. Géneros identificados, y su numero de secuencias promedios determinadas en

los nodulos radicales del Lupinus alopecuroides.

GENERO N° de secuencias promedio
Streptophyta 26053.25
Bradyrhizobium 11699.75
Pseudomonas 9869.75
Serratia 562.25
Rhizobium 365.5
Aeromonas 141.5
Flavobacterium 130.25
Mycobacterium 123.25
Mucilaginibacter 117.5
Pantoea 86.5
Anoxybacillus 62.25
Pedobacter 45.25
Geobacillus 27
Phyllobacterium 23.75
Duganella 23
Granulicella 21
Aeribacillus 20.5
Hydrogenophilus 16.25
Brevibacillus 15.25
Janthinobacterium 15
Gemmatimonas 14.75
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Gp6 14.75
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis 14.75
Labrys 13.75
Sphingomonas 13
Stenotrophomonas 12.75
Gaiella 12
Subdivision3_genera_incertae_sedis 1.5
Acinetobacter 11.25
Rhodococcus 11.25
Gp4 10.5
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 10
Segetibacter 8.75
Herbaspirillum 8.25
Mesorhizobium 8
WPS-1_genera_incertae_sedis 7.75
Carnobacterium 7.25
Rhizorhabdus 7
Arthrobacter 6.25
Rahnella 575
caldibacillus o
Bosea 5.25
Massilia 5.25
Rhizobacter 5:25
Caulobacter 5
Chryseobacterium 4.75
Sphingobacterium 4.75
Streptomyces 4.75
Rubrobacter 4.5
Variovorax 4.5
Kribbella 4.25
Pseudonocardia 4.25
Chthonomonas / Armatimonadetes_gp3 4
Corynebacterium SRS,
Dyadobacter S
Hymenobacter 3.75
Nocardioides 3.75
Opitutus 8975
Staphylococcus 3.75
Labilithrix 3.5
Tepidisphaera 3.5
Microlunatus 3.25
Sphingobium 3.25
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Novosphingobium 3

Pirellula 3

Chitinophaga 2.75
Skermanella 2.75
Aquabacterium 2.5
Dokdonella 2.5
Inquilinus 2.5
Prevotella 2.5
Angustibacter 2.25
Gpl6 2.25
Reyranella 2.25
Angustibacter 2

Pseudoxanthomonas 2

Adhaeribacter 75
Aeromicrobium 73]
Brevundimonas 7%
Devosia 1.75
Luteolibacter 545
Nitrospira IN75
Asticcacaulis I3
Burkholderia 1Lh
Kaistia 1.5
Nitrobacter 1.5
Parafilimonas 1.5
Phenylobacterium 1.5
Terrimonas 1.5
Atopostipes 1.25
Enhydrobacter 1.25
Enterococcus 1:25
Gpl 1.25
Gpl0 1.25
Parcubacteria_genera_incertae_sedis 1.25
Propionibacterium 1.25
Spirosoma 1.25
Terrimicrobium L5
Actinomyces 1

Anaeromyxobacter 1

Arenimonas 1

Gp7 1

Lysinibacillus 1

Methylobacterium 1

Micromonospora 1
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Microvirga 1

Neisseria 1

Ohtaekwangia 1

Rubellimicrobium i

Streptococcus 1

Aridibacter 0.75
Candidatus Solibacter 0.75
Clostridiumsensustricto 0.75
Deinococcus 0.75
Epilithonimonas 0.75
Ferruginibacter 0.75
Flavisolibacter 0.75
Ilumatobacter 0.75
Intrasporangium 0.75
Lacibacter 0.75
Niastella 0.75
Paenibacillus 0.75
Sanguibacter 0.75
Solirubrobacter 0.75
Taibaiella 0.75
Terrabacter 0.75
Veillonella 0.75
Xanthomonas 0.75
Acinetobacter 0.5
Alcaligenes 0.5
Algoriphagus 0.5
Blautia 0.5
Cellulomonas 0.5
Cellvibrio 0.5
Chryseolinea 0.5
Cytophaga 0.5
Delftia 0.5
Dongia 0.5
filifactor 0.5
Geodermatophilus 0.5
Glycomyces 0.5
Gp3 0.5
Gp5 0.5
Hyphomicrobium 0.5
Kallotenue 0.5
Kytococcus 0.5
Lactococcus 0.5
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Luteibacter 0.5
Lysinibacillus 0.5
Meiothermus 0.5
Microbacterium 0.5
Oxalicibacterium 0.5
Phycicoccus 0.5
Prosthecobacter 0.5
Raoultella 0.5
Sphingopyxis 0.5
Terriglobus 0.5
Thauera 0.5
Achromobacter 0.25
Amycolatopsis 0.25
Aquicella 0.25
Aquipuribacter 0.25
Armatimonas / Armatimonadetes_gpl 0.25
Bacillariophyta 0.25
Bacillus 0.25
Bacteriovorax 0.25
Blastocatella 0.25
Blastococcus 0.25
Buttiauxella 0.25
Candidatus Koribacter 0.25
Catenulispora 0.25
Collinsella 0.25
Gemmata 0.25
Gp20 0.25
Gp25 0.25
Herminiimonas 0.25
Jatrophihabitans 0.25
Lentzea 0.25
Luteococcus 0.25
Methylophilus 0.25
Methylotenera 0.25
Micrococcus 0.25
modestobacter 0.25
Moheibacter 0.25
Neorhizobium 0.25
Nitrosospira 0.25
Paracoccus 0.25
Pedomicrobium 0.25
Peredibacter 0.25
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Pigmentiphaga

0.25

Povalibacter 0.25
Pusillimonas 0.25
Rhodoferax 0.25
Rufibacter 0.25
Schlesneria 0.25
Sediminibacterium 0.25
Sphaerochaeta 0.25
Tardiphaga 0.25
Vulcaniibacterium 0.25
Zavarzinella 0.25
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Anexo 6 Analisis de suelos, caracterizacion del suelo alto andinos donde crecen la Ccera (Lupinus alopecuroides).

Solicitante VIANE MARYTRINI MEIIA HUARANCA
Departamento : HUANCAVELICA Provincia : CASTROVIRREYNA
Distrito Predio
H.R. 62645-020C-
Referencia 18 Fact.:2449 Fecha 02/03/2018
Niimero de Muestra CE. Andlisis Mecanico Clase CIC Cationes Cambiables Suma Suma %
Claves pH (1:1) | cacos | M.O. P K Arena | Limo | Arcilla |Textural ca" I Mg" | K" Na* | AP+H' | de de | Sat.De
(1:1) ds/m % % ppm ppm % % % meq/100g Cationes | Bases Bases
0.20-0.40cm 5,96 0,10 0,00 8,53 18,3 368 60 30 10 Fr.A. 29,12 13,60 2,07 0,81 0,15 0,05 16,67 16,62 57

A= Arena;A.Fr.=Arena Franca; Fr.A. =Franco Arenoso ; Fr. =Franco ; Fr.L. = Franco Limoso ; L= Limoso ; Fr.Ar.A. = Franco Arcillo Arenoso ; Fr.Ar. = Franco Arcilloso;

Fr.Ar.L. =Franco Arcillo Limoso ; Ar.A. = Arcillo Arenoso ; Ar.L = Arcillo Limoso ; Ar. =

Arcilloso
Nimero de Muestra
Claves Pb cd Cr
ppm Ppm ppm
0.20-0.40cm 68,97 1,35 13,05

Dr. Sady Garcia Bendezu
lefe del Laboratorio
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Anexo 7. Andlisis foliar de la Ccera (Lupinus alopecuroides).

FECHA + 09/03/2018

N, CLAVEDE N P K Ca Mg S Na In Cu Mn Fe B M.S.
Lab. CAMPO % % % % % % % ppm | ppm | ppm | ppm | ppm %
919 447 | 028 | 229 | 130 | 036 | 017 | 002 30 5 55 302 36 | 1950
N CLAVE DE Po | G | Cr

Lab. CAMPO ppm | ppm | ppm

919 319 | 049 | 454

Dr. Sady Garcia Bendez(l
Jefe de Laboratorio
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Anexo 8.Esterilizacion de nodulos y aislamiento de sus endosimbiontes.

CRECIMIENTO DE DIFERENTES COLONIAS AISLAMIENTO DE BACTERIAS DESDE LOS NODULOS
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Anexo 9. Proceso de purificacion de aislados bacterianos.

M13

M16
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Anexo 10. Bradyrhizobium sp. Aislados del Lupinus alopecuroides.

VI3 V21 V26
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Anexo 11 Matriz de consistencia.

Identificacion de rizobios aislados de nédulos de lupinus alopecuroides. Crecidas en zonas alto andinas de

Castrovirreyna-Huancavelica

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
General General Los rizobios | Variable N° 1: Se establecio en el Método
El tarwi es una leguminosa | Evaluar las bacterias | endosimbiontes Nodulos de | Cientifico y se utilizaron como
andina cuyo cultivo y uso | endosimbidticas de los nodulos | aislados de | Lupinus técnicas légicas de induccion y
requieren ser revalorados | radicales de lupinus alopecuroides | nodulos de | alopecuroides deduccion, empleando
por su facil adaptacion a | crecidas en las zonas alto andinas | Lupinus crecidas en zonas | metodologias descritas por

suelos circunstanciales, tiene
tolerancia al estrés hidrico y
su capacidad de fijar
nitrégeno atmosfeérico en el
suelo, que es ideal para
sistemas de cultivos
agroecoldgicos u organicos.

de Castrovirreyna-Huancavelica.

Especificos

¢Qué especie de rizobios es
el endosimbionte de Lupinus
alopecuroides crecidas en
zonas alto andinas de
Castrovirreyna-
Huancavelica?

Especificos

% Aislar los rizobios de nddulos
radicales de Lupinus
alopecuroides.

% identificar las bacterias
endosimbidticas de nddulos
radicales de Lupinus

alopecuroides mediante el gen
16S rRNA.

alopecuroides,
crecidas en zonas
las alto andinas de
Castrovirreyna-
Huancavelica vy
evaluadas
mediante el gen
16S rRNA,
corresponden  al
género
Bradyrhizobium.

alto andinas de
Castrovirreyna-

Huancavelica.

Variable N° 2:
Rizobios
localizadas en los
nddulos de Lupinus
alopecuroides

Arone (2012) y Talbi (22011).
Tipo de investigacion

Es de tipo aplicada su
propésito  fundamental es
contribuir con el
restablecimiento de la

fertilidad natural de las chacras
en la region, por tanto,
contribuira en el ahorro de
energia fosil (petroleo), asi
como también en la reduccion
de la contaminacion del medio
ambiente.

Nivel de investigacion

El nivel de investigacion es
descriptiva, orientada a la
caracterizacion de los rizobios
endosimbiontes en nédulos de
Lupinus alopecuroides.
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