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Crecimiento y desarrollo foliar de plantas de alfalfa (Medicago sativa L.), inoculadas
con cepas de Rhizobium, aisladas de pajuro (Erythrina edulis)

Growth and foliar development of alfalfa plants (Medicago sativa L.), inoculated with
strains of Rhizobium, isolated from pajuro (Erythrina edulis)
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RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de evaluar el crecimiento, desarrollo foliar, nodular y radicular
de plantas de alfalfa (M. sativa L.), inoculadas con cepas de Rhizobium aisladas de pajuro (E. edulis). Se
recolectaron nddulos radiculares de E. edulis, las cuales se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2% por 15
minutos, posteriormente se aislaron 5 cepas de rizobios de E. edulis las cuales fueron inoculadas en alfalfa y soya.
Los resultados mostraron que el empleo de hipoclorito de sodio al 2% por 15 minutos, fueron los adecuados para la
asepsia de los nodulos radiculares de E. edulis. Las cinco cepas de E. edulis inoculadas en plantas de alfalfa cv.
CUF, no mostraron capacidad para inducir nédulos radiculares, en tanto, la cepa ch-04-18 de E. edulis alcanzé a
formar nédulo radicular a los 7 dias de inoculados, pudiendo ser considerada la soya una NOD+ frente a la cepa ch-
04-18.
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ABSTRACT

The present investigation was carried out with the objective of evaluating the growth, foliar, nodular and radicular
development of alfalfa plants (M. sativa L.), inoculated with strains of Rhizobium isolated from pajuro (E. edulis).
Radicular nodules of E. edulis were collected, which were disinfected with 2% sodium hypochlorite for 15
minutes, then 5 strains of rizobio of E. edulis were isolated which were inoculated in alfalfa and soybean. The
results showed that the use of 2% sodium hypochlorite for 15 minutes was adequate for the asepsis of the radicular
nodules of E. edulis. The five strains of E. edulis inoculated in alfalfa plants cv. CUF, showed no ability to induce
root nodules, while the ch-04-18 strain of E. edulis reached to form a root nodule 7 days after inoculation, and
soybean could be considered a NOD + against strain ch-04 -18.
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L. INTRODUCCION

La agricultura en el Peru desafia diferentes
problemas, siendo uno de los principales los
relacionados con la carencia de tecnologias de
produccion eficientes y de variedades altamente
productivas, segun el Sistema Integrado de
Estadistica Agraria SIEA de la Direccion General de
Seguimiento y Evaluacién de Politicas de la
Direccion Estadistica Agraria, sefiala a Amazonas
con uno de los departamentos con un menor rango de
produccién de alfalfa, menor a 4000 TN. (Boletin
estadistico de produccidén agricola, pecuaria y
avicola. Ministerio de Agriculturay Riego, 2016).
Vasquez y Guevara (2016) aislaron y caracterizaron
cepas de Rhizobium, aisladas de pajuro, de dos
distritos de la region Amazonas, determinando que el
promedio de los nodulos aislados de los sistemas
radiculares varia entre 6 a 10 mm, presentando
ademas un color rojo intenso, los cuales, segin
Lépez-Alcocer et al (2017) corresponden a las lineas
de Rhizobium mas eficientes en la fijacion del
nitrogeno. No obstante, estos estudios no evaluaron
la efectividad de dichas cepas como promotoras de
crecimiento vegetal.

A nivel de Latinoamérica se han realizado diversos
estudios para mejorar el rendimiento en la
produccion de alfalfa; Yugan y Gonzalo (2010)
reportaron que el mejor tratamiento para la
produccion de alfalfa fue la combinacion de
Rhizobium melilloti (500 g/ha) con estiércol de cuy
(20 tn/ha). Ademas, con la finalidad de buscar
mejoras en el desarrollo y el valor nutritivo de la
alfalfa, Martinez et al. (2016) emplearon para su
inoculacion dos especies bacterianas diferentes a
rizobios (i.e., Ensifer meliloti y Halomonas maura),
logrando mejorar su cultivo en condiciones de
salinidad aumentando su composicidn nutricional y
funcional.

En Perq, estudios previos evaluaron el efecto de los
niveles de microorganismos eficaces como
alternativa de fertilizacion en el manejo del cultivo
de la alfalfa en condiciones agroecologicas de
Andabamba-Hudnuco, encontrando efecto
significativo en relacion a la altura de la planta,
numero de tallos por metro cuadrado, peso de forraje
verde, materia seca y rendimiento, (Castillo y
Sanchez, 2014). Sin embargo, las cepas empleadas
en dichos estudios han provenido de leguminosas
diferentes al pajuro. En tal sentido, la presente
investigacion tuvo como objetivo Evaluar el
crecimiento, desarrollo foliar, nodular y radicular de
plantas de alfalfa (M.sativa L.), inoculadas con cepas
de Rhizobium aisladas de pajuro (E. edulis).

II. MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron muestras de nddulos de plantas de
pajuro (E. edulis) del distrito de Chachapoyas,
eligiendo la planta con buena vigorosidad y sanidad.
Se utilizd una lampa para extraer las raices y se
recolectaron alrededor de 20 noddulos, los cuales
fueron conservados en bolsas tipo Ziploc y colocados
en refrigeracion para su posterior uso en los ensayos
correspondientes.

Los nddulos colectados se hidrataron, hasta que
alcanzar turgencia; posteriormente se desinfectaron
con alcohol 70° por un minuto; luego en hipoclorito
de sodio al 2% por 4 minutos; finalmente se enjuagd
por 5 veces con agua destilada estéril hasta eliminar
por completo los residuos de hipoclorito de sodio.
Esterilizados los nodulos, estos fueron macerados y
se sembrados en placas Petri con medio Levadura
Manitol Agar (LMA) mas rojo congo, en estrias
paralelas, sembradas las placas se incubaran a 28 °C
por espacio de 2 a 7 dias hasta observar crecimiento
bacteriano. Posteriormente se realizaron las pruebas
de caracterizacidn cultural y bioquimica de las cepas
de Rhizobium adaptando la metodologia de Vasquez
y Guevara (2014).

Las cepas de Rhizobium se inocularon en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo medio de cultivo
liquido Extracto de Levadura Manitol (ELM), pH 7y
se incubaran con agitacidon constante por 24 h a 30°C
a 250 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacidn, los
cultivos se ajustaron a crecimiento de: 1 x 105
UFC/mL, 1 x 107 UFC/mL y 1 x 109 UFC/mL,
respectivamente. La inoculacion de las cepas se hara
al momento de la siembra y consistird en aplicar | mL
de indéculo por plantula de alfalfa (Granda et al.,
2016).

Inoculacién in vitro.- Semillas de alfalfa cv. CUF
fueron sembradas en medio basal y vitaminas MS,
suplemnetado con sacarosa 3%, myo-inositol
100mg/L y solidificado con 0,7% de agar-agar.
Fueron colocados 50 mL en contenedores, y
autoclavados a 121°C por 15 minutos. Las semillas
de alfalfa cv. CUF fueron lavadas y desinfectadas con
lejia comercial al 10% (0,4 % de hipoclorito de
sodio), luego enjuagadas con agua destilada estéril
hasta remover por completos los restos de lejia. Las
semillas fueron colocadas en los recipientes con el
medio de cultivo y fueron incubadas en ambiente a 24
+ 2°C, y fotoperiodo de 16/8. Germinadas las
semillas se inocul6 las plantulas con 1 mL del indculo
correspondiente. Se realizé las evaluaciones a los 7
dias posteriores a la inoculacion.

Inoculacion en sustrato PROMIX.- Semillas de
alfalfa cv. CUF fueron sembradas en macetas de
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plastico que contenian sustrato PROMIX a
capacidad de campo, y estas colocadas en ambiente a
24 4+ 2°C, y fotoperiodo de 16/8. Germinadas las
semillas se inoculd las plantulas con 1 mL de in6culo
correspondiente. Se realizo las evaluaciones a los 7
dias posteriores a la inoculacidon. Similar
procedimiento se realizo para la inoculacion de
plantulas de soya.

II1. RESULTADOS

Se recolectaron nodulos radiculares de plantas de
pajuro (Erythrina edulis) de huertos del distrito de
Chachapoyas, seleccionando aquellas de mejor
aspecto, vigorosidad y sanidad (Figura la-c). Los
nddulos colectados registraron un diametro
promedio de 10,2 + 2,3 mm y un peso promedio de
290+ 130mg.

El empleo de hipoclorito de sodio al 2% por 4
minutos, fue la concentraciéon y periodo adecuado
para eliminar los microorganismos de la cubierta de
los nddulos radiculares (Figura 2a), permitiendo
realizar el aislamiento de las cepas de los nédulos de
pajuro.

En la presente investigacion se aislaron cinco cepas
de Rhizobium a partir de nddulos radiculares de
pajuro, registrando todas cllas caracteristicas
morfoldgicas como crecimiento abundante, de color
opaco, produccion de abundante mucilago, bordes
regulares, forma del bacilo corto delgado y gram (-)
(Tablal, Figura 2b-d).

Las pruebas bioquimicas de las cinco cepas aisladas
en la presente investigacion se caracterizaron porque
las cepas crecieron en abundancia en el medio ALM-
RC sin absorcion del colorante rojo congo,
crecimiento ligero en el medio APG-PBC,
produccidén de ketolasa negativo y crecimiento ligero
enmedio ALM-AB (Tabla2).

Las cepas ch-01-18 y ch-05-18 mostraron similar
crecimiento abundante en pH 5.5, 6.8 y temperatura
de 28°C, ligero crecimiento en concentracion de
NaCl 1%, pH 9.0 y temperatura de 10°C, ausencia de
crecimiento en concentracién de NaCl 2% vy
temperatura de 37°C (Tabla 3). La cepa ch-02-18,
registrd sélo abundante crecimiento a temperatura de
28°C, crecimiento moderado a pH 6.8, ligero
crecimiento en concentracion de NaCl 1%, 2%, pH
5.5, 9.0, y temperatura de 10°C, ausencia de
crecimiento a temperatura de 37°C. La cepa ch-03-
18 se caracterizo por tener un crecimiento abundante
en concentracion de NaCl 1% y 2%, en los tres
niveles de pH (5.5, 6.8 y 9.0) y temperatura de 28°C,
ligero crecimiento a temperaturas de 10°C y 37°C.

La cepa ch-04-18 se caracterizd por presentar
abundante crecimiento en NaCl 1%, pH 5.5y 6.8y a
temperatura de 28°C, ligero crecimiento en pH 9.0,
temperatura de 10°C y ausencia de crecimiento en
NaCl 1%y temperatura de 37°C.

Las inoculaciones de las cinco cepas de E. edulis
aisladas no mostraron capacidad para inducir nddulos
radiculares en plantulas de alfalfa cv. CUF, tanto en la
inoculacién in vitro (Figura 3a-c), como en la
inoculacion realizada en sustrato PROMIX (Figura
3d-e).

Las inoculaciones de las cinco cepas de E. edulis
aisladas mostraron una escasa capacidad para inducir
nddulos radiculares en plantulas de soya (10%),
germinadas en sustrato PROMIX (Figura 4a-b),
siendo la cepa ch-04-18 la que alcanzé formar ndédulo
a los 7 dias de inoculados, induciendo dos nodulos
(Figura4c).

IV. DISCUSION

Los nodulos colectados registraron un diametro
promedio de 10,2 + 2,3 mm y un peso promedio de
290 + 130 mg, parametros mayores a los registrados
por Vasquez y Guevara (2016) (diametro 6,62 mm y
pesode 79,29 mg) en lalocalidad de Chachapoyas

En la presente investigacion se aislaron cinco cepas
de Rhizobium a partir de noddulos radiculares de
pajuro, registrando todas ellas caracteristicas
morfoldgicas como crecimiento abundante, de color
opaco, produccion de abundante mucilago, bordes
regulares, forma del bacilo corto delgado y gram (-)
(Tablal). Vasquez y Guevara (2015), reportaron
similares caracteristicas morfoldgicas en 11 cepas de
pajuro a las halladas en la presente investigacion,
como alta velocidad de crecimiento, colonias
grandes, translucidas y gomosas, bacilos gram (-)
finosy esporulados.

Las pruebas bioquimicas de las cinco cepas aisladas
en la presente investigacion se caracterizaron porque
las cepas crecieron en abundancia en el medio ALM-
RC sin absorcion del colorante rojo congo,
crecimiento ligero en el medio APG-PBC,
produccion de ketolasa negativo y crecimiento ligero
en medio ALM-AB (Tabla 2). Vasquez y Guevara
(2015), aislaron cepas de pajuro sin absorcion del
colorante rojo congo, caracteristica de las cepas de
Rhizobium; asimismo, las cepas mostraron reaccion
negativa de la enzima ketolactasa, también
caracteristica bioquimica de las cepas de Rhizobium.

Vasquez y Guevara (2015), indican que el desarrollo
de cepas en concentraciones de NaCl 1% y 2%
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obtuvieron crecimiento moderado en ambas
concentraciones, similar crecimiento fue registrado
en el presente estudio en la cepa ch-02-18, en tanto, la
cepa ch-03-18 mostro un crecimiento abundante en
ambas concentraciones de NaCl; Vasquez y Guevara
(2015) registraron que a pH 6.8 y 9.0 se obtiene un
crecimiento 6ptimo, similar resultado al registrado
en la cepa ch-03-18, el resto de cepas mostraron un
ligero crecimiento a pH 9.0; ¢ Vasquez y Guevara
(2015) reportaron que en temperaturas de 28°C y
36°C las cepas mostraron un mejor crecimiento, no
obteniendo crecimiento cuando fueron cultivadas a
temperatura de 10°C, en el presente estudio las cinco
cepas mostraron un abundante crecimiento cuando
fueron cultivadas a 28°C, no en tanto, mostraron
ausencia de crecimiento a 37°C a excepcion de la
cepa ch-03-18 que registré un ligero crecimiento,
asimismo, las cinco cepas mostraron ligero
crecimiento cuando fueron cultivadas a 10°C.

Moreno-Chirinos et al (2016) reportaron que en la
autenticacion de 50 cultivos evaluados, solo 20
cultivos formaron noédulos en simbiosis con P.
sativum var. Seleccion Junin considerdndolos
NOD+, mientras que el resto de cultivos no formaron
nédulos, considerandolos NOD-. En la presente
investigacion, las inoculaciones realizadas con las
cinco cepas de E. edulis aisladas no mostraron
capacidad para inducir nddulos radiculares en
plantulas de alfalfa cv. CUF, tanto en la inoculacion
in vitro (Figura 3a-c), como en la inoculacién
realizada en sustrato PROMIX (Figura 3d-e),
pudiendo considerar que las plantas de alfalfa cv.
CUEF, son NOD- frente a las cepas de E. edulis. En
tanto, las plantas de soya son NOD+ frente a la cepa
ch-04-18 de E. edulis, pero con una baja frecuencia
deraices noduladas (Figura 4c).

V. CONCLUSIONES

El empleo de 2% de hipoclorito de sodio por 4
minutos, fueron los parametros adecuados para
eliminar los microorganismos de la cubierta de los
nédulos radiculares de E. edulis.

Se aislaron cinco cepas de Rhizobium a partir de
noédulos radiculares de E. edulis, registrando todas
ellas caracteristicas morfoldgicas como crecimiento
abundante, de color opaco, produccion de abundante
mucilago, bordes regulares, forma del bacilo corto
delgadoy gram (-).

Las cinco cepas de E. edulis aisladas no mostraron
capacidad para inducir nddulos radiculares en
plantulas de alfalfa cv. CUF, tanto en la inoculacion
in vitro, como en la inoculacion realizada en sustrato
PROMIX. pudiendo ser considerada la alfalfa una

NOD- frente a las cepas de rizobio de E. edulis.

La cepa ch-04-18 de E. edulis aislada mostro escasa
capacidad para inducir nddulos radiculares en
plantulas de soya (10%), germinadas en sustrato
PROMIX (Figura 4a-b), alcanzando a formar nédulo
a los 7 dias de inoculados, pudiendo ser considerada
lasoyauna NOD+ frente a la cepa ch-04-18.
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Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de las cepas aisladas de nodulos radiculares de E. edulis en medio ALM.

Vasquez-Castro, E., Guevara, Z. R. (2014).
Aislamiento y caracterizacion de cepas de
Rhizobium de pajuro (Erytrhina edulis).
Revista Cientifica UNTRM: Ciencias

Naturales e Ingenieria, 1(1).

produccion

NC°cepa Crecimiento  color de mucilago bordes forma tincion
ch-01-18 (+++) opaco  (+t++) Regular  bacilo corto delgado Gram negativo
ch-02-18 (+++) opaco  (+t++) Regular  bacilo corto delgado Gram negativo
ch-03-18 (+++) opaco  (+++) Regular  bacilo corto delgado Gram negativo
ch-04-18 (+++) opaco  (+++) Regular  bacilo corto delgado Gram negativo
ch-05-18 (+++) opaco  (+++) Regular  bacilo corto delgado Gram negativo
(+) ligero (++) moderado  (+++) abundante

Tabla 2. Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas de nodulos radiculares de E. edulis.

Produccion de

NC°cepa ALM-RC APG-PBC Ketolactasa
ch-01-18 (+++) () negativo
ch-02-18 (+++) +) negativo
ch-03-18 (+++) ) negativo
ch-04-18 (+++) (+) negativo
ch-05-18 (+++) +) negativo
(+) ligero (++) moderado (+++) abundante

Tabla 3. Desarrollo de las cepas aisladas en ALM a diferentes concentraciones de NaCl, pH y temperaturas de

incubacion.

Concentracion de NaCl pH Temperatura (°C)
N°cepa 1% 2% 5.5 6.8 9.0 10 28 37
ch-01-18 H ) () (+++) H D)
ch-02-18 (+) +) +) (++) +) ) (D -)
ch-03-18 (+++) (+++) (+++) (+++) ) D@D
ch-04-18 (++) ) (+++) (+++) H DO
ch-05-18 @) () (+++) (+++) +) ) (D) )

(-)negativo  (+) ligero  (++) moderado (+++) abundante
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Figura 1. Recoleccion de nodulos radiculares de Ervirhina edulis, a. Planta de E, edulis donadora
de nddulos radiculares. b y ¢. Nodulos radiculares de E. edulis.

Figura 3. Ensayos de imoculacion de cepas de pajuro (Erythrina edulis) en plintulas de alfalfa,
Inoculacidn in vitro: a. Germinacion in vitro de semillas de alfalfa cv. CUF, b. [nmersion de
plimtulas de alfalfa genminadas ir vitro en soluciones con cepas de E. edulis. ¢, Crecimiento de
plintula de alfalfa moculadd con cepas de pajuro, no registrando la nodulacién en raices.

Inoculaciin en sustraio PROMIX: d. Inoculacion de cepas en plintulas germinadas de alfalfa ev. CUE
e. Crecimiento y desarrollo de pléntulas de alfalfa cv. CUF,
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Figura 2. Aislamiento de cepas de pajuro (Erythrinag edulis). a. Desinfeccion de nodulos
radiculares de E. edulis b, aislamiento de cepas de ndédulos radiculares de E. edulis, c.
Identificacion de cepas del género Rhizobium. d. Pruebas bioquimicas de aislamientos de
nodulos radiculares de E. edulis.

e e

Figura 4. Ensayos de moculacion de cepas de pajuro (Ervthring edulis) en plintulas de soya. a.
Siembra de semillas de soya en sustrato promix. b. Emergencia de pléntulas de sova inoculadas
con cepas de E. edulis, ¢. Inicio de formacién de nddulos mdiculares en plantas de soya inoculadas
con cepas de £, edudis,
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