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Resumen

La fijacion biolégica del nitrégeno en suelo se debe en gran parte a bacterias que establecen re-
laciones simbiéticas con leguminosas, siendo muy importante seleccionar e identificar aquellas con
alta capacidad de adaptacién ambiental propias de una determinada region; en ese sentido, esta in-
vestigacion tuvo como objetivo determinar las caracteristicas fenotipicas de Ensifer meliloti y Ensifer
medicae (Rhizobiaceae) aislados de nédulos radiculares de Medicago sativa L. (Fabaceae) cultivada en
areas agricolas de la Provincia de Trujillo en el Pert, para ello se recolecté nédulos radiculares de 60
plantas de M. sativa L. a partir de los cuales se aislaron en medio agar levadura manitol (YMA) con
rojo de congo, 14 cultivos bacterianos, ocho de ellos fueron identificados fenotipicamente como E.
meliloti y seis como E. medicae; todos crecieron en medio Luria Bertani (LB), toleraron 2% de NaCl,
y utilizaron el L-tript6fano, lo que permiti6 diferenciarlos de las especies del género Rhizobium. Por
otro lado, la capacidad de utilizar el dulcitol, tolerancia a 3% de NaCl y resistencia frente al acido
nalidixico permitié diferenciar ambas especies de Ensifer. Ademas, se encontré que todos los culti-
vos aislados evidenciaron cualitativamente producir acido indol-3- acético (AIA).

Palabras claves: Ensifer meliloti, Ensifer medicae, Medicago sativa L., identificacion fenotipica.

Abstract

The biological fixation of nitrogen in soil is largely due to bacteria that establish symbiotic
relationships with legumes, being very important to select and identify those with high
environmental adaptation capacity typical of a certain region; in this sense, this research aimed
to determine the phenotypic characteristics of Ensifer meliloti and Ensifer medicae (Rhizobiaceae)
isolated from root nodules of Medicago sativa L. (Fabaceae) cultivated in agricultural areas of the
Province of Trujillo in Perii, for which root nodules were collected from 60 plants of M. sativa L.
from which 14 bacterial cultures were isolated on yeast mannitol agar (YMA) with Congo red, eight
of them were phenotypically identified as E. meliloti and six as E. medicae; all grew in Luria Bertani
(LB) medium, tolerated 2% NaCl, and used L-tryptophan, which allowed them to be differentiated
from the species of the genus Rhizobium. On the other hand, the ability to use dulcitol, tolerance to
3% NaCl and resistance to nalidixic acid allowed to differentiate both Ensifer species. Furthermore,
it was found that all isolated cultures showed qualitatively producing indole-3-acetic acid (IAA).

Keywords: Ensifer meliloti, Ensifer medicae, Medicago sativa L., identificacion fenotipica.
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Introduccion Ensiffer spp. ha sido aislado de nédulos
radiculares de diversas leguminosas, tales
como Sesbania (Li et al., 2016), Trigonella
(Eardlyetal.,2017), Glycine, Astragalus (Yanet
al., 2016) y especies de Medicago procedentes
de distintas regiones bioclimaticas (Djedidi
et al., 2011). En nédulos de Medicago sativa
L., se han identificado Ensifer meliloti y
Ensifer medicae, siendo E. meliloti el principal

Existen diferentes géneros bacterianos
en el suelo que fijan nitrégeno atmosférico
y establecen una interaccién simbidtica
con leguminosas, formando nédulos en
sus raices (Ormefo-Orrillo et al., 2015).
Los mas estudiados son Mesorhizobium
(Zgadzaj et al., 2016; De Meyer et al., 2015),
Bradyrhizobium (Helene et al., 2015), y
especies de la familia Rhizobiaceae tales
como Rhizobium spp. (Alam et al., 2015) y
Ensifer spp. (Li et al., 2016).

microsimbionte  encontrado  (Ramirez-
Bahena et al., 2015).
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Asimismo, algunos de estos géneros son
considerados promotores del crecimiento
vegetal, ya que no solo fijan nitrégeno
atmosférico, sino que también pueden
aumentar la biomasa de las plantas a través
de la produccién de sideréforos (Scagliola
et al., 2016), solubilizacion de fosfato
inorganico (Kuan et al.,, 2016), actividad
antagonista (Naureen et al., 2017), actividad
desaminasa (ACC) (Rangel et al., 2017) y
produccién de fitohormonas (Olanrewaju
et al., 2017).

fitohormonas,
principalmente del acido indol-3-acético
(IAA) (Paque & Weijers, 2016), es una de
las caracteristicas resaltantes del género
Ensifer. En el estudio realizado por Kisiel &
Kepczynska (2016), evaluaron la capacidad
in vitro de E. meliloti para producir [AA
a partir de triptéfano y demostraron un

La producciéon de

mejor crecimiento de M. sativa L. Ademas,
se han disehado cepas de esta especie
bacteriana con el fin de sobre producir
IAA y mejorar tanto el crecimiento como la
expresion del gen nifH (Bianco ef al., 2014).
Por otra parte, E. meliloti redujo los dafios
en M. sativa L. frente a condiciones de estrés
por sequia (Defez et al., 2017), deficiencia
de hierro (Kallala et al.,, 2018). Ademas,
segin Ramirez-Bahena et al. (2015), este
microrganismo tolera la acidez, duplicando
el ntmero de nédulos radiculares por
planta, siendo una caracteristica muy
importante para la agricultura de regiones
con suelos dcidos. También, se ha estudiado
la co-inoculaciéon en condiciones de
invernadero junto a bacterias del género
Delftia que conllevo a resultados favorables
para el crecimiento de M. sativa L. (Morel et
al., 2015).

M. sativa L., es una leguminosa perenne
forrajera distribuida a nivel mundial y es
una de las principales fuentes de alimento
para el ganado. Se ha demostrado que los

rizobios presentes en esta planta pueden
aumentar su valor nutricional (Jafari ef al.,
2018), ademas, favorecer el establecimiento
de nuevas comunidades bacterianas al ser
intercaladas con otros cultivos, permitiendo
aumentar el contenido de nitrégeno,
potasio, fésforo y carbono (Zhang et al.,
2018). Por tales motivos, M. sativa L. es
considerado como un alimento sostenible
para la agricultura (Kulkarni ef al., 2018).

La identificacion de especies nativas de
Ensifer relacionadas simbiéticamente con
M. sativa L. permite la seleccion de cepas con
potencial de uso en el drea agricola. Ademas,
es importante destacar la capacidad de
adaptacion ambiental de las bacterias
propias de una determinada regién, ya
que esto garantiza la subsistencia de la
planta. En la provincia de Trujillo (Pera),
no se han reportado estudios referentes al
aislamiento de Ensifer spp. Por tal razon,
la presente investigacion tuvo por objetivo
determinar las caracteristicas fenotipicas
de E. meliloti y E. medicae (Rhizobiaceae)
aislados de nédulos radiculares de M. sativa
L. (Fabaceace) cultivada en areas agricolas
de la Provincia de Trujillo en el Perw;
siendo esta la base de estudios posteriores,
en donde se seleccionen a estas especies en
base a su mayor promocién del crecimiento
vegetal, para la formulaciéon de inoculantes
microbianos.

Material y métodos
Material biolégico

Sistemas radiculares completos con
nédulos activos, de 60 plantas de Medicago
sativa L. recolectadas de dareas agricolas
de los distritos de Laredo (8°07'35,1”S,
78°56'52,4"W), Moche (8°08'33,2”S,
78°59'45,6"W) 'y Simbal (8°00723,7”S,
78°4933,5”W) de la provincia de Trujillo,
Peru (Figura 1).

27 (3): Setiembre - Diciembre, 2020 | 743



Toro et al.: Caracteristicas fenotipicas de Ensifer meliloti y E. medicae aislados de Medicago sativa en Trujillo, Pera

Recoleccion y transporte de ndédulos
radiculares de las plantas

A través de un muestreo dirigido,
se seleccionaron 20 plantas de M.
sativa L.,
taxon6émicamente,
en estado de prefloracion, tuvieron mayor
follaje y no presentaron sintomas y/ o signos
de alguna enfermedad; de las cuales se

previamente  identificadas

las cuales estuvieron

extrajo los sistemas radiculares completos
con presencia de nédulos activos. Se
recolectaron los nédulos con parte de raiz
o raicilla y fueron envueltos en papel de
aluminio e introducidos en frascos con gel
de silice anhidra para ser transportados
(Koskey et al., 2018).

Aislamiento e identificacion fenotipica
de Ensifer spp.

Los noédulos recolectados fueron

rehidratados (Somasegaran & Hoben,
1994), para ser luego desinfectados con
etanol 70% (v/v) e hipoclorito de sodio al

1% (v/v) (Kang et al., 2018).

Se seleccioné un nédulo activo y se
procedié a triturarlo, en condiciones de
asepsia, para luego ser cultivado mediante
estriado en medio agar levadura manitol
(YMA) con rojo de congo. Los cultivos
fueron incubados en oscuridad a 28°C
durante 7 dias (Somasegardn & Hoben,

1994; Kang et al., 2018).
Las colonias tipicas (circulares,
convexas, opacas, a veces translucidas

y mucilaginosas) de los cultivos que
crecieron, fueron sembrados nuevamente
en YMA con rojo de congo, se realiz6 la
tincion Gram, para comprobar la pureza
de las células Gram negativas. A los
cultivos aislados se realizaron pruebas
bioquimicas descritas en el Manual de
Bacteriologia Determinativa de Bergey tales
como; catalasa, oxidasa, glucosa, sacarosa,
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ornitina, citrato, D-Arabinosa, L-Triptéfano,
dulcitol; asi como también, caracteristicas
como movilidad, crecimiento en el medio
Luria Bertani y en medio liquido levadura
manitol (YMB) al 2% (Brenner et al., 2005)
y 3% de NaCl (Rome et al., 1996). Ademas,
se evalud la resistencia antibidtica frente a
acido nalidixico (Wang et al., 2002).

También, se evalud -cualitativamente
la produccion in vitro de acido indol-3-
acético, para ello los cultivos bacterianos se
inocularon en 5 mL de (YMB) suplementado
con L-Triptéfano (2,5 gL') e incubados
a 28°C durante 3 dias. Transcurrido el
tiempo de incubacién, se centrifugd a
8000 rpm durante 5 minutos; luego 2 mL
del sobrenadante se mezclé con 4 mL
del reactivo de Salkowski y se incubd en
oscuridad a 28°C durante 30 minutos (Kang
et al., 2018).

Resultados y discusion

A partir de nédulos radiculares de 60
plantas de Medicago sativa L. (Fabaceae) re-
colectadas en areas agricolas de la provincia
de Trujillo, Perq, se aisl6 14 cultivos bacte-
rianos pertenecientes al género Ensifer; de
los cuales ocho fueron identificados como
Ensifer meliloti y seis como Ensifer medicae
(Rhizobiaceae), cuyas caracteristicas fenoti-
picas diferenciales se describen en la Tabla
1.

De acuerdo a las caracteristicas macro y
micromorfolégicas observadas, los cultivos
bacterianos aislados a partir de ndédulos de
M. sativa L. pertenecierén al género Ensifer;
su presencia en esta leguminosa es por la
capacidad de establecer una interaccién
simbiodtica y formar nédulos en su sistema
radicular debido a la especificidad de los
factores Nod secretados por las bacterias
en respuesta a los flavonoides liberados
por la planta (Peck et al., 2006). Ademas,
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lo observado concuerda con lo descrito en
el Manual de Bacteriologia Determinativa
de Bergey donde Brenner et al. (2005)
especifican a este género como bacilos
Gram negativos cortos, que sembrados
en agar levadura manitol (YMA) con
rojo de congo forman colonias circulares,
convexas, opacas, a veces translicidas,
mucilaginosas, que no absorben el rojo de
congo, caracteristica distintiva de la familia
Rhizobiaceae (Somasegardn & Hoben, 1994).

La diferenciacion del género Ensifer con
el género Rhizobium se pudo observar con
el crecimiento de los cultivos bacterianos
en el medio Luria Bertani (LB). Rhizobium
no crece en este medio a excepcién de R.
hainanense y R. tropici, por ello la prueba de
tolerancia al 2% NaCl (Brenner et al., 2005)
y la utilizacién de L-Triptéfano (Peck et al.,
2006) permitié distinguir totalmente estas
dos especies de Rhizobium del género Ensifer
ya que R. tropici no crece a estas condiciones
de salinidad y R. hainanense no es capaz de
asimilar este compuesto.

La capacidad de utilizaciéon del dulcitol
(Wang et al., 2002) y la tolerancia al 3% de
NaCl (Rome et al., 1996) permiti6 diferenciar
las especies de Ensifer. Asi, en este estudio
se aislaron las especies de E. meliloti y E.
medicae; estos datos concuerdan con los
hallazgos de Ramirez-Bahena et al. (2015) e
Iglesias et al. (2007) en donde se encontr6 a
ambas especies nodulando las raices de M.
sativa L.

Cabe mencionar que los cultivos Ep16-
01, Em54-01, Em55-01 y Em60-01 fueron
considerados como E. medicae a pesar de
crecer en NaCl al 3% porque al igual que
en lo investigado por Rome et al. (1996)
esta especie puede ser variable bajo esta
concentracion de NaCl. Asi mismo, se
tuvo en cuenta la resistencia frente al dcido
nalidixico (Wang et al., 2002) obteniéndose

que los cultivos Em54-01 y Em60-01 fueron
sensibles frente a este antibiético, a pesar de
ser identificados como E. medicae.

Ramirez-Bahena et al. (2015) encontraron
que la especie de Ensifer aislada en mayor
cantidad a partir de los ndédulos de M.
sativa L. fue E. meliloti; esto concuerda
con lo encontrado en esta investigacion.
Sin embargo, también hay estudios en
donde se encontré tnicamente a E. meliloti
nodulando a M. sativa L. (Djedidi et al.,
2011; Kang et al., 2019), lo cual puede
explicarse por la especificidad que tienen
los rizobios con las leguminosas. Ademas,
se ha demostrado una mejor eficiencia de E.
meliloti para nodular a M. sativa L., mientras
que, E. medicae es mas eficiente nodulando
M. truncatula (Kazmierczak et al., 2017).

Las especies del género Ensifer tienen
la capacidad para adaptarse a diferentes
condiciones bioclimaticas (Djedidi et al.,
2011), asi como también promover el
crecimiento vegetal a través de diversos
mecanismos como es la producciéon de
fitohormonas (Defez et al., 2019). En esta
investigacion, la identificacion de cultivos
bacterianos aislados a partir de los nédulos
de M. sativa L., da paso a la seleccion
de especies con actividad promotora de
crecimiento vegetal ttil en el sector agricola.

Conclusiones

Las plantas de Medicago satival
(Fabaceae) cultivadas en areas agricolas de
os distritos de Laredo, Moche y Simbal de
la provincia de Trujillo, Pert presentaron
bacterias con capacidad de nodulacién, que
correspondieron a Ensifer meliloti y Ensifer
medicae (Rhizobiaceae) con caracteristicas
fenotipicas diferenciales a nivel de especie.
Ademéds, se evidenci6é el hecho que una
misma especie de leguminosa, fue infectada

por dos especies de Ensifer.
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Estainvestigacion es el primer reporte de
caracteristicas morfolégicas de simbiontes
de M. satival cultivadas en el norte del Pert.
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Fig. 1. Mapa de ubicacién de las zonas de muestreo de los nédulos de Medicago sativa L. de
la provincia de Trujillo para los aislamientos de las especies de Ensifer.
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