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RESUMEN 

 

Una de las leguminosas nativas de la región Puna y Janca de nuestro país es Lupinus alopecuroides Desr, esta 

leguminosa posee rol importante como planta pionera en colonizar espacios de suelos poco evolucionados y 

una vez establecida contribuye a regenerar la productividad natural de las chacras mediante la fijación 

biológica del N. Asimismo, los campesinos lo emplean en diversas actividades, en la salud de las personas y 

animales y para generar energía calorífica (leña). Dada su importancia se planteó analizar el endosimbionte de 

nódulos radicales de L. alopecuroides Desr desarrolladas en las chacras de Choccra Pucro (3996 m.s.n.m.), 

Castrovireyna, Huancavelica. Se evaluó 60 nódulos procedente de 20 plantas, se tomaron 3 nódulos por planta 

utilizando muestreo simple-aleatorio y se cultivaron en medio YEM. Lo que permitió obtener 30 aislados, 

cuando se amplificaron y secuenciaron el gen 16S rRNA se reagruparon en 14 géneros, 03 de ellos pertenecen 

a las rizobiaceas (Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp. y Phyllobacterium sp.), y una vez inoculadas empleando 

plántulas de L. alopecuroides, el género Bradyrhizobium logró formar protuberancias de nódulos radicales. 

Asimismo, en los nódulos viven otros géneros no rizobianos como Erwinia, Rahnella, Serratia, Rhodococcus, 

Arthrobacter, Paenibacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Bacillus, Staphylococcus y Pantoea, cuya 

función queda por aclarar. 
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ABSTRACT 

 

One of the native legumes of the Puna and Janca region of our country is Lupinus alopecuroides Desr, this 

legume has an important role as a pioneer plant in colonizing spaces of poorly evolved soils and once 

established contributes to regenerate the natural productivity of the farms through the biological fixation of the 

N. Likewise, the peasants use it in various activities, in the health of people and animals and to generate heat 

energy (firewood). Given its importance, it was proposed to analyze the endosymbiont of radical nodules of 

L. alopecuroides Desr developed in the farms of Choccra Pucro (3996 m.a.s.l.m.), Castrovireyna, 

Huancavelica. 60 nodules from 20 plants were evaluated, 3 nodules per plant were taken using simple-random 

sampling and grown in Yem medium. What allowed to obtain 30 isolates, when the 16S rRNA gene was 

amplified and sequenced, they were regrouped into 14 genera, 03 of them belong to the rhizobiaceas 

(Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp. and Phyllobacterium sp.), and once inoculated using seedlings of L. 

allopecuroides, the genus Bradyrhizobium managed to form radical nodules. Also, in the nodules live other 

non-rhizobian genera such as Erwinia, Rahnella, Serratia, Rhodococcus, Arthrobacter, Paenibacillus, 

Pseudomonas, Stenotrophomonas, Bacillus, Staphylococcus and Pantoea, whose function remains to be 

clarified. 

 

Keywords: rhizobia, endosymbionts, Lupinus alopecuroides, Bradyrhizobium, 16S rRNA. 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Los Lupinus spp. que crecen en diversos nichos de 

nuestro Perú sean cultivables o silvestres, se 

reconocen como tarwi, qera, chocho, lupino, anazo, 

etc. (Camarena et al., 2012) En Castrovirreyna, 

Huancavelica, a 3996 m.s.n.m. podemos encontrar a 

Lupinus alopecuroides un pariente de Lupinus 

mutabilis que se cultiva como alimento desde la 

época prehispánica (Jacobsen et al., 2006; Barney, 

2011). Este grupo de leguminosas, sean silvestres o 

domesticadas, son de interés para los campesinos, 

porque lo emplean en la actividad agrícola como 

mejoradora de la capacidad productiva de sus suelos, 

gastronomía, medicina, insecticida, ornamental, y 

biocombustible (Camarena et al., 2012; Davies et al., 

2013; Huamán et al., 2013; Chirinos-Arias, 2015). 

Además, son plantas pioneras en revegetar suelos 

poco evolucionados y degradados, y una vez 

establecidas contribuyen a mejorar su productividad 

natural, lo que es aprovechada por las familias 

campesinas para cultivar sus siembras y asegurar la 

suficiencia alimentaria (García-Hernández, 2010; 

Saravia, 2015). Otra característica de esta leguminosa 

es que son flexibles al estrés abiótico (bajas 

temperaturas metales pesados, sequía, suelos 

granizados, ácidos, nitratos, salinidad, nieve, etc.) 

(Sato et al., 2010; Paisio et al., 2012). 
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Por otro lado, debido al incremento de la temperatura 

ambiental, los suelos frágiles de las regiones naturales 

de Suni, Puna y Janca de la región andina, que antes 

se consignaban para el pastoreo y crianza de 

camélidos, ovino y vacuno, hoy, comienzan a ser 

incorporados para la siembra de maca y otros 

cultivos, y dado que estos suelos se hallan en diversos 

grados de pendiente y expuestas a la erosión, pierden 

rápidamente su capacidad productiva y son 

abandonados. En este escenario, el mejor aliado para 

recuperar la productividad natural de los suelos, sin 

duda, son las leguminosas adaptadas a altitudes 

superiores a 3900 m como L. alopecuroides que 

habita en este nicho y son fuente barata de biomasa y 

puede aportar de 36.000 a 66.000 kg por ha de 

biomasa verde, 7.0 a 11.69 t por ha de biomas seca y 

288.4 a 501.12 kg de N por ha (Barrera, 2015). 

Asimismo, cabe indicar, actualmente, el Gobierno 

Regional de Huancavelica, mediante Ordenanza 

Regional Nº 423-Gob.Reg-Hvca/CR desde el 17 de 

julio de 2019, vienen promoviendo e implementado 

en la región la producción orgánica, lo que motiva 

desarrollar actividades que contribuyan a su 

sostenibilidad mediante el empleo de leguminosas 

como L. alopecuroides, que permite restablecer la 

fertilidad natural y la salud de los suelos (Valderrama 

et al., 2015), de allí el interés por conocer el 

endosimbionte, por lo que se ha planteado analizar los 

simbiontes localizados en los nódulos radicales de L. 

alopecuroides desarrolladas en las chacras de 

Choccra Pucro, Castrovirreyna, Huancavelica, que 

permite la asimilación del N atmosférico y facilita la 

vida campesina en sus diversas actividades 

productivas, la salud, alimentación y el cuidado del 

ambiente, más aún en estos tiempos donde el 

fertilizante nitrogenado ha incrementado su costo y 

hace más dependiente a la actividad agrícola 

campesina, ha parte de generar contaminación del 

suelo, agua y el ambiente. 

 

METODOLOGÍA 

 

Se empleó plantas de L. alopecuroides Desr en etapa 

de floración desarrolladas en las chacras de Choccra 

Pucro (3996 m.s.n.m.), Castrovireyna, Huancavelica. 

 

Aislamiento de bacterias y medio de cultivo 

 

Se evaluó 60 nódulos procedente de 20 plantas, se 

tomaron 3 nódulos por planta utilizando muestreo 

simple-aleatorio y se empleó el método dependiente 

empleando medio YEM. Los nódulos fueron 

transportados para su análisis al Laboratorio de IBPM 

(Interacciones Beneficiosas Planta-Microorganismo) 

de la Escuela Profesional de Agronomía de la 

Universidad Nacional de Huancavelica. Para retirar el 

suelo adherido a los nódulos se lavaron en tubos 

falcon con abundante agua estéril. Para la 

esterilización superficial de los nódulos, los nódulos 

se sumergieron en etanol al 99% durante 60 s y una 

vez tapado herméticamente se agitó manualmente y 

en seguida se eliminó el etanol. Seguidamente, se 

añadió NaOCl al 5% por 15 minutos, constantemente 

se agito y finalmente se eliminó, para luego sumergir 

los nódulos en etanol al 99% por 30 s, pasado este 

periodo se eliminó el etanol y se procedió con el 

lavado por 5 veces empleando agua destilada estéril. 

Una vez esterilizada superficialmente, los nódulos 

estériles se colocaron en un mortero estéril, al cual se 

añadió 1 ml de tampón fosfato 67 mM estéril luego se 
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trituró empleando un pilón estéril. El líquido extraído 

se cultivó en placas Petri con medio YEM (Vincent, 

1970). Los aislados crecieron a 30 °C por 8 días y las 

colonias resultantes fueron visualizadas y 

diferenciadas con la ayuda de una lupa y purificadas 

hasta lograr colonias uniformes (Talbi, 2011; Arone, 

2012; Arone et al., 2014).  

 

Extracción de ADN, amplificación y secuenciación 

 

La extracción de ADN se realizó de las células 

bacterianas empleando el kit RealPure Genomic 

DNA Extraction (Durviz, España) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se cuantificó la cantidad 

y calidad de ADN empleando un espectrofotómetro 

NanoDrop (NanoDrop ND1000). La secuenciación y 

amplificación del gen 16S rRNA (Woese, 1987; 

Woese y Fox, 1977; Amaral-Zettler et al., 2008) de 

los aislados se efectuaron en el Laboratorio de 

Secuenciación de la Estación Experimental del 

Zaidin, en Granada, España. Una vez obtenida las 

secuencias estas se contrastaron con la base de datos 

del GenBank utilizando la herramienta BLASTN 

(Altschul et al. 1990). Los estudios filogenéticos se 

ejecutaron en Mega 7 versión 7 (Kumar et al., 2016).  

 

 

 

Pruebas de nodulación de la planta 

 

En cuanto a las semillas del L. alopecuroides, estas 

fueron superficialmente esterilizadas para luego 

dejarlos germinar a 25 °C en la incubadora. Obtenidas 

las plántulas se trasplantaron en jarras Leonard 

(Leonard, 1943) (tres plántulas/jarra) que contiene 

vermiculita estéril y fueron inoculadas con alrededor 

de 109 células/ml, por separado y con cada uno de los 

aislados. Las plantas se cultivaron en condiciones de 

invernadero, empleando nutrición líquida (Rigaud y 

Puppo, 1975), una solución mineral carente de N. Las 

plántulas se evaluaron a los 50 días después de haber 

inoculado 

 

RESULTADOS 

 

Cultivada los extractos de los nódulos de L. 

alopecuroides se consiguieron 30 aislados y una vez 

secuenciadas parcialmente el gen 16S rRNA se 

reagruparon en 14 grupos. La comparación de las 

secuencias mediante las herramientas de BlastN, 

asignó además de otros miembros a 3 géneros 

rhizobianos, Rhizobium sp., Phyllobacterium sp. y 

Bradyrhizobium sp., que corresponden a las 

Alphaprotebacterias y constituyen el 26% de los 

aislados (Tabla 1 y Figura 1). 
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Tabla 1 

Caracterización de aislados de nódulos de L. alopecuroides de Choccra Pucro, Castrovirreyna, Huancavelica 

Grupo REP Aislados y su número Orden Familia Especie filogenética 

I V1 (1) Enterobacteriales Enterobacteriaceae Erwinia rhapontici 

IX V16 (1) Bacillales Bacillaceae Bacillus megaterium  

XIII M8 (1) Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus succinus  

XIV M7 (1) Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea agglomerans  

II V2, V3 (2) enterobacteriales Enterobacteriaceae Rahnella aquatilis 

III V4, V5 (2) enterobacteriales Enterobacteriaceae Serratia grimesii 

V V8, V17 (2) Actinomicetales Micrococcaceae Arthrobacter nitroguajacolicus  

VIII V11, V12 (2) Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas sp. 

XII V24, 25 (2) Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus amylolyticus  

VII V10, V15 (2) Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium sp. 

X V18, V21, V26 (3) Rhizobiales Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium sp. 

XI V20, V22, V27 (3) Rhizobiales Phyllobacteriaceae Phyllobacterium sp. 

IV V6, V7, V23 (3) Actinomicetales Nocardiaceae Rhodococcus jialingiae 

VI V9, M9, V13, V14, V19 (5) Pseudomonadales  Pseudomonadaceae  Pseudomonas putida  

Fuente: Adaptación a partir de los resultados de secuenciación parcial y amplificación del gen 16S rRNA de los aislados 

realizados en el Centro de Secuenciamiento de la Estación Experimental del Zaidín en Granada, España. 

 

 

Figura 1 

Bacterias endosimbiontes de nódulos radicales de L. alopecuroides desarrolladas en las chacras de Choccra 

Pucro, Castrovirreyna, Huancavelica. 
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DISCUSIÓN 

 

Los rizobios que establecen asociaciones simbióticas 

con Lupinus corresponden estrechamente al género 

Bradyrhizobium sp. (Barrera et al., 1997); aunque 

otros estudios indican como simbiontes a otros 

géneros como Microvirga lupini que nodula a 

Lupinus texensis (Andam & Parker, 2007; Ardley et 

al. 2012). Se han demostrado también que la 

nodulación de L. albus prospera con Ochrobactrum 

lupini (Trujillo et al., 2005); en cambio, Trifolium 

repens y L. albus forma simbioisis con 

Phyllobacterium trifolii (Valverde et al., 2005). La 

especie Lupinus montanus un pariente silvestre de L. 

alopecuroides forma simbiosis con el género 

Bradyrhizobium sp (Corona et al., 2006). 

 

Para ratificar la capacidad de nodulación y simbiosis 

de los aislados V22 (Phyllobacterium sp.), V18 

(Bradyrhizobium sp.) y V10 (Rhizobium sp.) se 

emplearon para inocular la planta huésped del cual 

fueron aisladas. Una vez pregerminadas las semillas, 

las plántulas de L. alopecuroides se inocularon con 

cada uno de los aislados y transcurrido el tiempo (50 

días después de la inoculación) las plantas inoculadas 

con Bradyrhizobium sp. establecieron protuberancias 

de nódulos radicales y se apreció plantas más 

vigorosas. En cambio, las plantas inoculadas con los 

aislados V22 (Phyllobacterium sp.) y V10 (Rhizobium 

sp.) llegaron a marchitarse, lo cual corrobora que 

Bradyrhizobium sp. es el endosimbionte del L. 

alopecuroides (Barrera et al., 1997) (Fig. 2).  

 

 

 

 

 

Figura 2 

Plantas de L. alopecuroides inoculadas con los 

aislados V18, V22 y V10, aislados procedentes de la 

misma planta. 

 

 

Asimismo, Taco y Zuñiga (2020) indican al género 

Bradyrhizobium como el simbionte de una especie 

silvestre de lupino (Lupinus sp.). Igualmente, Lezama 

(2010) indica que en 10 especies del género Lupinus, 

L. aridulus C.P, L. subtomentosus C.P. Sm,. L. 

affmutabilis, L. brachypremnon C.P. Sm, L. 

carazensis Ulbr., L. lindleyanus J. Agardh, L. 

eriocladus Ulbr, Sm, L. mutabilis Sweet., L. 

weberbaueri Ulbr. y L. paniculatus Desr, 7 especies 

de Lupinus forman simbioisis con el género 

Bradyrhizobium y 3 con el género Mesorhizobium. 

En este experimento no se llegó a detectar la 

presencia del género Mesorhizobium. Finalmente, el 

género Lupinus encierra alrededor de 275 especies de 

plantas entre hierbas y arbustos (Hughes y Eastwood, 

2006) y los estudios realizados sobre sus simbiontes 

tanto dentro de su ambiente nativo (Barrera et al., 

1997; Parker & Kennedy, 2006), como fuera de su 

área nativa (Stepkowski et al., 2005), indican que 
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predominantemente forman simbiosis con 

Bradyrhzobium (Andam & Parker, 2007). 

 

Por otro lado, en los nódulos radicales de L. 

alopecuroides, aparte de los rizobios y el género 

simbionte, se hallaron otros géneros como Rahnella, 

Arthrobacter, Rhodococcus, Paenibacillus. 

Staphylococcus, Pseudomonas, Stenotrophomonas, 

Bacillus, Phyllobacterium, Pantoea, Erwinia y 

Serratia. Al respecto, Huasasquiche (2018), al 

determinar el simbionte del tarwi (L. mutabilis Sweet) 

empleando secuenciación del gen 16S rRNA y 

genotipado molecular con BOX-PCR, obtiene al 

género Bacillus como endosimbionte que posee 

funciones como productora de ácido indol acético y 

solubilizadora de fósforo. Simultáneamente, revela la 

exitencia de otros géneros como Paenibacillus, 

Lysinibacillus, Enterococcus y Achromobacter. Del 

mismo modo, en los nódulos de L. montanus se han 

descrito 3 géneros de bacterias: Pseudomona sp 

Rhizobium sp. y Brevibacillus sp. en el cual no se 

encontró la presencia del género Bradyrhizobium sp. 

(Corona et al., 2006). La diversidad de los simbiontes, 

probablemente responden a la diversidad de climas y 

suelos y la adaptación y coevolución de las plantas 

para con sus diversos simbiontes (de Moura et al., 

2020) (Figura 1 y Tabla 1). 

La simbiosis de Bradyrhizobium sp entre el Lupinus 

alopecuroides es vital por todos los beneficios que 

otorga esta asociación simbiótica, que hace posible 

que en los espacios de alta montaña se pueda utilizar 

su biomasa para recuperar la productividad de las 

chacras, porque es la fuente más barata de acceder al 

nitrógeno, un insumo que tiene mucha influencia en 

la producción de cosechas (Barrera, 2015). 

Igualmente, esta planta se puede emplear para 

biorremediar ambientes contaminados con metales 

(Barrera, 2015). 

 

CONCLUSIONES 

 

La secuenciación parcial del gen 16s rRNA y la 

prueba biológica, indica que Bradyrhizobium sp. es el 

simbionte del Lupinus alopecuroides, una especie de 

leguminosa que se desarrolla en las chacras de 

Choccra Pucro Castrovirreyna – Huancavelica. 

En los nódulos radicales de L. alopecuroides, 

conviven otras bacterias endosimbióticas, como 

Rhizobium, Phyllobacterium, Staphylococcus, 

Rahnella, Paenibacillus, Arthrobacter, Serratia, 

Rhodococcus, Erwinia, Bacillus, Pseudomonas, 

Phyllobacterium, Stenotrophomonas y Pantoea, 

cuyas funciones se desconoce. 
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