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RESUMEN

Las plantas leguminosas como alfalfa-alfalfilla, trébol silvestre (Melilotus), tiene la
capacidad de asociarse a bacterias del suelo del género Sinorhizobium.
Asociaciones que comprenden a la mayoria de las 18,000 especies de leguminosas

y que resulta en una simbiosis fijadora de nitrogeno de importancia ecologica. El

VIl



objetivo de este proyecto fue caracterizar y aislar cepas de Sinorhizobium spp., de
plantas de Melilotus a partir de nédulos de las mismas plantas colectadas en
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. Se logro recuperar tres aislamientos de esta
bacteria de igual nimero de plantas y nédulos en el medio de cultivo Agar manitol.
Cada aislamiento fue propagado en el mismo medio de cultivo en caldo, el cual se
uso para inocular semillas de plantas de Melilotus spp., recuperadas de campo y
sembradas en suelo estéril. Después de 60 dias de cultivo se pudo comprobar la
nodulacién de las plantas del meliloto con nédulos similares a los cuales fueron
aislados estas bacterias. Uno de los aislamientos fue secuenciado molecularmente
y mostro similitud en un 97 % con las cepas tipos de GenBank y fue caracterizado
como Sinorhizobium meliloti. Bajo las condiciones de suelos alcalinos plantas
inoculadas de Melilotus spp., fueron capaces de ser noduladas por Sinorhizobium

meliloti y desarrollarse sin ser estas fertilizadas artificialmente.

Palabras clave: Melilotus, Sinorhizobium, caracteristicas morfolégicas y simbiosis.



INTRODUCCION

Las plantas arvenses que también se conocen como maleza, de la familias de las
fabaceas tienen una importancia relevante en los sistemas agricolas por su
capacidad para asociarse simbidticamente con bacterias fijadoras de nitrégeno que
le proveen de mejor calidad de suelo, generar forrajes ricos en proteina, tal como el
caso de las alfalfillas o melilotos de color u olor. En México existen tres tipos de
melilotos, el mas comun o de mayor adaptacion a diversos climas es la especie
Melilotus indicus, que crecen principalmente en ambientes rusticos de clima
templado y se desarrollan como maleza en diferentes habitats del mundo y ademas
crece en areas moderadamente salinas, donde no se pueden cultivar leguminosas

forrajeras tradicionales (Al- Sherif, 2009).

Esta especie de maleza se clasifican dentro de la familia de las fabaceas, crece de
manera comun en los campos y se puede observar su desarrollo en los cultivos
como lino, trigo, alfalfa, frijol, remolacha, calabaza, cebada, maiz, centeno, frutales,
ajo, algodon, avena, cartamo, chicharo, citricos, esparrago, frutales, garbanzo,
manzana, nopal, pradera, sorgo, soya, tomate y en las uvas (Sherif, 2009). Se le
considera peligrosa en los cereales, principalmente en el trigo, debido a la presencia
de cumarina en casi todas las partes de la planta, lo que hace que su olor
caracteristico de la misma se transmita al cereal, a los granos de este y
posteriormente a la harina. Se le considera por esto malezay plaga en la agricultura.
Sus semillas pueden encontrarse entre los cuerpos extrafiios de la alfalfa, lino y
muchos otros cereales por lo que sus semillas no son aceptables en todos estos

cereales de consumo directo.



JUSTIFICACION

La fijacidon biolégica de nitrogeno puede sustituir a los fertilizantes quimicos en la
agricultura, asi también como prevenir perdidas de la fertilidad del suelo mejorando
los costos de produccion, y prevenir la contaminacion del medio ambiente. Este
proceso de simbiosis Fabaceae — Leguminosa - Sinorhizobium ofrecen la
oportunidad de biorremediacion, mejoramiento y fertilizacion de suelos
sobreexplotados en zonas agricolas y ganaderas. El aislamiento, recuperacion de
semillas de melilotos y sus bacterias simbidticas pudiera favorecer la posibilidad de
mejorar la calidad de los suelos sobreexplotados o erosionados al cultivar en ellos
esta planta e inocularla con bacterias simbionticas especificas fijadoras de nitrogeno

del tipo Sinorhizobium meliloti.

OBJETIVO
Caracterizar un aislamiento de la bacteria simbiéticas del tipo Sinorhizobium meliloti
recuperada de nodulos de melilotos o alfalfillas como una fuente de mejoramiento y

fertilizacion natural de suelos agricolas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Aislar e identificar microscopica, morfolégicamente y molecularmente un

aislamiento Sinorhizobium meliloti de Melilotus indicus.

Comprobar la capacidad nodulante de Sinorhizobium meliloti en semillas de

Melilotus indicus.

HIPOTESIS
El aislamiento de Sinorhizobium meliloti obtenido en el laboratorio de nodulos de
Melilotus indicus sera capaz de nodular a plantas de Melilotus indicus cultivadas

naturalmente en suelo agricola.



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

El meliloto (Melilotus indicus L.) se reporta como de originen del Mediterraneo, norte
de Africa, Macaronesia y Europa, durante la conquista se distribuyo y adapto
ampliamente en América, Australia, Asia y Europa. En México se registra como
maleza en la mayoria de los estados y es considerada una planta exoética (Pichardo
y Vibrans 2009). En la actualidad no existen semillas comerciales en el mercado ya
que su adaptacién fue de manera natural, esto al propagarse entre otros granos de

cereales y leguminosas durante la comercializacion de estos (CONABIO 2009).

Esta fabacea tiene propiedades medicinales, es un buen anticoagulante, laxante,

emoliente, y se usa para crear cataplasmas, como astringente y narcético.

Generalidades del cultivo de Melilotos (Melilotus indicus)

Dentro de la subfamilia de las fabaceas, Melilotus es peligroso entre los cereales.
Es una planta anual, crece principalmente en ambientes silvestres de climas
templados. Es originario del mediterrdneo y se le conoce con diferentes nombres:
trébol oloroso, coronilla real, carreton oloroso, trébol dulce amarillo, anual, coronilla
angosta de rey, meliloto oloroso, trébol menor, alfalfilla o meliloto de flor pequefia
(Pérez, M., 2013). El meliloto es buena planta forrajera, abono verde, también es
una buena opcion para el mejoramiento y nitrogenacion de suelos ya que este tiene
la capacidad de realizar asociaciones simbidticas de manera natural (Arcoya, E.,
2021).

Impacto e Importancia del cultivo

Melilotus spp. Esta registrada como maleza, no es deseable encontrarla entre
semillas comestibles de los cereales por la presencia de cumarina en casi todas sus
partes, hace que el olor caracteristico de la misma se transmita a los cereales, a los
granos de este y posteriormente a la harina ya que por esta razén ha sido declarado

plaga agricola en Argentina (Villasefior y Espinosa, 1998).



Nair et al.,, (2010) menciona que el contenido de cumarina es variable entre
diferentes especies de Melilotus, también entre variedades, ecotipos e individuos de
la misma especie. Su contenido también varia a lo largo del crecimiento de la planta,
siendo maximo en hojas nuevas y yemas 0 como respuesta a factores de estrés
bidticos (plagas y enfermedades) o abibticos (salinidad, alcalinidad, deficiencias
nutricionales en el suelo, etc.) Otro factor importante que permite la eleccion de este
forraje, es la capacidad que tiene para fijar nitrégeno atmosférico simbiéticamente,
permitiendo disminuir los costos de produccion en cuanto a las labores de

fertilizacion, ademas de mejorar las propiedades quimicas del suelo (Flores, 2015).

Clasificacion botanica de Melilotus indicus.

Reino: Plantae.
Subreino: Tragueobionta
Division: Magnoliophyta.
Superdivision: Spermatophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae.
Género: Melilotus.

Especie: Melilotus indicus, L.

Descripcion botanica

Mondragon et al., (2002) describieron al género Melilotus tal y como sigue:



Planta

Anual, arvense, erecta, con ramas que proceden del tallo principal, las que
dependen de las condiciones ambientales, siendo de gran importancia la densidad
poblacional, pues también inciden en la altura y dureza del tallo; cuenta con hojas
trifoliadas, tiene un tallo ramificado, es una buena planta forrajera, util como abono

verde y apta para la praderizar de terrenos alcalinos.

Raiz
Su raiz principal es pivotante, robusta, larga y profunda, con numerosas raices

secundarias, que le permiten captar los minerales alejados de la superficie.

Tallo
Piloso, son delgados y erectos, soportan muy bien el peso de las hojas y de las
inflorescencias, y son muy estables, lo que hace que la planta sea muy propicia para

la siembra.

Hojas

La primera hoja se origina a partir de los cotiledones, es opuesto y de forma
orbicular. Las hojas definitivas trifoliares lanceolados, a veces casi lineares de 1 -2
cm de largo y de 3 - 5 mm de ancho. El tamafio puede variar de acuerdo a las

condiciones ambientales.

Flores
Florece en primavera, las flores son pequefias con corola amarilla reunidas en

racimos terminales o axilares de las hojas de 3 a 5 cm de largo.

Fruto o legumbre
El fruto es una legumbre, apiculada con una sola semilla (monospermo) pequefa y

redonda con estrias.



Nitrégeno

Contribuye al proceso de la nutricion biologica de las plantas de manera simbiontica
al asociarse con rizobacterias, tolerando un buen aprovechamiento de nitrégeno
atmosférico con un sistema extenso, y promoviendo una mayor solubilidad y

conductividad de nutrientes (Yafiez, 2017).

La fijacion biolégica de nitrégeno es la conversion enzimatica de nitrégeno gaseoso
a amonio; es una caracteristica de procariontes y se encuentra distribuida en
muchos géneros de bacterias (Young, 1992). Existen bacterias fijadoras de
nitrégeno de vida libre a si como bacterias del suelo que se asocian a plantas como
lo es el grupo de las especies del género Sinorhizobium y otros que se relacionany

asocian a leguminosas (Martinez y Hernandez, 1999).

Asociaciones

En campo abierto la asociacion de bacterias benéficas fijadoras de nitrégeno y
plantas, sobresale la relacion simbidtica rizobio-leguminosa integrado por
Sinorhizobium meliloti y Medicago sativa (alfalfa), como un modelo de referencia
para la investigacion de interacciones que permita conocer con precision los
fendmenos moleculares a través de los cuales se desarrolla la simbiosis entre
rizobios — leguminosas, y como estos se encuentran regulados, permite sentar las
bases racionales para abordar la manipulacién y el mejoramiento de las simbiosis

con propésitos practicos en el marco agroeconémico (Lagares, 2015).

Sinorhizobium es una bacteria cuyo habitat se encuentra en el suelo, es capaz de
colonizar las raices de leguminosas vy fija el nitrogeno atmosférico mediante en

simbiosis (Amarelle et al., 2010).

Sinorhizobium en Melilotus
Las especies del género Shinorhizobium se caracterizan por formar nédulos en las
raices o tallos de las leguminosas y se establecen dentro de estas en sus raices,

donde proliferan, se diferencian y fijan nitrégeno. Existen especificidad en esta



relacion dado que una especie de leguminosas establece simbiosis con especifico
namero de especies del genero Sinorhizobium (Yafies, 2017). Hoy en dia se
describen ocasionalmente nuevas plantas de leguminosas y un mayor numero de

especies de esta bacteria fijadora simbiontica de nitrogenos (Yafes, 2017).

El nitrdgeno como fertilizante quimico inhibe formacion de los nédulos y la fijacion
de nitrégeno atmosférico cuando este se incorpora a plantas ya noduladas. El
proceso de la fijacion de nitrégeno es muy costoso energéticamente y este a su vez
facilita o permite pérdida o inhibicién de la expresion de los genes (Martinez et al,
1999). El proceso de asimilacion es el cambio enzimatico de nitrdgeno a amonio, es
una caracteristica principal de procariontes y se encuentra distribuido en diferentes

géneros de bacterias (Young, 1992).

Existen bacterias del suelo que se asocian a plantas, en particular las rizobacterias
de los géneros Rhizobium - Sinorhizobium y otros relacionados que se asocian a

leguminosas (Martinez y Hernandez, 1999).

En la actualidad existen muchos estudios de bacterias que nodulan (Garcia et al.,
2010). Ormenio et al., (2006), menciona que las bacterias que nodulan Melilotus
indicus de un modo eficiente se incluyen dentro de la familia Rhizobiaceae siendo

uno de los géneros Sinorhizobium y Rhizobium.

Caracteristicas del Género Sinorhizobium spp.

Es un bacilo Gram negativo no esporulado, heterotrofo y aerobio, S.meliloti es
capaz de prosperar tanto en un medio complejo y competitivo como en la rizosfera,
asi como intracelularmente una vez establecida la simbiosis. Posee una gran
versatilidad como microorganismo lo cual se reflejada a nivel genoma (complejo y
de gran tamafo) que le confiere una gran capacidad metabdlica con ventajas para
colonizar distintos nichos que coloniza (Amarelle, 2016).

Los bacilos de Sinorhizobium miden entre 0.5-1.0 x 1.2-3.0 um, poseen plasmidos

grandes o0 megaplasmidos que son comunes en estas especies y en algunos casos



los genes simbidticos estan localizados en ellos. La especie tipo, S. meliloti fue

transferida del género Rhizobium (Graham, 1994) al género Sinorhizobium.

Beneficios importantes del Sinorhizobium (Yarfies, 2017)

e Disminucion de costos de la produccién

e Aumento de produccion agricola

e Disminucién de costos en la aplicacion de fungicidas y proteccion al agricultor

e Contribuye a la reparacion de los suelos pobres.

Diversidad de Sinorhizobium

Van Berkum y Eardly (1998) publica las relaciones filogenéticas con enfoque

molecular de estas bacterias. A continuacion, se hace un listado de especies y

géneros de Sinorhizobium.

Cuadro 1. Diversidad de Sinorhizobium.

Género

Allorhizobium,
Azorhizobium,
Bradyrhizobium,

Mesorhizobium,

Rhizobium

Especie

>

X 0 DTV AAZIZIZZZIZIZI0DDODDODWD >

undicola

. caulinodans

. japonicum

. elkanii

. liaoningense

. yuanmingense
. loti

. amorphae,

. Ciceri,

. huakuii,

. mediterraneum,
. plurifarium

. tianshanense.

etli

. galegae

. gallicum

. giardini

. hainanense

.hautiense
. leguminosarum

Huésped

Neptunia natans

Sesbania rostrata

Glycine max (soya)

Glycine max

Glycine max

Lespedeza

Lotus

Amorpha fructicosa

Cicer arietinum (garbanzo)
Astragalus

Cicer mediterranium

Leucaena

Glycyrrhiza, Sophora, Glycine y otras.
Phaseolus vulgaris(frijol)

Galega

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Stylosantes, centrosema, desmodium
Sesbania herbacea

Vicia(chicharo) trifolium (trébol)
Medicago ruthenica, phaseolus vulgaris.
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R. mongolense Phaseolus vulgaris, Leucaena.
R. tropici Neptunia natans.
R. undicola
Sinorhizobium. S. arboris, Acasia Senegal, proposis chilensis.
S. fredi, Glycine max.
S. kostiense, Acasia Senegal, prosopis chilensis.
S. medicae, Medicago spp.
S. meliloti Medicago sativa (alfalfa)
S. saheli, Sesbania
S. terangae Sesbania, acasia
S. xinjiangense. Glicine max

La fijacion simbiotica de nitrdgeno aporta anualmente unos 90 millones de toneladas
de nitrégeno fijo para cultivos de leguminosas como la soja, el trébol rojo y los
guisantes. S meliloti es una bacteria simbiotica fijadora de nitrogeno de la familia
Rhizobiacea que de forma comun se asocia con cultivos como la alfalfa (Biondi,
2009).

Fijacidon bioldgica de nitrogeno

Uno de los elementos quimicos esenciales para todos los organismos vivos es el
nitrogeno, forma parte de los acidos nucleicos, proteinas y por ello es esencial en
la estructura y metabolismo celular (Paer, 1998). Las plantas toman el nitrégeno
directamente del suelo en forma de nitratos o amonio, algo que los animales no
pueden hacer, pues necesitan ingerirlo o absorberlo como un compuesto organico.
Solo ciertos procariontes pueden absorber el nitrégeno directamente desde la
atmosfera, via fijacion de nitrogeno convertido en nitrégeno molecular en nitrégeno
asimilable por otros seres vivos. El nitrdgeno es un elemento muy abundante en la
atmosfera, la conversion de este es una de las vias mas importantes para el
mantenimiento del ciclo del nitrdgeno del cual forma parte las bacterias fijadoras de
nitrdgeno, junto a otros grupos de bacterias que llevan a cabo procesos intermedios
de transformacion de compuestos nitrogenados y de desnitrificacion, que permite

nueva y finalmente el nitrégeno a la atmosfera (Paerl, 1998).



La enzima responsable de fijacién de nitrdgeno se denomina nitrogenasas que es
una metaloproteinas compuesta con Fe (ferroproteina o nitrogenasa reductasa) y
otra con Fe y Mo (ferromolibdoproteina o nitrogenasa) propiamente dicha como
grupos activos (Garcia, 2011).

Simbiosis Rhizobium-Sinorhizobium- Leguminosa

La asociacion mutualista de Rhizobium-Sinorhizobium y leguminosa ha sido de las
mas estudiadas debido a su gran importancia agricola, econémica, y social que
tiene estas plantas a escala mundial. Ambas bacterias tienen la capacidad de crecer
independientemente, asi también como los dos se benefician mutuamente de la
asociacion que caracteriza por la formacién de nodulos fijadores de nitrdgeno en

mayoria de las fabaceas-leguminosas se forman en la raiz (Gibson, 2008).

La interaccion bacteriana y la planta se inicia con la sefializacion o sintesis en las
raices y exudacion de flavonoides que son sefiales quimicas de reconocimiento
entre ambos organismos (Spaink et al., 1998). Los compuestos de manera fendlica
gue inician la expresion de las bacterias de los genes para nodular, lo que le permite
la sintesis y secrecion de lipologoquitinas llamadas factores nodulacion (Geurts et
al., 2005; Lerouge et al., 1990; Spaink et al., 1998) que por la raiz se promueven a
la planta, diversos cambios morfolégicos celulares dependiendo del tipo de

leguminosa (Bauer y Mathesius, 2004).

Infeccion de Rhizobium y leguminosa.

Rhizobium una vez que invade las células de las raices de la planta de leguminosa,
proliferan y se diferencian como bacteroides, responsables de la fijacion de
nitrogeno en el interior de la célula, estos bacteroides estan rodeados por una
membrana peribacteroidea de origen vegetal y constituyen un nuevo organulo
denominado simbiosoma. La planta aporta carbohidratos o hidratos de carbono para
el metabolismo del bacteroide a través del floema y, por su parte el bacteroide
aporta amonio en forma de diferentes aminoacidos a la planta (Lodwing y Poole,
2003). Para que tenga lugar la reduccion de N2, el ambiente del simbiosoma debe

10



ser microaerofilico, puesto que la nitrogenasa es muy sensible a la oxidacion por Oz
(Zehr et al., 1993). La proteccion de la nitrogenasa frente al oxigeno se lleva a cabo
la leghemoglobina, una proteina monomérica cuya funcioén es combinarse con gran
afinidad con el oxigeno, transportandolo hasta la membrana de los simbiosomas,
manteniendo en su interior una concentracion de O: libre de tan solo 10-50 nM. Por
eso, los nodulos efectivos presentan una coloracion rojiza debido a la presencia de

leghemonoglobina.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia del Departamento
de Parasitologia y en el campo experimental (invernadero) de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN).
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de plantas de alfalfillas (Melilotus sp.)

Se localizaron plantas de alfalfilla dentro de

un area de cultivo de ajo y en el campo experimental el bajio de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro en Buenavista, municipio de Saltillo, del estado de

Coabhuila.

De manera aleatoria se sacaron dichas plantas, con todo y suelo, partir de ellas se
busco la presencia de nédulos en las raices de esta Fabaceae buscando nodulos
rojizos a rosaceos que indican la presencia de rizobacterias bacterias simbionticas
fijadoras de nitrégeno (Aguilar et. Al 2004), tal y como podemos observar en la
(Figura 3, 4). Estas plantas se caracterizan por tener varios tallos erectos, con hojas

trifoliares de tipo lanceolados muy parecidos a las hojas del meliloto o de la alfalfa.

12



Figura 3, 4. Ubicacion de las plantas de alfalfilla Melilotus sp., en el
campo el bajio y en cultivo de ajo.

También se recuperdé manualmente semillas de la misma planta del meliloto, una
vez que la planta completo su ciclo y ya secas se colecto los granos dispuestos en

ramas con racimos de semillas tal y como se observa en la siguiente figura.

Figura 5. Racimos de semilla de ramas de Melilotus spp.

Recuperacion de Nédulos
Se separaron los nédulos rojizos de las plantas recuperadas de alfalfillas (melilotos)

de sus raices secundarias, de los cuales se obtuvieron nodulos mas grandes y
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vigorosos (Figura 6), que se presentaron en forma ovalada, coloracién rosada -
rojizo, que se colocaron en tubos de plastico donde se le realiz6 un lavado de
asepsia con agua normal-purificada para quitar el exceso de tierra, enseguida se
desinfectd (4 veces) con agua purificada con cloro al 3%, por ultimo se lava con
agua esteril (3 veces) (Figura 7 a ), posteriormente se hace un macerado con la
ayuda de una varilla de vidrio hasta obtener una suspension liquida derivado de los

nddulos tal y como se muestra en la (Figura 7 b ).

Figura 7. Separacion y macerado nédulos para el aislamiento de
Sinorhizobium spp. a) Nodulo lavado y desinfectado. b) Macerado de
ndédulos
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Aislamiento de Sinorhizobium meliloti

Con el liguido obtenido del macerado de nodulos y con la ayuda de una asa
bacteriolégica se sembrd por estrias una muestra del macerado a placas Petri
conteniendo medio solido de Agar-Manitol, se incubaron a 28°C por 2 dias hasta
observar el crecimiento y cambio de coloracidon con puntos rojos en las colonias

tipicas del género. (Figura 9).

Composicion del medio selectivo de aislamiento de rizobacterias
simbionticas de nitrégeno (Agar-Manitol)
El medio de cultivo agar manitol contiene los siguientes nutrientes en las

concentraciones por cada 1000 mililitros de agua destilada.

e 0.5grdeK;HPO4

e 0.2 grde MgSO,

e 0.1 grde NaCl

e 10.0 gr de manitol

e 1.0 gr de extracto de levadura
e 15grde Agar

¢ Rojo Congo

e pH7.0+2

El medio de cultivo se preparo en matraces Erlen Meyer para su esterilizacion a una
temperatura de 120°C 15 Ib de presion a vapor por 15 minutos, para después
vaciarlo en placas de Petri estériles desechables, como se puede observar en las

siguientes figuras.
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Figuras 8. a) Preparacion de medio de cultivo agar- manitol para Shinorhizobium sp.
b) Esterilizacion, c¢) Vaciado de medio de cultivo en cajas petri.

Purificacion de la bacteria

Del macerado obtenido de los n6dulos se procedi6 a realizar la siembra por estria
en placas con el medio de cultivo Agar Manitol con Extracto de levadura-Rojo Congo
(Yafes, 2017). Se procedio a realizar la purificacion de la bacteria en condiciones
asépticas para evitar la contaminacién, y ya sembradas se incubaron a una
temperatura de 28°C por 2 a 3 dias. De una colonia aislada (Figura 9). Caracteristica
del género se resembro por estria la rizobacteria hasta purificarla en el mismo medio

de cultivo (Figura 10).
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Flgur,a 9. Siembra por estria del_ macerado Figura 10. Rizobacteria purificada por
de nodulos de alfalfilla y crecimiento de estria simple.

colonias tipicas del genero Rhizobium spp
en cultivo agar manitol. Identificacion del aislamiento
El aislamiento bacteriano fue caracterizado morfolégicamente atraves de

observaciones in vivo al microscopio compuesto y también atraves de pruebas de
tincion como la tincion de Gram (Figura 11) para observar su forma, ademas de la
presencia de flagelos y capsula. La bacteria aislada presento una tincién

caracteristica rojiza que indica su tipo de Gram (-).

Figura 11. Tincién de Gram del cultivo aislado de
nbédulos de Melilotus spp.
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Pruebas bioquimicas de identificacion
Se realizaron las siguientes pruebas: presencia de flagelos, produccion de

polisacarido (KOH), crecimiento en cloruro de sodio y temperatura de desarrollo.

Figura 12. a) Deteccion y produccion de polisacaridos mediante la prueba KOH.

Ensayo de inoculaciéon en plantas de Melilotus sp.

Semillas recolectadas de plantas de meliloto fueron beneficiadas o inoculadas con
la rizobacteria obtenida de nédulos de la misma planta, que fue cultivada en el medio
liquido de caldo manitol con extracto de levadura, las semillas fueron inoculadas
directamente con el caldo de cultivo directo y propagado durante 72h hasta obtener
un crecimiento viscoso tal y como se observa en la figura. 13. Las semillas inoculas
en maceta fueron finalmente cubiertas con suelo estéril hasta su germinacion,
crecimiento y floracion procurando mantener himedo las macetas inoculadas hasta
su floracion, tiempo en el cual se sacaron las plantas del meliloto con todo vy raiz

para comprobar la nodulacion por la bacteria.
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Figura 13. Crecimiento de rizobacteria (Sinorhizobium spp) recuperadas
de nodulos de plantas de alfalfilla (meliloto) en medio liquido caldo
maunitol.

Caracterizacion molecular del aislamiento de rizobacterias de plantas de
Meliloto o alfalfilla.

Uno de los aislados purificado e identificado morfolégicamente como
posiblemente Rhizobium meliloti., fue enviada para su caracterizacion molecular al
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica (IPICYT) para que
mediante pruebas de PCR y secuenciacion de genes de las regiones
interespecificas (ITS) del DNA gendémico y a través del método de
didesoxinucleotidos marcados en los secuenciadores 3500 y 3130 Genetic Analizar

(Applied Biosyatems), poder caracterizar molecularmente este aislamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas morfolégicas de Melilotus indicus (L.)

Las plantas presentaron caracteristicas tipicas del género Melilotus (CONABIO,
2009) cuyas caracteristicas son las siguientes; hojas lanceoladas casi lineares,
tallos de 5 a mas ramificaciones horizontales y verticales con estipulas lanceoladas,
se encontrando 2 tipos de plantas algunas con altura media de 59 cm, mientras que
otras alcanzaron los 98 cm aproximadamente como se puede observar en la
siguiente figura 14. Estas caracteristicas ubican a la planta dentro del género

Melilotus sp.
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Figura 14. Caracteristicas morfotipicas de Plantas de Melilotus. a) Hojas
lanceoladas casi lineales, b) Tallo ramificado, c¢) Melilotus spp., de porte bajo (59
cm), d) Melilotus spp., porte alto (98cm).

Los nodulos de las plantas de alfalfilla colectados son probablemente de una mezcla
de al menos de dos especies dado que la floracién que se presentaron fueron flores
amarillas pequefias de 1-3 mm de largo y otras de floracion blanca de 4 - 5 mm de
largo, como se muestra en la imagen de la figura 15. El racimo es corto, compacto
y con pedunculo corto igual de largo que la hoja portante al inicio, pero mas largo al
final de la floracion, las vainas son muy pequefas y de forma esférica al igual que
las semillas (Figura 16). Esta descripcién coincide con la de Mondragéon ( 2002).
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Figura 15. Tipos de Melilotos encontrados en el campo experimental de Buenavista,
Saltillo, Coahuila. Nétese las diferencias de color de las flores de Melilotus sp. a) Flor
amarilla (Melilotus indicus) y b) Flor amarilla (Melilotus albus.).

emillas colectadas en el campo El Bajio de
ila, México, de varios tipos de Melilotus sp.

Aislamiento de Sinorhizobium spp., de nédulos

de Melilotus spp.

A partir de un nédulo rosaceo o rojizo individual por planta tal y como se muestra en
la figura 17 recuperadas de plantas de alfalfilla o melilotos se lograron tres
aislamientos muy similares de colonias translucidas de rizobacterias caracteristicas

del genero Rhizobium.
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Figura 17. Nodulos rojizos lobulados caracteristicos de la bacteria
Sinorhizobium meliloti.

Al macerar cada nédulo se logré observar al microscopio compuesto tal y como se
muestra en la figura 18, las bacteroides existentes dentro de las células radiculares
y caracteristicos de esta bacteria, los que no muestran una forma definida por
carecer de pared celular por lo que son amorfos tal como lo mencionan Aguilar et
al, (2004) y Lodwing y Poole, (2003).
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Figura 18. Bacteroides de Sinorhizobium meliloti obtenidos de nédulos y
observados al microscopio compuesto: a) 4X, b) 10X, c) 40X, d) 100X.

Las
colonias observadas después del desarrollo de esta bacteria en agar manitol tal y
como se observa en la (Figura 19), poseen la caracteristica mucoide del crecimiento
tipico de bacterias de los géneros Rhizobium y Sinorhizobium. La placa muestra el
aislamiento recuperado de melilotos después de 2 a 4 dias de incubacion en el
medio de Agar manitol. El crecimiento que se observa es tipico reportado para este
género, segun Yafies, (2017).

Figura 19. Crecimiento de uno de los aislamientos recuperados nodulo de alfalfilla
de la bacteria del género Shinorhizobium spp.
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La forma de las colonias fue uniforme, presenté una elevacion con bordes lisos y
tamafo grande en los tres aislamientos, por lo que se considerd que posiblemente
la misma cepa puesto que fueron recuperadas de plantas de melilotos o alfalfillas

de la misma é&rea y cultivo.

Cuadro 2: Caracteristicas morfolégicas coloniales de Shinorhizobium M.

Cepa | Forma Borde | Elevacion | Aspecto | Luz Consistencia
1 Circular | Entero | Convexa | Mucoide | Transparente | Suave
2 Circular | Entero | Convexa | Mucoide | Transparente | Suave
3 Circular | Entero | Convexa | Mucoide | Transparente | Suave

Caracterizacion bioquimica

Las pruebas bioguimicas son utilizadas principalmente para diferenciar el género de
estas bacterias donde se destacan tincién negativa de Gram, la produccién de indol,
presencia de flagelo, KOH y crecimiento a pH acido que se muestra en la figura 20
y en el siguiente cuadro 3(Kuykenday et al., 2005)

Cuadro 3: Pruebas Bioquimicas y de crecimiento.

CEPAS

PRUEBA 1 2 3
Crecimiento en NaCl 2% + + +
Crecimiento en NaCl 3% + + +
Crecimiento en NaCl 5% + + +
Presencia de flagelos + + +
Tincion de Gram - - -
Produccion indol + + +
Crecimiento a pH acidos + + +
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KOH + + +

( +)Prueba positiva ( - ) prueba negativa

El comportamiento que manifestaron los tres aislamientos en el crecimiento fue de
manera uniforme en medios conteniendo NaCl al 2, 3 y 5% que diferencia la
capacidad de este género para identificarse como Sinorhizobium y crecer en medios
salinos asi también como crecer en un alto rango de pH 4cido y alcalinos igualmente
en medios con levadura donde crecen abundantemente, estos resultados

concuerdan con la descripcion de kuykenday et al., (2005) quienes identifican

aislamientos de obtenidos de raices de alfalfa como Ensifer meliloti B399.

Figura 20. Pruebas bioquimicas de Sinorhizobium meliloti. I) Tincion de Gram, II)
Flagelos, Ill) Produccién de polisacéridos, 1V) Produccion de indol.

Ensayos de nodulacién en semillas de melilotos en invernadero

Del ensayo realizado en invernadero al sembrar e inocular semilla de meliloto se
logré observar que la cepa utilizada produjo nodulos indeterminados de forma
cilindrica y ramificada (Figura 21) que son caracteristicos de los nédulos
simbionticos de alfalfa o de alfalfilla caracteristicos del genero Rhizobium meliloti o
de Sinorhizobium meliloti (Amarelle, V. 2016).
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De las plantas de alfalfillas recuperadas para determinar la capacidad de nodulacion
y la fijacién de nitrégeno, se encontro que en todas ellas existio nodulacion como se
muestra en la siguiente figura 21. Lo que confirma que los aislados recuperados
inicialmente en Agar Manitol,y propagado posteriormente e inoculados en semillas

de la planta de meliloto, son la misma bacteria fijadora de nitrdgeno Sinorhizobium

meliloti.

Figura 21. Cultivo de plantas de Melilotus spp., en invernadero. a) Macetas inoculados con
rizobacterias aisladas de la misma planta, b) Raices de plantas de meliloto con presencia de
noédulos rosaceos lobulados de Sinorhizobium meliloti .

Caracterizacion molecular de Sinorhizobium spp.

El resultado del andlisis de la secuenciacion blast de la regiones interespecificas
gendomicas (ITS) de ADN gendmico del aislado obtenido y comparando con las
secuencias reportadas en el banco de genes (GenBack/NCBI) arrojo que esta cepa
es Shinorhizobium meliloti con 97.26 % de identidad con la cepatipo de esta especie
y con clave de acceso MT197373.1. Diferentes autores reportan a este aislado
bacteriano como microorganismos que se asocia de manera simbiontica con
leguminosa y con gran capacidad de fijar nitrégeno y formar nodulos en raices de
estas plantas aun en suelos sumamente alcalinos (Farhan et al 2019; Yaries, 2017).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones que se realizé esta investigacion podemos concluir:

Se caracterizé morfolégicamente plantas de maleza de alfalfila del campo
experimental region el bajio de Buenavista, Saltillo Coahuila, México al nivel del
género Melilotus sp., siendo factible que al menos existan dos especies Melilotus
indicus y Melilotus albus.

Se recuperaron tres aislamientos de la bacteria fijadora de nitrégeno a partir de
nédulos de raiz de plantas de Melilotus sp., una de ellas fue identificadas

morfolégicamente y molecularmente como Shinorhizobium meliloti.

Sinorhizobium meliloti induce la formacion de nédulos rosaceos en plantas de
semilla de Melilotus spp., sembradas en macetas de invernadero e inoculados con

cultivos de laboratorio de esta rizobacteria.
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