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Resumen

Leucaena leucocephala L., es una Fabaceae con potencial agroforestal multipropdsito en Asia'y Africa, mientras que
en Mesoamérica, de donde es originaria, es tratada por lo general como maleza para corte de lefia y carbén. Su estudio
establece que son excelentes productoras de biomasa en épocas de sequia y como toda leguminosa entra en simbiosis
con sus huéspedes rizobios para fijar nitrégeno en el suelo. Con €l objetivo de identificar y caracterizar la presencia de
bacterias endofitas al interior de los ndédulos de L. leucocephala se emplearon técnicas de cultivo en medio Levadura,
Manitol, Agar Rojo Congo (LMRC), pruebas de tincion Gram, catalasa, velocidad de crecimiento, morfologia de las
colonias, produccion de acido y crecimiento en cloruro de sodio de los aislados; complementadas con técnicas de
microscopia electrénica de barrido (SEM). Se evidenci6 la presencia de bacterias en €l interior de sus raices noduladas
y en cultivo invitro, colectadas en los campus de préacticas dela Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena (provincia
de Santa Elena, Ecuador). Todas las bacterias presentaron caracteristicas fenotipicas y bioquimicas asignadas al grupo
de losrizobios en su interaccién con una leguminosa silvestre poco estudiada y aprovechada en la zona.

Palabras Claves: Rizobios, Leucaenaleucocephala, Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Gram negativas.

Abstract

Leucaena leucocephala L., is a Fabaceae with multipurpose agroforestry potential in Asia and Africa, while in
Mesoamerica, where it originates, it is usually treated as a weed for cutting firewood and charcoal. Their study
establishes that they are excellent producers of biomass in times of drought and how all legumes enter into symbiosis
with their rhizobial hosts to fix nitrogen in the soil. In order to identify and characterize the presence of endophytic
bacteria within L. leucocephala nodules, yeast, Mannitol, Congo Red Agar (LMRC) culture techniques, Gram stain tests,
catalase, growth rate were used. colony morphology, acid production and growth in sodium chloride of isolates;
complemented with scanning electron microscopy (SEM) techniques. The presence of bacteria inside the nodular roots
and in vitro culture was evidenced, collected in the practice campuses of the Peninsula de Santa Elena State University
(Santa Elena province, Ecuador). All the bacteria presented phenotypic and biochemical characteristics assigned to the
group of rhizobia in their interaction with a wild legume little studied and exploited in the area.
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1. Introduccién

Las leguminosas como Leucaena leucocephala
(Lam.), pueden favorecer la produccién de biomasa de
caidad, en temporadas de disminucién de las
precipitaciones, debido a que poseen un sistemaradical
pivotante y a la facultad de asociarse con bacterias
fijadoras de  nitrbgeno como  Rhizobium,
Bradyrhizobium y Mesorhizobium (Xu, et al. 2012;
Aguirre-Meding, et a. 2015y Elzanaty, et al. 2015).

L. leucocephala es una especie ampliamente
investigada desde sus propiedades antihelminticas
(Soares, et a. 2015), hasta su empleo multipropdsito en
los sistemas agroforestales a nivel mundial, mas
conocida en e Sureste de Asia y en Africa que en
Mesoamérica, donde se origind, es capaz de nodular
espontaneamente con los rizobios del lugar, lo que le
permite buena adaptacion adn en sitios con factores
limitantes (nutricion y disponibilidad de agua), lo que
le genera una ventaja a nivel ecologico (Schneider, et
al. 2013; Peix, et d. 2015 y Rangel, et al. 2017).

En la formacion de nédulos, los rizobios quedan
separados del citoplasma por una membrana derivada
de la planta hospedadora, llamada membrana
peribacteroidal (MPB). Seguido de una division
continua y sincronizada de los rizobios rodeados de
MPBs. Al cesar ladivision las bacterias se transforman
en unas formaciones ramificadas, hinchadas y
deformes, llamadas bacteroides (Wang, et al 2001).

Chen y Rolfe (1988), empleando microscopia
€lectronica de barrido (Scanning Electron Microscopy,
SEM) a interior delasraices, revelaron ladeformacion
de los pelos radiculares por la infeccion con un
Rhizobium de crecimiento répido (cepa NGR234), y a
partir de estainfeccién evidencian formas bacteroidales
a interior de los nédulos de la leguminosa L.
leucocephala. Tu (1974) también encontré células de
tamafio uniforme bacteroidales, a interior de los
nodulos de soya (Glycine max) empleando TEM
(Transmission Electron Microscopy) y complementado
por SEM.

Trinick (1979), mediante SEM y TEM, menciona
que €l hilo de lainfeccién propagada por Rhizobium a
nuevas células, se transformo en una célulade nédul os.
Las paredes de los hilos variaron mucho en grosor y a
menudo |as estructurasde hilo no tenian paredesrigidas
y sblo estén encerradas por una membrana plasmética.

En la provincia de Santa Elena, Ecuador, L.
leucocephala se presenta como una especie aternativa
resistente alas sequias para reforestar suelos afectados
por la sdlinidad y cambio climatico de la zona,
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potencializada con una seleccion de cepas capaces de
fijar nitrégeno, promover € crecimiento y resistir
ciertas enfermedades (CEDEGE, 1983; Soto, et al.
2012y Soto, et al. 2016).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar y
evidenciar la presenciade bacterias endéfitasal interior
delosnédulos de L. leucocephala, de gran importancia
para establecer su asociacion simbidtica con sus
bacterias, en beneficio de su establ ecimiento adaptativo
Optimo en las condiciones de la zona.

2. Materialesy M étodos
2.1 Aislamiento de los nédulos

Se colectaron muestras de hojas, inflorescencia y
raices con presencia de nodulos de Leucaena
leucocephala (Lam.) localizadas en los campus de
précticas agricolas de la Universidad Estatal Peninsula
de Santa Elena (Ecuador), ubicadas en las localidades
de Rio Verde (-2.31096, -80.7056) y La Libertad (-
2.24887,-80.858) (Figura 1); luego fueron guardadasy
rotuladas en bolsas estériles. En €l laboratorio se
lavaron cuidadosamente con agua corriente y destilada
estéril (Hernandez, 2012).

Las muestras vegetales se identificaron en €
Herbario de la Universidad de Guayaquil (Ecuador).
Los aidamientos y pruebas de caracterizacion
bioguimica de las bacterias se redlizaron en €
laboratorio del  Centro de Investigaciones
Agropecuarias (CIAP-UPSE), Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Estatal Peninsula de
Santa Elena, mediante métodos descritos por €l CIAT,
1987; Ferreraet al. 1993y Zufiga, 2012.
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Figura 1. Localizacién de los sitios de muestreo en la
peninsula de Santa Elena, Ecuador.

Los nédulos se desinfectaron en alcohol al 95 % y
solucién de cloro a 5% por 5 min respectivamente;
enjuagados con agua destilada, maceradosy sembrados
por triplicado en cajas Petri con medio de cultivo
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Extracto de Levadura-Manitol-Agar Rojo-Congo
LMARC). Luego fueron rotulados e incubados por 72
horasa 27 °C.

2.2 Caracterizacion fenotipica:

a) Descripcion  microscépica de luz vy
macr oscopica de los aislados

Se emplearon microscopios de luz, objetivo 100x
inmersion en aceite, paralatincion Gram de las cepas.
La descripcién macroscépica también incluyd la
produccion de gomay velocidad de crecimiento de los
aidados en las cajas de Petri con medio LMARC
(Ferreray Alarcon, 2001).

b) Descripcion  microscopica  €lectronica  de
Barrido (SEM)

La ultramicroscopia se realizdé en € Instituto de
Investigaciones en Salud Pdblica (INSPI Guayaquil,
Ecuador) con un microscopio electronico de barrido
(MEB) marca JEOL JSM 5310, en cortes del interior
de los nédulos y de cultivos aislados en cgjas Petri,
como servicio profesional.

2.3 Caracterizacion bioguimica

Las pruebas bioquimicas realizadas fueron catalasa,
ketolactosa, produccion de acido o dlcali, crecimiento
en peptona glucosa agar (PGA) y en tres
concentraciones de cloruro de sodio. Todos |os ensayos
fueron sembrados en cajas Petri por triplicado
incluyendo control es negativos en cada prueba (Ferrera
et a., 1993; Zuhiga, 2012).

3. Resultadosy Discusion
3.1 Caracterizacion fenotipica

Lacoloracion rojaarosada de los nédul os, coloracion
y velocidad de crecimiento de las colonias aidadas
mostraron la presencia de bacterias bacilares Gram
negativas y productoras de goma entre 1 a 4 dias de
crecimiento aisladas en el medio LMARC, son tipicos
de las rizobacterias (Figura 2) (Ferrera et a., 1993;
Mantillaet a., 2009; Villanuevay Quintana, 2012).

Figura 2. (A) Corte transversal de un nédulo de L.
leucocephala (Lam.) de coloracion rojiza por la presenciade
la leghemoglobina. (B) Aislados de nddulos en medio
LMRC.

3.2 Caracterizacion bioguimica
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Las pruebas bioquimicas de catalasay crecimiento en
PGA confirman caracteristicas bacterianas metabdlicas
de los rizobios; la prueba de ketolactosa descarta la
presencia del género Agrobacterium, contaminante
comun de los aislados (Toniutti, et a., 2015).

Las colonias de la cepa LEURV poseen morfologia
pulminada y es acido productora, a cambiar € color
del medio de purpura a amarillo; mientras que
LEUPSE 1y LEUPSE 3 presentan formas convexas y
no cambiaron el medio PGA, considerandose neutras o
alcalino productoras. Los tres aislados presentaron
color blanquecino rosaceo, produccién de gomay sin
crecimiento en el cloruro de sodio (Tabla1).

Tabla 1. Origen y codificacion de los aislados

bacterianos.

Vdodd  Origmn  Ofdig  Caateizaion  Addo  Cadosa Giam  Crecimieno  Crecimiento
Crecimiento morfologica  productora PGA NCl
1:3dis Rio LEURV PBRG + () +

verde
4dizs la LEUPE CBRG - + o (4) +

Libetad 1
4dizs la LEUPE CBRG . +(v) +

Libetal 3

Morfologia de la colonia: P= Pulminada; C= Convexa
Coloracién de la colonia: BR= Blanquecina rasada
Consistenciade la colonia: G= Gomosa

3.3 SEM dd interior de los nédulos y del
aidado en cultivo en medio LMARC

La microscopia de barrrido (SEM) de los nodulos
de L. leucocephala (Lam.), confirma la presencia de
bacterias bacilares, agrupadas y rodeadas por restos
membranales y ademas con formas bacteroides
“curvas” y en “Y” mecionados por Tu, 1974; Trinick,
1979; Chen y Rolfe, 1988 y Wang, et a. 2001.

Figura 3. Secuenciade lamagnificacion aX50, X100, X200,

X1 000, X3 500y X5 000 de bacterias bacilares mezcladas
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con restos de membranas peribacteroidales al interior de un
nédulo de L. leucocephala (Lam

Figura 4. Microfotografia de dos secciones de interior
nédular de L. leucocephala, a X 10 000 de bacterias bacilares
(A) y Bacteroides (B).

Figura 5. Comparacién de dos secciones a interior del
nodulo de L. leucocephala, a X 10 000 de bacterias bacilares,
en estado de infeccion avanzada.

Figura 6. Dos secciones del interior nodular de L.
leucocephala, a X 15 000, mostrando formas bacteriodes (A)
y Bacilos (B) con restos de membranas.

Figura 7. Microfotografias electénicas del cultivo de los
aislados de nodulos de L. leucocephala (Lam.), que muestra
formas bacilares con magnificacion 20 kv a5y y 1 p.

2Bku Brm

4. Conclusiones

Se concluye que los microorganismos enddéfitos
evidenciados d interior de los nédulos de Leucaena
leucocephala (Lam) presentan caracteristicas tipicas
relacionadas con los simbiontes de las leguminosas,
similares a los reportados anteriormente por varios
investigadores aqui reportados.

Finalmente, para complementar este estudio se
recomienda emplear pruebas moleculares como la
amplificacion del genl6S RNAr y/o genes
congtitutivos que  permitirian  esclarecer la

Soto, J/ Amano, Y / Diaz, L

identificacién y taxonomia adecuada de las rizobios
encontrados. Asi como € estudio de esta y otras
leguminosas nativas que se podrian considerar para
fines agroforestales por su importancia paralafijacion
de nitrogeno, aprovechamiento forrgero y uso
maderable, adaptados a los ecosistemas locales.
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