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Resumen

El género Lupinus L. (Fabaceae) presenta un elevado numero de especies y ha ocasionado
muchas controversias en su taxonomia, razones que han motivado realizar el estudio de las especies
de este género y sus simbiontes en el departamento de Ancash, basado en que no se encontré antece-
dentes de estudios semejantes en esta zona. Se colectaron muestras botanicas y nédulos bacterianos,
realizando un analisis in situ, y en laboratorio, utilizando descriptores estandarizados. Con estos datos
se confeccionaron matrices para las especies identificadas del género Lupinus: L. subtomentosus
C.P. Sm, L. mutabilis Sweet., L. brachypremnon C.P Sm, L. carazensis Ulbr., L. lindleyanus J. Agardh,
L.aff mutabilis, L. eriocladus ulbr, L. aridulus C.P. Sm, L. weberbaueri ulbr., L. paniculatus desr; y
sus correspondientes bacterias simbidticas; siete de las cuales pertenecen al género Bradyrhizobium y
tres a Mesorhizobium, obteniéndose fenogramas independientes, para luego generar un arbol de consen-
s0, usando para cada caso el algoritmo UPGMA con el software NTsys 2.2, con cuyo analisis se llega a
la conclusion de que las caracteristicas de los nodulos bacterianos y sus simbiontes podrian ser usados
para mejorar los estudios taxonomicos del género Lupinus, al menos bajo las condiciones de estudio. Asi
mismo, se amplia el area de distribucion de L. aridulus para en el departamento de Ancash.
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Abstract

While many botanical groups have received study, some plant genera lack complete information on
their number of species. Such is the case with the genus Lupinus L. (Fabaceae), which has many descri-
bed species and their taxonomy remains controversial. With this a background, we have investigated
studies into the diversity of Lupinus species and their symbiotic bacteria in the Department of Ancash
on the western slope of the Ande s in Northern Peru. Both botanical and bacterial nodules samples were
collected, including an in situ analysis, and subsequently in the laboratory using standardized descrip-
tors. Using these data, a matrix was constructed for species of Lupinus: L. subtomentosus C.P. Sm, L.
mutabilis Sweet., L. brachypremnon C.P Sm, L.. carazensis Ulbr., L. lindleyanus J. Agardh, L.aff mutabilis,
L. eriocladus Ulbr, L. aridulus C.P. Sm, L. weberbaueri Ulbr., L. paniculatus Desr; and their nodules and
bacteria, usually Bradyrhizobium but three species with Mesorhizobium also. Phenograms for each
were generated and a consensus tree constructed using the algorithm UPGMA of NTsys 2.2 software.
Our analysis suggest that nodules and their characteristic bacteria may be useful as additional taxonomic
markers, at least under these specific study conditions. Besides, the distribution area for L. Aridulus is
extended to Ancash.
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1. INTRODUCCION

La biodiversidad tiene diferentes acepciones,
sobre todo dado el interés para su conservacion,
pero existe concordancia en que ésta involucra la
variedad y variabilidad entre los organismos vivos
y la complejidad ecolégica en la que ellos ocurren.
De manera clasica, se refiere a la riqueza o nume-
ro de especies, contextualizado como diversidad
alfa; y a nivel molecular la variabilidad genética que
se presenta a nivel intraespecifico, constituyendo
la fuente primordial para la evolucién de las espe-
cies, esto es la diversidad genética; y a un nivel
superior la biodiversidad se refiere a las variacio-
nes entre los ecosistemas y las interrelaciones que
entre ellas existe, denominandose a ella di-
versidad beta, y desarrollado en la heteroge-
neidad geografica, o diversidad gamma (Primack,
2004). Por lo tanto, su desarrollo esta influenciado
por los procesos naturales que se presentan y por
accion del ser humano (Halffter, 2005).

En los vegetales, la division Magnoliophyta, o
plantas con flores son el grupo mas grande de
plantas, con aproximadamente 250,000 especies
(WCMC, 2007), de ellas Fabaceae, es la tercera
familia mas grande, con ca. 750 géneros y mas de
20,000 especies (ILDIS, 2007), de gran importan-
cia econémica para actividades de tala, drogas,
alimentos, medicamentos, fertilizante, lena, siste-
mas agroforestales, entre otras (Giller & Vargas,
1996), y se distribuyen de acuerdo a fendmenos
geograficos y climaticos, desde el nivel del mar
hasta sobre los 4 8 00 m (Barneby, 1989). Dentro
de esta familia, el género Lupinus es cosmopoli-
ta y se distribuye en una variedad de habitats,
pero concentrandose en el Mediterraneo, Africa,
(hemisferio oriental) y en América (hemisferio occi-
dental); de ellos en esta Ultima regién se encuentra
el mayor numero de especies, y con su maxima
diversidad en el Peru, debido entre otros factores
a la influencia de la cordillera de los Andes (Kur-
lovich, 2002). Hasta la fecha, no se conoce exac-
tamente el total de especies que habitan en
esta zona, la misma puede deberse a lainac-
cesibilidad de algunos lugares donde estas plan-
tas crecen, falta de trabajos cientificos, amplitud
en la variabilidad, estrechez en la variabilidad de
caracteres, area demasiada extensa e informacion
inconsistente (Kurlovich, 2002).

Una particularidad de las Fabaceas es la sim-
biosis que establecen con ciertas bacterias fijado-
ras de nitrégeno, contribuyendo a la productivi-
dad del suelo, puesto que el nitrégeno, elemento
indispensable para la nutricion vegetal, pese a su
abundancia en la atmosfera (78%), se halla en
cantidades deficientes en los suelos tropicales y
subtropicales (Campillo et al., 2003. A la fijacién
biolégica de nitrogeno (FBN) por las Fabaceae se
considera como una gran alternativa para lograr
una agricultura sostenible (Campillo et al., 2003), y
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el género Lupinus es uno de los mejores que parti-
cipa activamente en el sistema de FBN (Kurlovich
et al.,, 2002), habiéndose comprobado que es
nodulado por el género bacteriano Bradyrhi-
zobium, 'y probablemente Mesorhyzobium, am-
bos con cepas especificas para las especies o al
menos para los grupos, pudiéndose usar como un
marcador taxonémico (Weir, 2007).

En el Pert no contamos con trabajos completos
sobre la diversidad de Lupinus; los datos revisados
son controversiales; tampoco se ha investigado la
simbiosis rizobio- lupino, por lo que los estudios
morfo-taxonémicos de esta asociacion podria di-
lucidar, al menos en parte, la diversidad de este
género (Kurlovich et al., 2002), toda vez que el
andlisis de los caracteres morfoldgicos, fisioldgi-
cos y bioquimicos de las cepas microbianas que
nodulan a un género o especie dan los pasos ini-
ciales para un mejor conocimiento taxondémico, y
su posterior estudio y confirmacién molecular, per-
mite efectuar estudios filogenéticos y biogeografi-
cos, dando lugar a la taxonomia polifasica (Weir,
2007). Por lo anterior, se tuvo como objetivo estu-
diar la diversidad de este género y sus simbiontes
en el departamento de Ancash, y con ello contri-
buir al esclarecimiento taxonémico de la especie
en nuestro pais.

2. MATERIAL Y METODOS

Se realizaron estudios de campo y de laboratorio;
los primeros a través de muestreos periédicos

cada 3 meses a las diversas provincias del depar-
tamento de Ancash, para la colecciéon de material
botanico y nédulos bacterianos.

Métodos y técnicas

* Las muestras del género Lupinus se colec-
taron empleando las técnicas estandares, y
caracterizadas in situ usando los descriptores
para este género (Faverova, 2001), para su
posterior identificacion en el Museo USM y/o
enviando las muestras a los especialistas.

*  Simultdaneamente, de cada uno de los especi-
menes se colectaron los nodulos bacterianos,
se caracterizaron in situ y mantenidos en silica
gel se trasladaron al laboratorio. Las muestras
botanicas y microbianas se etiquetaron con el
mismo numero.

*  En el laboratorio, los rizobios fueron reactiva-
dos, aislados, purificados y mantenidos en el
cepario, usando como medio YMA (Vincent,
1975). En ellos se efectuaron las pruebas fi-
sioldgicas y bioquimicas, con protocolos ya
establecidos; y parte fueron enviadas al Ins-
tituto de Quimica Biorganica de Polonia, para
su caracterizacion molecular correspondiente
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Construccion del fenograma

« Para establecer las similitudes entre las OTU, se construyeron fenogramas taxondémicos, uti-
lizando el método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA).

*  Con los datos obtenidos de los analisis botanicos y microbioldgicos, in situ y en laboratorio, se
construyeron las matrices utilizando el programa Excel, las mismas que fueron transformadas
y analizadas por separado siguiendo los pasos del Programa NTsys 2.2, para entorno
Windows, para luego determinar el fenograma de consenso respectivo.

3. RESULTADOS

Se han identificado en total 10 especies de Lupinus, y para cada uno se tipificaron sus rizobios
usando sus caracteristicas culturales, que corresponden a los géneros Bradyrhizobium vy
Mesorhizobium, con predominio del primero. (Tabla 1).

Los fenogramas se construyeron usando el método UPGMA. Para Lupinus se observan tres
grandes agrupaciones o clusters, la primera con un coeficiente general de similitud de 0,59,
conformada por L. subtomentosus, L. eriocladus, L. paniculatus, L. brachypremnon, L.
mutabilis, y L. aff. mutabilis , pero distribuidos en 4 subgrupos; el segundo grupo integrado por L.
carazensis, L. aridulus y L. lindleyanus, con un coeficiente de 0,76 y el ultimo con una sola especie
L. weberbaueri. (Fig. 1).

Tabla 1. Especies de Lupinus y sus rizobios identificadas en el departamento de Ancash

Coordenadas Especie de Lupinus Rizobio
Lupinus subtomentosus C.P. Sm Bradyrhizobium
Lupinus mutabilis Sweet. Bradyrhizobium
08°44°42.25” S | Lupinus brachypremnon C.P Sm Bradyrhizobium
77°10° 03.83 W | Lupinus carazensis Ulbr. Mesorhizobium
Lupinus lindleyanus J. Agardh Mesorhizobium
Lupinus aff mutabilis Bradyrhizobium
10° 16 28-51” S; | Lupinus eriocladus Ulbr Bradyrhizobium
76°58 26.96” W | Lupinus aridulus C.P. Sm Mesorhyzobium
Lupinus weberbaueri Ulbr. Bradyrhizobium.
Lupinus paniculatus Desr. Bradyrhizobium.

En caso de los rizobios, se observan basicamente dos grandes clusters; la primera, con una si-
militud de 0,51 conformada por L. subtomentosus, L. brachypremnon, L. eriocladus, L. carazensis,
L. lindleyanus y L. aridulus; y un segundo grupo conformado por L. mutabilis, L. aff. mutabilis, L.
weberbaueri y L. paniculatus con un coeficiente de similitud de 0,57(Fig. 2).

En el analisis de consenso estricto se identifican tres cluster principales. (Fig. 3). El primero con
un coeficiente de similitud de 0,59, conformada por L. subtomentosus, L. eriocladus, L. panicula-
tus, L. brachypremnon, L. mutabilis, y L. aff. mutabilis , pero distribuidos en cuatro subgrupos; el
segundo con un coeficente de 0,76 integrado por L. carazensis, L. aridulus y L. lindleyanus, y el
tercero con un coeficiente de similitud de 0,53 respecto a los dos clusters anteriores, conformado
por una sola especie. L. weberbaueri.
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Fig 1. Fenograma para las especies de Lupinus, obtenido a partir del analisis de sus descriptores
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Fig. 2. Fenograma para las especies de Lupinus, obtenido del analisis de los descriptores de los rizobios.
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Fig. 3. Arbol de consenso estricto para Lupinus — rizobios obtenido a partir del analisis de ambos

descriptores.

4. DISCUSION

En el departamento de Ancash se identificaron
10 especies de Lupinus, de ellas L. carazensis, L.
lindleyanus y L aridulus, son noduladas por Mesor-
hizobium, y las demas por Bradyrhizobium. Para
nuestro pais no se encontroé reportes sobre la inte-
rrelacion Lupinus - riizobios; pero si para especies
europeas (Stepkwoski, et. Al., 2007), y en México
(Wang et al.,2007) se reportd la nodulacion de
Lupinus por Bradyrhizobium o Mesorhizobium,
y probablemente seria nodulada también por el gé-
nero Azorhizobium (Wojciechowski & Mahn, 2007),
que seria producto de una coevoluciéon entre am-
bas especies, debido a la variabilidad genética in-
tra e interespecifica existente, pero influenciada
también por la variabilidad geografica o las condi-
ciones ecologicas especificas (McPeek, 2007).

La interaccion planta-microorganismo se estable-
ce por accién de senales moleculares como exopo-
lisacaridos y lipopolisacaridos; que a su vez supri-
men los mecanismos de defensa (Morgante et al.,
2007), previo logro del quérum sensing o numero
adecuado para iniciar la invasion y colonizacion de
las raices (Lerat & Moran, 2004).

Los analisis de localizacién de nodulos bacteria-
nos, su coloracion, forma, tamafio y ornamentacion
externa son un indicador de su importancia taxo-
nomica, por ejemplo en cuanto a L. carazensis y
L. aridulus, sus noédulos se ubican a un solo lado
de la raiz principal, mientras que en Lupinus subto-
mentosus, y Lupinus brachypremnon, ocupan uno
o dos lugares pero con un conglomerado de noédu-
los a manera de roseta, de cuya disgregacion se

aprecia que los mas funcionales se encuentran
adheridas a la raiz, y las senescentes hacia
la superficie, probablemente porque se protege la
actividad de la nitrogenasa, la misma que es sen-
sible al oxigeno (Dixon & Wheler, 1993). Esto se
deberia a que durante la colonizacion radicular por
el microorganismo, éstas se distribuyen irregular-
mente en el rizoplano en funcion del tipo de planta
y la estructura fisica, quimica y bioldégica de
esta zona, vy los factores que en ella confluyen,
como el tipo de suelo y los minerales que en ella
se encuentran, de manera particular el nitrégeno
(Milford, 1997).

Los coeficientes de similitud obtenidos y el ana-
lisis de los fenogramas construido por el método
UPGMA, usando los descriptores de Lupinus (fig.
1) y los rizobios (fig. 2), son un reflejo de lo ob-
servado en la morfologia, y con el arbol de con-
senso (fig. 3) se observa que los grupos formados
son semejantes al obtenido individualmente; tal
como la coincidencia entre el grupo formado por
L. subtomentosus y L. eriocladus, aunque con una
afinidad menor, en este caso 80% frente al 84%
del primero; de igual manera en este subgrupo con
una correlacion del 74% se encuentra L. panicula-
tus y L. brachypremon. Por ello el analisis UPGMA
constituye una herramienta valiosa para estos tipos
de estudios, pese a la dificultad para la identifica-
cion de las especies de Lupinus, aunque ahora
con el uso de técnicas y herramientas moleculares
como hibridacion DNA, RFLP, RAPD-PCR (Wang
& Martinez, 2007), secuenciacion de genes Nod y
housekeeping, gen 16S rRNA y secuencia ITS se
hace mas rapido aclarar dichas dudas, pese a que
aun existen algunas controversias en los resulta-
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dos (Stepkowski et al., 2007).

Anteriormente, L. aridulus solo estuvo reportado para Puno y Cusco, pero ahora se identifico a
esta especie para el departamento de Ancash, especificamente en la provincia de Corongo, probable-
mente por la similitud geoldgica entre ambas zonas, puesto que las formaciones de la cadena del
Vilcanota (Tupayachi, 2003) y la de las cordilleras Blanca y Negra se habrian originado de manera para-
lela con el levantamiento de la cordillera de los Andes y su posterior diferenciacion, aproximadamente a
partir del periodo Cretacico (Cardenas, 1996).

5. CONCLUSIONES

+ En el departamento de Ancash se registraron 10 especies del género Lupinus: Lupinus subtomen-
tosus C.P. Sm, Lupinus mutabilis Sweet., Lupinus brachypremnon C.P Sm, Lupinus carazensis
Ulbr., Lupinus lindleyanus J. Agardh, Lupinus aff mutabilis, Lupinus eriocladus Ulbr, Lupinus ari-
dulus C.P. Sm, Lupinus weberbaueri Ulbr. y Lupinus paniculatus Desr.

» Los rizobios que nodulan a las diversas especies de Lupinus en el departamento de Ancash perte-
necen al género Mesorhizobium, para las especies Lupinus carazensis Ulbr., Lupinus lindleyanus
J. Agardh, y Lupinus aridulus C.P. Sm. Y al género Bradyrhizobium, para las especies Lupinus
subtomentosus C.P. Sm, Lupinus mutabilis Sweet., Lupinus aff. mutabilis, Lupinus eriocladus Ulbr.,
Lupinus weberbaueri Ulbr. y Lupinus paniculatus Desr.

« El analisis UPGMA de fenogramas nos indica que las caracteristicas morfolégicas de los nédulos y
las peculiaridades fisiologicas y bioquimicas de los simbiontes ayudan a mejorar los estudios taxo-
nomicos de las especies del género Lupinus.

*  Seregistra para el departamento de Ancash Lupinus aridulus C.P. Sm, hasta ahora reportada sola-
mente para los departamentos de Cusco y Puno, con lo cual se amplia su area de distribucion
en el Peru.
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