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Resumen

En la actualidad el lento desarrollo de la produccién de alimentos y fibras, frente a un aumento
constante de la poblacion mundial, ha traido como consecuencia la necesidad de establecer
programas dinamicos y efectivos que promuevan la utilizacion mas eficiente y sustentable de los
recursos del campo, y asi aprovechar al maximo su explotacion con un inherente aumento en la
produccion agricola.

Una de las alternativas con alto potencial en la fertilizacion del suelo de manera sustentable es la
utilizacion de bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico que se asocian simbidticamente con
leguminosas, de éstas la relacion méas importante es con el género Rhizobium.

Con la finalidad de obtener Cepas nativas de Rhizobium phaseoli eficientes para la fijacion de

Nitrogeno atmosférico para el cultivo de Frijol, se colectaron muestras de suelo de la presa de la
juventud en Marin, Nuevo Leon, el cual se utilizd como inoculante para plantulas de Frijol. Se
aislaron cuatro cepas de Rhizobium (JM-1;JM-2;JM-3 y JM-4) infectivas y efectivas para nodular

en la leguminosa Phaseolus vulgaris (Frijol).

Palabras clave: Rhizobium, Fijacién Biolégica, Nitrégeno, Leguminosas.
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Abstract

Today the slow development of the production of food and fibre, with a steady increase of the
world population, has resulted in the need to establish dynamic and effective programs that
promote more efficient and sustainable resources for field use, and thus make the most their
exploitation with an inherent increase in agricultural production.
One of the alternatives with high potential in the fertilization of the soil in a sustainable way is
the use of fixing bacteria of atmospheric nitrogen associated symbiotically with legumes, of these
the most important relationship is with the genus Rhizobium.

We collected soil samples from the dam of youth in Marin, Nuevo Ledn, which was used as
inoculum for bean seedlings. Isolated four strains of Rhizobium (JM-1; JM-2; JM-3 and JM-4)
infective and effective for nodular in the legume Phaseolus vulgaris (bean).

Key words: Rhizobium, biological fixation, nitrogen, legumes.

Fecha Recepcion: Agosto 2016 Fecha Aceptacion: Diciembre 2016

Introduccion

En la actualidad el lento desarrollo de la produccién de alimentos y fibras, frente a un aumento
constante de la poblacion mundial, ha traido como consecuencia la necesidad de establecer
programas dinamicos y efectivos que promuevan la utilizacion mas eficiente y sustentable de los
recursos del campo, y asi aprovechar al maximo su explotacion con un inherente aumento en la
produccién agricola.

Una de las alternativas con alto potencial en la fertilizacion del suelo de manera sustentable es la
utilizacion de bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico que se asocian simbidticamente con
leguminosas, de éstas la relacion mas importante es con el género Rhizobium.

Justificacion: Esta bacteria posee la habilidad de penetrar en los pelillos radiculares de las
leguminosas e inducir la formacion de nédulos y una vez alli reduce el Nitrégeno atmosférico a
amonio (NH;") (una de las formas mejor asimilable por la mayoria de las plantas; Alexander,
1980).La simbiosis Rhizobium — leguminosas es interesante bebido a disminuye el uso de

fertilizantes  nitrogenados quimicos, su aplicacion tiene bajo costo y mantiene una buena

Publicacion # 07 Enero - Junio 2017 PAG


https://audio1.spanishdict.com/audio?lang=en&text=rhizobium-biological-fixation-nitrogen
https://audio1.spanishdict.com/audio?lang=en&text=rhizobium-biological-fixation-nitrogen

Revista Iberoamericana de Produccion Académica y Gestion Educativa ISSN 2007 - 8412

fertilidad del suelo. Mediante el uso de cepas compatibles con su hospedero homdlogo en el
campo, nos permite aprovechar al maximo el potencial de la interaccién Rhizobium - leguminosa.
Incrementar la produccidn agricola de manera sustentable a través del uso de biofertilizantes para
mejorar la calidad del suelo y reducir el impacto negativo de la fertilizacién quimica en el
ambiente, producir de una manera sustentable, conservando asi los recursos naturales (FAO,
2011).

Hipdtesis: Los microbios son organismos cosmopolitas y los rizobios son microorganismos que
forman nodulos radiculares en plantas leguminosas, de suelos con presencia de leguminosas es

posible aislar rizobios competentes para nodular frijol.

Antecedentes: Del total de la superficie del planeta solo el 13% es apta para producir alimentos
(cultivable) y debido a que la tasa de crecimiento de la produccién agricola ha disminuido en los
ultimos afios por diversas causas: la explotacion excesiva e irracional de los suelos cultivables ha
ocasionado perdida de la diversidad bioldgica, disminucion de los recursos forestales, erosion del
suelo, cambios climaticos, etc. Situacion que ha generado graves problemas ecoldgicos,
econdémicos y sociales.

La produccion de alimentos en los agroecosistemas, estd sujeta entre otros factores a las
condiciones del suelo, la disponibilidad y aporte de nutrientes en forma natural y/o externa a
través de insumos de sintesis industrial; este tipo de fertilizacidn es poco viable desde el punto de
vista econdmico y ambiental.

El uso inadecuado de los fertilizantes de sintesis industrial ha generado un desbalance en el ciclo
biogeoquimico del nitrégeno que conlleva a la degradacion de suelos, la eutrofizacion de
ecosistemas acuaticos y la emision de gases de efecto invernadero con consecuencias sobre el
cambio climatico (Altieri, Funes y Peterson, 2012; Roekstrom et. al., 2009).

Diversos estudios demuestran que aproximadamente el 60 % de los fertilizantes de sintesis
quimica se pierde por lixiviacion, volatilizacion y escorrentia que impacta negativamente el agua
por NO, y NOg3 vy el aire por dioxido de nitrogeno (NO,) (Raun y Johonson 1999, Glass 2003;
Davidson et. al. 2012).

Uno de los requerimientos mas importantes para lograr soluciones de produccion adecuadas es el

mantenimiento de la fertilidad del suelo de una manera sustentable.
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El nitrogeno (N>) es quizas el nutriente mas importante y limitante en el agrosistema debido a su
participacién en multiples reacciones bioquimicas implicadas en el desarrollo crecimiento y
produccién de cultivos (Rao, 2009).

Desde tiempos muy antiguos se han empleado las leguminosas para mejorar el suelo, representan
un gran recurso en la alimentacion humana; son cultivadas en todo el mundo tanto en regiones
tropicales como en zonas templadas; poseen un alto contenido de proteinas en los granos secos
(17 — 25%) y desde el punto de vista energético resulta mas econémico consumir las leguminosas
que son por un lado una fuente econémica de proteinas y por otro lado un suministro adicional de
fibra dietética (FAO, 1995; Freire J. R. J. 1977;Serrano y Cano 2007).

En México la tecnologia de la biofertilizacion no es conocida por la mayoria de los productores, a
pesar de que tiene cientos de afios aplicandose y es por ello que no se practica.

La necesidad de disminuir el uso de agroguimicos para aumentar la respuesta de la agricultura en
la alimentacion humana ha orientado las investigaciones hacia el desarrollo de nuevas
biotecnologias como el estudio de los microorganismos fijadores de nitrogeno atmosférico, que
pueden ser de vida libre 6 simbidtica; como los del genero Rhizobium que se asocian con
leguminosas (Tabla 1). Esta relacién simbiotica contribuye entre el 33% a 50% del nitrégeno
fijado basada en un intercambio de carbono por nitrégeno entre ambos simbiontes(Cayo-Garcia
Blazquez, Marili L.Sato, 2015).

Tabla 1 Proporcion de nitrégeno atmosférico ganado por las leguminosas

Leguminosas Kg de N; fijado/Ha/afio
Alfalfa 125 335
Trébol 85-190

Chicharo 80 — 150
Soya 65— 115
Algarrobo 90 - 115

Fuente: Alexander (1980)

Los inoculantes para leguminosas constituyen una alternativa econémica no contaminante, frente
a los fertilizantes nitrogenados de sintesis quimica al establecer una relacion simbidtica con
bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico de los géneros Bradyrhizobium y Rhizobium (Hamdi,
1985).
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Los inoculantes mas utilizados en la actualidad consisten en cultivos de rizobios incorporados en
un material de soporte sélido que mantiene vivas a las bacterias durante su almacenamiento y
distribucion ademas de facilitar su aplicacion (Willams, 1984).

Las ventajas de utilizar inoculantes son: menor costo de produccion, con la inoculacién hay un
mayor rendimiento de materia seca, mayor concentracion de nitrégeno y nitrégeno fijado en el
suelo, no contamina por ser producto natural (Cuadro 1).

El inoculante basicamente es un producto a base de bacterias y cuando es puesto en contacto con
las plantas (semillas) va a promover un aumento en el crecimiento de la planta (Cayo-Garcia
Blazquez, Marili L.Sato, 2015).

Rhizobium sp infecta y forma nddulos en huéspedes especificos ya que la bacteria posee un
plasmido grande que codifica la informacion requerida para infectar a la planta huésped
susceptible (Rincon et. al. 2000 y Bartha 2005).

La formacion del nodulo es un proceso inducido por un intercambio de sefiales entre los dos
participantes de la interaccion; sustancias con efecto nitrogeno (factores de nodulacion).

Entre las leguminosas capaces de asociarse con Rhizobiumsp estan los tréboles, las judias, la
alfalfa, los guisantes, el mani, la veza, etc. Estas plantas desarrollan en sus raices nédulos que

contienen internamente bacteroides o rizobios.
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de distintos abonos verdes

Rotacion

AV-Colza de primavera

AV-Patatas-Trigo-Cebada

AV-Patata-Trigo-Avena

AV-Trigo-Trigo-Avena

Cebada-AV-Maiz dulce

Cebada-AV-Maiz dulce

Cebada-AV-Maiz dulce

Abono Verde
empleado

Colza de otono

Trébol rojo + raygrass
inglés (Lolium perenne)

Trébol rojo
(Trifolium pratense)

Trébol rojo
(Trifolium pratense)

Alfalfa (Medicago sativa)

Veza (Vicia villosa) +
centeno

Centeno

Cuadro 1 Ahorro de fertilizante nitrogenado en diversas rotaciones de cultivo debido al empleo

Valor de sustitucion
de fertilizante

24% de las necesidades
de la colza de primavera

194 Kg N/ha

114 Kg N/ha

182 Kg N/ha

156 Kg N/ha (100% de las
necesidades del maiz duice)

156 Kg N/ha (100% de las
necesidades del maiz dulce)

58 Kg N/ha (37% de las
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necesidades del maiz dulce)

Maiz dulce/AV*-Sorgo forrajero

Veza (Vicia villosa) o Entre 78 y 140 Kg N/ha son :
Alfalfa (Medicago sativa) €mpleados por el sorgo forrajero

Fuente: Guzman y Alonso, 2008

La simbiosis Rhizobium — leguminosa puede fijar de 24 a 584 Kg de nitrégeno por hectarea y
absorber en algunos casos hasta el 90% de las necesidades de la planta (Mayz et. al. 2010;
Lindstrom et. al. 2010); la fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico contribuye a reducir el uso
de fertilizantes quimicos nitrogenados, a remediar los problemas de contaminacion de los suelos
y el agua, asi como a disminuir los costos de produccion de manera sustentable (Granada et. al.
2014; Yadegari y Rahmani 2010).

Para lograr el aislamiento efectivo de cepas nativas de Rhizobiumsp a partir de nédulos aislados y
desinfectados se siembran sobre medios de cultivo especificos como: Levadura Manitol Agar
(LMA), Agar XLD y Hectock, Levadura Manitol Agar Rojo Congo, en LLA, etc.

Las bacterias del genero Rhizobiumson bacilos, mdviles, Gram-negativos, flagelados (1 — 6),
aerobicos miden 0.5 — 0.9 x 1.2 — 3.0 um; sus colonias sobre agar extracto de levadura manitol
rojo congo (LMA + RC) son blancas o color beige ligeramente rosadas, circulares, convexas,
lisas, semitranslucidas y opacas; miden de 2 a 4 mm de didmetro a 5 dias de incubacion (Abd —
Alla et. al. 2012).
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La caracterizacion morfolégica de las cepas de Rhizobium incluye las variables de velocidad de
crecimiento, color, apariencia, tipo de borde y elevacion de las colonias.

En la IX region de las zonas agroecoldgicas de precordillera andina, Chile el trébol rosado
representa un 50% del total de las praderas sembradas (Ortega, 1990); otra forrajera de amplia
distribucion en el secano de los suelos rojos, es el trébol encantado ampliamente aceptado por los
agricultores de estas areas (Demanet, Contreras y Garcial991).

Estudios previos sefialan que Rhizobium puede asociarse con tréboles nativos de comportamiento
anual como el trébol blanco y el trébol rosado, y realizar su actividad fijadora de nitrogeno
atmosferico.

Una de las leguminosas que establece asociacién con bacterias simbioticas es el mani; la
poblacién bacteriana asociada con el mani es heterogénea involucra rizobios de crecimiento

rapido (Rhizobium) como de crecimiento lento (Bradyrhizobium). Una coleccion de aislamientos

bacterianos obtenidos de suelos agricolas representa una fuente potencial de numerosas cepas que
podrian ser empleadas como inoculantes bioldgicos en la agricultura; la seleccién de las cepas
mas eficaces, asi como una eficiente combinacion hospedero — rizobio puede mejorar la fijacion
biolégica de nitrogeno atmosférico en estos cultivos (Popples y Carswell 1992; Nava Juarez,
cols. 1997).

De acuerdo a estudios de Date 1976 sobre la relacion simbiética Rizobios — leguminosas para
seleccionar cepas de Rhizobium a partir de aislamientos de suelo y utilizarlos para inocular
cultivos de leguminosas es necesario tomar en cuenta ciertas caracteristicas de los Rizobios, entre
otras estan: a) efectividad en la fijacion de nitrogeno atmosférico; b) habilidad competitiva en la
rizosfera, formacion de nddulos y capacidad de sobrevivencia sin la leguminosa hospedera; c)
crecimiento y sobrevivencia en el medio de soporte; d) Tolerancia a cambios de pH,
Temperatura, aireacion y pesticidas; e) conservacién del genotipo de infectividady efectividad.

Se conoce que la gran diversidad de condiciones que tienen los diferentes tipos de suelocomo:
salinidad, incremento de temperatura y acidez tal como sucede en las zonas de climas tropicales
pueden disminuir la viabilidad de los microorganismos en el suelo, entre ellos Rhizobium y con
ello reducir o anular la nodulacion de leguminosas (Méndez-Castro et. al. 1977).

Aun cuando no se tenia conocimiento de las bacterias hasta que en 1683 Von Leewwnhoek las
descubrio, su utilizacion para estimular el crecimiento de plantas remonta siglos atras. Teofrasto

(287 a.c.) y Virgilio (30 a.c.) sugerian mezclar suelo donde se habian cultivado leguminosas con
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suelo donde no se habian cultivado, para remediarsus defectos y adicionarles fuerza (Tisdale y
Nelson, 1975).

Desde el siglo XVI11 se inocularon hongos en plantulas de encino para incrementar la produccién
de trufas; esto ocurrié mucho antes de que en 1885 se acufara el vocablo “micorriza” (Smith y
Read, 1997). A fines del siglo XIX la préctica de mezclar suelo con semillas, se convirtié en un
método recomendado para inocular leguminosas en los Estados Unidos; poco después Nitragin
registrd la primer patente para inocular plantas con bacterias del genero Rhizobium spp. En los
afios 1930"s y 1940°s la inoculacién con bacterias rizosféricas asociativas con cepas de los

géneros Azotobacter y Bacillus fue utilizada a gran escala en Rusia y Europa del Este. Esta

préactica no tuvo éxito y fue abandonada durante la segunda guerra mundial (Barea et. al. 2005;
Bashan 2008).

Entre los afios setenta y noventa la tierra de cultivo en el mundo crecié 11% mientras que la
poblacion mundial casi se duplicd; como resultado la tierra de cultivo “per capita” disminuyd
40% pasando de 0.43 ha a solo 0.26 ha.

En las Gltimas décadas se ha tomado conciencia del agotamiento de los recursos naturales debido
a la sobreexplotacion de los mismos. En el ambito agricola la meta es obtener altos rendimientos
por unidad de superficie para satisfacer la creciente demanda de alimentos sin tomar en cuenta la
sostenibilidad de la produccidn (viabilidad técnica, rentabilidad econdémica y sin contaminar).
Estos éxitos logrados a través de una agricultura muy ineficiente y altamente contaminante que
ha ocasionado la pérdida de biodiversidad bioldgica, disminuciéon de los recursos forestales,
erosion del suelo, cambios climaticos, etc. Esta situacion ha disminuido la superficie apropiada
para la agricultura causando graves problemas ecol6gicos, econdmicos y sociales; debido a esto
es necesario encontrar soluciones de produccion adecuadas.

Las nuevas tecnologias deben estar orientadas a mantener la sostenibilidad del sistema mediante
la explotacion racional de los recursos naturales y aplicacién de medidas adecuadas para
preservar el ambiente.

En México la agricultura se practica en ca. 2.19 x 10" ha (SAGARPA, 2010). El consumo de
fertilizantes sintéticos data desde 1950 y ha crecido ininterrumpidamente hasta llegar al consumo
de 4.0 x 10° Mg/afio.

Practicamente 80% de la superficie agricola se fertiliza en diversas dosificaciones dependiendo
de la capacidad econdémica del productor; en la mayoria de los casos se aplican sin el rigor
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técnico requerido, lo que se ha reflejado en que muchos productores apliquen cantidades
exageradas e innecesarias de fertilizantes. La baja rentabilidad de la actividad agricola impulsa la
investigacion para desarrollar nuevos insumos, con el fin de proveer innovaciones tecnolégicas
que tiendan a maximizar el ingreso; bajo estas condiciones, se presenta la alternativa de utilizar
tecnologias compatibles con la actividad de los microorganismos para favorecer la nutricion de
las plantas.

La importancia que tienen los microorganismos en la naturaleza y en sus relaciones con el
hombre es cada dia méas evidente. Cuando la agricultura tiene la necesidad de adoptar medidas
conservacionistas los microorganismos utilizados como biofertilizantes tienen un papel
sustancial. El desarrollo y uso de los biofertilizantes se contempla como una importante
alternativa.

Los beneficios que representa el uso de microorganismos en la agricultura pueden concretarse de
la siguiente manera: a) Fito reguladores, estimulan la germinacion de las semillas y el
enraizamiento por la produccion de reguladores del crecimiento, vitaminas y otras sustancias. b)
Biofertilizantes, incrementan el suministro de nutrientes por accién sobre los ciclos
biogeoquimicos tales como la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de elementos minerales o la
mineralizacion de compuestos orgéanicos; ¢) Mejoradores, mejoran la estructura del suelo por su
contribucion a la formacién de agregados estables, d) Agentes de control biolégico de patégenos,
desarrollan fenémenos de antagonismo microbio — microbio; e) bio remediadores, eliminan
productos cenobiticos tales como herbicidas, pesticidas, fungicidas; f) Mejoradores
ecofisiologicos, incrementan la resistencia al estrés tanto bidtico como abi6tico (Bowen y Rovira
1999). En la agricultura la fijacion bioldgica de nitrogeno representa 9.38 millones de toneladas
de N /Ha/afio, de los cuales a través de la fijacion simbidtica Rhizobium — leguminosa se aporta
al suelo 5.46 millones de N,/Ha/afio, que representa un 28% del nitrogeno total presente en el
suelo; frecuentemente la poblacion de Rizobios es mas grande en suelos donde existe una
adecuada rotacion de cultivos incluyendo leguminosas y mas bajas cuando no estan presentes;
Tuzimura y Watanabe (1959) observaron que R. japonicum era abundante en suelos donde hubo
soya afios anteriores; sin embargo Weaver et. al. (1974) no encontraron correlacion entre el
namero de R. japonicum y el nimero de afios desde que la soya fue sembrada antes en esa area o

el nimero de veces que la soya estuvo veces que la soya estuvo presente en ese suelo, de igual
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manera no observaron correlacion entre el nimero de R. japonicum y la textura del suelo, su pH o

los niveles de materia organica.

Material y Método:

1.- Coleccion de muestras de suelo.- La muestra de suelo fue obtenida de la presa de la juventud

en el Municipio de Marin, Nuevo Ledn a un nivel de 0 — 30 cm de profundidad, conforme a lo

establecido en el numeral 7 de la norma oficial mexicana 021 SEMARNAT, 2000 y almacenado
en bolsas de polietileno obscuras a una temperatura de 30 a 32 °C y baja humedad durante la
realizacion de la investigacion.

1.2.- Andlisis fisicoquimico del suelo.- La determinacion de pH, Temperatura, Humedad,

contenido de Materia Organica se realizaron de acuerdo a la norma oficial mexicana 021

SEMARNAT, 2000 y métodos establecidos (Aguirre Cossio, 1978).

2.- Técnica y condiciones de aislamiento de microorganismos.-

a) Montaje de las jarras de Leonard.- (Figura 1) Una botella &mbar de 800 ml de capa
capacidad sin fondo, es montada sobre un contenedor inferior (reservorio) sobre la cuél sella
perfectamente; en esta se deposita la solucion nutritiva de White ( 1 ml de K;HPO, 1 M,
KH,PO, 1 M 1ml, CaCl, 1 M 1ml, MgSO47H,0 1 M 1ml, trazas de FeSQO,, solucion de
elementos menores: H3BO,4 2.68 g, ZnSO,7H,0 0.22 g, KCI 0.09 g, NaMoOQ, trazas, agua
destilada 1000 ml, se ajusta el pH a 7.0) para plantas, la cual se hace ascender por capilaridad
hacia la botella por medio de una mecha de algodon, en la botella se agregé arena sin sales (4
Kg) hasta 7 cm del borde superior; se cubre con papel el fondo abierto de la botella con arena
y se esteriliza la jarra sin solucion nutritiva a 121 °C por 3 h; la solucion nutritiva solo se
hirvio antes de adicionarla al reservorio.

b) Preparacion de las semillas.- Las semillas fueron sanitizadas por inmersion en HgCl, al
0.2% y lavadas de 5 a 8 veces con agua destilada estéril, antes de colocarlas en las jarras de
Leonard; una vez sembradas las jarras se conservaron en invernadero a 28 °C

¢) Inoculacion de plantulas de frijol.- Se preparéuna dilucion concentrada del suelo colectado
para el estudio, con esta se regaron las plantulas desarrolladas en sistema hidropdnico de
jarras de Leonard (Figura 1) a partir de semillas de frijol sanitizadas en el momento en que
presenten 2 o0 3 hojas, para inducir la formacién de nddulos en ellas, al aparecer los ndédulos
se seleccionaron aquellos que presentaron las caracteristicas propias de estos, de acuerdo a su

posicion, forma y color.
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d) Obtencion de las cepas nativas a partir de los ndédulos.- Los nédulos fueron procesados
utilizando la metodologia sugerida por Somasegaran y Hoben, 1985. La desinfeccion de los
nodulos se realizé por inmersion sucesiva en alcohol al 95% por un minuto e hipoclorito de
sodio al 3% durante tres minutos, posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril
(ADE) hasta que no se perciba el olor a lejia.

Los nodulos desinfectados fueron colocados en placas Petri estériles y machacados adicionando

una gota de ADE por nddulo. Muestras del machacado fueron sembradas por estria en placas

conteniendo Agar Manitol Extracto de Levadura-Rojo de Congo (ELMA-RC) con la siguiente

composicion: K2HPO4 0.5 g, MgS047H20 0.2 g, NaCl 0.1 g, extracto de levadura 1.0 g,

Manitol 10.0 g, Agar 18.0 g, agua destilada 1000 ml, ajustando a un pH de 6.8 — 7.0 esterilizando

a 121 °C por 15 min.; se incubaron a 28°C por 2 a 10 dias. Se observé diariamente el crecimiento

de las colonias caracteristicas de rizobios de acuerdo al manual del CIAT (CIAT, 1988).

Las colonias tipicas de rizobios fueron resembradas en placas Petri conELMA-RC en cuadrantes,

se incubaron a 28°Cpor 2 a 10 dias. Se verificd la pureza de los cultivos. Los cultivos puros

aislados fueron resembrados en tubos conteniendo LMA-RC inclinado e incubados a 28°C.

3.- Seleccion primaria e identificacion de cepas nativas de rizobios.

Los criterios empleados se basaron en Bergey's Manual, 2001; Vicent, 1975; Gibbs y Shapton,

1968 y CIAT, 1987.

Los cultivos seleccionados fueron analizados tanto en sus caracteristicas macroscopicas y

microscopicas Y caracteristicas bioquimicas. Se evaluaron el color, el diametro, la apariencia y la

forma de las colonias, la cantidad de goma producida y la textura. Se realizaron tinciones simple,
de Maneval y de Gram (CIAT,1987).

Ademasen cuanto a las pruebas bioquimicas se evalué la utilizacion de citrato como Unica fuente

de carbono,el crecimiento en agar peptona glucosa (PGA), en agar Luria Bertani (LLA) y agar

extracto de levadura manitol (ELMA),reaccion en leche litmus o formacion de suero, absorcién
del rojo congo, resistencia a NaCl al 2%, hidrolisis de gelatina y caseina, produccion de H,S en
agar sulfito bismuto, produccion de la 3 cetolactosa, reaccion al Biuret, Despues de la incubacion

a 28°C, se realizaron las lecturas y se identificaron los rizobios (CIAT,1987).
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4.- Conservacion de cepas nativas de rizobios.

Las cepas nativas aisladas fueron rotuladas y conservadas en tubos de 18 x 150 mm con agar
extracto de levadura manitol (LMA) inclinado en condiciones asépticas de refrigeracion,
haciendo resiembra periddica mensual.

5.- Evaluacion de la Infectividad y Efectividadde las cepas Aisladas.- Para la infectividad se
inocula la planta y se valoran el nimero, forma, color y posicion de los nédulos. La efectividad se
evalud de acuerdo al color y tamafio de la planta (follaje), contenido de nitrogeno total. Como
testigo negativo se emplearon plantas sin inoculas con aplicacion y sin aplicacion de fertilizante
nitrogenado quimico.

6.- Determinacion de Proteina.- La valoracion del contenido de proteina en las plantas
inoculadas con las cepas de los Rizobios aislados se realiz6 de acuerdo al método Kjeldhal
(A.0.A.C. 1970).

Resultados.-

1.- Caracteristicas fisicoquimicas del suelo colectado.- De acuerdo a las propiedades
fisicoquimicas mostradas por el suelo del Municipio de Marin, N.L. utilizado como fuente de
Rizobios (Tabla2) es muy probable encontrar los microorganismos buscados, dada la cantidad de

humedad, pH y materia organica presente en el suelo (Pefia Cabriales, 1981).

Tabla 2 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo colectado en el Municipio de Marin N. L.

Caracteristica fisicoquimica | Valor
Textura Migajén Arenoso — arcilloso
pH 7.2
% de Humedad 73.3%
Nitrogeno Total 0.28 %
Materia Orgénica 5.14%

2.- Aislamiento de las cepas nativas de Rizobios.-
De las plantas noduladas in vitro inoculadas con la muestra de suelo del Municipio de Marin,
Nuevo Ledn se aislaron 4 cepas, estas fueron etiquetadas como JM-1, JIM-2, IM-3 y JM-4; fueron

evaluadas en relacion a su infectividad y efectividad; caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas.
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Al analizar de las caracteristicas fenotipicas de las plantas de frijol, inoculadas y sin inocular se
encontrd que las que fueron inoculadas con la solucién de suelo tuvieron un buen desarrollo y
follaje de color verde obscuro y a nivel de raiz presentaron abundantes nodulos rosados y de
varios tamafos; estos resultados confirman la presencia de una alta densidad de rizobios en el
suelo bajo estudio; mientras que las plantas sin inocular y sin nitrégeno quimico mostraron una
menor talla y un follaje verde amarillento y ausencia de nodulos; los testigos sin inocular con
nitrdgeno externo mostraron una buena talla y un follaje verde claro y ausencia de nddulos
radiculares. (Tabla 3) Los resultados encontrados son considerados como un criterio de
infectividad y efectividad(Fahraeus, citado por Vincent, 1975) aun cuando para algunos tal
criterio es discutible, debido a que se han encontrado cepas incapaces de infectar plantas, por lo
qgue en algunos casos no es posible tomarlo como Unica alternativa (Francis A.J. and M.
Alexander 1974 citado por Alexander M. 1980).

Tabla 3.- Caracteristicas de desarrollo en jarras de Leonard de plantas de frijol inoculadas y sin

inocular con la disolucién del suelo

Caracteristica Plantas Testigo
Con N, Sin N, Plantas Inoculadas
Talla de la planta 35cm 23 cm 32cm 29 cm 29 cm
Color de Follaje Verde Verde Verde Verde Verde
claro amarillento obscuro obscuro obscuro
Tamario de hoja 7.5cm 3.5cm 7cm 6.2 cm 6.3cm
Cantidad de
Nodulos 0 0 26 31 35

3.- Contenido de proteina y humedad en las plantas inoculadas desarrolladas en las jarras
de Leonard.- Para evaluar la cantidad de nitrogeno aportado por las bacterias a la planta se
determind la cantidad de proteina en las plantas tanto inoculadas como no inoculadas (Tabla 4).
De acuerdo a Vincent, 1974 es la mejor manera de valorar la efectividad de una cepa. Los
resultados mostrados son el promedio de tres repeticiones.

Se puede observar que todas las muestras de plantas inoculadas son mayores en el contenido de

proteina que el testigo sin nitrégeno, y la diferencia entre el testigo adicionado con nitrégeno y
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las plantas inoculadas es muy pequefia (no significativa), muy probablemente debido a las
diferencias de contenido de humedad.

Tabla 4 Contenido de proteina y humedad en plantas desarrolladas bajo invernadero en jarras de

Leonard.
Plantas % de Proteina % de Humedad
Testigo con nitrogeno 19.95 72.79
Testigo sin nitrogeno 13.47 50.19
Inoculada A 19.74 84.00
Inoculada B 16.7 79.97
Inoculada C 20.51 87.89

4.- Identificacion y caracterizacion de las cepas aisladas de los nédulos de las plantas de

Phaseolus vulgaris. inoculadas, desarrolladas en las jarras de Leonard.- Las observaciones al

microscopio de tinciones simple y de Gram de las colonias crecidas en ELMA + RC mostraron la
presencia de bacilos Gram negativos pleomorfos, sus colonias son circulares, rosadas, convexas

lisas, hUmedas, y miden de 2 a 5 mm de didmetro a 3 — 5 dias de crecimiento a 28°C (Tabla 5).
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Tabla 5 Caracteristicas morfoldgicas de colonia y tiempo de crecimiento de las cepas nativas

aisladas de los nédulos de las plantas de frijol inoculadas en jarras de Leonard

Cepas nativas aisladas

Caracteristica JIM-1 JM -2 JM -3 JM -4
Didmetro (mm) 3 4 4 3
Forma circular circular circular circular
Borde Entero entero entero entero
Elevacion convexa convexa convexa convexa
Superficie lisa lisa lisa lisa
Consistencia Gelatinosa Gelatinosa Gelatinosa Gelatinosa

Color Blanca rosada Blanca rosada Blanca rosada Blanca rosada
Cantidad de goma abundante escasa moderada abundante
Apariencia Humeda Humeda Humeda Humeda
Tiempo de

3 3 5 4

crecimiento (dias)

Ademaés a través de la caracterizacion bioguimica fue finalmente posible identificar a las cepas
como de la especie Rhizobium phaseoli ya que dio reaccion positiva a la prueba de Biuret,

ausencia de capacidad de hidrolisis de gelatina y caseina, resistencia a NaCl 2% y no producir
H.S en agar sulfito bismuto caracteristicas tipicas de esta especie de rizobio (Tabla 6)Bergey’s
Manual 2001; Vincent 1975; Gibbs B.M. and D.A. Shapto 1968).
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Tabla 6 Pruebas bioguimicas para la identificacion de las cepas aisladas de nddulos de plantas
de frijol inoculadas en jarras de Leonard

Cepas nativas aisladas
IM-1 | IM-2 JM -3 JM -4

Reaccion Bioguimica

Crecimiento en agar glucosa peptona - - - -

Hidrolisis de gelatina - - - -

Hidrolisis de caseina - - - -

Reaccidn en leche litmus a a a a

Resistencia a NaCl 2% - - R -

Produccion de H,S - - - _

Utilizacion de Biuret + + + +

Absorcion de Rojo Congo - - - -

Formacion de 3 cetolactosa - - - -

Utilizacion de citrato - - _ _

+ Crecimiento; — sin crecimiento; a reaccion alcalina; b reaccion acida

Conclusién.- Las cuatro cepas nativas de bacterias aisladas del suelo de Marin, N. L. fueron
identificadas como Rhizobium phaseoli en base a sus caracteristicas bioquimicas y morfologia de
colonia sobre agar extracto de levadura manitol (ELMA-RC), morfologia celular bajo tincion
GRAM y Maneval.

La sobrevivencia de los rizobios en el suelo utilizado para el estudio fue suficientemente buena
como para mantener su poblacién elevada y favorecer la nodulacion de las plantas al emplear
como inoculante una suspension de este suelo. Esta elevada sobrevivencia de los rizobios
probablementeesdebido a la alta humedad, la buena disposicién de materia organica y el pH de
este; ello concuerda con lo expresado por Alexander, 1977; Pefia Cabriales, 1981; Date,1976 ha
cerca de la sobrevivencia de Rhizobium en suelo en ausencia de su hospedero especifico.

Los resultados de caracterizacion morfoldgica son similares a los reportados por otros
investigadores (LOopez Alcocer y cols. 2017; Granada et. al. 2013; Keneni et. al. 2010; Villanueva
y Quintana 2012) donde reportan que las colonias de aislados de Rhizobium son de crecimiento

rapido, (2 — 3 dias), blancas o ligeramente rosadas colonias circulares, convexas, lisas y de
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aspecto translucido. Debido a que las 4 cepas aisladas mostraron colonias blancas rosadas, borde
liso, convexas, textura gomosa, circulares se puede afirmar que pertenecen al género Rhizobium.
Las cuatro cepas nativas aisladas no se desarrollaron en presencia de cloruro de sodio al 2% estos
resultados son similares los reportados por Lopez-Alcocer et. al.2017; Barrada et. al. 2012;
Cuadrado et. al. 2009; Patilet. al. 2014.

De las pruebas de morfologia de colonia, de tincion y bioquimicas realizadas, se puede observar
en las tablas 4, 5 y 6 que se aislaron cuatro cepas de Rhizobiumphaseolinativos fijadores de
nitrégeno, con las siguientes caracteristicas: bacilos, metabolismo aerébico, no esporulados,
Gram negativos, con capsula, reaccion alcalina en leche de litmus (tornasol), reaccién de biuret
positiva, ausencia de crecimiento en agar glucosa peptona, no productora de 3 cetolactosa; los
Rizobios se caracterizaron por tener crecimiento rapido (3 — 5 dias) sus colonias son de aspecto
mucilaginoso, circulares, lisas y convexas.

Ademas se puede observar en la tabla 4 que las cepas aisladas fueron infectivas y efectivas para
establecer simbiosis con plantas de frijol y fijar nitrgeno atmosférico; La diferencia observada
en el contenido de proteina entre el testigo nitrogenado y las plantas inoculadas es realmente
mucho menor, ya que el contenido de materia seca en las plantas inoculadas es menor comparada
con la testigo nitrogenada, ello se debe a el contenido de humedad que presentan cada una de las
plantas estudiadas.
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