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RESUMEN

Para determinar las caracteristicas de Rhizobium phaseoli
presentes en un Inceptisol del altiplano de Pasto, Colom-
bia, y la inoculacidn de la cepa CIAT, en frijol arbusti-
vo var. Diacol Andino, bajo candiciaones de invernadero,se
establecieron cultivos a 30°C en agar manitol extracto de
levadura. Las bacterias presentaron un desarrollo abundan
te o moderado de 2 a 5 dias, colonias blancas o incoloras,
con formacidn de moderada a mucha goma, elevadas, brillan
tes de aspecto mucilaginoso; la morfologia y tincidn vre-
sentaron bastoncitos entre cortos y medianos, endosporas
ausentes, Jramnegativo.

El mayor tamafio de los nédulos y nimero de colonias, se
presenté con la cepa CIAT 57, disminuyendo en el suelo
bajo condicicnes normales y fue minimo en la mezcla de las
cepas nativas y CIAT 57. Los nédulos en todos los casos

presentaron un minimo desarrollo.

ABSTRACT

Rhizobium phaseoli cultures were established on yeast ma-
nitol agar at 30°C to determine the characteristics of
the forms present in an Inceptisol of Pasto Highlands, Co
lombia and those of the strain CIAT 57. Bacteria showed
moderate to abundant growth from 2 to 5 days colorless or
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white colonies; moderate to high formation of gum;diffusse,
elevated, bright appearance. BY tint it was observed Gram
negative reaction and little bacilli, without endospores.
The highest number of colonies was obtdained with CIAT 57.

When innoculated to bush bean Diacol Andino variety, the
biggest size of nodules was obtained with strain CIAT 57,
native strains showed an intermediate size and with the

mixture the lowest size. Nedule weight was minimal- in all
cases.

INTRODUCCION

La simbiosis Phaseolus vulgar is-Rhizobium phaseoli
es una posibilidad de aporte de nitrégeno en forma muy
poco costosa para el cultivo delfr{jol. No obstante, una
serie de factores hacen que esta simbiosis no presente
en todos los casos niveles de eficiencia tan ventajosos
como los que aparecen en cultivos de soya y tréboles. Sin
embargo, se registran situaciones positivas que justifi-
can el trabajo con esta asociacidn simbidtica a £fin de
encontrar genotipos de frijol y cepas de R. Phaseoli que
produzcan eficientes combinaciones para la fijac¢1én de
nitrdégeno (2).

El trabajo tuvo como objetivo, evaluar a nivel de labora-
torio, las caracteristicas del Rhizobium presente en un
Inceptisol y la introduccién de la cepa CIAT 57 de R. pha
seoli.

REVISION DE LITERATURA

Existen algunas especificidades entre Rhizobium y legumi-
minosas; es rato encontrar en un suelo cultivado por pri-
mera vez con una leguminosa en particular, el Rhizobium
apropiado, mientras tanto las plantas sin nodulacidn ade
cuada mostrardn una deficiencia de nitrégeno y el agricul
tor no obtendria mds que 50-60% de su rendimiento poten -
cial (4).

Cuando de dos cepas de Rizhobium solamente una produce
nédulos en las leguminosas,se puede hablar de diferencias

en T"infectividad".8i ambas forman nédulos, pero la fija-
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oién en una es mejor, se habla de diferencias en “efecti
vidad" (4). En la simbideis Rhizobium-Phaseolus existe
enpecificidad en ambos tipos, las especies de Phaseolus no
{das nodulan con el mismo Rhizobium. P. vulgar is y P.
uoocineus nodulan con las cepas de crecimiento rdpido, =g
misntras que P. lunatus y P. acutifolius necesitan una ce
4 (ue tenga desarrollo muy lento en medios normales  de
crocimiento. Es claro también que para cada variedad de
fr{jol no todas las cepas de Rhizobium tienen el miamo
nivel de efectividad (5).

le ha demostrado por lo menos que once genes del hospede-
to Influyen en la fijacién. Ellos controlan fdactores tan
dlversos como la multiplicacién del rizobio en la rizoa -
fera y el suministro de energfa para el desarrollo de los
ndliulos. (3,5)-

liny vez establécidos en el suelo de pH adecuado, los rizo-
liiom smon capaces de existir saprof{ticamente y sobrevivi-
\dn varios afios, aun sin la presencia de su hospedero. El
nimero de ndédulos posibles en un sistema radicular es mnds
¢ menos constante, y controlado por el nimero de células
wiomdt icas de la raiz, cada néddulo formade por las cepas
nat ivas del suelo limitard adn mds el nimero formado por
#l inoculante eficiente (4, 5).

(uando las cepas nativas del suelo tienen un alto grado
de efectividad corr la leguminosa sembrada, no existe real
mente problema, éste viene cuando no son eficientes con
el fr{jol sembrado, siendo auin capaces de formar nédilon
(h,5).

(rtega, ciatado por Cuautle (1), indica que dentro de lom
factores bioldgicos que afectan negativamente 1la aceldén
de cepas de Rhizobium introducidas, estd el ataque de al-
gunos patdgenos como hongos, bacterias, virus, protozoa -
¢ lom v nemdtodos que ocasionan pérdidas considerables en
la cantidad de nitrégeno f£ijado, ademds de la presenciade
pepas nativas de Rhizobium, las cuales estdn adaptddas a
lan condiciones ambientales. Por otro lado, el Rhizobium
puede morir por toxinas de semillas o por enzimag, O ser
inhibido por antibiéticos y bacteriocinas.

e llama "inoculacién® a la t‘antan'd. incorporar al sue
lo las bacter ias especificas de rizoblo, procesadas comer
olalments para tal efeoto (9), La rasdn de la inoculacién
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de las leguminosas segin Dawson, citado por Cuautle et al
(1), es asegqurar que la bacteria esté disponible en la
zona de la raiz cuando la planta empiece A desarrollarse,
y se lleve a cabo la fijacidn simbidtica de nitrdgeno at-
mos fér ico,

MATERIALES Y METODOS

Para la caracterizacidn del rizobio en el Laboratorio, se
empled una de las replicaciones del ensayo de invernadero
(10), con plantas de frijol var. Diacol Andino de 60 dfas
a partir de la siembra, las cuales se sacaron de los mate
ros con suelo, para lavar las raices con un chorro suave
de agua, A fin de evitar el desprendimiento de los ndédu -
los que fueron recolectados con ayuda de pinzas.

En el ensavo de invernadero, se utilizaron materos de
8,4kg de capacidad. En el experimento se utilizd un dise-
flo de parcelas divididas en distribucidn irrestrictamente
al azar (7), comprendié 3 tratamientos gue consistieron
en suelo normal v utilizacidn de semilla no inoculada,sue
1o normal y semilla inoculada y suelo estéril y semilla
inoculada. Los 7 subtratamientos considerados fueron apli
caciones de: N-P-K; N-P-K-B;N-P-K-Mo; N-P-K-B-Mo; B; Mo;
ademis de un testigo absoluto. Las aplicaciones  basales
de N-P-K Unicamente cubrieron los requer imientos nutricio
nales del cultivo, segin los criterios del ICA (6): cuan—
do se hicieron aplicaciones de B y Mo, éstas fueron de
2,0 y 1,5 k/ha respectivamente.

El suelo estéril , se fumigd con formol de 40%, los mate-
ros utilizados se cubrieron con un pldstico durante 4
dias al cabo de los cuales se destapd, se ventild por 5
dias, se regd con abundante agua, para colocar el suelo a
capacidad de campo. Los nuttimentos agregados al suelo
preparado para la siembra, fueron disueltos en agua y a =
plicados con pipeta.

Por subtratamiento se tomaron 5 nédulos al azar, para de-
terminar su didmetro con la ayuda de un nonioj luego se
pesd 0,1 g de nddulos, los cuales se desinfectaron por 3
min en hipoclorito de sodio al 5%,para pasarlos luego a

(%2 ]
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4 ln tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada esterilizg
i, efectuando el macerado con una varilla de vidrio esté
t1l, cerca a la llama de un mechero.

A partir de la concentracidn original, se establecieron
dilugiones de 1:10, 1:100, 1}1000, 1:10000; 1:100000 ;
I 1unaono, 1:10000000, 1:100000000, teniendo en cuenta tu
lm de ensayo con 9 cc de agua destilada esterilizada. De
vada una de las 3 Jltimas diluciones, con pipetas estéri
lwn, we pasaron cantidades de 1 ml a cajas de Petri esteri
| lpadan, donde se virtid agar, manitol, extracto de leva-
dupa diluido aproximadamente a 45°C, efectuando la homo -
gyenlzacidn de la suspensidn bacterial con el medio. Cada
dllucidn, se replicd 4 veces.

L oajas de Petri con el medio de cultivo sélido, se co-
locaron invertidas en la estufa de incubacidn a 309C por
% ifas, al cabo de los cuales se contabilizd las colonias.

Ul nimero de colonias de cada caja se multiplicd por el
tactor de dilucidn, para obtener finalmente el nimer o
piromedio de bacterias por centimetro cibico de agua, con
e en los resultados de las tres diluciones.. Ademds, se
olmervd las caracteristicas culturales de las colonias,
realizando pruebas de tincidn y bioguimicas usuales, con
@l I'ln de relacionar los resultados con los eriterios de
Vieesnt (11) y de Rozo (8).

RESULTADOS Y DISCUSION

La acumulacidén de peso de los nddulos entre 0,00505 Y
0,01975 g para los diferentes tratamientos, presentaron su
mayor frecuencia de 13 a 19 por los subtratamientos, lo

vual indica un desarrollo minimo de los nddulos en las
tafces del frijol a los 60 dfas en la variedad de frijol
blacol Andino, bajo condiciones de invernadero (Fig. 1).

I acuerdo con los resultados obtenidos en los tratamien-
ton, hay una alta infectividad en la nodulacidédn de la ce-
pa CIAT 57, la cual parece no tener tanta competencia con
lan cepas nativas, que podrfan eompetir entre si y, posi-
hlemente estdn cumpliendo en &l suelo mayor actividad sa-
poofitica que simbidtiaa, '
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El didmetro de los nddulos, indica que cuando se inoculd
la semilla, éstos presentaron mayores proporciones que

aciuellos formados por las cepas nativas (Tabla 1).

A partir de la incubacién del Rhizobium a 26-28°C aislado
de nddulos de cada uno de los subtratamientos para  cada
uno de los tratamientos considerados y sembrados en un
medio de agar manitol extracto de levadura, las colonias

se desarrollaron en el medio de cultivo en un periodo de
4-5 dfas., Desde el punto de vista de la velocidad de cre-
cimiento,el Rhizobium phaseoli, se clasifica en el grupo
de crecimiento rapido, teniendo en cuenta el tiempo reque
rido para crecer bien en la superficie del medio sélido.

En cuanto al desarrollo en el medio de cultivo empleado
se presentd poco o ningin desarrollo de las colonias en
las primeras 24 horas; abundante o moderado en 2-5 dias;
colonias incoloras o blancas; generalmente de moderada O
mucha formacidn de goma, estas caracteristicas correspon-
den a las citadas por Vincent (11), para Rhizobium phaseo
) I8

A partir de las colonias obtenidas en los diferentes tra-
tamientos v subtratamientos, se realizaron frotis de la
mianera habitual para poder observar una caracteristica

cualitativa de los rizobios, mediante la coloracidn de
Grams la morfologia y tincidn presentaron:bastoncitos en-
tre cortos y medianos (11), endosporas ausentes, gramne-=
gativo.

Otras caracteristicas que se pueden esperar en la mayoria
de las cepas de crecimiento rdpido segin Jensen, citado
por de Rozo (8), la gelatina es lentamente licuada por
la mayoria de las cepas de crecimiento rapido y producen
una zona superficial de suero en la leche. Segun Vincent
(11), la produccién de dcidos a partir de cabohidratos es
+4 relacionada con la actividad de los rizobios de creci—
miento rdpido.

Harris, citado por Rozo (8), menciona que los organismos
de crecimiento rdpido producen sobre agar colonias difu =
sas, elevadas, brillantes, semitranslicidas, de aspecto
mucilaginoso, aspecto gue pudo observarée en los diferen-
tes cultivos.
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il mayor nimero de colonias, se obtuvo de las bacterias
aluladas de nddulos del tratamiento suelo estéril y semi-
|ia inoculada con un promedio de 970,39 x 106 colonias por
gramo de nédulos, menor nimero de colonias se obtuvieron
un los tratamientos suelo normal y semilla no inoculada y
suelo normal vy semilla inoculada caon un promedio de 83045
x 10° v 275,21 x 106 colonias por gramo de nédulos, res -
pmct Lvamente.

1l mayor nimero de colonias se obtuvo con la aplicacidn de
Mo, on los tratamientos suelo estéril y semilla inoculada
h,“” K 107 y suelo normal y semilla no inoculada 2,32 x
107 volonias por gramo de ndduios,

1l menor nimero de colonias con la aplicacién de N-P<K-B
IR X 10° vy 3,01 x 108 colonias por gramo de nédulos en
low tratamientos suelo normal y semilla no inoculada b
elo estéril y semilla inoculada, respectivamente. Se ob
buve 2,46 x 106 y 1,86 x 106 colonias por gramo de nddu =
Lo on el tratamiento suelo normal y semilla no inoculada
v nuelo estéril y semilla inoculada, respectivamente (Ta-
bla 2).

CONCLUSIONES

| Ge presentd un minimo desarrollo y didmetro de los nd-
dulos 3 los mayores valores se presentaron con la cepa
CIAT 57, en comparacidn con las cepas nativas o su
meacla.

! Lan caracteristicas analizadas corresponden en todos
low casos a las descritas para Rhizobium phaseoli.

| Il mayor nimero de colonias se presentd con la inocula
vidn de la cepa CIAT 57, siendo mayores cuando estuvie
ron involucradas aplicaciones de molibdeno.
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